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Показано повернення до норми концентрації протромбінового пулу у пацієнтів які рік тому перенесли атеротро-

мботичний та кардіоемболічний підтипи ішемічного інсульту. Виявлено присутність у плазмі крові білкових фракцій 
ідентичних фракціям здорових донорів у діапазоні молекулярних мас, що відповідають молекулам протромбіну, тро-
мбіну, їх ковалентних комплексам з іншими білками та деградованих фрагментів. 
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Вступ. Відомо, що система гемостазу це збалансо-

вана взаємодія клітин крові, судинного ендотелію, пла-
змових білків та низькомолекулярних речовин. Згортан-
ня крові або збереження рідкого її стану – це прояв за-
гальної закономірності, що забезпечує гомеостаз внут-
рішнього середовища організму, зокрема, підтримання 
агрегатного стану крові на такому рівні, який необхідний 
для нормальної життєдіяльності клітин, тканин і органів 
[1-3]. У системі гемостазу приймають участь фактори 
згортання, антикоагулянтної і фібринолітичної систем 
крові [4, 5]. Зміна функціонального стану однієї з систем 
супроводжується компенсаторними зрушеннями в дія-
льності іншої [3]. Порушення функціональних взаємо-
зв'язків може призвести до важких патологічних станів 
організму, що полягають або у підвищеній кровоточи-
вості, або у внутрішньосудинному тромбоутворенні [4].  

Детальне дослідження стану системи гемостазу у 
хворих з тромбозами показyє, що у більшості випадків 
можна виявити та передбачити гіперкоагуляцію крові, 
зниження фібринолізу, антикоагулянтної активності 
крові, а також підвищення її в'язкості [6 – 8]. Існує чима-
ло свідчень зв'язку між ферментами, які приймають 
участь у згортання крові і рівнем ризику артеріального 
тромбозу. Беручи до уваги безпосередню участь сис-
теми згортання крові у патогенезі ішемічного інсульту, 
метою нашого дослідження було визначити функціона-
льний стан протромбіну, який є попередником ключово-
го регулюючого ферменту тромбіну. Дослідження сис-
теми гемостазу має першочергове значення для діаг-
ностики різних типів кровотеч, тромбоемболічних синд-
ромів, тромбофілітичних станів і процесів ДВЗ крові, в 
тому числі при критичних станах [9]. Динамічний конт-
роль за гемостазом необхідний також при проведенні 
антитромботичної терапії в процесі консервативного і 
хірургічного лікування серцево-судинних захворювань, 
ішемій та інфарктів органів, великого числа акушерських 
ускладнень і хвороб новонароджених [10]. Цей далеко 
неповний перелік патологічних станів, при яких контроль 
за станом системи гемостазу як в гострий період хворо-
би так і через певний час після перенесеного захворю-
вання є надзвичайно важливим. У сучасних умовах не 
можуть вважатися повноцінними обстеження і лікування 
хворих без контролю за станом системи гемостазу.  

Відомо, що гемостаз є однією з найскладніших фізі-
ологічних систем організму, яка забезпечує підтриман-
ня крові в рідкому стані, підтримує реологічні властиво-
сті та здатна, у разі необхідності, швидко індукувати 
зупинку або зменшення кровотечі [17]. Гемостатичний 
дисбаланс неодмінно пов'язаний з впливом як внутрі-
шніх, так і зовнішніх чинників які збільшують ризик кро-
вотечі або тромбозу. Вивчення функціонального стану 
протромбінового пулу викликає значний інтерес через 
участь протромбіну не тільки в реалізації низки фізіоло-
гічних реакцій, а й за його причетністю до таких процесів, 
як регуляція судинного тонусу, загоєння ран, здійснення 

імунних реакцій, розвитку запалення, утворення пухлини, 
атерогенезу хвороби Альцгеймера та інші [18-20]. 

Розвиток наших знань про фізіологію гемостазу має 
численні наслідки для терапії. Дефекти згортання крові 
можу бути оцінені за допомогою специфічних тестів, що 
дає нам фору у безкінечній боротьбі організму з хворо-
бами. Останнім часом почали з'являтися відомості про 
зв'язок факторів ризику розвитку ішемічного інсульту з 
утворенням антитіл, спрямованих проти протромбіну. 
Здатність цих антитіл знижувати функціональну актив-
ність білків-мішеней сприяє порушенню про- і антикоа-
гулянтами балансу. 

Матеріали та методи. Забір зразків. Для проведен-
ня дослідження було виконано клініко-лабораторне об-
стеження 114 хворих які 1 рік тому перенесли гострий 
ішемічний інсульт. В залежності від підтипу інсульту 
пацієнти відкритим методом були рандомізовані на дві 
групи: з атеротромботичним ішемічним інсультом 
(АТІ)(n=57); та пацієнти з кардіоемболічним ішемічним 
інсультом (КЕІ) (n=57). Вік хворих на момент огляду 
складав в середньому 73 ± 8 років. Хворі перебували 
на стаціонарному лікуванні у I та II неврологічних відді-
леннях Київської міської клінічної лікарні №4. Всі хворі 
або їх родичі були попереджені про проведення клініч-
ного дослідження та давали письмову згоду на участь у 
ньому. Також у дослідженні також взяли участь практи-
чно здорові донори (n=35) без тромбоемболічних за-
хворювань в анамнезі, які за статтю та віком відповіда-
ли обстеженим хворим. 

Кров відбирали пункцією ліктьової вени з 8 до 9 го-
дин ранку, натщесерце, у пластикову пробірку з лимон-
нокислим натрієм (38 г/л) у кінцевому співвідношенні 
9:1, та обережно перемішували (не струшуючи). Суміш 
центрифугували протягом 40 хв. за 2500 об/хв. перено-
сили лабораторним дозатором у пластикову пробірку. 
Отриману плазму крові використовували для аналізу 
або заморожували за -20°С у епендорфах порціями по 
0,5 мл. Плазму розморожували прогріванням на водя-
ній бані (370С) не довше 15 хв., після чого розмішували 
перевертанням пробірки та негайно переміщували на 
лід. Завдяки такому способу розморожування зниження 
активності факторів зсідання крові не відбувалося [11].  

Виділення фракціі вітамін К-залежних білків плазми 
крові. До 1 мл плазми крові кожної патології додавали 
30 мг BaSO4 та перемішували протягом 1 години на 
льоду. Суміш центрифугували при 2,000g протягом 
15 хв при кімнатній температурі. Елюцію вітамін  

К-залежних білків плазми з осаду було зроблено 
шляхом додавання 50 мМ Тріс-HCl, рН 7,4, що містить 
200 мМ NaCl і 20 мМ ЕДТА [12].  

Концентрація протромбінового пулу в плазмі вимі-
рювали за допомогою стандартного твердофазного 
імуноферментного аналізу (ELISA) [13, 14]. В лунки мік-
ропланшет для ELISA вносили досліджувану плазму, 
попередньо розведену 10 -кратно з 50 мМ Тріс-HCl, що 
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містить 130 мМ NaCl, рН 7,4 та інкубували протягом 
ночі при 4 ° С. Після промивання планшети блокували 
5% знежиреного сухого молока в 50 мМ Тріс-HCl, що 
містить 130 мМ NaCl, рН 7,4 протягом 1 год при темпера-
турі 37 ° С після чого промивали повторно. Потім план-
шети інкубували протягом 1 год при 37 ° С з кролячими 
поліклональними антитіл проти протромбіну власного 
отримання. Планшети промивали і інкубували протягом 
1 год при температурі 37 ° С з відповідними вторинними 
антитілами (Sigma, США), які були кон'юговані з перок-
сидазою хрону. Після промивання додавали субстрат (о-
фенілендіамін та перекис водню). Планшети зчитували 
при 492 нм за допомогою мікропланшет-спектро-
фотометра (QuantTM, BioTek Instruments, Inc., США). 

Диск-електрофорез в системі Леммлі та Вестерн 
Блот. Аліквоти об'ємом 50 мкл з кожної досліджуваноі 
фракції вітамін К-залежних білків плазми розводили в 
10 разів за допомогою буфера для зразків і у об'ємі 
10 мкл наносили на 8% поліакриламідний гель [15, 16]. 
Гелі фарбували 0,125%-ним розчином Кумассі діаман-
товим блакитним G-250 в 25% ізопропанолу і 10% оц-
тової кислоти. Аналогічна процедура була проведена 
для подальшого перенесення розділених за молекуля-
рними масами у гелі білків на нітроцелюлозну мембра-
ну. Використовували первинні поліклональні антитіла 
до протромбіну у розведенні 1:2000 та відповідні вто-
ринні антитіла, кон'юговані з пероксидазою хрону у 
співвідношенні 1:1500. Візуалізували 3,3 '-діаміно-

бензідіном (ДАБ) субстрат у концентраціі 5 мг/мл з до-
даванням 30% H2O2. 

Статистична обробка отриманих результатів про-
водили з використанням програмного забезпечення 
Statistica 7 і Origin 9.1. Значення вважалися достовірни-
ми при р <0.05. Аналіз електрофореграмах проводили 
шляхом сканування комп'ютерної програми TotalLab 2.01. 

Результати.  
У попередніх дослідженнях на даних хворих нами бу-

ло показано наявність порушень системи гемостазу у 
гострому періоді ішемічного інсульту – спостерігалося 
підвищення концентраціі протромбінового пулу в серед-
ньому у два рази порівняно з показником здорових доно-
рів [12]. Однак залишається невивченим питання стану 
системи гемостазу через рік після перенесеного інсульту.  

З метою уточнення характеристик системи зсідання 
крові, нами було досліджено загальний пул молекул 
протромбінового походження. Для досягнення даної 
мети, ми визначали концентрацію протромбінового пу-
лу, а також охарактеризували його компонентний склад 
у фракціях отриманих з плазми крові хворих які 1 рік 
тому перенесли АТІ чи КЕІ. 

Через рік після інсульту для хворих які перенесли 
АТІ концентрація протромбінового пулу в середньому 
становила 0,47 ± 0,08 у.о./мл та для хворих після КЕІ 
всередньому дорівнювала 0,43 ± 0,08 у.о./мл (Табл. 1.), 
тобто була в межах норми і відповідала показнику здо-
рових донорів. 

 
Таблиця  1. Концентрація протромбінового пулу у плазмі крові хворих,  

які 1 рік тому перенесли атеротромботичний чи кардіоемболічний ішемічний інсульт 

Досліджувана група Концентрація протромбінового пулу (умовні одиниці/мл) 
Здорові донори 0,47±0,02 

Пацієнти з перенесеним АТІ 0,47±0,08 
Пацієнти з перенесеним КЕІ 0,43±0,08 

 
На наступному етапі дослідження була проведена 

оцінка якісного складу фракціі протромбінового пулу за 
допомогою вестерн блот аналізу. Для чого попередньо 
був проведений 8% Диск електрофорез в системі Лем-
млі (Рис. 1). Результати якого показали наявність білків 

з молекулярними масами в діапазоні від 10 до 250 кДа 
у фракціі вітамін К-залежних білків виділених з плазми 
крові хворих які перенесли АТІ та КЕІ (Табл. 2.). Анало-
гічні результати були отримані для здорових донорів.  

 

 
 

Рис. 1. Типова електрофореграма фракції вітамін К-залежних білків плазми крові хворих з перенесеним атеротромботичним чи 
кардіоемболічним підтипами ішемічного інсульту.  

1. Маркери. 2.Фракція отримана з плазми хворих після АТІ. 3. Фракція отримана з плазми хворих після КЕІ 
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Таблиця  2. Білковий склад фракції вітамін К-залежних білків плазми крові хворих після ішемічного інсульту 

Фракція пацієнтів з АТІ Фракція пацієнтів з КЕІ 
297 302 
265 265 
253 253 
239 239 
222 220 
200 200 
177 185 
160 160 
136 136 

- 123 
118 118 
100 100 
84 84 
72 72 
60 60 
50 50 
40 40 
36 36 
26 26 
13 13 
- - 

 
Використання поліклональних антитіл до протромбі-

ну на етапі вестерн блотингу дозволило нам оцінити 
вміст не тільки безпосередньо протромбіну, а також 
молекул, що містять епітопи протромбінового похо-
дження, а саме проміжні продукти активації протромбі-
ну, тромбіну, їх ковалентні комплекси з іншими білками 
та фрагменти їх деградованих молекул. 

Вестерн-блот аналіз підтвердив наявність молекул 
протромбінового походження в усіх досліджуваних 

фракціях в діапазоні від 30 до 250 кДа (Рис. 2.). Визна-
чені молекулярні маси відповідають протромбіну, тром-
біну, їх ковалентним комплексам та деградованим фо-
рмам (Табл. 3.). Білок з молекулярною масою ~70 кДа 
відповідає молекулі протромбіну, ~37 кДа – тромбіну. В 
більшості ідентифіковані білки були аналогічними в усіх 
досліджуваних фракціях. Різниця між фракціями отри-
маними з плазми крові хворих ішемічним інсультом та 
здоровими донорами не була зафіксована. 
 

 
 

Рис. 2. Блотограма протромбінового пулу плазми крові хворих з перенесеним ішемічним інсультом.  
1. Маркери. 2. Фракція отримана з плазми здорових донорів.  

3. Фракція отримана з плазми хворих після АТІ.  
4. Фракція отримана з плазми хворих після КЕІ 
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Таблиця  3. Білковий склад протромбінового пулу плазми крові здорових донорів та хворих  
з перенесеним ішемічним інсультом 

Фракція здорових донорів Фракція пацієнтів з АТІ Фракція пацієнтів з КЕІ 
240 239 239 
220 220 220 
200 200 200 
160 160 160 
136 136 136 
118 118 118 
84 84 84 
75 75 75 
50 50 50 
40 40 40 
35 37 37 
- - - 

  
Відомо, що генерація тромбіну може бути детекто-

вана накопиченням в плазмі N- кінцевої частини моле-
кули протромбіну фрагмента F1 + 2 [21], молекулярна 
маса якої становить близько 40 кДа. Активація протро-
мбіну може супроводжуватися накопиченням ряду про-
міжних продуктів, деякі яких характерна ферментативну 
активність (мезотромбін та мезотромбін 1) а також інші, 
які відноситься до функціонально неактивних похідних 
(претромбін 1, 2, фрагменти 1, 2, 1 + 2). Білкові фракції 
з молекулярною масою близько 50 кДа і 37 можуть 
складатися з претромбіну 1 і 2.. Відомо що їх поява в 
крові служить раннім маркером внутрішньо-судинного 
згортання крові [22]. Мезотромбін (молекулярна маса 
близько 70 кДа) є одним з перехідних проміжних проду-
ктів, які утворюються в процесі перетворення протром-
біну в тромбін в системах, під впливом комплексу утво-
реного фактором Ха і фактором Va, які збираються на 
фосфоліпідній мембрані. Наявність на блотограмі білків 
з молекулярною масою близько 118, 136, 170 кДа мо-
жуть бути результатом утворення протромбіну і його 
похідних комплексів по мірі прогресування ішемічного 
інсульту. Наприклад, поява в крові комплексів тромбін-
антитромбін III (молекулярна маса яких близько 118 
кДа) вважається як один з діагностичних критеріїв роз-
витку тромбозів. Інші літературні дані свідчать що білки 
в діапазоні 77 > 450 кДа можуть відповідати стабільним 
комплексам тромбіну з іншими білками плазми крові, які 
виділяються активованими тромбоцитами, та які не 
мають каталітичної активності.  

Висновки. Було показано що через рік після пере-
несеного атеротромботичного та кардіоемболічного 
ішемічного інсульту кількісний та якісний склад протро-
мбінового пулу повертається до рівня здорових доно-
рів. Таким чином можемо стверджувати, що рівень про-
тромбінового пулу у плазмі крові може розглядатись 
додатковим прогностичним чинником для моніторингу 
стану системи гемостазу при атеротромботичному та 
кардіоемболічному ішемічному інсульті. 
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ХАРАКТЕРИСТИКА ПРОТРОМБИНОВОГО ПУЛА У БОЛЬНЫХ ПЕРЕНЕСШИХ ИШЕМИЧЕСКИЙ ИНСУЛЬТ 
Показано возвращение к норме концентрации пептидного пула у больных которые год назад перенесли атеротромботический 

или кардиоэмболический подтипы ишемического инсульта. Выявлено присутствие в плазме крови белковых фракций идентичных 
фракциям здоровых доноров в диапазоне молекулярных масс, соответствующих молекулам протромбина, тромбина, их ковалент-
ных комплексов с другими белками и деградированных фрагментов. 

Ключевые слова: протромбиновый пул, атеротромботический та кардиоэмболический подлтипы ишемический инсульт. 
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CHARACTERISTICS OF POOL PROTHROMBIN IN PATIENTS WITH ISCHEMIC STROKE 

The normal level of prothrombin pool concentration at the blood plasma for the people who one year past had a acute atherothrombotic or 
cardioembolic ischemic stroke was showen. Identified plasma proteins at the post stroke fractions were identical to the healthy donor's fraction. 
Was proved the tested fraction included the proteins in a range of molecular weights corresponding to molecules of prothrombin, thrombin, their 
covalent complexes with other proteins and degraded fragments. 

Key words: prothrombin pool, atherothrombotic or cardioembolic ischemic stroke. 
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ПОКАЗНИКИ ЕНДОТОКСЕМІЇ ПАЦІЄНТІВ ІЗ ІШЕМІЧНИМ ІНСУЛЬТОМ  

ТА ЦУКРОВИМ ДІАБЕТОМ ДРУГОГО ТИПУ 
 
Одним із загальновизнаних чинників гострих порушень мозкового кровопостачання є цукровий діабет. Численні 

дослідження показали, що у патогенезі діабетичних церебральних порушень бере участь багато факторів, найбільш 
важливими з яких є метаболічні зміни, зокрема хронічна ендогенна інтоксикація. Метою дослідження було визначити 
біохімічні особливості білкового обміну та рівень ендотоксемії в крові пацієнтів за умов ішемічного інсульту усклад-
неного цукровим діабетом 2 типу в порівнянні з інсультом. Крім того визначалися загально клінічні показники: стать, 
середній вік пацієнтів, індекс маси тіла (ІМТ), вміст глюкози у крові, ліпопротеїни, наявність ускладнень та показники 
проявів інсульту (NIHSS й Barthel індекс). В результаті проведених досліджень було встановлено, що ішемічний ін-
сульт, зокрема ускладнений інсуліннезалежним діабетом характеризується гіпопротеїнемією на фоні відсутності 
виражених змін концентраії альбуміну. Вміст молекул середньої маси (МСМ) та олігопептидів вказував на наявність 
ендогенної інтоксикації, рівень якої не залежав від гіперглікемії і перевищував контрольні величини в середньому в 
1,5 рази. Отримані результати дозволили встановити також суттєві відмінності значення ІМТ, гіперліпопротеїне-
мію та посилення проявів гострого порушення мозкового кровопостачання за NIHSS у групі пацієнтів з ішемічним 
інсультом, що супроводжується цукровим діабетом 2 типу. Отже, розвиток ішемічного інсульту, як за умов діабету 
другого типу, так і без нього, характеризується зростанням показників ендотоксикації (молекул середньої маси та 
олігопептидів) в крові пацієнтів, що в сукупності з гіпопротеїнемієї та гіперліпідемією може зумовлювати вторинні 
патобіохімічні зміни в клітинах головного мозку та опосередковувати негативні наслідки розвитку гострого пору-
шення церебрального кровопостачання.  

Ключові слова: ішемічний інсульт, цукровий діабет ІІ типу, молекули середньої маси, олігопептиди, ендотоксика-
ція, індекс маси тіла. 

 
Однією з характерних рис останніх десятиріч став 

масштабний ріст так званих хронічних неінфекційних 
захворювань, притаманний в першу чергу населенню 
розвинених та відносно благополучних країн. До цієї 
групи захворювань, що утримують провідні позиції се-

ред причин смертності та істотно погіршують якість 
життя на рівні популяції, належать церебро-васкулярні 
та серцево-судинні патології, запальні та онкологічні 
процеси, діабет, алергійні прояви та ін.  
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