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 Кровь в жидком состоянии находится только в кровеносных сосудах. Вне сосудистого

русла кровь сворачивается. Диссеминированное внутрисосудистая коагуляция (ДВК) или

синдром диссеминированного внутрисосудистого свертывания крови (ДВС) является

патофизиологическим состоянием, что характеризуется абберантной активацией

коагуляции внутри кровеносных сосудов и недостаточной коагуляцией вне кровеносных

сосудов [1]. При таком парадоксальном состоянии мы видим сложные клинические

проявления как тромбоза, так и кровотечения. 

 Сепсис определяется как угрожающая жизни органная дисфункция, вызванная

дисрегуляцией иммунного ответа на инфекцию [2]. Такая дисрегуляция приводит к

избыточному воспалению, коагуляции, сосудистой утечке и гипоперфузии органов [3], в

которой эндотелиопатия может играть центральную роль [4]. К примеру, нарушения

гликокаликса эндотелия при септических состояниях приводят к избыточной адгезии

лейкоцитов, внутрисосудистой коагуляции, отеку тканей и нарушенному тонусу сосудов

(преимущественно к вазодилятации) [5, 6]. В этом обзоре мы обобщаем физиологическую

роль клеток эндотелия в поддержании внутрисосудистого гомеостаза, патологическую

роль активированных/поврежденных клеток эндотелия при септических состояниях и

концепции исследований in vitro, показывающих роли клеток эндотелия. 

 Тромбоз является частым осложнением при применении контактирующих с кровью

медицинских устройств, таких как сосудистые шунты, стенты, клапаны сердца,

центральные венозные катетеры и экстракорпоральные контуры [7]. При этом основной

задачей эндотелиальных клеток является активное противодействие тромбозу [8].

Эндотелиальные клетки синтезируют гепаран сульфат протеогликаны, компоненты

гликокаликса, которые связывают и потенциируют антикоагулянтные протеины плазмы,

включая сюда ингибитор пути тканевого фактора (англ. tissue factor pathway inhibitor или

TFPI) и антитромбин [9]. Эндотелиальные клетки также экспрессируют тромбомодулин,

задачей которого является связывание тромбина и конвертация этих субстратов от

прокоагулянтов к антикоагулянтам. Связываясь с тромбомодулином, тромбин теряет

свою аффинность к фибриногену, коагуляционным факторам V (FV), FVIII, FXIII и

рецепторам, активирующим протеазу, что все вместе приводит к активации

антикоагулянтного протеина С [10]. Рецептор эндотелиального протеина С (англ.

Endothelial protein C receptor или EPCR) усиливает эту реакцию, располагая протеин С

таким образом, чтобы комплексы тромбин-тромбомодулин могли эффективно

активировать его [11]. Активированный протеин С (англ. Activated protein C или APC)

ограничивает усиление коагуляции путем инактивации FVa и FVIIIa при поддержке ко-

факторного белка S (Рис. 1). 

 Комплексы EPCR–APC оказывают и цитопротективные эффекты на клетки эндотелия,

включая сюда эффекты антиапоптоза и барьерные эффекты. Потеря своей функции

антитромбином, протеином С, протеином S и тромбомодулином ведет к развитию

тромбофилии с разнообразными клиническими проявлениями, что предполагает

ведущую роль этих антикоагулянтных протеинов в противодействии внутрисосудистой
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коагуляции [12 - 16]. Более того, эндотелиальные клетки синтезируют активатор

плазминогена тканевого типа (англ. tissue-type plasminogen activator или tPA), усиливая

тем самым плазмин-опосредованный фибринолиз в кровеносных сосудах [17]. 

 Для подтверждения концепции, в которой искусственная поверхность является

прокоагулянтом, а поверхность эндотелия - антикоагулянтом, мы провели эксперименты 

in vitro. В этих экспериментах для мониторинга образования тромбина в нормальной

плазме человека в присутствии кальция использовался синтетический флуорогенный

субстрат SN-20. Когда плазму помещали на искусственную поверхность, тромбин

образовывался после периода задержки около 10 минут (Рис. 2а, зеленый цвет). Эта

реакция полностью подавлялась ингибитором кукурузного трипсина, мощным и

специфическим ингибитором FXIIa (рис. 2b), и позволяет предположить, что образование

тромбина на искусственной поверхности опосредуется внутренним путем коагуляции. И

наоборот, образования тромбина не происходило (в течение 30 минут) тогда, когда

плазма размещалась на поверхности с культурой эндотелиальных клеток (Рис7 2,

голубой цвет). Данные результаты показывают, что именно эндотелиальные клетки

оказывают сопротивление активации коагуляции. 

 ????????? ?????????? ? ??????????????? ????????????  

 Коагуляция контролируется не только факторами коагуляции, но и клеточными

компонентами. В инициации гемостаза в периваскулярном пространстве, но не во

внутрисосудистом пространстве, в физиологических условиях важную роль играют

фибробласты, несущие на себе тканевой фактор (англ. Tissue factor или TF) [18].

Повреждение стенки сосуда позволяет плазменным факторам коагуляции, включая FVII,

при выходе их в периваскулярное пространство контактировать с фибробластами с TF

(Рис. 1). После чего комплекс FVIIa/TF активирует FX и FIX. Это приводит к образованию

небольшого количества тромбина, что недостаточно для генерации фибрина, но

достаточно для активации FV, FVIII, FXI и тромбоцитов. Именно этот путь лежит в основе

распространения коагуляции с образованием большего количества тромбина,

достаточного для образования фибрина [19]. Затем полимеры фибрина стабилизируются

FXIIIa, который вводит поперечные связи фибрин-фибрин и фибрин-α2-антиплазмин

(α2AP) [20]. В нашем in vitro эксперименте тромбин не образовывался на поверхности,

покрытой эндотелиальными клетками (Рис. 2а, голубой цвет), но очень быстро

образовывался на поверхности, покрытой фибробластами (Рис. 2а, красный цвет). Эти

результаты показывают, что наши экспериментальные условия могут имитировать

быструю коагуляцию в периваскулярном пространстве без коагуляции внутри сосудистой

сети и постепенной коагуляции на искусственной поверхности. 

 ????????? ?????????? ?? ???????????????? ???????????? ??? ??????????? ??????????
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 В нормальных условиях интраваскулярное пространство свободно от тромбоза, но этого

не скажешь при септических состояниях [21, 22]. На мышиных моделях инфекции,

вызванной Staphylococcus aureus, Escherichia coli или липополисахаридом (ЛПС),

выраженное образование тромбина наблюдалось в микроциркуляции печени [22]. В

соответствии с этим, уровень тромбин-антитромбинового комплекса в плазме,

клинического биомаркера образования тромбина, увеличивается у большинства

пациентов с сепсисом [23]. В патогенезе внутрисосудистой коагуляции, впрочем как и при

избыточном воспалении, видное место занимают активированные лейкоциты [24, 25]. В

ответ на бактериальный стимул, активированные лейкоциты высвобождают

нейтрофильные экстрацеллюлярные ловушки (англ. neutrophil extracellular traps или

NETs), что, возможно, и является основным стимулом для внутрисосудистого

свертывания (Рис.3). NETs содержат ДНК, гистоны и сериновые протеазы и все они

вовлечены в процессы активации коагуляции. Отрицательно заряженные поверхности

ДНК служат, как промотеры внутреннего пути коагуляции путем контакта в FXII и FXI [26].

Сериновые протеазы нейтрофилов инактивируют антикоагулянт TFPI [27].

Экстрацеллюлярные гистоны связываются с протромбином, что облегчает

опосредованное FXa расщепление протромбина с высвобождением активного тромбина

[28]. Зависимый от TF наружный путь коагуляции также принимает участие во

внутрисосудистом свертывании, которое происходит на поверхности активированных

эндотелиальных клеток и микровезикул, образованных активированными моноцитами [26,

29, 30]. Еще больше усугубляет тромбоз микрососудов отключение при септических

состояниях фибринолиза, что препятствует удалению фибрина [31]. Увеличение уровней

ингибитора-1 активатора плазминогена (англ. plasminogen activator inhibitor-1 или PAI-1) и

ингибитора тромбин-активированного фибринолиза (англ. thrombin-activatable fibrinolysis

inhibitor или TAFI) ассоциируется с органным повреждением и неблагоприятными

исходами у пациентов с тяжелым сепсисом [32]. Также свою фундаментальную роль в

патогенезе сепсис-ассоциированного ДВС и нарушения эндотелиального гомеостаза

играет ангиопоэтин-2 [4]. 

 Для подтверждения того, что активированные/поврежденные клетки эндотелия могут

быть прокоагулянтами, мы провели in vitro очередной эксперимент. Когда плазму

помещали на поверхность эндотелиальных клеток, предварительно обработанных LPS

или гистонами, тромбин генерировался постепенно (Рис. 2c, фиолетовый и синий). В

отличие от искусственной поверхности, поверхность с активированными/поврежденными

эндотелиальными клетками показывает более быстрое образование тромбина, но с

более медленной скоростью (Рис. 2c, 2d), что позволяет предположить, что

активированные/поврежденные эндотелиальные клетки могут предоставлять себя и как

инициаторы, и как ингибиторы пути коагуляции. Иммуноблот анализ показал, что

стимуляция ЛПС приводит к индукции экспрессии TF и небольшому снижению экспрессии

тромбомодулина на эндотелиальных клетках (Дополнительный файл 1). Индукция TF

несет ответственность за образование тромбина на поверхности эндотелиальных клеток,

предварительно стимулированных ЛПС, поэтому лечение анти-TF антителами

практически полностью останавливает образование тромбина (Рис.2d). Стимуляция

гистонами приводит к глубокой редукции экспрессии тромбомодулина и воздействия
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фосфатидилсерина на внешний листок плазматической мембраны эндотелиальных

клеток (Дополнительный файл 1). 

 Таким образом, механистически эффекты ЛПС и гистонов на эндотелиальные клетки

имеют различия, но в общем и целом, и гистоны, и ЛПС нарушают антикоагулянтные

свойства эндотелиальных клеток. 

 ??????? ??????????? ?? ?????? «?????????????-??????????????»  

 Интенсивная инфузионная терапия снижает уровень факторов коагуляции в плазме, что,

в итоге, приводит к нарушениям гемостаза, называемого коагулопатией гемодилюции

[33]. В нашем in vitro эксперименте с фибробластами, что представляют быструю

коагуляцию в периваскулярном пространстве, разбавление плазмы в три раза приводило

к задержке начала образования тромбина (Рис. 4а). И наоборот, в нашем in vitro
эксперименте с эндотелиальными клетками, предварительно обработанными ЛПС,

которые представляют последовательную коагуляцию во внутрисосудистом пространстве

при патологических состояниях, разведение в три раза плазмы увеличивало образование

тромбина (Рис. 4b и Дополнительный файл 2). Причиной этого может быть то, что

активация коагуляции вызывается снижением антикоагулянтных белков плазмы. Пути

антикоагулянта могут быть гораздо больше затронуты разведением, чем пути

прокоагулянта, в ситуации, когда имеет место постепенная коагуляция [34, 35]. Эти

данные показывают, что пациенты с гемодилюцией больше подвержены риску

внутрисосудистого свертывания, а также периваскулярного кровотечения. 

 ????????? ?????????? ? ??????? ?????????????? ?????????????? ? ???????????? 
 

 При септических состояниях антикоагулянтный потенциал во внутрисосудистой среде

может быть нарушен из-за повреждения эндотелиального гликокаликса, подавления

эндотелиального тромбомодулина и снижения антикоагулянтных белков плазмы, таких

как TFPI и антитромбин. Рекомбинантный тромбомодулин (rTM) и антитромбин гамма

(rAT) являются потенциальными терапевтическими агентами, с помощью которых

возможно восстановление антикоагулянтного потенциала в микроциркуляции при сепсисе

(Рис. 3). Подобно эндогенному тромбомодулину, rTM связывается с тромбином с

образованием APC, что может ограничивать усиление коагуляции без увеличения

времени коагуляции [36]. При этом rAT оказывается альтернативой полученному из

плазмы антитромбину, который улавливает активированные факторы свертывания крови,

включая тромбин и FXa [37]. В наших экспериментах in vitro по подтверждению концепции

с использованием эндотелиальных клеток, стимулированных ЛПС, образование тромбина

было частично подавлено добавлением rAT (Рис. 5a) и rTM (Рис. 5b). Совместное

использование rTM и rAT показало аддитивные эффекты и эффективное подавление
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образования тромбина на поверхности LPS-стимулированных эндотелиальных клеток

(Рис. 5c и Дополнительный файл 2). Эти результаты предлагают ценную информацию о

потенциале комбинированной терапии этими двумя препаратами, поскольку остается не

совсем понятным, может ли rAT дополнять антикоагулянтные эффекты оси rTM-APC или

может противодействовать оси rTMAPC посредством ингибирования опосредованного

тромбином образования APC [38]. 

 ??????????? ???????????????? ??????? ??????-???????????????? ??? 

 Масштабное, рандомизированное, двойное слепое плацебо контролируемое

исследование 3 фазы, называемое KyberSept trial, было предпринято для установления

клинической эффективности антитромбина у пациентов с тяжелым сепсисом [39]. В этом

исследовании 2314 пациентов были случайным образом распределены в две группы, в

одной из которых вводился внутривенно антитромбин (30000 Ед. за четверо суток), а в

другой - плацебо (1% раствор альбумина). Несмотря на то, что введение больших доз

антитромбина не привело к снижению летальности по сравнению со стандартной

терапией сепсиса (38.9% vs. 38.7%, P = 0.94), был явно виден тренд на снижение 28-ми

дневной (37.8% vs. 43.6%, P = 0.08) и 90-то дневной (44.9% vs. 52.5%, P = 0.03)

летальности в заранее определенной подгруппе пациентов, в которой назначение

антитромбина не сопровождалось одновременным введением гепарина. Более того, post

hoc анализ показал снижение 28-ми дневной летальности у пациентов, которым

антитромбин вводился на фоне ДВС (25.4% vs. 40.0%, P = 0.024), но этот эффект не был

виден, при прочих равных условиях, у пациентов без ДВС (22.1% vs. 22.2%, P > 0.2) [40]. 

 Эффективность и безопасность рекомбинантного человеческого АРС (rhAPC) у

пациентов с тяжелым сепсисом были изучены в масштабном, рандомизированном,

двойном слепом плацебо контролируемом клиническом исследовании 3 фазы, PROWESS

trial [41]. В этом исследовании 1690 пациентов были случайным образом распределены в

группы, в одной из которых внутривенно вводился rhAPC в виде продолженной инфузии в

течение 96 часов, а в другой - плацебо. Введение rhAPC значительно снижало 28-ми

дневную летальность от всех причин (24.7% vs. 30.8%, P = 0.005). Но все же

последующие исследования не показали эффективности и безопасности rhAPC [42, 43], в

большей степени из-за побочных эффектов в виде кровотечений, что привело к

исключению rhAPC из клинического применения. 

 Эффективность и безопасность rTM у пациентов с тяжелым сепсисом и низким

количеством тромбоцитов в сочетании с увеличенным протромбиновым временем

изучали в рандомизированном двойном слепом плацебо-контролируемом клиническом

исследовании фазы 3, названном SCARLET trial [44]. В этом исследовании в общей

сложности 816 пациентов были рандомизированы в две группы для получения либо rTM

внутривенно (один раз в день в течение 6 дней), либо плацебо. Введение rTM не привело

к значительному снижению 28-дневной летальности от всех причин (26,8% против 29,4%,
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P = 0,32). Апостериорный анализ показал, что преимущество в выживаемости при

применении rTM было больше в подгруппах с более высокими уровнями образования

тромбина на исходном уровне [45]. Это может соответствовать предыдущему открытию

высоких доз антитромбина, учитывая, что диагноз ДВС-синдрома основан на низком

количестве тромбоцитов, увеличенном протромбиновом времени и повышенных уровнях

биомаркеров коагуляции [46–48]. 

 Мета-аанализ рандомизированных контролируемых исследований показал, что

улучшение выживаемости при лечении антикоагулянтами не наблюдается в общей

популяции сепсиса, но наблюдается в популяции пациентов с ДВС-синдромом,

вызванным сепсисом [49]. Таким образом, наиболее важным вопросом, связанным с

антикоагулянтной терапией у пациентов с сепсисом, является выбор мишени. На данный

момент предполагается, что оптимальной мишенью для антикоагулянтной терапии могут

быть пациенты с тяжелым сепсисом и ДВС-синдромом. Однако это не основано на

окончательных доказательствах, и поэтому необходимы дальнейшие проспективные

исследования [50]. 

 ??????????? ??????? ??????????????, ??????????????? ? COVID‑19 

 Клинические проявления COVID-19 очень различаются, от асимптоматических форм до

угрожающих жизни состояний. Самым распространенным и потенциально летальным

осложнением COVID-19 является тромбоз [51, 52]. При фатальных случаях COVID-19

определяются тяжело поврежденные эндотелиальные клетки в капиллярах альвеол, что

предполагает их ключевую роль в патогенезе ассоциированного с COVID-19 тромбоза

именно эндотелиопатий также, как и при сепсис-ассоциированном ДВС. Но имеются и

различия. Во-первых, тромбоцитопения, увеличение протромбинового времени и

элевация PAI-1, что типично для сепсис-ассоциированного ДВС-синдрома, редко

встречается при тромбозе, ассоциированном с COVID-19, по крайней мере, на ранних и

средних стадиях заболевания [54, 55]. Во-вторых, COVID-19 ассоциированный тромбоз

развивается не только в микроциркуляции, но и в макроциркуляции, что приводит к

инсультам, инфарктам миокарда и венозной тромбоэмболии [56]. 

 Ключевым механизмом, вызывающим вторичную эндотелиопатию при  SARS-CoV-2,

включает в себя прямую вирусную токсичность и иммуно-опосредованное повреждение.

Скорее всего здесь имеет место прямое воздействие вируса на эндотелиальные клетки,

так как для проникновения в клетку SARS-CoV-2 в качестве инструментов использует

ангиотензин-превращающий фермент 2 и трансмембранную сериновою протеазу 2,

которые экспрессируются на эндотелиальных клетках [57]. Однако свою роль может

играть и иммуно-опосредованный механизм, особенно в случаях, когда тромботическое

повреждение органа развивается в отсутствие виремии SARS-CoV-2 или продолжает

ухудшаться даже после того, как большая часть вируса была устранена. Так же как и при

сепсисе, COVID-19 приводит к нарушению регуляции цитокинов, комплемента,

                                    7 / 19



Russian Sepsis Forum
Росийский Сепсис Форум

тромбоцитов и нейтрофилов, обеспечивая полный развал системы регуляции

тромбообразования [52, 58]. 

 Помимо медиаторов врожденного иммунитета, в развитии потенциально летальных

осложнений COVID-19 могут играть важную роль аутоантитела [59, 60]. По сравнению с

не инфицированными людьми, у пациентов с COVID-19 наблюдается резкое увеличение

аутоантител к компонентам их кровеносных сосудов, сердца, мозга и иммунной системы

[61]. Некоторые из аутоантител нацелены на фосфолипиды и фосфолипид-связывающие

белки, расположенные на поверхности эндотелиальных клеток, тромбоцитов и

нейтрофилов, наклоняя поверхность раздела кровь-эндотелий в сторону тромбоза [59,

62]. Иммуноглобулин G, выделенный от пациентов с COVID-19, у мышей может вызывать

высвобождение NETs и ускорять тромбоз. Учитывая, что развитие аутоантител обычно

занимает 1-2 недели, теория аутоантител может объяснить некоторую задержку начала

тяжелых осложнений COVID-19 [63]. Важно понять, могут ли аутоантитела и

нейтрализующие антитела сохраняться в течение длительного периода после заражения,

а также, имеют ли эти антитела прямую патогенную роль и имеют ли эти иммунные

ответы значение для лечения COVID-19. 

 ??????  

 Эндотелиальные клетки оказывают противодействие активации коагуляции. Однако в

септических условиях антикоагулянтные свойства эндотелиальных клеток нарушаются, а

активированные/поврежденные эндотелиальные клетки могут обеспечивать основу для

внутрисосудистой коагуляции. Гемодилюция может сильнее влиять на антикоагулянтные,

чем прокоагулянтные пути, чем дополнительно способствовать активации коагуляции на

поверхности активированных/поврежденных эндотелиальных клеток. Аберрантную

активацию коагуляции можно частично подавить добавлением rAT и rTM. Эти

антикоагулянты могут обеспечить выживаемость в субпопуляции пациентов с сепсисом,

страдающих ДВС-синдромом.
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