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Традиционно роль тромбоцитов в патогенезе острого коронарного синдрома (ОКС), как полагают,
состоит в образовании тромба при разрыве атеросклеротических бляшек. Формирование лейкоцитарно-
тромбоцитарных комплексов (ЛТК) может быть связующим звеном между тромбообразованием и вос-
палением в процессе активации тромбоцитов при ОКС. Хотя повышение уровня агрегатов лейкоцитов
с тромбоцитами при ОКС описано ранее, вклад комплексообразования в прогрессирование атероскле-
роза и дестабилизацию бляшек неясен. Также неизвестно, представляет ли собой формирование ЛТК
системное явление или играет локальную роль в патогенезе местного интракоронарного воспаления при
ОКС, и являются ли агрегаты в периферической крови комплексами лейкоцитов с тромбоцитами или
с тромбоцитарными везикулами. В настоящем обзоре представлены механизмы образования ЛТК, методы
определения лейкоцитарно-тромбоцитарных агрегатов в периферической крови, а также влияние терапии
на формирование и стабильность ЛТК.
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Traditionally, the role platelets in the pathogenesis of acute coronary syndrome (ACS), is believed to be in the
thrombus formation at the site of an atherosclerotic plaque rupture. Formation leukocyte-platelet complexes
(LTC) can be a link between inflammation and thrombosis in the process of platelet activation in acute coronary
syndrome. Although the increase in leukocyte aggregates with platelets in ACS described earlier, the contribution
of complex formation in the progression of atherosclerosis and plaque destabilization is unclear. It is also unknown
whether a formation is LTC is a systemic phenomenon or plays a role in the pathogenesis of in the local intra-
coronary inflammation in ACS. Also it is unclear whether detected in peripheral blood leukocytes aggregates are
complexes with platelets or platelet-derived extracellular vesicles. This review presents the mechanisms of forma-
tion of LTC, methods for determination of leukocyte-platelet aggregates in the peripheral blood, and the impact
of treatment on the formation and stability of the LTC.
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Введение

Тромбоциты – клеточные элементы, от-

вечающие за гемостаз при повреждении

кровеносного сосуда. Однако есть данные

о том, что тромбоциты запускают и поддер-

живают внутрисосудистое воспаление. Вы-

деляемые тромбоцитами медиаторы, такие

как тромбоцитарный фактор роста (PDGF)

и фактор активации тромбоцитов (PAF),

способны активировать и усиливать адге-

зию, хемотаксис и фагоцитарную функцию

лейкоцитов и образование супероксид ра-

дикала [1]. Взаимодействие тромбоцитов

и лейкоцитов приводит к различным пато-

логическим реакциям во время острой фазы

воспаления и при формировании иммунно-

го ответа. Опосредованные тромбоцитами

провоспалительные процессы играют зна-

чительную роль в патогенезе различных за-

болеваний, связанных с системным воспа-

лением.

Повышенные уровни лейкоцитарно-

тромбоцитарных агрегатов, определяемые

различными методами, встречаются у боль-

ных системной красной волчанкой, ревма-

тоидным артритом, сахарным диабетом,

при травмах, сепсисе, ишемическом инсуль-

те и остром коронарном синдроме, а также

в крови пациентов, инфицированных ВИЧ-1

[2–7]. Патологическое влияние тромбоци-

тарно-лейкоцитарных взаимодействий иг-

рает роль в патогенезе таких заболеваний,

как псориаз, кожные реакции гиперчувст-

вительности, бактериальные и вирусные

инфекции, острое повреждение печени

и легких, хроническая болезнь почек, реак-

ции отторжения трансплантата, болезнь

Крона и неспецифический язвенный ко-

лит, гепатоцеллюлярная карцинома [8].

Также комплексы тромбоцитов с нейтро-

филами играют важную роль в механизме

постишемического реперфузионного по-

вреждения сердца, печени и легких [9–10].

Механизмы формирования комплексов.
Рецепторы тромбоцитов и лейкоцитов

Молекулярный механизм взаимодейст-

вия тромбоцитов и лейкоцитов был детально

изучен с использованием различных экс-

периментальных моделей сосудистых забо-

леваний, воспалительных процессов респи-

раторной системы, кожи, кишечника, при

гломерулонефрите, артрите и сепсисе [11].

Процесс взаимодействия лейкоцита и тром-

боцита можно разделить на три этапа,

а именно: инициация взаимодействия, ста-

билизация агрегатов и усиление активации

лейкоцитов. Связывание активированных

тромбоцитов и лейкоцитов начинается

с взаимодействия P-селектина (CD62P)

и постактивационной дегрануляции тром-

боцитов с P-селектиновым гликопротеи-

новым лигандом-1 (PSGL-1, СD162), ко-

торый постоянно экспрессирован на лей-

коцитах [12]. Этот этап, как полагают,

является самым важным при образовании

агрегатов [13–15].

Молекула P-селектина представляет со-

бой белок, депонированный в альфа-грану-

лах инактивированных тромбоцитов. Тром-

боциты, активированные различными аго-

нистами, переносят фосфорилированный

Р-селектин (pCD62P), депонированный

в альфа-гранулах, на плазматическую мем-

брану. Одновременно происходит измене-

ние конформации интегринового IIb/IIIa

(CD41/CD61) комплекса на поверхности

тромбоцитов, приводящее к повышению

аффинности рецептора к фибриногену.

На мембране лейкоцита в первоначальном

связывании с Р-селектином тромбоцитов

участвует лейкоцитарный PSGL-1 [16].

Сродство к CD62P колеблется в пределах

субпопуляций лейкоцитов и является са-

мым высоким для моноцитов, а затем следу-

ют гранулоциты и лимфоциты, из которых

наименьшей способностью образовывать

гетеротипические комплексы с тромбоци-

тами обладают В-клетки [8–13].

Несмотря на относительно высокий

уровень экспрессии PSGL-1 Т-лимфоци-

тами, они образуют значительно меньшее

количество стабильных агрегатов с тром-

боцитами, чем NK-клетки. В исследовани-

ях K.L. Moore, L.F. Thompson и K. Ley

было выдвинуто предположение о необ-
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ходимости посттрансляционных модифи-

каций PSGL-1 для связывания с Р-селекти-

ном [17, 18]. Действительно, R.P. McEver,

R.D. Cummings описали ферменты фуко-

зилтрансферазу VII (FucT-VII) и ядерную

N-ацетилглюкозаминтрансферазу (C2GnT),

опосредующие связывание PSGL-1 с Р-се-

лектином [19]. Было показано, что среди

лимфоцитов только активированные CD4+

и CD8+ Th1 клетки экспрессируют эти

ферменты и способны связывать Р-селек-

тин [20]. Также было показано, что взаимо-

действие Р-селектина и PSGL-1 является

кратковременным процессом и для ста-

бильного связывания лейкоцитов с тром-

боцитами необходимо участие дополни-

тельных молекул адгезии. Таким образом,

перекрестное связывание Р-селектина

и PSGL-1 приводит к внутриклеточной ак-

тивации лейкоцитов и индуцированной хе-

мокинами экспрессии белков, необходи-

мых для плотной адгезии клеток и стаби-

лизации агрегатов.

Связывание P-селектина и PSGL-1 не

зависит от присутствия катионов кальция

и магния. Тем не менее в исследовании

J. Sarma et al. в присутствии хелатирующе-

го агента образование моноцитарно-тром-

боцитарных комплексов снижается в боль-

шей степени у пациентов в острой фазе

инфаркта миокарда, чем у пациентов с не-

стабильной стенокардией или некоронаро-

генной болью в грудной клетке [21]. Удале-

ние внеклеточных ионов кальция не пред-

отвращает потенциальный выброс Ca2+ из

плотных гранул тромбоцитов (≈20 нмоль

Ca2+/108 клеток). Также было показано,

что плотность экспрессии активной кон-

формации GPIIb/IIIa рецептора и CD40L

на тромбоцитах также зависит от внутри-

клеточного депо Ca2+ [22].

Дальнейшая стабилизация лейкоцитарно-

тромбоцитарных агрегатов включает в себя

образование связей между лейкоцитарным

интегрином Mac-1 (CD11b/CD18, integrin

м 2) и тромбоцитарным гликопротеином

(GP) Ib [23]. При связывании Р-селектина

на активированных тромбоцитах с PSGL-1

на лейкоцитах поддерживается процесс

их роллинга и активируется экспрессия

лейкоцитарного интегрина Mac-1, который

связывается с гликопротеином Ib (GPIb) на

поверхности тромбоцитов, что является важ-

ным этапом в стабилизации агрегатов.

В результате внутриклеточной передачи

сигнала запускается экспрессия тканевого

фактора на лейкоцитах. Постактивацион-

ное изменение конформации рецептора

Mac-1 делает возможным его связывание

с фактором свертывания Xa (FXa) и/или

фибриногеном. Интегрин Мас-1 также опо-

средует плотную адгезию лейкоцитов к эн-

дотелию [21].

Тромбоцитарно-лейкоцитарное взаимо-

действие дополнительно стабилизируется

путем связывания CD40L (CD154) тромбо-

цитов с молекулой CD40 на поверхности

лейкоцитов. Это межклеточное взаимодей-

ствие играет роль при атеротромбозе и вос-

палении [22]. Связывание с CD40L и акти-

вация CD40 на эндотелиальных клетках

или моноцитах запускает биосинтез моле-

кул адгезии, хемокинов, тканевого фактора

и матриксных металлопротеиназ. Плотность

CD40L повышена на тромбоцитах в составе

свежего тромба.

Также тромбоцитарно-лейкоцитарные

конъюгаты образуются с помощью глико-

протеина GPIb тромбоцитов и связующей

адгезивной молекулы-С (JAM-С). Связы-

вание тромбоцитов может происходить че-

рез фибриногеновые мостики активиро-

ванного GPIIb/IIIa рецептора с лейкоци-

тарным интегрином Mac-1 [24]. Кроме

того, тромбоциты взаимодействуют с лейко-

цитами через связывание гликопротеина VI

с индуктором матриксных металлопротеи-

наз (EMMPRIN, CD147) [25] через рецеп-

тор, экспрессированный на миелоидных

клетках (TREM-1), и его лиганд [26], а так-

же при помощи контактов CD62P с CD15

и CD36 с CD36 через тромбоспондиновые

мостики [24]. Таким образом, целый

спектр молекул участвует в образовании

агрегатов между тромбоцитами и лейкоци-

тами [8].
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Захват эндотелием комплексов 
с активированными тромбоцитами 

Миграция моноцитов в субэндотелий

при участии тромбоцитов – важный этап

прогрессирования атеросклероза. Было по-

казано, что у пациентов, страдающих атеро-

склерозом, сахарным диабетом и ревматоид-

ным артритом, количество тромбоцитарных

комплексов с моноцитами и нейтрофила-

ми возрастает, что предполагает их участие

в патогенезе [5, 6, 27]. Предложено не-

сколько механизмов, объясняющих роль

лейкоцитарно-тромбоцитарных комплек-

сов (ЛТК) в прогрессировании заболева-

ния. Образование гетерогенных агрегатов

приводит к взаимной иммуноактивации

клеток, усилению воспаления и тромбозу.

Адгезия тромбоцитов к поврежденным эн-

дотелиальным клеткам облегчает трансмиг-

рацию лейкоцитов при атеросклерозе [28].

В то же время в моделях in vitro и in vivo по-

казано преимущественное накопление

в субэндотелии моноцитов, образовавших

комплексы с тромбоцитами [29]. В экспе-

рименте in vitro было показано, что при об-

разовании комплексов с активированными

тромбоцитами моноциты приобретают

провоспалительный фенотип, увеличивая

поверхностную экспрессию маркера CD16.

Этот эффект коррелировал как с количест-

вом образованных комплексов, так и со

способностью моноцитов к адгезии на эн-

дотелиальных клетках [30]. С другой сторо-

ны, активированные лейкоциты вызывают

активацию тромбоцитов, о чем свидетель-

ствует увеличение экспрессии P-селектина

на тромбоцитах [31]. Исследования in vivo

показывают, что лейкоциты и активиро-

ванные тромбоциты депонируются в местах

повреждения атеросклеротических бляшек,

на участках рестеноза, кровоизлияний

и ишемического повреждения [29–31].

В процессе воспаления тромбоциты спо-

собствуют привлечению лейкоцитов в сосу-

дистую стенку и их экстравазации в окружа-

ющие ткани. Активированные тромбоциты

выделяют содержимое своих -гранул,

в том числе провоспалительные хемокины

CXCL4 (тромбоцитарный фактор 4 PF4),

CXCL7 и CCL5 (RANTES). CCL5, связыва-

ясь с рецепторами CCR1 и CCR5 на поверх-

ности лейкоцитов, способствует миграции

и накоплению моноцитов в очаге воспале-

ния [32]. CXCL4 связывается с CXCR3b на

поверхности активированных эндотелиаль-

ных клеток, что вкупе с CCL5 приводит

к плотной адгезии и трансэндотелиальной

миграции моноцитов [29]. Помимо захва-

та/удержания моноцитов в участках сосуди-

стого русла с поврежденным эндотелием,

активированные тромбоциты, образуя ком-

плексы с циркулирующими моноцитами,

облегчают проникновение моноцитов в ате-

росклеротическую бляшку.

Методы детекции 
моноцитарно-тромбоцитарных 

комплексов

Несмотря на ключевую роль лейкоци-

тарно-тромбоцитарных комплексов в пато-

генезе системного воспаления и атеротром-

боза, методы измерения количества ЛТК не

применяются в ежедневной клинической

практике. В большинстве коммерчески до-

ступных методов оценки функционально-

го состояния тромбоцитов измеряется уро-

вень агрегации тромбоцитов [33]. Также

в клиническом исследовании B. Rutten et al.

[34] был опробован разработанный на экс-

периментальной модели [35] метод изме-

рения реактивности тромбоцитов, осно-

ванный на измерении уровня экспресии

Р-селектина под воздействием различных

доз агонистов. Реактивность тромбоцитов

при воздействии различных агонистов акти-

вации тромбоцитов (АДФ, TRAP, родоци-

тин, U46619, CRP-XL) положительно кор-

релировала с уровнем моноцитарно-тром-

боцитарных комплексов и количеством

макрофагов в атеросклеротических бляш-

ках после каротидной эндартерэктомии

[34]. Впервые A.D. Michelson et al. проде-

монстрировали превосходство моноцитарно-

тромбоцитарных комплексов (МТК) над

Р-селектином для оценки активации тром-

боцитов [36].
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Продолжительность жизни циркулирую-

щих комплексов тромбоцитов с моноцита-

ми дольше, чем с другими клетками крови,

и составляет примерно 30 мин, в то время

как экспрессия на тромбоцитах Р-селекти-

на, используемого ранее маркера актива-

ции тромбоцитов, быстро снижается при

слущивании маркера с поверхности тром-

боцитов в условиях острого коронарного

синдрома или ишемического инсульта [34,

36, 37]. Так, в экспериментах c преактива-

цией тромбоцитов было показано, что уро-

вень Р-селектина на тромбоцитах снижается

с 80 до 10% через 15 мин после активации,

что коррелировало с ростом растворимого

Р-селектина в плазме [38].

Одним из методов измерения ЛТК и од-

новременной оценки степени активации

участвующих клеток является проточная

цитофлюориметрия. При помощи этой ме-

тодики, используя моноклональные антите-

ла, меченные флюоресцентными маркера-

ми, возможно не только оценить содержа-

ние отдельных антигенов на поверхности

клеток, но и выявить степень активации

клеток, участвующих в формировании

комплекса. Цитометрический анализ экс-

прессии Р-селектина на поверхности тром-

боцитов долгое время считался «золотым

стандартом» оценки активации тромбоци-

тов. Однако in vivo активированные тром-

боциты быстро теряют Р-селектин со своей

поверхности, продолжая циркулировать

и функционировать [38], тогда как моно-

цитарно-тромбоцитарные агрегаты сохра-

няются в крови значительно дольше и со-

храняют экспрессию Р-селектина [36].

Аналогичные наблюдения были сделаны

относительно другого маркера тромбоци-

тов  – гликопротеина Ib (CD42b), который

также слущивается с поверхности деграну-

лировавших тромбоцитов, приводя к их ги-

бели и формированию агрегатов [36–39].

За последние 10–15 лет были разработа-

ны высокочувствительные цитометричес-

кие методы измерения ЛТК в перифериче-

ской крови [12–40]. Однако высокая чувст-

вительность метода предъявляет высокие

требования к условиям пробоподготовки

и проведению анализа для получения ста-

бильных и точных результатов. Для исклю-

чения активации тромбоцитов in vitro необ-

ходимо стандартизировать ряд переменных,

включая выбор антикоагулянта, методы за-

бора и последующей обработки образцов

крови, которые потенциально могут по-

влиять на уровень ЛТК. Были предложены

различные антикоагулянты, такие как цит-

рат натрия, теофиллин, аденозин и дипири-

дамол (CTAD), для стабилизации тромбоци-

тов [41]. Исследователи старались избегать

таких методик, как центрифугирование,

градиентное гель-центрифугирование, ли-

зис эритроцитов, охлаждение, встряхива-

ние и перемешивание образцов, которые

могут дополнительно активировать тромбо-

циты или моноциты. Удаление эритроцитов

путем колоночной сепарации или лизиса

также может приводить к значительным

ложноположительным результатам in vitro.

В связи с высокой концентрацией тромбо-

цитов двойные позитивные события могут

регистрироваться на проточном цитометре

не только при прохождении ЛТК, но и вслед-

ствие одновременного прохождения тром-

боцитов и лейкоцитов.

S.A. Harding et al. в своей работе оценили

влияние указанных факторов на формиро-

вание моноцитарно-тромбоцитарных ком-

плексов, измеренных методом двухцветной

(anti-CD14-PE и anti-CD42a-FITC) про-

точной цитометрии [42]. Выбор антикоагу-

лянта оказывал значительное влияние на ко-

личество комплексов: гепарин – 20,1±2%,

ингибитор тромбинзависимой активации

тромбоцитов PPACK – 16,8±1,9%, цитрат

натрия – 12,3±1,6% и этилендиамин тетра-

уксусной кислоты (ЭДТА) – 9,5±1%. Тром-

боцитарно-моноцитарная агрегация была

выше при заборе крови из венозного кате-

тера, чем при венепункции (20,9±3,9%

против 13,8±2,4, p=0,03), и каждые 10 мин

задержки перед обработкой крови увели-

чивали количество агрегатов на 1,7–2,8%.

В то же время, по данным авторов, лизис

эритроцитов не оказывал значимого влия-
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ния на активацию тромбоцитов, и фикси-

рованные образцы сохраняли постоянное

количество МТК в течение 24 ч при темпе-

ратуре 4 °С. В работах B. Majumder et al. ис-

пользовали добавление ЭДТА к образцам

цитратной крови для остановки образова-

ния ЛТК [43]. Однако этот метод неопти-

мален, так как ЭДТА серьезно изменяет

структуру фибриногенового рецептора

тромбоцитов GP IIb/IIIa [44]. Исследова-

тели, используя эту методику забора крови,

а также настройки проточной цитометрии,

при которых дискриминатором между мо-

ноцитарно-тромбоцитарными комплекса-

ми и совпадением сигнала от одновремен-

ного прохождения моноцита и тромбоцита

является ширина флюоресцентного сигна-

ла CD61, не получили достоверных разли-

чий в количестве МТК у пациентов с ост-

рым инфарктом миокарда с подъемом сег-

мента ST и со стабильной стенокардией.

Несмотря на активную разработку мето-

дов анализа лейкоцитарно-тромбоцитар-

ных агрегатов, в настоящее время данные

об их количестве при различных заболева-

ниях и у здоровых добровольцев различа-

ются в зависимости от используемого мето-

да детекции. По нашим неопубликованным

данным, ключевым фактором, влияющим

на образование ЛТК в цельной крови, яв-

ляется время с момента забора крови до

фиксации образца. При использовании ок-

раски флюоресцентными антителами цель-

ной нефиксированной крови количество

моноцитарно-тромбоцитарных агрегатов

значительно увеличивается при инкубиро-

вании цельной крови. Так, у здоровых доб-

ровольцев при заборе крови в пробирку

с клеточным фиксатором формальдегидом

количество МТК составляет 5–8%, тогда

как при инкубации крови в течение 1 ч ко-

личество МТК возрастает до 35–60%, что

согласуется с данными S.A. Harding et al.

Также использование центрифугирования

и лизиса эритроцитов в различных буфер-

ных системах приводит к дополнительной

активации тромбоцитов и недостоверным

результатам. При использовании высоких

концентраций формальдегида или пара-

формальдегида (1–4%) меняются свойства

клеточной мембраны, что приводит к обра-

зованию дополнительных связей между

клетками и большего количества агрегатов.

Также было показано, что высокие концен-

трации формальдегида стимулируют вези-

куляцию мембран как внутри клетки, так

и на клеточной мембране [45]. В то же вре-

мя при окрашивании в растворе формальде-

гида снижается уровень флюоресценции

флюорохромов, что делает невозможным

анализ полученных данных на проточном

цитофлюориметре [46, 47]. Нами был разра-

ботан метод фиксации цельной крови в ма-

лых концентрациях раствора формальдегида

в фосфатно-солевом буфере, при котором

сохраняются стабильность ЛТК в течение

5 ч и возможная эффективная окраска фик-

сированных образцов флюоресцентными

моноклональными антителами для последу-

ющего анализа на проточном цитометре.
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