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Введение 

Тромбоциты (Тц) являются высокоспециализированными безъядерными клетками крови, которые образуются в костном мозге из мегакариоцитов. Продолжительность их жизни в норме составляет 7–10 суток. Они выполняют целый ряд функций, но гемостатической принадлежит ведущая роль. Это обеспечивается их оптимальными размерами (2-4 мкм), уникальной способностью к адгезии, агрегации, синтезу и выделению целой цепи веществ, которые принимают участие в регуляции практически всех звеньев гемостаза .
Цель работы: анализ факторов риска развития заболеваний системы гемостаза 

у старшеклассников  гимназии №6 г. Архангельска

Задачи:

1.                      Определение факторов риска развития тромботических заболеваний, связанных с тромбоцитарными нарушениями у учеников гимназии №6 г. Архангельска.

2. Изучение метода оценки функционирования тромбоцитов у старшеклассников гимназии №6 г. Архангельска при подсчете в мазке крови и с помощью агрегации тромбоцитов.

I. Роль тромбоцитов в системе гемостаза
1. Физиология тромбоцитов в нормальных условиях функционирования системы гемостаза

Тромбоциты, или кровяные пластинки, вырабатываются мегакариоцитами костного мозга. Это безъядерные фрагменты их цитоплазмы. У здорового человека количество тромбоцитов в периферической крови подвержено значительным колебаниям в течение суток - от 150 до 350 • 109/л. Средняя продолжительность жизни тромбоцитов в норме в пределах 6,9 ± 0,3 дня. Тромбоциты содержат 11 факторов свертывания. 
Тромбоциты находятся в кровотоке в виде активированных и неактивированных форм. В крови они находятся в плазменном слое, часть из них - вблизи эндотелия. Во внешней оболочке обнаружены гликопротеины, часть из которых специфична только для тромбоцитов. 

Гликопротеин I состоит из двух дисульфидносвязанных субъединиц, Iа и Ib. Гликопротеин Iа является рецептором для фактора Виллебранда и необходим для полноценной адгезии (прилипания) тромбоцита к коллагену. Гликопротеин 1в обеспечивает рецептор для тромбина, и потому без него нет полноценной тромбин-агрегации. При аномалии тромбоцитов содержание гликопротеина Ib в тромбоцитах резко снижено и пластинки не агрегируют под действием тромбина (болезнь Бернара-Сулье).

Гликопротеин II также состоит из двух субъединиц, IIa и IIb. Он необходим для агрегации тромбоцитов всех видов. Врожденная недостаточность гликопротеина II сопровождается нарушением всех видов агрегации, что наблюдается при тромбастении Гланцмана. 

Гликопротеин III рассматривают как вариант гликопротеина II. Поэтому его обозначают гликопротеином IIIa или IIb. Содержание этого гликопротеина в мембране тромбоцитов при болезни Гланцмана также значительно снижено.

Гликопротеин IV отличается от других гликопротеинов резистентностью к трипсину и химотрипсину. 

Гликопротеин V селективно или избирательно гидролизуется тромбином, необходим для осуществления тромбин-агрегации. Тромбин, взаимодействуя с гликопротеином V, формирует на тромбоците рецепторы к активированным факторам свертывания крови (X и V), которые, присоединившись к тромбоциту, уже не нейтрализуются антитромбином III и гепарином. Это в свою очередь, реализует локальное свертывание крови в зоне тромбирования сосуда. 

Основное участие тромбоцитов в процессе гемостаза можно представить следующим образом:
        ангиотрофическая функция;
  способность поддерживать спазм сосудов путем секреции биологически активных веществ (БАВ);

  образование в поврежденном сосуде тромбоцитарной пробки;

  участие тромбоцитарных факторов (ТФ) в процессе свертывания крови и регуляции фибринолиза;

  стимуляция процесса репарации  (Приложение 1).


Свои функции тромбоциты реализуют через следующие механизмы:
1. Рецепторные механизмы – на цитомембране тромбоцитов существуют рецепторы – гликопротеины (GP) для многих веществ (Табл. 1).
Таблица 1

Рецепторы тромбоцитов по GP (HLDA) нумерации
	Рецептор по GP (HLDA) нумерации
	Главная функция
	Ассоциированные биологические функции

	GPIb–IX (CD42b/42a)
	vWF-рецептор
	Адгезия к субэндотелию

	GPIa–IIa (CD49b/CD29)
	Колаген-рецептор
	       -

	GPIc–IIa (CD49e/CD29)
	Фибронектин - и инвазин-рецептор
	       -

	GPIc–IIa (CD41f/CD29)
	Ламинин-рецептор
	       -

	CD51/CD61
	Витронектин-рецептор
	

	GPIIb–IIIa (Cd36)
	Тромбоспондин-рецептор
	      -

	GPIIb–IIIa (CD41/CD61)
	FI-, vWF-рецептор
	Агрегация

	GMP–140 (CD62P) P -selectin
	Посредник адгезии тромбоцитов к гранулоцитам и моноцитам
	Стабилизация агрегации

	GPV
	Субстрат для тромбина
	   -


2. Секрецию (реакцию высвобождения) биологически активных веществ:

          α-гранулы: антигепариновый фактор, β-тромбоглобулин (ингибитор синтеза простациклина эндотелиоцитами), PAI-1, vWF, акцелератор-глобулин (аналог  FV плазмы), FXI, FXIII, HMWK, тромбоцитарный фактор роста (PDGF) –стимулятор пролиферации эндотелиоцитов, гладкой мускулатуры и фибробластов, фибронектин (укрепляет тромб на повреждённой поверхности)

          β-гранулы (плотные гранулы): АДФ, АТФ, Ca++, Mg++, серотонин, антиплазмин, адреналин, гистамин.

3. Присутствие тромбоцитарного фактора 3 – фосфолипида (фосфатидилсерин, фосфатдилетаноламид и др.), который значительно ускоряет активацию факторов свёртывания крови посредством образования с ними комплексов. 

4. Способность тромбоцитов к адгезии, агрегации, пиноцитозу, фагоцитозу. Все агенты по способности влиять на адгезивную и агрегационную активность тромбоцитов разделяют на агонисты и ингибиторы агрегации (Табл.2).

Таблица 2

Индукторы (агонисты) и ингибиторы агрегации тромбоцитов
	Индукторы (агонисты)
	Ингибиторы

	Колаген

Тромбин

АДФ

Серотонин

Адреналин

Вазопрессин

TxA2 – тромбоксан А2
	Простациклин

Простагладин D
Аденозин

NO (оксид азота)


Одним из важнейших клеточных эффектов в системе гемостаза является реакционная способность тромбоцитов к образованию агрегатов и адгезии к чужеродным поверхностям. При контакте с коллагеном субэндотелия повреж-денного сосуда тромбоциты адгезируют к нему через белковые мостики - фактор VIII, образуя однослойную выстилку, к которой из истекающей крови налипают другие тромбоциты. Этот эффект носит название агрегация. 

Внутренние реакции тромбоцитов весьма сложны и состоят они в запуске Тромбоксана А2. 

Активацией тромбоцитов практически затрагиваются все компоненты пластинок. В результате из них выделяется много белковых веществ, различных ферментов, ионов и биологически активных факторов. Этих веществ сейчас более 20. 

1.                      Тромбоцитарный фактор 4 (антигепариновый фактор). 

2.                      β-тромбоглобулин. 

3. PDGF—фактор роста тромбоцитарного происхождения. 

4. Тромбоспондин.

5. Тромбоцитарный фибриноген. 

6. Фактор Виллебранда. 

7. Тромбоцитарный фибронектин. 

8. Тромбоцитарный фактор V. 

Наиболее главными функциями тромбоцитов в процессе гемостаза являются адгезия (прилипание) и агрегация (склеивание). Адгезия часто сочетается с активацией тромбоцитов. В целом адгезия не достаточно изучена, т. к. большинство исследований проведено в условиях, далеких от физиологических. Однако сумма установленных данных позволяет утверждать следующее: 1) адгезия тромбоцитов к компонентам сосудистой стенки снижается с увеличением вязкости среды, растет - при увеличении скорости кровотока; 2) адгезия может происходить на поверхностях, покрытых коллагеном. 

Агрегация - склеивание Тц друг с другом. При склеивании образуются агрегаты без нарушения целостности мембран. В условиях физиологической нормы наблюдается спонтанная агрегация. Ее интенсивность зависит от многих факторов и меняется при разных патологических состояниях. Рассмотрим важнейшие и наиболее изученные агонисты агрегации. 

Агрегация обратима при малых концентрациях АДФ и необратима - при высоких. По данным электронной микроскопии в течение 3-х с после добавления АДФ (малые концентрации) Тц образуют короткие псевдоподии, а через 5-7 с - более длинные. Одновременно сокращается система микротрубочек, гранулы смещаются к центру клетки. 

Изменения формы Тц и их агрегация сопряжены с перестройкой метаболизма клетки. Под действием АДФ внутриклеточная АТФ расщепляется, что сопровождается снижением уровня цАМФ. Степень агрегации Тц под действием АДФ зависит от многих факторов (рН, температуры, двувалентных ионов, концентрации внутри- и внеклеточного Са2+ и Mg2+), изменяется при патологии, зависит от гормонального фона, характера питания, физической нагрузки и других факторов. 

Адреналин изучен в связи с агрегацией детальнее других. Взаимодействие адреналина со специфическими рецепторами Тц сопровождается ростом проницаемости мембран для ионов Са2+.

2. Диагностика нарушений функционирования тромбоцитов

Для диагностики патологии тромбоцитов обязательным является

1.                      Подсчет числа тромбоцитов в крови 2-мя методами: на счетчике тромбоцитов и визуально в мазке крови.

2.                      Оценка морфологических особенностей тромбоцитов в мазке периферической крови, окрашенной по Романовскому-Гимза, в течение 30-35 минут.

3.                      Определение времени кровотечения по Айви.

4.                      Определение ретракции кровяного сгустка.

5.                      Исследование функции тромбоцитов на агрегометре.

Показатели  сосудисто-тромбоцитарного гемостаза в норме

  количество тромбоцитов



150-350 тыс

  длительность кровотечения по Дюке

1-3 мин

  агрегация Тц к АДФ




20-25 сек

  агрегация Тц к адреналину



40-50 сек

  агрегация Тц к ристоцетину



4 сек

  адгезия Тц





30-40%

Повышение агрегации тромбоцитов характерно для ряда предтромботических состояний, тромбозов, атеросклероза, Снижение агрегации наблюдается при первичных и симптоматических тромбоцитопатиях, приеме антиагрегантов. Время кровотечения изменяется при нарушении функциональной активности Тц, при снижении количества тромбоцитов ниже 50 тыс.

Принцип проведения метода агрегатометрии тромбоцитов (Рис. 1). Из пробы крови получают плазму, богатую тромбоцитами. Активация тромбоцитов приводит к образованию агрегатов тромбоцитов, которые оседают на дно реакционного сосуда. Следствием этого является увеличение проницаемости для света, которая пропорциональна активации тромбоцитов. Путем использования различных активирующих тромбоциты субстанций могут быть проверены различные способы активации функции тромбоцитов. Обычно применяемыми агонистами агрегации являются АДФ, коллаген, ристоцетин, адреналин, тромбин и арахидоновая кислота. 

Результаты предоставляются в процентном отношении к плазме, богатой тромбоцитами.

Рис. 1 Агрегатограмма исходная (А) и после назначения аспирина (Б)


На рисунке 1 представлена исходная агрегатограмма пациента Б., 43 лет при индукции АДФ. Процент светопропускания  составил 98%, размер агрегатов тромбоцитов 15 УЕ (удельных единиц), что является фактором риска тромбообразования в артериальном русле. Учитывая высокую агрегацию, пациенту назначили аспирин в дозе 150 мг/сут. При контрольном исследовании процент светопропускания  составил 18%, размер агрегатов тромбоцитов 8,2 УЕ, что свидетельствует об уменьшении агрегации тромбоцитов.

II. Методы исследования
1. Анкетирование учащихся старших классов гимназии №6 г. Архангельска. Нами было проведено анкетирование учеников гимназии №6 г. Архангельска на предмет наличия риска развития заболеваний, связанных с повышенной активностью тромбоцитов. В основу работы положены результаты анкетирования  учеников 10-х классов (n=65) (Приложение 1).
2. Аппаратурная диагностика нарушений функционирования тромбоцитов.

Для аппаратурной диагностики нарушений функционирования тромбоцитов нами использовались 2 методики:

1.                      Подсчет числа тромбоцитов в крови визуально в мазке крови.

2.                      Исследование функции тромбоцитов на агрегометре.

Критерии включения в исследование: согласие на участие в исследовании самого ученика и согласие его родителей. У учеников было получено информированное согласие для участия в исследовании от его родителей. Изученные данные заносились в таблицу, сравнивались и анализировались.

III. Обсуждение результатов исследования

Проблема патологии гемостаза у населения в настоящее время становится все более актуальной. Отмечается повышенный уровень факторов риска, связанных с неправильным образом жизни (курение, прием алкоголя и т.д.), нарушением экологии, а также с наследственностью. Из данных научных исследований известно, что заболевания системы гемостаза выявляются все в более раннем возрасте.

Для изучения факторов риска заболеваний гемостаза у старшеклассников гимназии №6 г. Архангельска нами было анкетировано 65 учеников, из них 27 мальчиков (1 группа) и 38 девочек (2 группа) (Табл. 3).

Таблица 3

Распределение факторов риска у учеников 10-х классов гимназии №6, абс., %

	Анализируемый фактор риска



	группы
	Всего

(65 чел)

	
	1 группа

(27 чел)
	2 группа

(38 чел)
	

	Курение
	7 (25,9%)
	14 (37,0%)
	23 (35,4%)

	Алкоголь
	10 (37,0%)
	5 (13,1%)
	15 (23,0%)

	Частые заболевания
	5 (17,9%)
	8 (21,0%)
	13 (20,0%)

	Аллергия
	7 (25,5%)
	9 (23,7%)
	16 (24,6%)

	Переливание крови
	1 (3,5%)
	1 (2,6%)
	2 (3,0%)

	Семейный тромбофилический анамнез
	2 (7,1%)
	8 (21,0%)
	10 (15,3%)

	Семейный геморрагические анамнез
	3 (10,7%)
	3 (7,8%)
	6 (9,2%)

	Длительные кровотечения после удаления зуба
	4 (14,2%)
	2 (5,2%)
	6 (9,2%)

	Мигрень 
	4 (14,2%)
	9 (23,7%)
	13 (20,0%)

	Приступообразная головная боль
	10 (35,7%)
	11 (28,9%)
	21 (32,3%)

	Повышение АД
	3(10,7%)
	5 (13,1%)
	8 (12,3%)

	Заболевания у,  родственников (высокое давление, головная боль, инфаркты, инсульты)
	8 (29,6%)
	16 (42,1%)
	24 (36,9%)


При анализе полученных данных выявлено, что в обеих группах отмечается значимый процент такого немодифицируемого фактора риска тромбобразования как отягощенный анамнез по заболеваниям (острый инфаркт миокарда, инсульты, артериальная гипертония) у ближайших родственников обследуемых учеников. В группе девочек отмечается значимое число такого фактора риска как отягощенный анамнез по тромбозам у родственников. При этом следует отметить, что наличие немодифицируемых, то есть неуправляемых факторов риска отягощается большим присутствием  модифицируемых факторов, а именно, прием алкоголя и курение в анкетируемой группе школьников. 

Так, дополнительные факторы риска повышенной активности тромбоцитов в виде курения и приема алкоголя присутствуют у мальчиков в 25,9% и 37% соответственно, а группе девочек – 37,8% и 13% соответственно. Данные факторы (курение и прием алкоголя) существенно увеличивают повышение агрегационной активности тромбоцитов, а значит и повышенное тромбообразование.
В современной медицине аппаратурная диагностика широко применяется для изучения функционирования тромбоцитов. Например, используемый в нашем исследовании агрегометр позволяет исследовать функции тромбоцитов в небольшом образце цельной крови за время, меньшее, чем требуется для получения плазмы для обычных коагуляционных исследований. 

В клинической лабораторной диагностике приняло участие 12 десятиклассников гимназии №6 г. Архангельска: 9 мальчиков (1 группа) и 3 девочки (2 группа). Полученные результаты основных показателей состояния тромбоцитарного гемостаза у старшеклассников гимназии  представлены в таблице 4.

Из группы обследуемых учащихся (n=12) нами было отмечено значимое состояние повышенной агрегации тромбоцитов у одного школьника. Агрегация к АДФ у данного ученика была 78% при количестве тромбоцитов - 432 тыс., при норме 55-60% - 200-300 тыс., что говорит о повышенном факторе риска тромбофилическими заболеваниями.

При анализе полученных данных у обследуемых отмечается повышение показателей состояния тромбоцитарного гемостаза, что также говорит о наличии факторов риска.

Таблица 4

Основные показатели состояния тромбоцитарного гемостаза у старшеклассников гимназии №6 г. Архангельска

	Анализируемый фактор 


	норма
	группы
	Всего

(12 чел)

	
	
	1 группа

(9 чел)
	2 группа

(3 чел)
	

	Количество тромбоцитов
	250-300 тыс.
	305,23 тыс.
	315,0 тыс.
	312,6 тыс.

	Гемоглобин 
	120-130 г/л
	143,0 г/л
	135,0 г/л
	141 г/л

	Агрегация  тромбоцитов к АДФ
	55-60%
	61,556%
	52,0%
	59,2%

	Размер агрегатов, АДФ
	1,5-3,0 у.е.
	4,06 у.е.
	2,27 у.е.
	3,61 у.е.

	Агрегация тромбоцитов к АД
	55-60%
	55,11%
	51,33%
	54,2%

	Размер агрегатов, АД 
	1,5-3,0 у.е.
	3,74 у.е.
	2,33 у.е.
	3,39 у.е.


В профилактике заболеваний, связанных с нарушением нормального функционирования тромбоцитов имеет значение оценка их функционального состоянии с помощью агрегатограммы.  

Известно, что у людей, имеющих наследственные факторы повышенного тромбообразования (тромбофилии, инсульты, инфаркты миокарда, повышенное артериальное давление) большое значение имеет выполнение профилактических мероприятий в виде ведения здорового образа жизни, в частности отказ от курения. 

В связи с этим, нами выборочно была оценена агрегация тромбоцитов у ученика, который курит (А) и ученика, который не курит (Б), данные представлены на рисунке 2. 

Рис. 2 Агрегация тромбоцитов у курящего ученика (А) и агрегация тромбоцитов у некурящего ученика (Б)

Отмечено, что  у некурящего юноши процент светопропускания составил 56%, что свидетельствует о нормальном функционировании тромбоцитов. Курящий ученик имел повышенную агрегацию тромбоцитов (процент светопропускания 82%), что говорит об  их активности в патологическом тромбообразовании. 

Выводы
Проанализировав полученные данные, мы сделали следующие выводы:
1.                      Основными факторами риска развития тромботических заболеваний, связанных с тромбоцитарными нарушениями у учеников гимназии №6 г.Архангельска является неправильный образ жизни (курение, употребление алкоголя и т.д.), экологическая ситуация в Архангельской области, а также наследственный фактор.

2.                       При оценке функционирования тромбоцитов у старшеклассников гимназии №6 г. Архангельска при подсчете в мазке крови и с помощью агрегации тромбоцитов нами выявлены нарушения в работе системы гемостаза, такие как повышенные количество тромбоцитов в крови и их агрегационная способность. Данные нарушения, особенно в молодом возрасте могут привести в дальнейшем к инфарктам, инсультам и другим серьезным заболеваниям. 
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Приложение 1

Уважаемый учащийся! 

Просим вас заполнить данную анкету анонимность данных гарантируется.

«Исследование для выявления склонности к повышенному тромбообразованию»
1.        Часто ли Вы болеете ______________________________

2. пол.________

3. Ваш возраст ____________, дата рождения, 
класс_________

4. Курите ли Вы:

1 никогда 

2 иногда 

3 менее 1 пачки в день

4 1 пачка в день

5 более пачки в день_________________

5. Сколько лет Вы курите (курили):

1.менее 1 года

2 1-2 года

3 2-4 года


4 4-6 лет

5 более 6 лет 

6. Употребляете ли вы алкоголь?

1 несколько раз в год

2 1 раз в месяц

3 1 раз в неделю

4 ежедневно

5 не употребляю

7. Аллергический анамнез:

1 отягощен (пищевая, лекарственная, другая______________________________)

2 не отягощен 

8. Переливали ли вам кровь?

1 да

2 нет

9. Семейный анамнез тромбофилический:

1 отягощен (инсульты,  инфаркты, ТЭЛА, тромбозы вен у ближайших родственников до 50 лет)

2 не отягощен 

10. Семейный анамнез геморрагический:

1 отягощен

2 не отягощен

11. Бывали ли у вас геморрагические осложнения после экстракции зуба, 

12. Страдаете ли вы мигренями? Если да, то как часто?

1 да

2 нет

13. Перенесенные заболевания

1. детские инфекции (корь, краснуха, скарлатина, ветряная оспа,  эпид.паротит,________________)  

2. простудные (ОРВИ, пневмония, _______________)
3. ССС ( артериальная гипертензия, пороки сердца, ТЭ, варикозная болезнь_______________________)

4. анемия

5. болезни крови (__________________________________)

6. заболевания МВС ( пиелонефрит, цистит, гломерулонефрит, МКБ, ________________)

7. эндокринопатии (СД, щитовидная железа, надпочечники____________)

8. заболевания органов дыхания (бронхит, БА, туберкулез, ____________)

9. заболевания органов пищеварения (гастрит, дуоденит, холецистит, панкреатит, ЯБ, заболевания тонкого кишечника (НЯК, болезнь Крона), глистная инвазия, гепатит __________________________________)

10. заболевания нервной системы ( неврозы, параличи, диффузные заболевания соединительной ткани)

11. других органов и систем

14. Оперативные вмешательства:

1 были  

2 не были

15. АД ( артериальное давление)________________________

16. ИМТ (масса тела, рост)____________________________

17.Беспокоит ли Вас приступообразная головная боль  Да  Нет

18. Здоровье  родственников
(высокое давление, головная боль, инфаркты, инсульты,  или другие - укажите возраст возникновения данных заболеваний)


мать
(возраст
)


отец
(возраст
)


бабушки
(возраст
)

дедушки
(возраст
)

