
СОСТОЯНИЕ ТРОМБОЦИТАРНО-КОАГУЛЯЦИОННОГО
ГЕМОСТАЗА У КРЫС ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ МЕТАБОЛИТОВ

ПРОИЗВОДНОГО ЯНТАРНОЙ КИСЛОТЫ

Палагина И.А., Кудря М.Я.

ГУ «Институт проблем эндокринной патологии им. В.Я. Данилевского НАМН Украины», г. Харьков
admin@ipep.com.ua

Исследованиями в области сахарного
диабета (СД) установлено, что он приводит
к тромбоэмболическим поражениям крове-
носных сосудов различных органов и струк-
тур (сердца, почек, мозга, сетчатки глаза
и др.), сочетающимся с нарушениями мик-
роциркуляции, гемореологических свойств
крови и состояния гемостаза [1]. В част-
ности, экспериментально установлено, что
у крыс с аллоксановым диабетом прояв-
ляются нарушения в звене тромбоцитар-
но-сосудистого гемостаза в виде усиления
функциональной активности тромбоцитов
и снижения антиагрегационных свойств со-
судистой стенки, что способствует разви-
тию микротромбоза. В этих условиях об-
наруживается значительный прирост конеч-
них продуктов перокисного окисления липи-
дов (ПОЛ) и белков (ПОБ), который может
дестабилизировать мембрану тромбоцитов
и опосредуется через увеличение образова-
ния простагландина Н2 и тромбоксана А2.
Одновременно у крыс отмечается повыше-
ние коагулирующих свойств системы гемо-
стаза и ухудшение реологии крови с повы-
шением ее вязкости. Именно развивающа-
яся гиперкоагуляция и повреждение систе-
мы фибринолиза в сочетании с гиперактива-
цией тромбоцитов является одним из факто-
ров повреждения стенки сосудов при СД [2].

Главная роль в патогенезе диабетическо-
го коагулопатического синдрома отводится
гормонально-метаболическим нарушениям.
Известно, в частности, что гиперкатехола-

минемия сопровождается стимуляцией агре-
гации тромбоцитов, синтеза тромбина, фиб-
риногена и других коагулогенных метаболи-
тов. Влияют на агрегационную способность
тромбоцитов и эритроцитов также гипергли-
кемия и диспротеинемия. Гиперлипидемия
и дислипопротеинемия ухудшают реологи-
ческие свойства крови, что приводит к за-
медлению кровотока и усилению агрегации
тромбоцитов и эритроцитов. Важными ме-
ханизмами стимуляции системы гемостаза
являются активация процессов ПОЛ и ПОБ,
а также повышение провоспалительного ста-
туса, в частности, гиперпродукция цитоки-
нов: фактора некроза опухолей (ФНО-α)
и интерлейкинов (ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-8) [3, 4].

Однако, несмотря на многочисленные
эксперименальные и клинические наблюде-
ния об изменениях отдельных показателей
тромбоцитарно-сосудистого и коагуляцион-
ного гемостаза, механизмы, ответственные
за нарушения в этой системе на ранних ста-
диях и в динамике СД, остаются во многом
неясными и активно изучаются в настоящее
время.

Учитывая высокую значимость факто-
ров свертывания крови в прогрессировании
атеротромбоза, развитии сердечно-сосуди-
стых осложнений и опосредованную — в на-
рушениях функций почек при СД, важное
место в условиях фармакологической ком-
пенсации данной патологии занимает мо-
ниторирование гемостазиологических пара-
метров по антитромботическому эффекту

82 Проблеми ендокринної патологiї № 3, 2013



Експериментальнi дослiдження

и контроль системы гемостаза. Исследова-
ния гемостаза проводятся и с целью оценки
безопасности применения новых антидиабе-
тических средств, а также выявления их воз-
можной сопутствующей антикоагулянтной
активности.

Оригинальное антидиабетическое сред-
ство фенсукцинал (β-фенилэтиламид 2-ок-
сисукцинаниловой кислоты), который спо-
собен стимулировать регенерацию, секре-
торную функцию β-клеток поджелудочной
железы и снижать инсулинорезистентность,
обладает выраженными антиоксидантными
свойствами и проявляет признаки антикоа-
гулянтного действия. Наряду с этим, фен-
сукцинал характеризуется низкой токсич-
ностью [5, 6]. В I фазе биотрансформации
данного антидиабетического средства при
реакциях гидролиза могут образовывать-

ся его потенциально активные метаболи-
ты: 2-гидроксифенилсукцинамид (2-ГФСА)
и β-фенилэтилсукцинамид (β-ФЭСА). Для
оценки биологической активности и безопас-
ности этих метаболитов определенный ин-
терес представляют исследования их влия-
ния на состояние гемостаза, что позволит
оценить их возможный вклад в проявле-
ния антикоагулянного действия самого ле-
карственного средства.

Целью работы было выяснение харак-
тера изменений тромбоцитарно-коагуляци-
онного гемостаза у крыс под влиянием
потенциальных метаболитов антидиабети-
ческого средства производного сукцина-
та — 2-гидроксифенилсукцинамида и β-фе-
нилэтилсукцинамида, а также оценка вкла-
да этих соединений в эффекты лекарствен-
ного средства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования гемостаза проведены на
50 половозрелых нелинейных белых кры-
сах-самцах массой 180–280 г, которые были
разделены на подопытные и контрольные
группы.

Животные подопытных групп получали
исследуемые вещества в виде суспензии на
Твин-80 перорально натощак в течение 30
дней. Дозы 2-ГФСА и β-ФЭСА составили 17
и 18 мг/кг массы тела, которые являлись эк-
вимолярными эффективной дозе фенсукци-
нала, что соответствует 25 мг/кг массы тела.
Контрольным животным вводили Твин-80
в идентичных количествах.

На протяжении эксперимента все живот-
ные содержались на стандартном рационе
в условиях вивария. Манипуляции, связан-
ные с взятием крови из хвостовой вены
у крыс, проведены с соблюдением общепри-
нятых этических принципов экспериментов
на животных.

О состоянии тромбоцитарного звена ге-
мостаза судили по времени и степени агре-
гации тромбоцитов (АТ). Исследования про-
водили на стекле при добавлении к плаз-
ме универсального индуктора агрегации со-
гласно инструкции к набору фирмы «Тех-
нология-стандарт» (Россия) [7]. При изу-
чении процесса коагуляции общеприняты-

ми в гемостазиологии методами определя-
ли активированное парциальное тромбопла-
стиновое время (АПТВ), время рекальци-
фикации (ВР), частичное тромбопластино-
вое время (ЧТВ), протромбиновое время
(ПВ) с расчетом протромбинового отноше-
ния (ПО) и международного нормализован-
ного отношения (МНО), тромбиновое время
(ТВ). Время рекальцификации определяли
мануально унифицированным методом [8],
все другие показатели — на коагулометре
Coag Chrom 3003 (Польша) наборами фир-
мы «Технология-стандарт» (Россия). Индек-
сы АПТВ и ТВ рассчитывали в процен-
тах относительно их значений в нормальной
плазме крови.

Для обработки данных использовали па-
кет программ Biostat 6.0. Нормальность рас-
пределения в рядах определяли с помощью
критерия Шапиро-Уилка (W). Для пар-
ного сравнения показателей использовали
t-критерий Стьюдента. Результаты предств-
лены в виде среднего арифметического и его
статистической ошибки (X ± SX). Расхож-
дения между групами сравнения счита-
ли статистически значимыми при р<0,05
и близкими к статистически значимым при
0,05<p<0,1.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Экспресс-оценка тромбоцитарного зве-
на гемостаза показала, что из двух ме-
таболитов фенсукцинала только β-ФЭСА
при изолированном субхроническом введе-
нии (18 мг/кг м. т.) оказывал влияние на
функциональную активность кровяных пла-
стинок, вызывая сокращение времени АТ
(ВАТ) и повышение степени АТ в плазме
крови крыс (табл. 1). Вместе с тем, изме-
нения данных показателей не выходили за
пределы физиологической нормы [9].

Следовательно, ни β-ФЭСА, который
способен ускорять АТ при изолированном
поступлении в организм, ни тем более
2-ГФСА (17 мг/кг м. т.), инертный по от-
ношению к функции тромбоцитов (табл. 2),
при их возможном образовании в процес-
се биотрансформации антидиабетического
средства, производного янтарной кислоты,
по-видимому, не могут влиять на его анти-
агрегационные свойства в отношении тром-
боцитов плазмы крови.

При анализе коагулограмм у крыс, по-
лучавших как β-ФЭСА, так и 2-ГФСА от-

мечены однонаправленные сдвиги ряда ге-
мостазиологических показателей (табл. 1
и табл. 2). Так, при изолированном введе-
нии метаболитов зарегистрирована тенден-
ция к сокращению АПТВ (0,05<p<0,1), со-
четающаяся в случае воздействия 2-ГФСА
с уменьшением ЧТВ (р<0,05) и ВР
(0,05<p<0,1). Изменения показателей про-
исходили в пределах физиологический нор-
мы, но при этом статистически выражались
(кроме ЧТВ) тенденцией к статистически
значимому отклонению.

Известно, что сокращение АПТВ харак-
теризует ускоренное образование активно-
го комплекса протромбиназы (фактор Vа
+ фактор Ха + Са2+) по внутреннему
механизму коагуляции, в котором основ-
ная роль принадлежит мебранному фос-
фолипиду тромбоцитов (тромбоцитарный
фактор 3 — ТФ3), служащему катализа-
тором протромбинформирования. Этот ме-
ханизм запускается внутри поврежденных
кровеносных сосудов, где на фосфолипидах
мембран форменных элементов (преимуще-

Т а б л и ц а 1
Показатели состояния тромбоцитарного и коагуляционного гемостаза у крыс

при субхроническом пероральном введении β-фенилэтилсукцинамида

Показатель Контроль (n=8) β-ФЭСА, 18 мг/кг (n=8)

Время АТ, с 21,0± 0,7 14,0± 1,1*

Степень АТ,% 76,4± 4,4 117,6± 6,8*

АПТВ, с 32,8± 2,3 27,2± 1,5**

АПТВиндекс,% 110,1± 7,3 131,4± 6,7**

ЧТВ, с 84,3± 5,1 74,5± 5,1

ВР, с 58,0± 4,0 51,2± 2,3

ПВ, с 24,8± 0,8 17,8± 1,1*

ПО 1,52± 0,05 1,09± 0,07*

МНО 1,66± 0,06 1,11± 0,08*

ТВ, с 29,4± 2,1 24,2± 1,7**

ТИ,% 81,2± 6,5 97,2± 6,5**

П р и м е ч а н и е. * — статистически значимые различия с контролем (р<0,05);
** — отклонение стремится к значимому по отношению к контролю (0,05<р<0,1);

АТ — агрегация тромбоцитов; АПТВ — активированное парциальное тромбопластиновое время; ВР —
время рекальцификации; МНО — международное нормализованное отношение; ПВ — протромбиновое
время; ТВ — тромбиновое время; ТИ — тромбиновый индекс.
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ственно тромбоцитов) активируется плаз-
менный фактор ХII [10]. Плазменные фак-
торы VIII, IХ, ХI, ХII и прекалликреин
участвуют только во внутреннем механизме
свертывания крови, а потому АПТВ весьма
чувствительно к изменениям их активности,
но не зависит от дефицита тромбоцитов или
их функциональной способности [11].

Обнаруженные нами изменения в коа-
гулограммах подопытных крыс указывают
также на стимулирующее действие метабо-
литов фенсукцинала на реакции внешнего
(внесосудистого) механизма коагуляционно-
го гемостаза.

При изолированном введении метаболи-
тов обнаружено сокращение ПВ, уменьше-
ние ПО и МНО в плазме крови подопытных
крыс сравнительно с контролем (см. табл. 1
и табл. 2). Снижение этих показателей не
выходило за пределы колебаний физиологи-
ческой нормы, но было более выраженным
при воздействии β-ФЭСА (р<0,05) сравни-
тельно с 2-ГФСА (0,05<p<0,1).

Оба активированных механизма форми-
рования протромбиназы связаны с высво-
бождением тромбопластина (фактор III) из
субэндотелия поврежденных тканей в плаз-
му. Этот фактор вместе с фактором VII
в присутствии Са2+ активирует фактор Х,

входящий в состав активной протромбина-
зы, под влиянием которой протромбин пре-
образуется в тромбин [11]. Обнаруженные
нами изменения, вызванные воздействием
обеих метаболитов, в целом отражают акти-
вацию факторов протромбинового комплека
(II — протромбин, V, VII, X). Из этих фак-
торов только фактор VII участвует во вне-
сосудистом механизме свертывания крови,
а потому изменения именно его активности
могло повлиять на длительность ПВ. Вме-
сте с тем, одновременное сокращение АПТВ
и ПВ, выявленное при введении обеих ме-
таболитов, может быть обусловлено повы-
шением активности факторов Х, V, II, на
которых замыкаются оба механизма гемоко-
агуляции [12].

Стимулирующее действие β-ФЭСА на
образование активной протромбиназы и пре-
вращение протромбина в тромбин, очевид-
но, отражалось на ускорении ТВ и повы-
шении ТИ (0,05<p<0,1), что, однако, про-
исходило в пределах физиологической нор-
мы (табл.1). Сдвиги такой направленности
свидетельствуют о повышении активности
процесса фибринобразования, то есть конеч-
ного этапа свертывания крови, что может
быть связано также с увеличением содержа-
ния фибриногена в плазме крови. Установ-

Т а б л и ц а 2
Показатели состояния тромбоцитарного и коагуляционного гемостаза у крыс
при субхроническом пероральном введении 2-гидроксифенилсукцинамида

Показатель n Контроль n
2-ГФСА,
17 мг/кг

Время АТ, с 10 20,6± 0,7 7 21,0± 1,3

Степень АТ,% 10 78,7± 3,9 7 76,4± 7,7

АПТВ, с 9 36,3± 2,4 7 30,9± 1,4**

АПТВиндекс,% 9 99,8± 6,7 7 115,1± 6,4

ЧТВ, с 10 84,9± 4,3 7 67,4± 2,0*

ВР, с 8 56,6± 2,3 7 49,8± 2,4**

ПВ, с 8 25,5± 0,7 7 23,1± 1,1**

ПО 8 1,56± 0,04 7 1,42± 0,07**

МНО 8 1,70± 0,06 7 1,52± 0,09**

ТВ, с 10 25,7± 2,2 7 34,0± 1,6*

ТИ,% 10 95,4± 8,0 7 68,6± 3,3*

П р и м е ч а н и е. Как в табл. 1.
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лено, что 2-ГФСА, в отличие от β-ФЭСА,
способен снижать скорость фибринобразо-
вания, что характеризовалось пролонгиро-
ванным ТВ и уменьшением ТИ (р<0,05)
(табл. 2). Такого рода изменения можно
трактовать как проявления антикоагулянт-
ного действия соединения в фазе III. В дан-
ном случае основным фактором, обуслов-
ливающим сокращение ТВ, очевидно, явля-
лась гипо- или дисфибриногенемия, а также
возможное накопление в кровотоке продук-
тов деградации фибриногена/фибрина, об-
ладающих антитромбиновой активностью

Ранее, при введении антидиабетическо-

го средства в эффективной дозе, мы отме-
чали торможение образования протромби-
назы по внутреннему механизму гемокоагу-
ляции. Учитывая, что 2-ГФСА и β-ФЭСА
при изолированном поступлении вызывают
изменения показателей, характеризующих
повышение активности внешнего механизма
свертывания крови, можно предположить,
что и само лекарственное средство сможет
вызвать подобные изменения, реализуемые
за счет аддитивного действия двух его ме-
таболитов, что, однако, не повлияет на его
способность к снижению коагуляционного
потенциала крови.

ВЫВОДЫ

1. Метаболит фенсукцинала — 2-гидро-
ксифенилсукцинамид при субхрониче-
ском введении в дозе 17 мг/кг массы
тела не оказывает влияния на агрега-
ционную способность тромбоцитов, но
способен заметно тормозить реакции
фазы фибринобразования, что являет-
ся проявленим антикоагулянтной ак-
тивности данного соединения.

2. Субхроническое введение другого ме-
таболита фенсукцинала — β-фенил-
этилсукцинамида в дозе 18 мг/кг при-
водит к повышению активности тром-
боцитарного звена гемостаза в ви-
де усиления агрегации тромбоцитов,

а также росту общего коагуляционного
потенциала крови за счет интенсифи-
кации реакций всех трех фаз коагу-
ляционного каскада, однако при этом
изменения укладываются в пределы
физиологической нормы для крыс.

3. Оба метаболита оказывают влияние на
активность внесосудистого механизма
свертывания крови, что в какой-то ме-
ре может отразиться на проявлении
гемостазиологических эффектов анти-
диабетического средства производного
сукцината, имеющего признаки анти-
коагулянтной активности.
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Експериментальнi дослiдження

СТАН ТРОМБОЦИТАРНО-КОАГУЛЯЦIЙНОГО ГЕМОСТАЗУ У ЩУРIВ ПIД
ВПЛИВОМ МЕТАБОЛIТIВ ПОХIДНОГО БУРШТИНОВОЇ КИСЛОТИ

Палагiна I. А., Кудря М.Я.

ДУ «Iнститут проблем ендокринної патологiї iм. В. Я. Данилевського НАМН України», м. Харкiв
admin@ipep.com.ua

Встановлено, що метаболiти першої фази бiотрансформацiї антидiабетичного засобу — похi-
дного бурштинової кислоти дiють на рiзнi ланки тромбоцитарного та коагуляцiйного гемостазу.
2-гiдроксифенiлсукцинамiд (2-ГФСА) за умов субхронiчного введення викликає гальмування
процесу утворення фiбрину, що може бути ознакою антикоагулянтної активностi сполуки. Iнший
метаболiт — β-фенiлетилсукцинамiд (β-ФЭСА) здатний посилювати агрегацiю тромбоцитiв та
пiдвищувати коагуляцiйний потенцiал кровi. Обидва метаболiти чинять дiю на позасудинний
механiзм згортання кровi. Виявленi прояви активностi 2-ГФСА i β-ФЭСА можуть визначати
гемостазiологiчнi ефекти лiкарського засобу, який має антикоагулянтнi властивостi.

К л ю ч о в i с л о в а: гемостаз, агрегацiя тромбоцитiв, коагуляцiя, метаболiти антидiабе-
тичного засобу.

СОСТОЯНИЕ ТРОМБОЦИТАРНО-КОАГУЛЯЦИОННОГО ГЕМОСТАЗА У КРЫС
ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ МЕТАБОЛИТОВ ПРОЗВОДНОГО ЯНТАРНОЙ КИСЛОТЫ

Палагина И.А., Кудря М.Я.

ГУ «Институт проблем эндокринной патологии им. В.Я. Данилевского НАМН Украины»,
г. Харьков

admin@ipep.com.ua

Установлено, что метаболиты первой фазы биотрансформации антидиабетического сред-
ства — производного янтарной кислоты действуют на различные звенья тромбоцитарного и коа-
гуляционного гемостаза. 2-гидроксифенилсукцинамид (2-ГФСА) при субхроническом введении
вызывает торможение процесса фибринобразования, что может служить признаком антико-
агулянтной активности соединения. Другой метаболит — β-фенилэтилсукцинамид (β-ФЭСА)
способен усиливать агрегацию тромбоцитов и повышать коагуляционный потенциал крови. Оба
метаболита оказывают влияние на внесосудистый механизм свертывания крови. Обнаруженные
проявления активности 2-ГФСА и β-ФЭСА могут предопределять гемостазиологические эффек-
ты лекарственного средства, обладающего антикоагулянтными свойствами.

К л ю ч е в ы е с л о в а: гемостаз, агрегация тромбоцитов, коагуляция, метаболиты анти-
диабетического средства.

STATE OF THROMBOCYTE-COAGULATION HEMOSTASIS IN RATS UNDER
INFLUENCE OF METABOLITES OF SUCCINIC ACID DERIVATIVES

I. A. Palagina, M.Ya Kudrya

SI «V. Danilevsky Institute for Endocrine Pathology Problems of the NAMS of Ukraine», Kharkiv
admin@ipep.com.ua

It was found that metabolites of the first phase of biotransformation of anti-diabetic agent —
succinc acid derivative act on the various links in thrombocyte and coagulation hemostasis. The
2-hydroxyphenilsuccinamide (2-HPSA) under subchronic administration causes the inhibition of the
fibrin forming that may be a sign of anticoagulant activity of the compound. Another metabolite —
β-phenylethylsuccinamide (β-PESA) is able to enhance aggregation of thrombocytes and increase the
potential for blood coagulation. Both metabolites influence the out-vascular blood clotting mechanism.
Detected activity manifestations 2-HPSA and β-PESA hemostatic effects may define the hemostasial
effects of the drug with the anti-coagulation properties.

K e y w o r d s: hemostasis, aggregation of thrombocytes, coagulation, anti-diabetic medicine
metabolites.
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