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Свертывание плазмы крови – это часть процесса остановки кровотечения, при котором в норме происходит локальный переход плазмы крови из жидкого состояния в желеобразное. Плазменное звено гемостаза представляет собой сложную сеть биохимических реакций, разделяемых на внешний и внутренний пути. Внешний путь запускается при повреждении стенок сосуда, а внутренний – при контакте с чужеродной поверхностью. Последний состоит из совокупности реакций активации фактора XII (FXII) и (пре)калликреина с участием кофактора - высокомолекулярного кининогена и запускается при контакте плазмы с чужеродной поверхностью («контакный» путь). Ингибирование контактного пути оказывает заметное влияние на патологическое тромбообразование, в то время как нормальный гемостаз к нему нечувствителен, поэтому воздействие на контактную систему может быть перспективно для лечения тромботических заболеваний без осложнений в форме кровотечений, связанных с терапией (Maas, 2012, 73). Однако физиологический механизм активации контактного пути остается неясным (Zakharova, 2015).
Реакцией организма на бактериальную инфекцию кроме системы иммунитета является инициация свертывания крови из-за появления чужеродных веществ. Эндотоксинами называют липополисахариды (ЛПС), которые в совокупности с белками являются основным компонентом наружного слоя внешней мембраны грамотрицательных бактерий. ЛПС, полученные из разных групп грамотрицательных бактерий, состоят из гидрофильного гетерополисахарида и ковалентно связанного липидного компонента, называемого липидом А. До конца не ясно, активируют ли ЛПС контактный путь in vivo, но эксперименты in vitro показали активацию FXII в плазме и в восстановленной системе при инкубации с большими дозами очищенных ЛПС из Escherichia coli (Nickel, 2012, 79). Растет число доказательств того, что активация контактного пути играет роль во врожденном иммунитете (Nickel, 2012, 81).
Целью настоящей работы является экспериментальное изучение кинетики активации контакного пути липополисахаридами E. coli и построение математической модели активации контакного пути с учетом полученных экспериментальных данных.
Экспериментальное изучение проводилось путём измерения поглощательной способности на длине волны 405 нм образцов плазмы крови человека, активированных по контактному пути с помощью ЛПС.
Математическая модель представляет собой систему 22 обыкновенных дифференциальных уравнений, описывающих взаимодействие белков по законам действующих масс и Михаэлиса-Ментен и связывание белков с ЛПС мицеллой. Интегрирование системы проводилось методом LSODA в среде COPASI (www.copasi.org) и комбинированным методом (IDA/CVODE) в среде VCell (http://www.nrcam.uchc.edu/). Кинетические константы модели были оценены на основе экспериментальных данных.
Математическая модель реализует схему активации контактного пути на ЛПС мицеллах, разработанную на основе литературных данных (Vogler, 2009; Zakharova, 2015; Wiggins, 1977). Она учитывает активацию фактора XII, индуцированную поверхностью, (спонтанную), его автоактивацию и активацию калликреином с учетом петли обратной связи, активацию фактора XI и влияние плазменных ингибиторов.
Экспериментально был зарегистрирован феномен «ингибирования» активации контактного пути в плазме крови большими концентрациями ЛПС, что находится в согласии с экспериментальными данными, полученными для «чистых» систем: FXII плюс (пре)калликреин (Morisson, 1974, 807) и FXII плюс (пре)калликреин и высокомолекулярный кининоген (Kalter, 1983, 686).
С помощью компьютерной модели получена интерпретация данного феномена. При высоких концентрациях ЛПС поверхностные концентрации факторов контактного пути на каждой ЛПС мицелле уменьшаются за счет избытка активирующей поверхности, при этом количество активного фактора не позволяет возместить уменьшение скорости за счет увеличения количества мицелл. При условии, что скорость спонтанной активации фактора XII считается зависящей только от поверхностной концентрации фактора XII, можно сделать вывод, что при активации контактного пути на ЛПС суммарный вклад автоактивации значительно превышает вклад от спонтанной активации.
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