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Мезотромбін ефективно активує механічно стимульовані тромбоцити плазми крові і підвищує 
колаген-, ADP- та адреналініндуковану агрегацію збагаченої тромбоцитами плазми крові. Отже, в 
зоні активації системи зсідання крові мезотромбін може посилювати процес залучення тромбоцитів 
до тромбоутворення. Претромбін 1 пригнічує колаген-, ADP- та адреналініндуковану агрегацію тром-
боцитів плазми крові, регулюючи таким чином не лише плазменний, але й тромбоцитарний гемостаз 
за принципом зворотного негативного зв’язку.

К л ю ч о в і  с л о в а: мезотромбін, претромбін 1, тромбін, тромбоцити.

П ротромбін є проензимом тромбіну – 
центрального регуляторного ензиму 
системи гемостазу. В разі ушкодження 

судини на мембрані активованих ендотеліо
цитів та екстраваскулярних клітин запускаєть
ся каскад реакцій системи зсідання крові, 
внаслідок чого активується протромбін. Тром
бін, що утворився, активує тромбоцити, а про
цес розщеплення протромбіну продовжується 
вже на їхній мембрані. У процесі фізіологічно
го розщеплення молекули протромбіну утво
рюється низка похідних, зокрема проміжний 
продукт його активації мезотромбін та функ
ціонально неактивна форма протромбіну – 
претромбін 1 (рис. 1) [1].

Домінантним в утворенні тромбіну за 
фізіологічних умов і участі протромбінази є 
шлях, що передбачає утворення проміжного 
продукту метаболізму – мезотромбіну [2]. Де
які автори припускають існування двох про
тромбіназ [3]: перша розщеплює протромбін з 
утворенням мезотромбіну, а друга – гідролізує 
мезотромбін з утворенням αтромбіну. Якщо 
такий механізм існує, то регуляція актив
ності різних форм протромбінази забезпечує, 
ймовірно, накопичення мезотромбіну на мем
бранах ендотеліальних клітин та тромбоцитів 
[4]. Крім того, активність протромбінази і, 
отже, швидкість утворення мезотромбіну ре
гулюється системою протеїну С та комплексом 
антитромбін ІІІ – гепарин [1].

Молекула мезотромбіну містить активний 
центр, який формується внаслідок розщеплен
ня пептидного зв’язку в каталітичному домені 
протромбіну. Водночас, у мезотромбіні збері
гається мембранозв’язувальний Glaдомен 
протромбіну. Таким чином, мезотромбін збері

гає доменну структуру протромбіну і набуває 
тромбіноподібної ензиматичної активності 
[5]. Це підтверджується тим, що він ефек
тивно активує протеїн С та фактор V зсідан
ня крові, оскільки має здатність зв’язуватись 
із мембранами [4]. Згідно з даними аналізу 
розщеплення низькомолекулярних субстратів, 
активний центр мезотромбіну аналогічний 
активному центру тромбіну [5]. Однак інші 
субстратупізнавальні ділянки, зокрема екзо
сайти І та ІІ в молекулі мезотромбіну, мають, 
імовірно, іншу, ніж тромбін, конформацію. 
Відтак спорідненість мезотромбіну і тромбіну 
до протеїнових субстратів неоднакова, з чим і 
пов’язані відмінності в їхній взаємодії з ком
понентами системи гемостазу [6].

Слід зазначити, що поява у кровотоці ме
зотромбіну відбувається внаслідок активації 
системи гемостазу, яка включає також актива
цію судиннотромбоцитарної ланки. Через це 
в зоні активації системи зсідання крові, тоб
то безпосередньо в місці ушкодження судини, 
вже на перших етапах активації протромбіну 
мезотромбін бере участь в активації тромбо
цитарної ланки гемостазу.

Претромбін 1 також з’являється у крово
тоці за умов активації системи зсідання крові і 
розщеплення протромбіну тромбіном (рис. 1). 
Оскільки претромбін 1 ензиматично неактив
ний і не активується протромбіназою, його 
утворення вважають одним із механізмів нега
тивної зворотної регуляції системи гемостазу, 
що перериває каскад реакцій зсідання крові. 
У процесі формування молекули претромбі
ну 1 каталітичний домен залишається інтакт
ним, через що не формується активний центр. 
Водночас відсутність Nкінцевої ділянки про
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Рис. 1. Схема розщеплення протромбіну: F 1, 
F 2 – фрагменти 1 і 2 протромбіну відповідно; 
А, В – фрагменти каталітичного домену; Xa, 
Va – фактори зсідання крові
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тромбіну в молекулі претромбіну 1 сприяє 
формуванню в ній екзосайту І, який забезпе
чує взаємодію з лігандами тромбіну, зокрема 
тромбоцитарними рецепторами [7].

Отже, після розщеплення протромбіну ут
ворюються продукти, які мають функціональне 
значення, зокрема деяким із них притаманна 
ензиматична активність. Тому на сьогодні все 
більшу увагу привертає вивчення ролі похід
них протромбіну в системі гемостазу, форму
вання імунної відповіді та дослідження інших 
фізіологічних процесів.

Метою роботи було з’ясувати вплив ме
зотромбіну і претромбіну 1 на активацію та 
агрегацію тромбоцитів. 

матеріали і методи

Плазму крові одержували з венозної 
крові 10 донорів [8]. Протромбін отримували 
із плазми крові людини шляхом сорбування 
вітамін Кзалежних протеїнів на сірчанокис
лому барії з наступною елюцією його 0,05 М 
трисНСlбуфером (рН 7,4), що містив 0,2 М 
NаСl, 0,01 М бензамідин і 0,02 М ЕДТА. Для 
отримання та очищення протромбіну вико
ристовували Qсефарозу. Додаткове очищення 
протромбіну здійснювали на сефакрилі S200. 
Гомогенність одержаного протеїну перевіряли 
методом дискелектрофорезу в поліакриламід
ному гелі [9].

Мезотромбін отримували шляхом 
розщеплення протромбіну, імобілізованим 
на BrCNсефарозі екамуліном (активатором 
протромбіну з отрути ефи багатолускової – 
Echis multisquamatis) в 0,05 М трисНСlбуфері 
(рН 7,4) із 0,13 М NaCl, 1 мМ СаСl2 та 5 мМ 
бензамідином при кімнатній температурі впро
довж 15 хв. Препарат мезотромбіну очищали 
від бензамідину (ex temporo) гель–фільтра
цією на PD–10 (Amersham biosciences) у 0,05 М 
трис–HClбуфері (pH 7,4) з 0,13 M NaCl при 
температурі 4 °С. Чистоту препаратів перевіря
ли електрофоретично. Мезотромбін зберігали 
у присутності 5 мМ бензамідину при темпе
ратурі 20 °С. Відсутність домішок тромбіну у 
препараті мезотромбіну контролювали за здат
ністю його розщеплювати фібриноген.

Претромбін 1 одержували шляхом гідролі
зу протромбіну людини тромбіном з подаль
шим очищенням його іоннообмінною хрома
тографією на Qсефарозі методом, описаним у 
статті [9]. Чистоту препарату перевіряли елек
трофоретично. В експериментах використову
вали тромбін (Merck, Німеччина) з питомою 
активністю 50 NIH/мг.

Збагачену тромбоцитами плазму крові 
(ЗТПК) людини одержували центрифугуван
ням (160 g, 20 °С, 20 хв) цільної крові, до якої 
додавали розчин 3,8%го лимоннокислого нат
рію у співвідношенні 9 : 1 [10].

Відмиті тромбоцити людини отримували 
гельфільтрацією ЗТПК на сефарозі 2B мето
дом, наведеним у статті [11]. Популяцію тром
боцитів, серед яких були і активовані, одержу
вали механічною стимуляцією їх триразовим 
ресуспендуванням і осадженням центрифугу
ванням (340 g, 15 хв).

Агрегацію тромбоцитів вивчали в ЗТПК 
людини (200–300 тис. тромбоцитів/мкл). У 
разі виявлення гіпоагрегації ЗТПК не вико
ристовували. Агрегатометричні показники 
визначали в перші 3 год після забору крові, за
стосовуючи фотооптичний агрегометр SOLAR 
AP2110 методом G. V. Born [12]. До його кю
вети вносили 430 мкл ЗТПК і 20 мкл 0,025 М 
CaCl2. Інкубацію проводили ex temporo про
тягом 5 хв при температурі 37 °С. Агрегацію 
тромбоцитів ініціювали внесенням до середо
вища одного з індукторів: АDР (концентрація 
12,5 та 10 мкМ), колагену (2 мкг/мл) або адре
наліну (0,8 та 0,6 мкг/мл). Процес реєстрували 
упродовж 10 хв у режимі роботи за початковим 
рівнем світлопропускання без нормування ре
зультатів вимірів. В експерименті оцінювали 
ступінь агрегації (максимальний рівень світ
лопропускання ЗТПК після внесення індукто
ра), швидкість агрегації (за зміною світлопро
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пускання ЗТПК у перші 30 с після внесення 
індуктора), час агрегації (час досягнення мак
симального її ступеня). У випадку колагенін
дукованої агрегації вимірювали тривалість 
лагфази. Процес активації тромбоцитів ін
дукторами вивчали на відмитих тромбоци
тах людини методом цитометрії, застосовую
чи протоковий цитофлуориметр COULTER® 
EPICSTM XLTM Flow Cytometer, – систему, яку 
використовують для якісної та кількісної ха
рактеристики біологічних і фізичних власти
востей клітин. Під час експерименту викорис
товували два типи світлорозсіювання: пряме, 
яке характеризує розмір клітин, та бічне, що 
відображує щільність цитоплазми клітин, тоб
то гранулярність тромбоцитів [13]. Кількість 
тромбоцитів обчислювали в автоматичному 
режимі.

результати та обговорення

Однією з основних прокоагулянтних 
функцій тромбіну є активація тромбоцитів та 
індукція їхньої агрегації, опосередкованих ре
цепторами сімейства ПАР та глікопротеїном Ib 
(GРIb) [10, 14]. Натомість мезотромбін, незва
жаючи на наявність сформованого активного 
центру і здатність зв’язування із фосфоліпід
ними мембранами, не активує тромбоцити. 
Припускають, що мезотромбін взаємодіє із 
тромбіновим рецептором тромбоцитів з мен
шою афінністю, ніж тромбін [4, 13].

Застосовуючи метод протокової цитомет
рії, ми проаналізували вплив мезотромбіну 

на відмиті тромбоцити людини. Відомо, що 
під час активації тромбоцитів відбувається 
поступова зміна їхньої форми (з дископодіб
ної на сферичну) з утворенням псевдоподій і 
вивільненням компонентів цитоплазматич
них гранул. Отже, такі параметри, як розмір 
та гранулярність тромбоцитів характеризують 
функціональний стан цих елементів крові.

Одержані нами дані свідчать, що мезо
тромбін не впливає на розміри та грануляр
ність відмитих тромбоцитів людини (рис. 2), у 
той час як тромбін, навіть у меншій кількості, 
швидко активує відмиті тромбоцити, зумовлю
ючи зміни їхнього розміру та гранулярності.

Водночас слід відзначити, що за наявності 
в популяції відмитих тромбоцитів значної 
кількості попередньо активованих (30–50%), 
нативні тромбоцити такої популяції набува
ють чутливості до мезотромбіну. Нами показа
но, що у зазначеній модельній системі відмиті 
тромбоцити людини у присутності мезотром
біну змінюють як розмір, так і гранулярність 
(рис. 3), однак чутливість їх до дії тромбіну 
все ще залишається вищою. При цьому част
ково активовані тромбоцити виявлено в місці 
активації системи зсідання крові [15], зокре
ма в місці ушкодження судини, де вони взає
модіють з активованим ендотелієм. Крім того, 
сенсибілізуються і «молоді» тромбоцити [16].

Підвищення чутливості тромбоцитів до 
мезотромбіну в наведеній модельній системі, 
ймовірно, пов’язане зі змінами як стану, так 
і фосфоліпідного складу їхніх мембран. Ос

Рис. 2. Дія тромбіну і мезотромбіну на зміну кількості відмитих тромбоцитів нормального розміру та 
гранулярності
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кільки установлено, що мезотромбін здатен 
активувати клітини гліобластоми, розщеплю
ючи ПАР1 [17], то, ймовірно, ефективність 
його взаємодії з останнім залежить не лише 
від конформаційних особливостей молекули 
мезотромбіну, але й від ліпідного та протеї
нового оточення рецептора, функціонального 
стану клітин тощо.

Крім того, в іншій модельній системі – 
ЗТПК людини у присутності всіх компонентів 
плазми крові – було виявлено, що мезотром
бін концентраційнозалежно індукує агрегацію 
тромбоцитів (рис. 4).

Тромбін належить до найпотужніших 
фізіологічних індукторів агрегації тромбо
цитів, зумовлюючи швидку їхню дегрануля
цію і призводячи до необоротності агрегації 
(рис. 5). Але мезотромбін, навіть у високій 
концентрації (0,29 мкМ), спричинює оборот
ну агрегацію тромбоцитів (першу хвилю її), 
внаслідок чого з їхніх гранул вивільнюються 
індуктори агрегації, що, у свою чергу, зумо
влює подальшу необоротну агрегацію – хви
лю ІІ (рис. 5).

У молекулі претромбіну 1, як зазначено 
вище, активний центр відсутній, через що його 
вважають функціонально неактивною формою 
протромбіну. У досліджуваних модельних сис
темах нами встановлено, що претромбін 1 не 

Рис. 3. Зміна кількості відмитих тромбоцитів нормального розміру та гранулярності за дії тромбіну 
та мезотромбіну в популяції, в якій у значній кількості (30–50%) містяться попередньо активовані 
тромбоцити
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активує відмиті тромбоцити людини і не сти
мулє їх до агрегації (дані не наведено).

Після активації тромбоцитів in vivo агре
гація їх відбувається. Згідно із традиційною 
моделлю цього процесу до суспензії тромбо
цитів вводять агоніст, який активує інтегрин 
GPIIbIIIa, внаслідок чого останній набуває 
високої спорідненості до фібриногену. Фібри
ноген зв’язується із тромбоцитами, що призво
дить до стабілізації агрегату [15].

Колагеніндукована агрегація тромбоцитів 
у дослідженнях in vitro, насамперед, дає змогу 
оцінити процес вивільнення вмісту тромбоци
тарних гранул. Для такої агрегації характерна 
лагфаза, тривалість якої визначається швид
кістю активації фосфоліпази С у відповідь 
на рецепторну активацію тромбоцитів [18]. 
Унаслідок активації тромбоцитів колагеном із 
тромбоцитарних гранул вивільнюються індук
тори, які викликають незворотну агрегацію 
тромбоцитів. Тому агрегація за дії колагену є 
вторинною і віддзеркалює другу фазу – фазу 
секреції. 

Дані досліджень ADPіндукованої та адре
налініндукованої агрегації тромбоцитів дає 
змогу оцінити первинну та вторинну фази 
процесу. Дію ADP спрямовано на підвищення 
концентрації іонів Са2+ в цитоплазмі тромбо
цитів, що приводить до їхньої дегрануляції і 
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Рис. 4. Зміна ступеня агрегації тромбоцитів у ЗТПК залежно від концентрації мезотромбіну
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зміни форми, а також до активації тромбоци
тарних рецепторів. Стимуляція тромбоцитів 
людини адреналіном опосередковується αад
ренорецептором субтипу α2А, однак точний 
механізм активації тромбоцитів за дії цього 
індуктора не встановлено. Адреналін нале
жить до слабких індукторів агрегації, оскільки 
не здатен викликати повну агрегацію тромбо
цитів людини, хоча істотно посилює відповідь 
їх на стимуляцію іншими агоністами [19].

Для дослідження впливу мезотромбіну 
на індуковану агрегацію тромбоцитів, ми ви
користовували його у такій концентрації, яка 
не зумовлює агрегації тромбоцитів – 90 нМ 
(рис. 4). Одержані нами дані свідчать, що ме
зотромбін підвищує індуковану агрегацію 
тромбоцитів таким чином (рис. 6):

– скорочує лагфазу колагеніндукова
ної агрегації у 3,4 раза, не впливаючи на її 
ступінь;

– посилює ступінь першої хвилі ADPін
дукованої агрегації у 1,5 раза, не змінюючи її 
швидкості, тобто швидкості утворення тром
боцитарних агрегатів; 

– посилює в 1,8 раза першу хвилю адре
налініндукованої агрегації та у 2,1 раза швид
кість її, сприяючи чіткому відособленню пер
шої хвилі агрегації і не впливаючи на ступінь 
другої хвилі.

Таким чином, мезотромбін підвищує пер
винний вплив адреналіну, модулюючи адре
налініндуковану агрегацію тромбоцитів подіб
но до тромбіну, який синергічно посилює 
ефект адреналіну як у разі активації тромбо
цитів, так і за інших процесів судинного ге
мостазу [19].

Одержані нами дані свідчать, що мезо
тромбін порівняно із тромбіном є малоефек

тивним активатором тромбоцитів. Однак за 
активації системи зсідання крові в місці уш
кодження судини він здатен ефективно залу
чати нові тромбоцити до утворення тромба, 
активуючи їх та сприяючи вторинній агрега
ції. З огляду на те, що мезотромбін не інгі
бується основним фізіологічним інгібітором 
тромбіну – антитромбіном ІІІ в комплексі з 
гепарином [5], – можна припустити, що в разі 
потужного пригнічення активності тромбіну 
(наприклад під час гепаринотерапії) роль ме

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ РОбОТИ
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Рис. 6. Вплив мезотромбіну на колаген-, ADP- та адреналініндуковану агрегацію тромбоцитів люди-
ни в ЗТПК (А, б та В відповідно): 1 – мезотромбін (0,09 мкМ), 2 – колаген (0,2 мкг/мл), 3 – ADP 
(1 мкМ), 4 –адреналін (60 нМ)
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Рис. 7. Вплив претромбіну 1 на колаген-, ADP- та адреналініндуковану агрегацію тромбоцитів людини 
в ЗТПК (А, б, В відповідно): 1 – претромбін (0,28 мкМ), 2 – претромбін (0,56 мкМ), 3 – претромбін 
(0,84 мкМ), 4 – колаген (0,2 мкг/мл), 5 – ADP (1,25 мкМ), 6 – адреналін (80 нМ)
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зотромбіну в активації тромбоцитарної ланки 
системи гемостазу набуває істотного значення. 

На відміну від мезотромбіну, претром
бін 1 дозозалежно пригнічує індуковану агре
гацію тромбоцитів в ЗТПК (рис. 7), а саме:

– знижує швидкість АDРіндукованої агре
гації і сприяє виокремленню першої її хвилі;

– ефективно пригнічує адреналініндуко
вану агрегацію, зменшуючи обидві хвилі або 
повністю нівелюючи адреналіновий сигнал; 

– подовжує лагфазу колагеніндукованої 
агрегації, не впливаючи на її ступінь, тобто не 
перешкоджає секреції тромбоцитарних гранул 
та вторинній агрегації тромбоцитів.
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Початкове зв’язування колагену із тром
боцитами за колагеніндукованої агрегації опо
середковується глікопротеїнним комплексом 
GPIbVIX, що взаємодіє з колагеном в ком
плексі з фактором фон Віллебранда. GPIbопо
середкований механізм активації тромбоцитів 
тромбіном передбачає можливість зв’язування 
з рецептором ензиматично неактивного тром
біну через екзосайт І [20]. Оскільки в молекулі 
претромбіну 1 формується екзосайт І, претром
бін 1, зв’язуючись із GPIb на поверхні тром
боцитів, хоча і не активує їх, однак конкурує 
за зв’язування з комплексом колаген – фактор 
фон Віллебранда, пригнічуючи таким чином 
колагеніндуковану агрегацію тромбоцитів.

З огляду на наведені вище дані щодо впли
ву претромбіну 1 на агрегацію тромбоцитів, 
можна дійти висновку про участь його в нега
тивно зворотній регуляції як у плазменному, 
так і в тромбоцитарному гемостазі.

Таким чином, мезотромбін належить до 
слабких індукторів агрегації тромбоцитів і у 
фізіологічній кількості не агрегує їх, а претром
бін 1 взагалі не здатен активувати тромбоци
ти. Однак нами доведено, що зазначені похідні 
протромбіну впливають на колаген, ADP та 
адреналініндуковану агрегацію тромбоцитів у 
ЗТПК. Мезотромбін і претромбін 1 діють на 
тромбоцитарну ланку гемостазу різноспрямо
вано: мезотромбін сприяє залученню «нових» 
тромбоцитів до тромбоутворення, а претром
бін 1 пригнічує хвилю зсідання крові, інгібу
ючи вторинну агрегацію тромбоцитів.
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Мезотромбин эффективно активирует 
механически стимулированные тромбоциты 
и усиливает коллаген, ADP и адреналинин
дуцированую агрегацию обогащенной тром
боцитами плазмы крови. Таким образом, в 
зоне активации системы свертывания крови 
мезотромбин способен усиливать процесс во
влечения тромбоцитов в тромбообразование. 
Претромбин 1 угнетает коллаген, ADP и 
адреналининдуцированную агрегацию обо
гащенной тромбоцитами плазмы крови, регу

лируя, таким образом, не только плазменный, 
но и тромбоцитарный гемостаз по принципу 
обратной негативной связи.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: мезотромбин, 
претромбин 1, тромбин, тромбоциты.
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S u m m a r y

Meizothrombin efficiently activates mechani
cally triggered platelets and enhance collagen, 
ADP and adrenalininduced aggregation of plate
letrich blood plasma. Thus, in clotting system ac
tivation zone meizothrombin is able to enhance 
process of involving platelets in clotformation. Pre
thrombin 1 inhibits collagen, ADP and adrena
lininduced aggregation of plateletrich blood plas
ma and so regulates not only plasm but platelet 
hemostasis by reverse negative relation.

K e y  w o r d s: meizothrombin, prethrombin 1, 
thrombin, platelets. 
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