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Цель исследования – разработка  методики регистрации пространственно-временного распределения тромбина в цельной крови.  
В процессе разработки методики регистрации пространственно-временного распределения тромбина в цельной крови мы выяснили, что использование цельной крови в качестве исследуемого образца накладывает определенные требования к процедуре пробоподготовки, времени эксперимента. Экспериментальные исследования позволили подобрать оптимальные параметры регистрации сигнала, а математическое моделирование – разработать корректные алгоритмы расчета тромбина. На данном этапе исследований мы использовали компьютерные симуляции отдельных этапов свертывания в цельной крови, что позволило лучше понять механизмы, управляющие гемостазом.
При помощи математического моделирования мы показали, что при образовании тернарных комплексов (например, фактор Х – фактор IXa – фактор VIIIa) активируемый фактор может приходить из объема и садиться прямо на активирующий комплекс, не занимая места на фосфолипидах. 
Также мы исследовали влияние высокоаффинных сайтов связывания на диффузию факторов Ха и IXa в тромбоцитарном сгустке и показали, что для фактора IXa эффект высокоаффинных сайтов связывания по сравнению с низкоаффинными отсутствует, а для фактора Ха наличие высокоаффинных сайтов связывания приводит к уменьшению эффективного коэффициента диффузии в 1.5 раз в отсутствии протромбина и в 2 раз в его присутствии. Однако на распределение общего фактора Ха (свободного, связанного с фософлипидами, находящегося в комплексе с фактором Va) влияние высокоаффинных сайтов связывания минимально.
Таким образом, диффузия факторов в тромбоцитарном тромбе определяется их связыванием с доступной фосфолипидной поверхностью, и протромбином, который конкурирует за фософлипидную поверхность с другими факторами свертывания.
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ТФ – Тканевый фактор
[bookmark: _Toc505098063]Введение
Регистрация протекания свертывания в цельной крови связана с рядом особенностей, отсутствующих в случае, когда свертывание исследуется в плазме крови. Наличие эритроцитов делает среду оптически непрозрачной, а присутствующие в образце тромбоциты могут агрегировать, образуя сгусток, распределение тромбина в котором может отличаться от распределения в фибриновом сгустке.
Тромбин является основным регулятором системы свертывания крови, отвечающим не только за превращение фибриногена в плотный сгусток и активацию тромбоцитов, но и участвующим как в реакциях, приводящих к ускорению свертывания, таких как активация факторов V, VIII, так и в реакциях, приводящих к подавлению свертывания – активации протеина С. Основным активатором тромбина является комплекс факторов Ха и Va (XaVa) – протромбиназа. Поэтому распределение факторов Va и Ха будет являться определяющим для генерации тромбина. При этом, активация фактора Ха регулируется комплексами внешней и внутренней теназы. Внешняя теназа состоит из фактора VIIa и гликопротеина тканевого фактора (ТФ) (Silverberg et al, JBC 1977), находящегося на поверхности, вступающей в контакт с кровью в местах повреждения сосудистого русла. Так как этот источник фактора Ха локализован в пространстве, распределение активируемого им фактора Ха будет иметь диффузионный профиль. Другой источник фактора Ха – внутренняя теназа – состоит из фактора IXa и кофактора VIIIa (Hougie et al, Thromb. Diath. Haemorrh, 1967). Таким образом, локальное производство фактора Ха будет определяться распределением фактора IXa. За его производство также отвечает внешняя теназа (Osterud & Rapaport, PNAS, 1977), и, соответственно, его распределение также имеет диффузионный профиль.
В тромбоцитарном тромбе, богатом фосфолипидной поверхностью, факторы Ха и IXa могут связываться как с фосфолипидами (для фактора Ха Kd=70 нМ (Podoplelova et al, BBA 2016; для фактора IXa Kd=540 нМ (Messer et al, JTH 2009)) (низкоаффинные сайты), так и со своими кофакторами (фактором Va (Kd=0.45 нМ (Saenko et al, JBC 1998) и VIIIа (Kd=0.09 нМ (Mathur et al, JBC 1997)), соответственно; высокоаффинные сайты). 
Цель данного этапа – при помощи математического моделирования влияние высокоаффинных и низкоаффинных сайтов связывания не распределение факторов Ха и IXа в тромбоцитарном сгустке.


[bookmark: _Toc505098064]Основная часть
1. [bookmark: _Toc505098065]Изучение возможных последовательностей молекулярных событий при сборке комплекса внутренней теназы
Диффузия факторов свертывания в тромбоцитарном сгустке затруднена тем, что они могут связываться с фосфолипидной поверхностью клеток. Однако пригодная для связывания площадь ограничена, и присутствующий в высокой концентрации протромбин (1400 нМ) может занимать большую ее часть, мешая связыванию других факторов. Для активации фактора Х и протромбина необходимо, чтобы комплекс протромбиназы (XaVa) или теназы (IXaVIIIa) связался с фактором II или X соответственно. На примере теназы мы выяснили, откуда фактор Х приходит в этот комплекс: с фосфолипидной поверхности или из объема крови.
Для этого мы разработали 2 математические модели, описывающие активацию фактора Х внутренней теназой (рис. 1)
[image: ]
Рисунок 1. Два варианта активации фактора Х внутренней теназой.

В первом случае для образования комплекса фактор Х – теназа фактору Х надо сначала связаться с фосфолипидной поверхностью, на которой находится комплекс (липидо-зависимый путь). Во втором случае фактор Х садится на комплекс из объема крови, не связываясь с фосфолипидной мембраной и не занимая на ней места (липидо-независимый путь).
Для проверки того, какая из предложенных моделей верна, мы использовали экспериментальные данные из статьи Panteleev et al, FEBS J 2006. В этих экспериментах 10 нМ фактора VIIIa и 30 пМ фактора IXa активировали от 1.5 до 100 нМ фактора Х в присутствии фосфолипидов в концентрации от 0.5 до 1000 мкМ (рис. 2).
[image: ]
Рисунок 2. Зависимость скорости генерации фактора Ха от концентрации фосфолипидов. Начальная концентрация фактора VIIIa 10 нМ; фактора IXa 30 пМ. Начальная концентрация фактора Х была 1.5, 5, 10, 30, 50 и 100 нМ. Воспроизведено из Panteleev et al, FEBS J 2006.

Результаты моделирования представлены на рис. 3. Можно видеть, что липидо-независимый вариант активации фактора Х качественно описывает экспериментальные данные. Таким образом, при сборке комплексов на поверхности фосфолипидов факторы могут приходить на высокоаффинные сайты связывания прямо из объема крови, не занимая места на самой фосфолипидной поверхности.
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Рисунок 3. Зависимость скорости генерации фактора Ха от концентрации фосфолипидов. (А) Липидо-зависимый вариант активации фактора Х. (Б) – липидо-независимый вариант активации фактора Х.

2. [bookmark: _Toc505098066]Влияние тромбоцитов на  диффузию факторов свертывания Ха и IXa
Используя эти данные, мы исследовали, как будет протекать диффузия факторов Ха и IXа в тромбоцитарном сгустке в присутствии протромбина, и как высокоаффинные сайты связывания (кофакторы Va и VIIIa) будут влиять на этот процесс. Можно видеть, что наличие фактора Va приводит к уменьшению эффективного коэффициента диффузии фактора Ха (в 1.5 раз в случае, когда в системе нет протромбина и в 2 раза, когда в системе есть протромбин).
Для фактора IXa оказалось, что ни протромбин, ни фактор VIIIа не влияют на его диффузию (рис. 5).
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Рисунок 4. Диффузные профили полной концентрации фактора Ха (А) и свободного фактора Ха (Б) в присутствии и отсутствии тромбоцитов и протромбина через 100 секунд после начала симуляции. Черным показан случай, когда в системе нет тромбоцитов. Красным – когда есть только тромбоциты. Зеленым – когда есть тромбоциты и протромбин. Синим – когда есть тромбоциты и фактор Va. Светло-голубым – когда тромбоциты, протромбин и фактор Va.
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Рисунок 5. Диффузные профили полной концентрации фактора IХа (А) и свободного фактора IХа (Б) в присутствии и отсутствии тромбоцитов и протромбина через 103 секунд после начала симуляции. Черным показан случай, когда в системе нет тромбоцитов. Красным – когда есть только тромбоциты. Зеленым – когда есть тромбоциты и протромбин. Синим – когда есть тромбоциты и фактор VIIIa. Светло-голубым – когда тромбоциты, протромбин и фактор VIIIa.

Таким образом, для фактора Ха изменение эффективного коэффициента диффузии в тромбоцитарном сгустке, связанное с наличием высокоаффинных сайтов связывания (фактора Va), может быть достаточно значимым (до 2-х раз), и это следует принимать во внимание при разработке детальных моделей генерации тромбина в цельной крови. В то же время диффузия фактора IXа в тромбоцитарном сгустке не зависит ни от протромбина, ни от наличия высокоаффиных сайтов связывания (фактора VIIIа).

[bookmark: _Toc505098067]Заключение
В результате текущих исследований мы установили следующие особенности механизмов, управляющих генерацией тромбина в цельной крови. Мы показали, что активация фактора Х комплексом внутренней теназы регулируется поступлением фактора Х из объема крови, а не с фосфолипидной поверхности.
Мы выяснили, что в тромбоцитарном тромбе диффузия фактора Ха ухудшается из-за его связывания с фосфолипидами на поверхности тромбоцитов и с высокоаффинными сайтами связывания  - фактором Va. 
Для дальнейших исследований необходимо построение детальной модели активации тромбина, учитывающей обнаруженные нами особенности диффузии факторов в тромбоцитарном тромбе. Разработка такой модели позволит имитировать процесс генерации тромбина в цельной крови и создать алгоритмы восстановления сигнала, необходимые для разработки экспериментальной методики.

Основной результат работы:
1. Показано, что диффузия факторов в тромбоцитарном тромбе определяется их связыванием с доступной фосфолипидной поверхностью, и протромбином, который конкурирует за фософлипидную поверхность с другими факторами свертывания.
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