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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Тромбоциты – безъядерные клетки крови размером 2-4 мкм, 

производящиеся в костном мозге и циркулирующие в кровотоке в течение 7-10 

дней до момента утилизации в селезёнке или печени [1]. Основная задача 

тромбоцитов – предотвращение кровопотери при нарушении замкнутости 

кровеносной системы [1]. Для выполнения данной задачи тромбоциты способны 

переходить в так называемое активированное состояние при контакте с 

повреждением. Активированный тромбоцит может адгезировать к стенкам сосуда 

и агрегировать с другими клетками за счет активных интегринов, секретировать 

гранулы и молекулы-активаторы тромбоцитов, стимулировать свертывание 

плазмы крови.  

При повреждении кровеносных сосудов происходит активация и гибель 

клеток сосудистого эндотелия, приводящая к появлению растворимых 

активаторов тромбоцитов – АДФ и тромбина, а также обнажение белков 

межклеточного матрикса, одним из которых является коллаген [1]. Тромбоциты 

адгезируют к коллагену не напрямую, а через молекулы фактора фон 

Виллебранда (ФВ) – мультимерного белка плазмы крови, который также 

секретируется эндотелиоцитами при их активации – одним концом 

связывающиеся с коллагеном, а другим – с тромбоцитами [1]. Находясь в 

непосредственной близости от коллагена, тромбоциты активируются от него 

через рецептор-гликопротеин VI (GPVI) [2]. Активация тромбоцитов коллагеном 

значительно замедлена по сравнению с другими известными агонистами, такими 

как аденозиндифосфат (АДФ) и тромбин [3]. 

 Помимо гемостаза тромбоциты играют значимую роль для нормального 

эмбрионального развития организма и формирования новых сосудов 

(ангиогенеза) [4]. Показано, что при разделении кровеносной и лимфатической 

систем у эмбрионов млекопитающих ключевым является взаимодействие 

тромбоцитарного лектин-подобного рецептора С-типа 2го рода (CLEC-2) и 
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подопланина – гликопротеина, экспрессируемого клетками лимфатического 

эндотелия [5], при этом CLEC-2-индуцированная активация тромбоцитов 

медленнее GPVI-индуцированной [6]. При капошиформной гемангиоэндотелиоме 

(КГЭ) – редкой сосудистой опухоли, экспрессирующей подопланин – 

наблюдается тромбоцитопения и развитие диссеминированного 

внутрисосудистого свёртывания [7]. Совместно CLEC-2 и GPVI принципиально 

важны для поддержания структуры тромбов и задействованы в ряде других 

патологий [4].  

Связывание рецепторов GPVI с коллагеном или рецепторов CLEC-2 с 

подопланином инициирует кластеризацию этих рецепторов на поверхности 

тромбоцитов [2; 8]. Показано, что в тромбоцитах присутствует сразу несколько 

механизмов кластеризации мембранных рецепторов: кластеризация 

непосредственно лигандом, кластеризация за счёт перестроения актинового 

цитоскелета или кластеризация в результате изменения микродоменной 

структуры мембраны тромбоцитов [8]. Роль динамики и паттерна кластеризации 

рецепторов на поверхности тромбоцитов для дальнейшей сигнализации в 

тромбоцитах неясна. 

При кластеризации рецепторов GPVI происходит фосфорилирование их 

цитоплазматических доменов тирозинкиназами семейства Src (SFK) [9]. 

Кластеризованные и активированные рецепторы CLEC-2 фосфорилируются 

тирозинкиназами Syk [9]. С фосфорилированными GPVI и CLEC-2 связываются 

неактивные Syk, что приводит к их активации [4]. Для активации одной Syk-

киназы достаточно одной молекулы GPVI. CLEC-2, с другой стороны, активирует 

Syk только будучи димеризованным [9]. Активные Syk запускают формирование 

сигналосомы, в основе которой лежит линкерный адаптерный Т-клеточный белок 

(LAT) [9]. В составе LAT-сигналосомы происходит активация фосфолипазы C  2 

(ФЛС2). ФЛС2 гидролизует фосфоинозитол-4,5-бисфосфат (ФИФ2), 

находящийся в мембране тромбоцитов, производя инозитол-3,4,5-трифосфат 

(ИФ3) – вторичный мессенджер активации тромбоцитов, который активирует 
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рецептор к ИФ3 (ИФ3Р) на поверхности эндоплазматического ретикулума (ЭПР) 

[9]. Активация ИФ3Р инициирует выход из ЭПР свободных ионов кальция – 

основного регулятора функциональных ответов тромбоцитов [10]. Кальциевая 

сигнализация определяет все функциональные ответы тромбоцитов на активацию: 

изменение формы, необходимое для увеличения площади поверхности закрытия 

повреждения; активацию мембранных интегринов IIb3, необходимых для 

формирования тромбоцитарных агрегатов; секрецию тромбоцитарных - и 

плотных гранул, необходимых для активации близлежащих клеток; 

прокоагулянтный ответ – митохондриально-зависимый некроз тромбоцитов, при 

котором происходит выставление фосфатидилсерина, основы для активации 

плазменного каскада свёртывания крови [1]. Определение ключевых механизмов 

инициации тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах является ключом для 

тонкой регуляции активации тромбоцитов через данный путь. 

Несмотря на большой объём ранее опубликованных данных о 

последовательности событий при активации тирозинокиназной сигнализации в 

тромбоцитах, а также о физиологической значимости рецепторов CLEC-2 и GPVI, 

кинетические и динамические характеристики данных путей мало изучены. 

Определение конкретных стадий активации тирозинкиназной сигнализации в 

тромбоцитах, лимитирующих скорость, позволит идентифицировать новые 

мишени для терапевтического воздействия при тромбозах, возникающих в 

результате дисфункции данных сигнальных путей. 

Степень разработанности темы исследования 

Теоретические исследования GPVI-индуцированной активации 

тромбоцитов ограничиваются одной работой, в которой, однако, не 

рассматриваются ни кластеризация рецепторов, ни формирование LAT-

сигналосомы, ни кальциевая сигнализация в целом. Методики теоретического 

описания кластеризации мембранных рецепторов весьма громоздки и редко 

позволяют описывать одновременно и кластеризацию, и более сложные процессы, 

происходящие при распространении внутриклеточного сигнала. 



7 

 

Таким образом, существует значительная неопределённость с точки зрения 

кинетических и динамических характеристик распространения внутриклеточного 

CLEC-2- или GPVI-индуцированного сигнала. В то время как 

патофизиологическая значимость данных путей сигнализации была многократно 

продемонстрирована, значимость динамических характеристик активации 

тромбоцитов через рецепторы CLEC-2 и GPVI не изучалась. 

Цель настоящего исследования – определение механизмов и скорость-

лимитирующих реакций активации тромбоцитов через рецепторы, 

ассоциированные с тирозинкиназами. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Построение схемы внутриклеточной тирозинкиназной сигнализации в 

тромбоцитах, индуцируемой рецепторами CLEC-2 и GPVI на основе 

литературных данных; 

2. Определение механизма активации тромбоцитов через рецептор CLEC-2 

и скорость-лимитирующих стадий данного процесса путем системно-

биологического подхода; 

3. Разработка экспериментальной методики анализа CLEC-2- или GPVI-

индуцированной кальциевой сигнализации в тромбоцитах здоровых 

доноров и пациентов с гематологическими заболеваниями; 

4. Исследование механизма нарушения CLEC-2-индуцированной 

внутриклеточной кальциевой сигнализации у пациентов с КГЭ. 

Объект и предмет исследования 

Объектом исследования являются тромбоциты человека. Предмет 

исследования – внутриклеточная сигнализация, индуцируемая рецепторами 

CLEC-2 и GPVI в тромбоцитах человека.  

Научная новизна работы 

Составлена полная схема внутриклеточной тирозинкиназной сигнализации 

в тромбоцитах при их активации через рецепторы CLEC-2 и GPVI. На основании 

данной схемы разработана первая математическая модель внутриклеточной 
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тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах. Для корректного учёта 

кластеризации рецепторов при их активации был разработан новый 

теоретический подход. Было показано, что кластеризация рецепторов является 

одной из скорость-лимитирующих реакций для активации тирозинкиназной 

сигнализации в тромбоцитах. Также с помощью модели было предсказано, что 

динамика кластеризации рецепторов может значительно влиять на активацию 

тромбоцитов. Данные результаты были подтверждены на основе литературных и 

экспериментальных данных. 

Для исследования тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах был 

создан метод анализа динамики кальциевого ответа тромбоцитов на активацию с 

помощью проточной цитометрии. Данным методом впервые было показано, что 

CLEC-2 индуцирует кальциевый ответ в тромбоцитах. Также было получено, что 

температура и насыщение мембраны холестерином значительно влияют на 

скорость активации тромбоцитов через рецептор CLEC-2. Это может 

свидетельствовать о значимости кластеризации рецепторов для тирозинкиназной 

сигнализации в тромбоцитах. Было получено, что ответы тромбоцитов здоровых 

доноров на GPVI-индуцированную активацию значительно различаются. Модель 

предсказала, что вариабельность ответов объясняется разными количествами 

рецепторов GPVI на поверхности тромбоцитов здоровых доноров, что сходится с 

данными из литературы. 

Было получено, что у пациентов с КГЭ значительно нарушена активация 

тромбоцитов через рецептор CLEC-2. Можно предположить, что в опухолях этих 

пациентов происходит фильтрация тромбоцитов: тромбоциты с высокой 

экспрессией CLEC-2 остаются в опухоли, тромбоциты с низкой экспрессией 

CLEC-2 циркулируют в кровотоке. Модель также подтверждает такую 

возможность. 

Теоретическая значимость работы 

Полученные в рамках настоящей работы результаты подчёркивают 

значимость понимания механизмов и динамики процессов кластеризации для 

нормальной внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах. Разработанный 
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теоретико-экспериментальный подход может быть использован для исследования 

широкого спектра биологических сигнальных систем как в тромбоцитах, так и в 

других клетках. 

Практическая значимость работы 

Разработанная экспериментальная методика может быть использована для 

исследования внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах здоровых доноров и 

пациентов, что позволит идентифицировать механизмы развития нарушений 

функции тромбоцитов. Разработанная модель может быть использована для 

исследования механизмов развития гематологических заболеваний и 

исследования эффектов различных вариантов терапии на функцию тромбоцитов 

пациентов.   

Методология и методы исследования 

Экспериментальные данные по динамике фосфорилирования тирозинов в 

ответ на стимуляцию тромбоцитов активатором рецепторов CLEC-2 были 

получены методом вестерн-блоттинга. Анализ кальциевой сигнализации в 

суспензии тромбоцитов проводился с помощью проточной цитометрии 

тромбоцитов, загруженных кальций-чувствительными флуорофорами. Анализ 

динамики формирования LAT-сигналосом при активации тромбоцитов через 

рецептор CLEC-2 при различных условиях осуществлялся с помощью 

флуоресцентной микроскопии.  

Разработка компьютерной модели проводилось следующим образом: на 

основе литературных данных строилась схема процесса, которая ложилась в 

основу теоретической модели. Модель представляла собой систему 

дифференциальных уравнений, которая интегрировалась численным методом для 

интегрирования жёстких и нежёстких систем обыкновенных дифференциальных 

уравнений (LSODA) в среде разработки COPASI или же на языке 

программирования Python 3.8. Уравнения модели, в основном, полагались на 

закон действующих масс и уравнение Михаэлиса-Ментен. Параметры модели 

были либо взяты из литературных источников, либо подобраны на основании 

доступных из литературы данных или же данных, полученных экспериментально 
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в рамках диссертационной работы. Полученные с помощью модели предсказания 

проверяются экспериментально или на основе литературных данных. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Разработана экспериментальная методика наблюдения первичного 

кальциевого ответа тромбоцитов здоровых доноров и пациентов, в том 

числе с тромбоцитопенией, на стимуляцию растворимыми активаторами; 

2. В рамках системно-биологического подхода показано, что ключевыми 

этапами активации тромбоцитов через ассоциированные с тирозинкиназами 

рецепторы являются кластеризация рецепторов и сборка LAT-сигналосомы; 

3. Температура и насыщение мембраны тромбоцитов холестерином оказывают 

значительное влияние на CLEC-2-индуцированную сборку LAT-

сигналосомы и внутриклеточную сигнализацию в тромбоцитах в целом; 

Степень достоверности результатов 

Достоверность полученных результатов и обоснованность выводов 

обеспечивались использованием общепринятых современных методов, таких как 

проточная цитометрия, флуоресцентная микроскопия, вестерн блоттинга, 

статистическая обработка результатов, а также использованием 

распространенных методов математического моделирования и статистической 

обработки данных, реализованных в общедоступных программных пакетах. 

Достоверность полученных результатов также подтверждается их 

согласованностью с известными литературными источниками. 

Личный вклад автора заключается в анализе научной литературы, 

разработке математических моделей CLEC-2- и GPVI-индуцированной 

сигнализации в тромбоцитах, планировании и проведении экспериментов по 

проточной цитометрии, постановке экспериментов по вестерн-блоттингу, дизайну 

и пробоподготовке экспериментов по флуоресцентной микроскопии, подготовке 

иллюстраций, написания научных статей и тезисов по материалам работы. 

Материалы диссертации доложены автором в устных докладах на 

международных конференциях. 
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Апробация работы 

Основные результаты диссертационной работы были представлены на 

European Congress on Thrombosis and Hemostasis 2016 (28-30 сентября 2016, г. 

Гаага, Нидерланды); XXVI Congress of the International Society on Thrombosis and 

Hemostasis 2017 (8-13 июля 2017, г. Берлин, Германия); XXIII съезд 

Физиологического общества им. И. П. Павлова (18-22 сентября 2017, Воронеж, 

Россия); Молекулярные, мембранные и клеточные основы функционирования 

биосистем (28-30 июня 2018, Минск, Беларусь); 65th Annual Meeting of the 

Scientific Standartization Committee of the International Society on Thrombosis and 

Hemostasis 2018 (18-21 июля 2018, г. Дублин, Ирландия); XXVI международная 

конференция «Математика. Компьютер. Образование» (28 января — 2 февраля 

2019, Пущино, Россия); XXVII Congress of the International Society on Thrombosis 

and Hemostasis 2019 (6-10 Июля 2019, Мельбурн, Австралия); European Congress 

on Thrombosis and Haemostasis 2019 (2-4 октября 2019, Глазго, Великобритания). 

Публикации: по материалам диссертации было опубликовано 17 работ, в 

том числе 7 статей в международных и российских рецензируемых научных 

изданиях, рекомендованных ВАК, 10 тезисов в сборниках трудов международных 

научных конференций. 

Объём и структура диссертации 

Диссертация изложена на 128 страницах машинописного текста и включает 

содержание, введение, обзор литературы (глава 1), описание материалов и 

методов (глава 2), исследование динамических характеристик тирозинкиназной 

сигнализации в тромбоцитах (глава 3), сравнение GPVI- и СLEC-2 

индуцированной сигнализации в тромбоцитах (глава 4), заключение, выводы, 

список цитированной литературы (203 библиографических источника), список 

сокращений и обозначений, благодарности. Работа содержит 40 рисунков, 4 

таблицы и 1 приложение. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Роль тромбоцитов в организме человека 

 Тромбоциты – безъядерные дисковидные клетки крови размером 2-4 мкм в 

диаметре, производящиеся из мегакариоцитов в костном мозге [11]. Молодые 

тромбоциты увеличены в размере по сравнению с более зрелыми клетками, а 

также обладают более богатым набором рибонуклеиновых кислот (РНК) [12]. В 

течение первых 2-3 дней после производства молодые тромбоциты созревают, что 

выражается в уменьшении их размера. Также показано, что более зрелые 

тромбоциты менее активно секретируют содержимое своих гранул [11; 12]. 

Тромбоциты суммарно циркулируют в кровотоке человека в течение 7–10 дней, а 

затем утилизируются в печени или селезёнке [13]. При циркуляции тромбоциты 

постепенно выпускают содержимое своих гранул: при дегрануляции происходит 

выход нейраминидазы – фермента, который ответственен за десиалирование 

гликанов внешней мембраны тромбоцитов [14]. Десиалирование является одним 

из сигналов к выводу тромбоцитов из кровотока за счёт активности Купферовских 

клеток в печени [14; 15]. 

 Основной задачей тромбоцитов в организме человека является 

предотвращение кровопотери при нарушении целостности кровеносных сосудов – 

гемостаз. При повреждении кровеносных сосудов происходит активация клеток 

сосудистого эндотелия и секреция ими фактора фон Виллебранда (ФВ) [1; 16; 17]. 

Значительные концентрации ФВ есть и в плазме крови [16]. Одновременно 

происходит обнажение субэндотелиального матрикса, состоящего из коллагена, 

ламинина и фибронектина [1; 16]. ФВ и субэндотелиальный коллаген являются 

ключевыми факторами для инициации формирования тромбоцитарного агрегата в 

области повреждения [16]. Клетки эндотелия также играют важную роль для 

остановки свёртывания и последующем его разрушении – фибринолизе [18].  

Гликопротеин Ib (GPIb) – основной рецептор тромбоцитов к ФВ [19]. ФВ 

при контакте с коллагеном в области повреждения под действием пристеночных 

сдвиговых скоростей разворачивается, обнажая А1 домен, комплементарный 
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тромбоцитарному GPIb [20]. Таким образом, развёрнутые молекулы ФВ могут 

«ловить» тромбоциты за рецептор GPIb [20]. Однако, взаимодействие GPIb-ФВ 

недостаточно сильное, чтобы мгновенно остановить летящий в потоке тромбоцит. 

Поэтому сначала тромбоцит «катится» по поверхности с иммобилизированным 

ФВ [16; 21], постепенно активируясь за счёт механочувствительности GPIb [20]. 

«Катящиеся» тромбоциты взаимодействуют с коллагеном, который активирует их 

через рецептор GPVI и интегрины 21 [22]. Активация тромбоцитов приводит к 

их стабильной адгезии и последующему росту тромбоцитарного агрегата [1; 16]. 

Активированные тромбоциты секретируют содержимое своих - и плотных 

(−) гранул, что приводит к активации и привлечению тромбоцитов из 

кровеносного русла [16]. Помимо секреции - и - гранул, в активированных 

тромбоцитах также инициируется синтез тромбоксана А2 (ТхА2), который 

является важным вторичным медиатором активации тромбоцитов в тромбе [1]. 

Одним из ключевых событий, происходящих при активации тромбоцитов 

является переход в активное состояние интегринов IIb3 – высокоаффинных 

мембранных рецепторов тромбоцитов к фибриногену. Взаимодействие 

тромбоцитов через «мостики» фибриноген- IIb3-фибриноген лежит в основе 

структуры тромбов [16; 23; 24]. Структура тромба является гетерогенной: в 

основании тромба находятся наиболее сильно активированные тромбоциты, в то 

время как во внешних слоях тромбоциты активируются слабо и обратимо [23; 24]. 

Считается, что в основании тромбов происходит сильная активация тромбоцитов, 

которая может запустить их некроз и выставление на поверхность 

фосфатидилсерина – отрицательно заряженного фосфолипида, эффективно 

способствующего активации плазменного звена свёртывания крови [25; 26]. 

Функцией внешних слоев тромба является «защита» плазменного каскада 

свёртывания в ядре тромба от потока, который не позволял бы активным 

факторам свёртывания наработаться в достаточном количестве, чтобы произошло 

полноценное формирование сгустка плазмы крови [26]. Схема организации 

тромба приведена на Рисунке 1.1. 
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Рисунок 1.1 – Схема строения тромба. В основании тромба (ядре) 

сосредоточены сильно активированные тромбоциты, значительно изменившие 

форму, секретировавшие гранулы и ТхА2. Также в ядре происходит переход 

тромбоцитов в прокоагулянтное состояние, которые теряют свою адгезионную 

способность и «выдавливаются» из ядра тромба. Прокоагулянтные тромбоциты 

приводят к формированию фибриновой сети и плотного агрегата в области 

повреждения. Рисунок адаптирован из [27] 

Помимо их непосредственных гемостатических задач тромбоциты 

участвуют в ангиогенезе [28], разделении кровеносной и лимфатической систем 

[29], ремоделировании тканей [30], а также активно взаимодействуют с клетками 

иммунной системы: лейкоцитами и моноцитами [31; 32]. Для выполнения 

вышеуказанных задач на поверхности тромбоцитов есть рецептор CLEC-2, 

который  аналогично рецептору GPVI запускает активацию тромбоцитов [29]. 

Показано, что при нокауте гена CLEC-2 на тромбоцитах мышей нарушается 

нормальное разделение кровеносной и лимфатической систем при эмбриональном 

развитии, что приводит последующей гибели плода [5]. Во взрослых организмах 

при нарушении функциональности тромбоцитарного рецептора СLEC-2 может 

наблюдаться попадание крови в лимфатическую систему через венулы с высоким 

эндотелием [29]. Клетки лимфатического эндотелия выставляют на своей 

поверхности гликопротеин подопланин – один из эндогенных активаторов 
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тромбоцитарного CLEC-2 [29]. Тромбоциты активируются при связывании 

тромбоцитарного CLEC-2 и подопланина эндотелиоцитов, адгезируют и 

секретируют содержимое своих гранул, содержащих большое количество 

факторов роста [33]. При этом CLEC-2 и подопланин также имеют и 

патологическую значимость. Так, при бактериальном поражении печени, 

тканевые макрофаги выставляют подопланин и активируют тромбоциты через 

CLEC-2, что приводит к тромботическим осложнениям [32]. Помимо 

подопланина, к лигандам CLEC-2 также относят гемин, выделяемый 

эритроцитами при их разрушении [34], и S100A13, который секретируется 

гладкомышечными клетками кровеносных сосудов при гипоксии [35]. Активация 

тромбоцитов гемином, предположительно, важна для поддержания стабильности 

тромбоцитарного агрегата [34]. S100A13 играет скорее патологическую роль, так 

как он может усиливать активацию тромбоцитов и усугублять тромбозы глубоких 

вен, при которых наблюдается локальная гипоксия прилежащих тканей [35]. Для 

выполнения некоторых функций тромбоцитов необходимы одновременно и 

CLEC-2, и GPVI [29]. Например, показано, что ингибирование CLEC-2 и/или 

GPVI может привести к локальным кровотечениям, возникающим из-за 

неспособности тромбоцитов восстановить целостность кровеносного сосуда, 

нарушенную выходящими из кровотока в ткани иммунными клетками [36]. 

Тромбоцитам необходима сложная система внутриклеточной сигнализации 

для выполнения широкого спектра их физиологических функций. Более того, так 

как тромбоциты являются короткоживущими безъядерными клетками, их 

способности к быстрой адаптации для выполнения конкретных задач весьма 

ограничены. Сложная и разветвлённая система внутриклеточной сигнализации 

тромбоцитов позволяет им выполнять все задачи и своевременно реагировать на 

повреждения кровеносных сосудов как в условиях низких скоростей тока крови 

(например, в крупных венах), так и в сосудах с высокими скоростями кровотока 

(артериях и артериолах) [1; 37]. 
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1.2. Ключевые динамические особенности внутриклеточной сигнализации в 

тромбоцитах 

 Система внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах состоит из двух 

взаимосвязанных ветвей: G-белковой и тирозинкиназной [19]. Тирозинкиназную 

сигнализацию в тромбоцитах достоверно могут инициировать всего три 

рецептора: GPVI, CLEC-2, а также рецептор к иммуноглобулинам G – Fc-

рецептор  типа IIA (FcRIIA) [19]. Последний отсутствует на тромбоцитах 

мышей, что может быть причиной несколько различающейся между видами 

конфигурации сетей передачи сигнала [38]. Также показано, что тирозинкиназы в 

тромбоцитах могут активироваться в результате активации рецепторов GPIb [39] 

и при кластеризации тромбоцитарных интегринов IIb3 [40]. GPCR-сигнализация 

в тромбоцитах запускается значительно большим количеством рецепторов: к G-

белковым рецепторам (рецепторам, запускающим активацию G-белков и 

последующую GPCR-сигнализацию) относят рецепторы к АДФ (P2Y1, P2Y12), 

тромбину (протеаза-активируемые рецепторы (PAR) 1 и 4), ТхА2 (ТР-рецептор). 

Интересно, что некоторые GPCR рецепторы могут инициировать и ингибиторную 

сигнализацию в тромбоцитах (рецепторы к простагландину I2 (ПГИ2) и оксиду 

азота (II)) [19]. 

G-белки состоят из 3х субъединиц (G, G и G). При активации 

соответствующего рецептора происходит диссоциация GG комплекса на G и 

G . В тромбоцитах присутствует сразу несколько различных типов G, 

которые определяют разные типы активационных/ингибиторных сигналов. Gq 

(ассоциированы с рецепторами P2Y1, PAR1, PAR4, TP), инициируя активацию 

фосфолипаз С  (ФЛС), запускают кальциевую сигнализацию в тромбоцитах 

[19]. Gi субъединицы (ассоциированы с рецептором P2Y12) могут 

деактивировать аденилат-циклазы и, таким образом, понижать концентрацию 

циклического аденозинмонофосфата (цАМФ), являющегося негативным 

регулятором активации тромбоцитов. Gs (ассоциированы с рецепторами к 
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ПГИ2), напротив, активирует аденилат-циклазы, что увеличивает количество 

цАМФ в цитозоле тромбоцита и приводит к ингибированию тромбоцитов [41]. 

G12/13 (могут быть ассоциированы с рецепторами PAR4) регулируют 

перестроения актинового цитоскелета, происходящие при изменении формы 

тромбоцитов в ответ на активацию [41]. Активационный сигнал также может 

передаваться G субъединицами, которые инициируют активацию 

фосфоинозитид-3-киназ типа  (PI3K), регулирующих активацию 

фосфоинозитидной ветви сигнализации в тромбоцитах [42]. 

Ключевыми компонентами тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах 

являются тирозинкиназы SFK (Fyn, Lyn, Src) и тирозинкиназы Syk [9]. При 

активации рецепторов GPVI, CLEC-2 и FcRIIA Syk или SFK фосфорилируют 

аминокислотные остатки тирозина в их цитоплазматических доменах или 

ассоциированных с ними белковых цепочек [29]. К фосфорилированным 

тирозинам своими Src-гомологичными доменами 2го типа (SH-2) присоединяются 

Syk, становясь активными [43]. Активные Syk  запускают кальциевую и 

фосфоинозитидную ветви сигнализации в тромбоцитах через цепь вторичных 

передатчиков сигнала [44].  

При тромбообразовании тромбоциты подвергаются одновременному 

воздействию сразу нескольких сигналов, которые могут индуцировать и 

тирозинкиназную, и GPCR-сигнализацию [23; 26; 29], которые могут 

синергически усиливать друг друга [19; 41]. При тирозинкиназной сигнализации 

кальциевые ответы тромбоцитов оказываются значительно замедлены по 

сравнению с GPCR-сигнализацией [45; 46]. Например, кальциевый ответ 

тромбоцитов на стимуляцию их коллагеном (активация рецептора GPVI) 

достигает максимума более чем через 60 секунд [45], в то время как максимум 

концентрации кальция при стимуляции тромбоцитов АДФ или тромбином 

(P2Y1/P2Y12 и PAR1/PAR4 рецепторы, соответственно) происходит уже на 5–10 

секундах [46; 47] (Рисунок 1.2). С другой стороны, GPCR-индуцированный 

кальциевый ответ спадает после быстрого достижения максимума, в то время как 
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при тирозинкиназной сигнализации кальциевый сигнал оказывается более 

устойчивым [45; 46]. Причины подобных различий могут скрываться как в 

начальных стадия активации разных ветвей сигнализации.  

 

 Рисунок 1.2 – Динамика относительной флуоресценции кальций-

чувствительного флуорофора Calcium-6, загруженного в тромбоциты здоровых 

доноров. Тромбоциты были активированы 4 нМ тромбина (чёрная кривая) или 10 

мкг/мл коллаген-подобного пептида (CRP; серая кривая). Рисунок адаптирован из  

[48] 

Динамические характеристики GPCR- и тирозинкиназной сигнализации в 

тромбоцитах позволяют более точно определить роль этих ветвей сигнализации 

для разных этапов тромбообразования. Начальные фазы тромбообразования, в 

большинстве случаев, происходят через рецепторы, инициирующие 

тирозинкиназную сигнализацию – GPIb, GPVI, CLEC-2 [9; 26]. Вторичная 

активация тромбоцитов (содержимым их - и - гранул, а также ТхА2) 

индуцирует GPCR-сигнализацию [19]. GPCR-сигнализацию вызывает и тромбин, 

который нарабатывается ближе к ядру тромба в результате работы плазменного 

звена свёртывания крови [26]. Исходя из этого можно предположить, что GPCR-

сигнализация является усилителем более медленной тирозинкиназной 

сигнализации, происходящей на начальных фазах тромбообразования. С другой 

стороны, будучи более медленной, тирозинкиназная сигнализация приведёт к 

активации тромбоцита только если он провёл достаточное время рядом с 

областью повреждения, что позволяет избегать «ложной» активации тромбоцита. 

GPCR-сигнализация также определяет формирование внешних слоёв 

тромбоцитарного агрегата и играет доминирующую роль для «вертикальной» 

организации архитектуры тромба [26]. Динамические характеристики G-белковой 
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сигнализации в тромбоцитах были подробно описаны в литературе ранее [10; 46; 

47], в то время как анализ динамики активации тирозинкиназной сигнализации в 

тромбоцитах не проводился. 

1.3. Начальные стадии CLEC-2/GPVI-индуцированной активации 

тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах 

 Рецепторы CLEC-2 и GPVI формируют кластеры после связывания с 

соответствующими лигандами [9; 33]. Динамика формирования кластеров GPVI 

зависит от типа лиганда: мультимерные лиганды (такие как коллаген-подобный 

пептид CRP) более эффективно кластеризуют GPVI, нежели мономерные [2]. 

Аналогичные результаты были получены и для CLEC-2: тетрамерный лиганд 

CLEC-2 родоцитин (экстракт яда малайской гадюки Calloselasma rhodostoma) 

кластеризует CLEC-2 эффективнее [49; 50], чем мономерный подопланин [8]. 

Наиболее крупные кластеры CLEC-2 и GPVI оказываются локализованы в 

липидных рафтах (микродоменах мембраны тромбоцита, обогащённых 

холестерином и сфинголипидами) [33; 51]. За счёт холестерина в липидных 

рафтах значительно снижена скорость диффузии молекул и, таким образом, 

можно считать, что липидный рафт дополнительно «скрепляет» кластер 

рецепторов. В липидных рафтах сосредоточено большое количество различных 

белков-передатчиков сигналов, среди которых, например, LAT-адаптеры [52], 

фосфатазы CD148 [53], тирозинкиназы Fyn и Lyn (представители SFK). 

Разрушение липидных рафтов путём пре-инкубации тромбоцитов с холестерин-

связывающим агентом метил-−циклодекстрином (mCD) приводило к полному 

ингибированию CLEC-2 [51] и сильному ослаблению GPVI индуцированной 

сигнализации в тромбоцитах [54].  

 Кластеризация рецепторов CLEC-2 также зависит от полимеризации актина 

и активности тирозинкиназ SFK и Syk [8; 51]. Однако, в отличие от CLEC-2, 

кластеризация GPVI не зависит от полимеризации актина [51]. Различия в 

механизмах кластеризации могут объясняться тем, что рецепторы GPVI 
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ассоциированы с FcR-цепями, которые снижают их «подвижность» в мембранах 

[29]. Таким образом, различающиеся механизмы кластеризации CLEC-2 и GPVI 

могут объяснять отличающуюся динамику активации тромбоцитов через данные 

рецепторы [2; 51]. Одним из соединений, которое может ингибировать как 

кластеризацию CLEC-2, так и кластеризацию GPVI, является лозартан. Это 

позволяет предположить наличие некоторых схожих элементов в механизмах 

кластеризации данных рецепторов [55]. 

 После кластеризации рецепторов CLEC-2/GPVI происходит активация 

тирозинкиназ Syk и SFK. Механизмы их активации и регуляции определяются их 

доменной структурой, делающей каждую из киназ уникальной [43]. Среди 

регуляторных доменов тирозинкиназ встречаются: кальций связывающие домены 

(С2-домен, EF-«ручки»); домены, узнающие определённые аминокислотные 

последовательности (SH2, SH3, иммуноглобулин-подобные домены); мембрана-

связывающие домены (плекстрин-гомологичный домен (PH), SH4, C1); актин-

связывающие домены [43; 56]. Доменная структура тирозинкиназ Syk и SFK 

приведена на Рисунке 1.3.А. Эти тирозинкиназы представляют собой 

переключатели разного типа: SFK являются градуированными переключателями ( 

активация их доменов ведёт к поступательному усилению их активности); Syk 

являются переключателями типа «ИЛИ» (их активация может происходить 

разными путями, каждый из которых приводит к максимальной степени 

активности киназы) [43]. 

SFK – семейство тирозинкиназ, из которого в тромбоцитах ключевую роль 

играют Src, Fyn и Lyn [57]. Данные киназы состоят из 4х основных доменов: 

каталитического домена, проводящего фосфорилирование, а также 3х 

регуляторных SH2, SH3, SH4 [43; 57] (Рисунок. 1.3.А). SH2-домен SFK киназ 

позволяет им связываться с фосфорилированными остатками тирозина в 

аминокислотных последовательностях различных белков (например, с 

последовательностью YxxL в составе иммунных тирозин-активируемых мотивов 

ITAM) [58]. SH3 домен необходим SFK для связывания с полипролиновыми 
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регионами (xPPxP) в белках [59]: благодаря доменам SH3 SFK киназы могут 

ассоциироваться с B-клеточными (BCR) и GPVI рецепторами [60]. SH4-домен 

SFK киназ необходим для их локализации в примембранных регионах: к данному 

региону присоединяются остатки пальмитиновой или меристиновой кислот, 

которые являются гидрофобными и, потому, позволяют SFK оказаться 

«заякоренной» в мембране [57]. Тирозинкиназы Fyn и Lyn ассоциированы с 

остатками пальмитиновой килосты, что определяет их локализацию в 

упорядоченных мембранных регионах, к которым относят липидные рафты [57]. 

Таким образом, связываясь с GPVI своими SH3 доменами, Fyn и Lyn могут 

способствовать локализации GPVI в липидных рафтах [57]. Тирозинкиназы Src, 

напротив, из-за ассоциации с меристиновой кислотой, оказываются локализованы 

за пределами упорядоченных мембранных микродоменов [57].  

Активация тирозинкиназ SFK протекает по следующей схеме: изначально 

SFK находятся в ингибированном состоянии. Фосфатаза CD148 проводит их 

дефосфорилирование, что переводит их в активное состояние на ¼  [43; 57]. Затем 

SFK могут присоединиться освободившимися SH3 и SH2 доменами к белкам-

мишеням, что последовательно переведёт их в на ¾ активное состояние. После 

этого развёрнутые SFK могут перейти в максимально активное состояние путём 

аутофосфорилирования [43]. Фосфатаза CD148 помимо первичного 

дефосфорилирования SFK также может дефосфорилировать и SFK в максимально 

активном состоянии, делая эти киназы на ¾ активными  (Рисунок 1.3.Б) [43]. 

Syk состоят из трех доменов: одного каталитического и двух SH2-доменов 

[61] (Рисунок 1.3.А). Показано, что к активации Syk приводит одновременное 

связывание двух их SH2-доменов с фосфорилированными остатками тирозина в 

последовательностях YxxL [43; 61]. С другой стороны, Syk могут быть 

активированы и путём фосфорилирования их линкерного домена между киназным 

и первым из SH2-доменов [61] (Рисунок 1.3.В). Данная реакция может быть 

проведена как SFK, так и активными Syk [5]. 
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Рисунок 1.3 – Механизмы активации ключевых для сигнализации в 

тромбоцитах тирозинкиназ. А – доменная структура тирозинкиназ SFK и Syk. Б,В 

– Схемы активации молекулярных переключателей разных типов: тирозинкиназ 

SFK – градуированных переключателей (Б); Syk – переключателей «ИЛИ» (В). 

Рисунок адаптирован из [43] 

 В покоящихся тромбоцитах содержатся значительные количества активных 

тирозинкиназ SFK [57], а также небольшое количество активных Syk [5]. При 

связывании с лигандом и кластеризации SFK фосфорилируют аминокислотные 

остатки тирозина в ассоциированных с GPVI FcR-цепях, несущих на себе ITAM 

[60]. ITAM-мотив содержит в себе две аминокислотные YxxL 

последовательности, разделённые 6–12ю аминокислотами [62]. К 

фосфорилированным ITAM двумя SH-2 доменами присоединяются и становятся 

активными Syk киназы [43]. Благодаря способности активных Syk активировать 

покоящиеся Syk, возникает положительная обратная связь (Рисунок 1.4). 

 В отличие от GPVI в цитоплазматическом домене CLEC-2 присутствует 

только одна аминокислотная последовательность YxxL (hemITAM мотив). Также 

у CLEC-2 отсутствует полипролин-обогащённый регион, что не позволяет 

тирозинкиназам SFK связываться с ним [5; 8]. Предположительно, из-за этого 

CLEC-2 индуцированная активация тромбоцитов в большей степени зависит от 

кластеризации рецепторов, нежели активация тромбоцитов через рецептор GPVI. 
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Также увеличивается значимость локализации CLEC-2 в липидных рафтах, так 

как в них присутствует большое количество других сигнальных молекул [8]. 

После активации и кластеризации CLEC-2 фосфорилируется Syk киназами [5]. 

Затем к фосфорилированным CLEC-2, становясь активными, присоединяются 

неактивные Syk в соотношении 2 рецептора на одну киназу (Рисунок 1.4) [63; 64]. 

 

Рисунок 1.4 – Схема внутриклеточной сигнализации при инициации 

тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах. Рецепторы CLEC-2 и GPVI 

передают сигнал через одну и ту же сеть тирозинкиназ, однако внутриклеточные 

домены CLEC-2 фосфорилируются тирозининазами Syk, а внутриклеточные 

домены GPVI тирозинкиназами SFK. Кроме того, фосфорилирование CLEC-2 

замедленно по сравнению с фосфорилированием GPVI из-за отсутствия 

ассоциации между Syk и CLEC-2 в покоящихся тромбоцитах. Активация Syk 

запускает дальнейшую кальциевую сигнализацию в тромбоцитах при активации 

обоих сигнальных путей. Рисунок разработан автором 

1.4. Механизмы распространения внутриклеточного сигнала в тромбоцитах от 

тирозинкиназ 

 Активные Syk являются одним из ключевых звеньев цепи распространения 

активационного сигнала в тромбоцитах [65; 66]. Syk киназы фосфорилируют 

мембранный адаптерный белок LAT, вокруг которого начинает формироваться 
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комплекс сигнальных ферментов, которые образуют LAT-сигналосому [65]. 

Ключевыми компонентами LAT-сигналосомы являются ФЛС2 и PI3K 

присоединяющиеся к фосфорилированным LAT своими SH-2 доменами [44]. 

PI3K состоят из двух субъединиц – регуляторной p85 (содержащей SH-2 домен) 

и каталитической p110 субъединиц [40]. Присоединившись к LAT, PI3K 

активируются и начинают фосфолировать ФИФ2, производя фосфоинозитол-3,4,5-

трифосфат (ФИФ3). К находящемуся на мембране ФИФ3 своим PH-доменом 

присоединяется тирозинкиназа Брутона (Btk) [43], а также серин/треонин киназы 

Akt, отвечающие за изменение формы и дегрануляцию тромбоцитов [44]. Помимо 

PH, в составе Btk есть SH3, SH2 и киназный домены [43]. После связывания PH 

домена с ФИФ3 Btk связываются с фосфорилированными LAT SH2 доменами [40; 

44]. Роль SH3 домена Btk киназ в настоящий момент малоизучена. 

Предполагается, что SH3 может быть необходим для притягивания к 

сигналосомам рецепторных комплексов или же тирозинкиназ SFK, в 

последовательности которых также присутствуют полипролин-обогащённые 

регионы [67]. Таким образом, вероятно, SH3 домен позволяет киназам Btk играть 

роль адаптерных белков. Связывание SH2 и PH доменов активирует Btk. 

Активные Btk фосфорилируют ФЛС2, находящиеся в составе LAT-сигналосомы. 

ФЛС2 одновременно связаны с дополнительными адаптерами, такими как 

гуанодиновый обменный фактор семейства vav и SH-2 содержащий 

лимфоцитарный белок-76 (SLP-76) [44; 62]. Фосфорилирование ФЛС2 делает их 

активными. Для активации ФЛС2 также необходимы малые гуанодинтрифосфат 

гидролазы (ГТФазы) Rac, ингибирование которых нарушает как CLEC-2, так и 

GPVI индуцированную сигнализацию в тромбоцитах [51].  

В настоящее время для терапии лейкозов активно применяется сразу 

несколько фармакологических ингибиторов Btk киназ [68]. Согласно некоторым 

литературным данным, значимость Btk для CLEC-2 индуцированной 

сигнализации несколько выше, нежели для GPVI [69; 70]. С другой стороны, 

различия могут быть обоснованы большей зависимостью CLEC-2 
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индуцированной сигнализации в тромбоцитах от вторичной сигнализации, 

частично регулируемой Btk [51]. 

 Активные ФЛС2 (также как и активные ФЛС) гидролизуют ФИФ2, 

производя ИФ3 и диацилглицерин (ДАГ) [46; 71]. ИФ3 связывается с ИФ3Р на 

поверхности эндоплазматического ретикулума тромбоцитов (ЭПР), активируя их. 

Через ИФ3Р из ЭПР в цитозоль тромбоцитов выходят свободные ионы кальция 

[10]. Свободные ионы кальция при этом могут связываться с ИФ3Р и приводить к 

его закрытию. Обратно из цитозоля в ЭПР кальций закачивается за счёт 

активности саркоплазматической/эндоплазматической АТФазы (SERCA) на 

поверхности ЭПР [10; 46]. Таким образом, повышение кальция в цитозоле 

тромбоцитов в ответ на активацию происходит не равномерно, а осцилляторным 

образом [10]. Свободные ионы кальция также участвуют и в активации ФЛС2, 

так как у этого фермента есть кальций-чувствительные EF-домены. Таким 

образом, выход свободных ионов кальция из ЭПР также является положительной 

обратной связью для реакции активации ФЛС2 [72]. 

 ДАГ остаётся в мембране и становится важным посадочным сайтом для 

всех ферментов, содержащих C1 домен [73]. Наиболее подробно 

охарактеризованными ферментами, активируемыми ДАГ, являются 

серин/треонин киназы протеин-киназы С (PKC): при связывании с ДАГ PKC 

активируются и регулируют изменение формы и дегрануляцию тромбоцитов [73]. 

Человеческие тромбоциты также экспрессируют несколько диацилглицерин киназ 

(DGK), ответственных за остановку сигнализации от ДАГ. Ингибирование DGK 

ослабляет кальциевые ответы тромбоцитов на активацию, что подчёркивает 

значимость ДАГ для внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах [74]. 

 Тромбоциты также экспрессируют липидные фосфатазы (фосфатаза с 

двойной субстратной специфичностью (PTEN), SH-домен содержащие 

инозитолфосфат фосфатазы (SHIP) 1,2), которые, снижая уровень ФИФ3, 

подавляют PI3K-зависимую активацию тромбоцитов [75; 76]. Исследования 

тромбоцитов мышей показывают, что SHIP1 играет значимую роль в контроле 
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концентрации ФИФ3 при активации тромбоцитов тромбином или коллагеном [77]. 

SHIP1 также является важным регулятором активации тромбоцитарных 

интегринов [78], однако есть и обратные сведения [76]. Также показано, что 

дефицит SHIP1 приводит к сильному увеличению уровней ФИФ3 и 

сопутствующему снижению ФИФ2, что нарушает кальциевую сигнализацию [40]. 

1.5. Регуляция ключевых функциональных ответов тромбоцитов 

 Покоящиеся тромбоциты являются дисковидными клетками, которые при 

активации последовательно изменяют форму на шарообразную, выпускают 

филоподии, ламеллиоподии и, наконец, распластываются [1; 24]. Изменение 

формы с дисковидной на шарообразную происходит в результате сжатия и 

деполимеризации микротрубочек, свёрнутых в катушки, идущих по периметру 

покоящихся тромбоцитов [79; 80]. В покоящихся тромбоцитах клубок 

микротрубочек находится под влиянием моторных белков кинезина и динеина, 

которые действуют антагонистически и не приводят к скольжению 

микротрубочек между собой [81; 82]. После активации высокая концентрация 

внутриклеточного кальция усиливает активность динеина и снижает активность 

кинезина, позволяя динеину работать и запуская скольжение микротрубочек 

вдоль друг друга, что вызывает расширение спирали микротрубочек [81; 82]. Из-

за ограниченного пространства внутри тромбоцита расширяющиеся 

микротрубочки сворачиваются и свертываются в центр активированного 

тромбоцита, изменяя морфологию тромбоцитов в сторону сферической формы 

[81]. Перестроение актинового цитоскелета при изменении формы также является 

кальций-управляемым процессом [41]. Свободные ионы кальция и активные PKC 

запускают активацию малых ГТФаз Rho, Rac и Cdc42 через активацию 

соответствующих гуанидиновых обменников (GEF’ов) [83; 84].  

 Одновременно с изменением формы происходит дегрануляция 

тромбоцитов. Регуляция выхода тромбоцитарных гранул осуществляется, в 

основном, SNARE-белками, которые обеспечивают слияние липидных бислоев 

гранул и внешней мембраны тромбоцитов [85]. Активность SNARE-белков, в 
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свою очередь, контролируется набором белков-шаперонов, которые связываются 

с комплексом SNARE и направляют его. Ключевым для секреции гранул является 

повышение концентрации свободных ионов кальция: большинство белков, 

участвующих в процессе секреции гранул, обладают либо C2-доменом, либо EF-

ручками [86]. Одним из кальциевых сенсоров при секреции гранул является 

Munc13-4, обладающий двумя кальций-связывающими доменами: C2A и C2B. 

C2A через кальций связывает Munc 13-4 со SNARE-белками, обеспечивающими 

взаимодействие гранул с плазматической мембраной. С другой стороны, C2B 

кальций-зависимым образом связывает Munc13-4 c липидными мембранами [87]. 

Синаптотагмин-подобные белки (Slp) представляют собой другое семейство 

Ca2+/фосфолипид-связывающих белков, которые содержат кальций-

чувствительные C2-домены и домен гомологии синаптотагмин-подобных белков, 

активирующий Rab27 [88]. Rab27 связывается с Munc13-4: в связанном с Rab27 

состоянии Munc13-4 может присоединяться к липидным мембранам и соединять 

их между собой [89]. В секреции гранул также участвуют кальций-

чувствительные белки кальмодулин и кальциклин [90]. Кальмодулин связывается 

с α-гранулами тромбоцитов, и кальций-кальмодулин-зависимое 

фосфорилирование легкой цепи миозина способствует секреции гранул 

тромбоцитов за счёт сокращения актомиозина [91]. 

Ключевой функциональный ответ тромбоцитов – агрегация, реализуется 

благодаря тромбоцитарным интегринам IIb3 [26]. При активации тромбоцитов 

происходит активация IIb3, которые связывают фибриноген, с которым могут 

связываться и другие тромбоциты. Таким образом, между тромбоцитами 

образуются «мостики» IIb3−фибриноген− IIb3. Как и другие представители 

семейства интегринов, IIb3 интегрин представляет собой две подвижные 

субъединицы, каждая из которых состоит из внеклеточного домена, 

трансмембранного региона и короткой цитоплазматической аминокислотной 

последовательности [92]. Внешний регион интегринов IIb3 состоит из β-

пропеллера и нижележащих бедра и доменов calf1 и calf2. Изменение положения 
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IIb относительно 3 при активации интегринов возможно благодаря гибкой 

гидрофобной последовательности между бедром и calf1 доменом [93]. 

Трансмембранный регион αIIbβ3 состоит из двух скрещенных спиралей, которые 

скрывают аминокислотную последовательность GFFKR в покоящемся состоянии. 

При активации происходит высвобождение GFFKR, и она становится доступной 

для посадки ряда белков эффекторов [94]. 

Активированные интегрины IIb3 способны связывать ряд лигандов: 

фибриноген, фибрин, ФВ. Показано, что сайты связывания фибриногена и ФВ на 

интегринах отличаются [95]. Повышение концентрации свободных ионов кальция 

приводит к активации кальций-диацилглицерол зависимомого гуанадинового 

обменного фактора Iго типа (CalDAGGEFI), обладающего двумя кальций-

чувствительными EF-ручками [96]. В аминокислотной последовательности 

CalDAGGEFI также есть C1 домен, однако его специфичность является спорной 

[97]. Показано, что пациенты с мутациями в C1 домене CalDAGGEFI обладают 

фенотипом, напоминающим тромбастению Гланцмана – наследственное 

заболевание, для которого характерен дефицит или полное отсутствие интегрина 

IIb3. Мутация в С1 домене CalDAGGEFI у данных пациентов приводит к 

нарушению локализации этого белка на мембране и неспособности  участвовать в 

нормальной активации интегринов [97].  

Активированный CalDAGGEFI катализирует реакцию обмена ГДФ на ГТФ 

в сайте связывания нуклеотидов малой ГТФазы Rap1b [98]. Rap1b-ГТФ может 

спонтанно инактивироваться в результате гидролиза ГТФ, однако эта реакция 

значительно ускоряется в присутствие активаторов ГТФазной активности (GAP) 

Rap1b – Ras-ГТФаза активирующего белка 3 (RASA3) [98]. RASA3 содержит PH-

домен, который может связываться как с ФИФ2, так и с ФИФ3, что определяет его 

локализацию на плазматической мембране тромбоцита [99]. Таким образом, 

локализация RASA3 может измениться при инициации синтеза ФИФ3 в 

результате активности PI3K: показано, что кластеры ФИФ3 в мембранах 

тромбоцитов являются менее плотными по причине электростатических 
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взаимодействий, и из-за этого RASA3 оказывается «оттянутой» от CalDAGGEFI и 

RapIb[100]. При этом наработка ДАГ и ИФ3 снижает локальную концентрацию 

доступного для связывания RASA3 ФИФ2. ДАГ и ИФ3 в этих регионах приводят к 

накоплению активных CalDAGGEFI, в то время как ФИФ3 «уводит» RASA3 [97]. 

Подобная система пространственно-временных взаимодействий между 

сигнальными системами в тромбоцитах приводит к формированию пула 

долгоживущих активных Rap1b. Активный Rap1b совместно с Rap1-ГТФ-

связывающим адаптером (RIAM) и талином-H приводит к переходу IIb3-

интегринов в активное состояние [96; 98] (Рисунок 1.5). С другой стороны, 

фосфорилирование CalDAGGEFI протеин-киназой А (PKA; незначительно 

активной в покоящихся тромбоцитах) ингибирует CalDAGGEFI и последующую 

активацию Rap1b. Это позволяет подавлять случайную активацию IIb3-

интегринов в покоящихся тромбоцитах [96]. 

После активации и перехода в высокоаффинное к лигандам состояние 

IIb3-интегрины начинают формировать кластеры в результате взаимодействия с 

фибриногеном и фибрином. Это приводит к дополнительному усилению 

активации тромбоцитов - передаче сигналов outside-in [40; 101]. 

Цитоплазматические домены активированных интегринов связаны с актиновым 

цитоскелетом через комплексы талина и киндлина 3. После активации клетки 

большая часть сигнальных молекул перемещается за счет диффузии или 

реконструкции актинового цитоскелета. Таким образом, кластеры интегринов 

IIb3 могут образовывать гетерокластеры с другими рецепторами, такими как 

GPIb, GPVI, FcγRIIa [102; 103], что приводит к накоплению активных SFK киназ 

вблизи цитоплазматических регионов IIb3. SFK фосфорилирует тирозиновые 

остатки в мотивах интегрина NxxY, к которым присоединяются и активруются 

Syk. Это становится положительной обратной связью при активации тромбоцитов 

[101]. Неоднократно было продемонстрировано, что дефицит GPVI или FcγRIIa 

снижает αIIbβ3-зависимое усиление активации тромбоцитов по outside-in пути и 

нарушению роста тромба у нокаутных по соответствующим генам мышей. 
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Кластеризованные и фосфорилированные интегрины IIb3 могут активировать 

Syk-киназы независимо от GPVI или FcγRIIa [103; 104]. С другой стороны, 

показано, что фосфорилирование остатков тирозина в цитоплазматическом 

домене β3-цепи не является принципиально необходимым для активации Syk 

через данный сигнальный путь [105].  

 

Рисунок 1.5 – Схематическое изображение inside-out пути активации 

тромбоцитарных интегринов. При инициации кальциевой сигнализации от 

тирозинкиназной (например, от рецептора GPVI) или GPCR (например, от 

рецепторов к тромбину/АДФ) ветвей сигнализации происходит активация 

гуанадинового обменного фактора CalDAGGEFI в результате его связывания с 

кальцием и локализации на мембране. Активный CalDAGGEFI заменяет ГДФ на 

ГТФ в каталитическом сайте малой GTPазы Rap1b. Это приводит к её активации. 

RASA3, GAP Rap1b, проводящий ускорение гидролиза ГТФ в активном сайте 

Rap1b, при этом ингибируется за счёт активности PI3K, нарабатывающей ФИФ3. 

ГТФ в ГТФазном сайте Rap1b приводит к её активации и запуску перехода в 

активное состояние тромбоцитарных интегринов αIIbβ3. Рисунок разработан 

автором 

1.6. Теоретические подходы к описанию активации тромбоцитов 

 Методы in silico играют все более заметную роль во всех областях 

биологических наук на разных уровнях исследований и разработок [106]. 

Биоинформатика, молекулярная динамика и компьютерный дизайн лекарств 



31 

 

стали широко используемыми инструментами. По сравнению с ними разработка 

полноценных in silico моделей физиологических и патологических процессов 

отстает: эта «конечная» цель теоретической биологии и сейчас остается сложной 

задачей. Компьютерные модели гемостаза и тромбоза в настоящее время 

используются как в фундаментальных исследованиях, так и в 

персонализированной диагностике. В настоящее время существует три основных 

направления разработки компьютерных моделей в области гемостаза: модели 

адгезии тромбоцитов, модели передачи сигналов тромбоцитов и модели 

биохимии свертывания крови [107].   

Первые компьютерные модели свёртывания появились ещё в 1989 году 

[108], в то время как первые модели тромбообразования с достаточно сложными 

механизмами адгезии тромбоцитов были разработаны десятью годами позже 

[109].  

В первую очередь, с помощью теоретических моделей, был подробно 

исследован энергетический метаболизм в тромбоцитах [110]. В 1986 году 

Варфоломеев и др. построили кинетическую схему обмена тромбоксана и 

родственных липидов, учитывающую активность ферментов фосфолипазы А2 и 

простагландин Н-синтазы [111]. Хотя модель была построена как система 

дифференциальных уравнений, она анализировалась только в стационарном 

состоянии, а главный вывод заключался в том, что система может удерживаться в 

равновесии в широком диапазоне кинетических параметров. 

Две дополнительные модели [112; 113] были построены и исследованы с 

помощью стехиометрического анализа, главный принцип которого состоит в том, 

что система всегда находится в устойчивом состоянии, а стехиометрия реакций 

определяет распределение веществ между возможными маршрутами. Tomas и 

соавт. [112] построили стехиометрическую метаболическую модель общего 

метаболизма тромбоцитов, включающую тысячу реакций, основанную на 

геномных, протеомных и биохимических данных. Ограничения в связи с малыми 

количествами специфических ферментов в тромбоцитах не применялись из-за 

большого количества реакций. Модель была применена к данным о метаболизме 
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меченных изотопами энергетических субстратов, полученных в работе [114]. 

Влияние предполагаемой устойчивости к аспирину на метаболизм тромбоцитов 

было оценено с учетом того, что должно быть перенаправление потоков реакций 

метаболизма жирных кислот и нуклеотидов, необходимых чтобы приспособиться 

к синтезу эйкозаноидов и стрессу активных форм кислорода. 

Шепелюк и соавт. [113] исследовали энергетический метаболизм 

тромбоцитов и учли ограничения на потоки реакций как следствие ограниченных 

количеств специфических метаболических ферментов, присутствующих в 

тромбоцитах. Эта модель была применена для описания результатов 

экспериментальных работ по метаболизму тромбоцитов, опубликованных между 

1970 и 1990 годами. Главный вывод заключался в том, что покоящиеся 

тромбоциты не используют свои митохондрии, поскольку большая часть глюкозы 

превращается в лактат. Энергетический метаболизм тромбоцитов во время 

активации не был широко исследован на тот момент из-за некоторых 

противоречий в экспериментальных результатах, но было сделано 

предположение, что митохондрии не способны метаболизировать всю 

накопленную глюкозу. Описанные подходы к стационарному моделированию 

метаболизма тромбоцитов могут быть полезны после получения необходимых 

экспериментальных данных. 

Первые теоретические работы, описывающее внутриклеточную 

индуцированную внутриклеточную сигнализацию в тромбоцитах после активации 

их АДФ была представлена Purvis и соавт. в 2008 году [115]. В модели 

рассматривалась активация тромбоцитов через рецептор P2Y1, ассоциированный с 

Gq субъединицами. Как и большинство моделей внутриклеточной сигнализации, 

модель Purvis была разработана помодульно:  

1. активация G-белкового рецептора P2Y1; 

2. метаболизм фосфоинозитидов (PI); 

3. высвобождения кальция из ЭПР; 

4. инактивация ФЛС PKC-зависимым образом.  
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Модуль активации P2Y1 рецептора в данной модели был основан на общем 

представлении о типичных GPCR-рецепторах, однако для валидации модели 

использовались экспериментальные данные, соответствующие тромбоцитам. За 

первой моделью Purvis и соавт. последовал резкий рост числа моделей, которые 

фокусировались на других элементах внутриклеточной сигнализации в 

тромбоцитах. 

С точки зрения исследования внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах 

наибольший интерес вызывает кальциевая сигнализация [116]. Модель Purvis и 

соавт. описывает выход кальция из ЭПР тромбоцитов через ИФ3Р и его возврат в 

ЭПР через насосы SERCA. В литературе существует несколько моделей ИФ3Р, 

однако для тромбоцитов данные модели плохо согласуются с 

экспериментальными данными. Purvis и соавт. использовали модель ИФ3Р из 

работы Lenoci и соавт. [117]. Возвращение кальция из цитозоля через SERCA, как 

и во многих других математических моделях, предполагает насыщение при 

высоких уровнях цитозольного кальция. Модуль метаболизма фосфоинозитидов 

описывает динамику концентраций ФИФ, ФИФ2 и ФИФ3, гидролиз ФИФ2 до ИФ3, 

а также возврат ИФ3 в плазматическую мембрану. Чтобы устранить расхождение 

между предсказаниями модели для фосфоинозитидов и экспериментальными 

данными, описывающими поведение фосфоинозитидов тромбоцитах, авторами 

была введена отрицательная обратная связь от протеинкиназы C (активируемой 

ДАГ) к ФЛСβ (продуцирующей ДАГ). Большая часть параметров модели была 

получена авторами на основе доступных литературных данных. С другой 

стороны, неизвестные параметры, а также неизвестные начальные концентрации 

белков-участников сигнального каскада были подобраны таким образом, чтобы 

предсказываемые моделью кальциевые ответы соответствовали 

экспериментальным. Компьютерная модель могла описывать поведение системы 

как в покоящемся состоянии, так и при активации тромбоцитов АДФ. Также на 

основе модели была получена первая оценка объёма ЭПР тромбоцитов [115]. 

Следующей значимой моделью внутриклеточной сигнализации в 

тромбоцитах стала модель тромбинового рецептора тромбоцитов PAR1, 
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предложенная Lenoci и соавт. [17]. Важной особенностью данной работы стало то, 

что авторы учитывали не только активацию Gq в тромбоцитах, но и 

последующие функциональные ответы тромбоцитов: активацию интегринов 

IIb3, а также высвобождение плотных гранул [118]. Данная модель, состоящая 

из 60 ОДУ, хорошо описывает доступные экспериментальные данные. 

На основании этих работ Свешникова и соавт. разработали модель 

инициации кальциевых осцилляций в тромбоцитах при активации PAR1 [119]. 

Предложенная модель стала первой, описывающей поступление кальция в 

цитозоль как из ЭПР, так и извне тромбоцита. Анализ чувствительности модели 

показал, что кальциевые осцилляции в тромбоцитах развиваются из-за 

нелинейного ответ ИФ3Р при связывании с ИФ3. Модель Свешниковой и соавт. 

также стала первой, учитывающей способность тромбоцитов переходить в 

прокоагулянтное состояние: в модель были включены митохондрии, кальциевый 

унипортер, натрий-кальциевый обменник и возможность формирования 

митохондриальной поры при перегрузке митохондрий свободными ионами 

кальция. Модель предсказала, что при сильных колебаниях кальция в цитозоле 

тромбоцитов происходит коллапс митохондрий. Это позволяет объяснить 

экспериментально наблюдаемую синергию между двумя рецепторами 

тромбоцитов, PAR1 и P2Y12: оба рецептора регулируют активацию ФЛС - PAR1 

посредством Gq, а P2Y12 ингибируя активацию антагониста ФЛС PKA. 

Предсказанная моделью роль PKA для митохондриально зависимого некроза 

тромбоцитов была доказана экспериментально [47]. 

Годом позже той же группой была разработана ещё одна модель 

внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах, с помощью которой были 

проанализированы роли тромбиновых рецепторов тромбоцитов PAR1 и PAR4 

[46]. Модель предсказала, что два PAR-рецептора необходимы тромбоцитам для 

обеспечения чувствительности к широкому диапазону концентраций тромбина от 

0,1 нМ до 100 нМ [46]. Теоретические расчёты были подтверждены 

экспериментально посредством проточной цитометрии.  
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Dunster и соавт. [120], используя схожий с [121] подход, разработали модель 

ранних стадий передачи сигнала при активации рецептора GPVI. Для валидации 

модели авторы использовали собственные данные по количественному 

фосфорилированию Syk киназ в тромбоцитах в ответ на их активацию CRP. С 

помощью анализа модели авторы смогли дифференцировать конкурирующие 

биологические гипотезы касательно регуляции начальных этапов активации 

GPVI. Авторы показали, что Syk играет основную роль для GPVI-

индуцированной сигнализации в тромбоцитах, однако, на более поздних этапах 

сигнализации Syk помимо активации может запускать и ингибиторные ответы, 

регулируя активацию специфической тирозинфосфатазы T-клеточного 

убиквитин-лиганда 2 (TULA-2). Активация TULA-2 ослабляла итоговый 

активационный ответ тромбоцита [120]. 

Важно подчеркнуть, что сигнальные сети тромбоцитов содержат множество 

петель положительной и отрицательной обратной связи. Хотя некоторые из них 

были включены в описанные модели, их влияние на результаты моделирования не 

всегда исследовалось. Работы Балабина и Свешниковой [10] и Данстер и др. [120] 

являются исключением. Было показано, что два механизма обратной связи могут 

влиять на форму кальциевых  ответов тромбоцитов при стимуляции их через 

рецептор PAR1 [10].  

Таким образом, можно сделать вывод, что теоретическое моделирование 

внутриклеточной кальциевой сигнализации в тромбоцитах позволяет 

идентифицировать ключевые регуляторные механизмы, важные для понимания 

функционирования данной системы в норме и патологии. Однако, в отличие от 

метаболизма тромбоцита, в настоящий момент понимание внутриклеточной 

сигнализации значительно ограничено, в то время как предсказания 

теоретических моделей могут значительно улучшить понимание принципов 

функционирования тромбоцитов. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Экспериментальные методы исследования 

2.1.1. Использованные материалы 

 В работе были использованы следующие материалы: кальций 

чувствительные мембрано-проницаемые флуорофоры Fura Red, AM (Molecular 

Probes, Eugene, США); фукоидан из Fucus vesiculosis, АДФ, ПГИ2, этиленгликоль-

бис-тетраацетовая кислота (ЭГТА), 4-(2-гидроксиэтил)-1-

пиперазинэтансульфоновая кислота (HEPES), бычий сывороточный альбумин 

(БСА), апираза степени очистки VII, mβCD, антитела PY20 (Sigma-Aldrich, St 

Louis, США); NaCl, CaCl2, KCl, MgCl2, NaH2PO4 (Агат-Мед, Москва, Россия), 

вторичные антитела, конъюгированные с пероксидазой хрена, вторичные 

антитела, конъюгированные с флуоросцеин-изотиоционатом (FITC) (Имтек, 

Москва, Россия). Родоцитин из Calloselasma rhodostoma был предоставлен 

профессором Йоханнесом Эбле (Университет гор. Мюнстер, Мюнстер, 

Германия). Цистеин-содержащий вариант CRP был предоставлен профессором 

Р.В. Фарндейлом (Университет гор. Кембриджа, Кембридж, Великобритания). 

2.1.2. Включение в исследование взрослых здоровых доноров 

Здоровые доноры, мужчины и женщины от 18 до 35 лет были включены в 

исследование для анализа тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах. Работа 

проводилась в соответствии с Хельсинкской декларацией, информированные 

согласия на участие в исследование в письменной форме были получены от всех 

доноров. Исследование было одобрено независимым этическим комитетом ЦТП 

ФХФ РАН (решение 1_2018-1 от 12.01.2018). 

2.1.3. Включение в исследование пациентов с капошиформной 

гемангиоэндотелиомой и педиатрических здоровых доноров 

 В исследование были включены пациенты, проходившие лечение на базе 

НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева (7 пациентов с КГЭ, возрастом от 3 до 36 

месяцев, медиана возраста составила 11 месяцев). Ключевым критерием 

включения в исследование было присутствие КГЭ. Пациенты, получавшие 
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переливание тромбоконцентратов в течение 3х недель до включения в 

исследование, не были включены. Возраст и схемы лечения КГЭ влияли на 

решение о включении или не включении пациента в исследование. Здоровые 

педиатрические доноры были включены в исследование в качестве контрольной 

группы (5 здоровых детей, возрастом от 4 до 43 месяцев, медиана возраста 

составила 21 месяц). Протокол исследования был одобрен независимым 

этическим комитетом ЦТП ФХФ РАН (решение 3/1-21 от 05.10.2021). От 

законных представителей каждого из включённых в исследование детей было 

получено подписанное информированное согласие на участие в исследование. 

Исследование проводилось в соответствие с Хельсинкской декларацией. Для 

исследования у каждого из пациентов/доноров забиралось не более 1,6 мл 

цельной крови из локтевой вены в вакуумные гирудин-содержащие пробирки (525 

МЕ/мл). 

2.1.4. Удаление холестерина из мембран тромбоцитов 

 Удаление холестерина из мембраны тромбоцитов проводилось путём 

инкубации выделенных из цельной крови тромбоцитов с различными 

концентрациями mCD в течение 15 минут при 37oC [122].  

2.1.5. Вестерн-блот анализ внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах 

Для экспериментов по вестерн-блоттингу кровь здоровых доноров 

забиралась из локтевой вены в цитрат-содержащие (3,8 % по объёму) вакуумные 

пробирки. К цельной крови добавлялось 1:9 по объёму АСД (85 мМ цитрата 

натрия; 66,6 мМ лимонной кислоты; 111 мМ Д-глюкозы). Затем проводилось 

центрифугирование цельной крови при 200 g в течение 8 минут. Полученная 

богатая тромбоцитами плазма (БТП) была отобрана над осевшими эритроцитами, 

а затем центрифугирована в течение 10 минут при 1000 g. Супернатант отбирался, 

а осевшие тромбоциты ресуспендировались в буфере Тирода с гирудином (100 

МЕ/мл) и 500 нМ ПГИ2 до начального объёма. Затем к полученной суспензии 

было добавлено 1:9 по объёму АСД и проведено центрифугирование в течение 10 

минут при 1000 g. Осевшие тромбоциты вновь были разведены в буфере Тирода с 
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гирудином и ПГИ2 до начального объёма, а затем проведено финальное 

центрифугирование при 1000 g в течение 10 минут. Полученные тромбоциты 

были ресуспендированы в модифицированном буфере Тирода (134 мМ NaCl; 0,34 

мМ Na2HPO4; 2,9 мМ KCl; 12 мМ NaHCO3; 20 мМ HEPES; 5 мМ глюкозы; 1 мМ 

MgCl2; pH 7,3) до концентрации 1,5 x 109 тромбоцитов/мл. Тромбоциты были 

активированы фукоиданом (1 мкг/мл, 10 мкг/мл и 100 мкг/мл) в течение 0-15-30-

60-90-120-150-180-300 секунд при 25оС или при 37оС. Активация тромбоцитов 

проводилась при их перемешивании с частотой 1000 оборотов в минуту. Реакция 

была остановлена добавлением буфера для нанесения (200 мМ Tris-HCl pH6,8; 

400 мМ -меркаптоэтанол; 4 % додецилсульфат натрия (SDS); 0,01 % 

бромфеноловый синий; 40 % глицерол). Образцы были нагреты до 95оС в течение 

10 минут для денатурации белка в пробах и затем центрифугированы при 15000 g 

в течение 10 минут для удаления клеточных остатков. 

Полученные образцы были загружены в 10 % акриламид/бис-акриламидные 

гели для разделения белков и последующего переноса на поливинилиден 

дифлуоридные (PVDF)-мембраны. После переноса белков мембраны 

блокировались 5 % (по массе) раствором БСА в буфере TBST (20 мМ Трис; 150 

мМ NaCl; 0,1 % Твин-20). Первичные (антитела к фосфорилированным остаткам 

тирозина, клон PY20) и вторичные антитела (конъюгированне с пероксидазой 

хрена) были разведены в TBST, содержащем 2 % (по массе) БСА (финальные 

концентарции антител 1 мкг/мл), и затем последовательно инкубированы с 

мембранами, на которые были нанесены образцы, в течение 1,5 часа при 

комнатной температуре. Между нанесениями антител мембраны по 4 раза 

инкубировались с TBST в течение 10 минут для смыва несвязавшихся антител. 

Для детекции хемилюминисценции мембраны с белками были обработаны 

реагентом ECL-Prime (General Electric, США). Хемилюминисценция 

детектировалась с помощью аппарата Gel Doc XR+ (BioRad, США). Перед 

нанесением контрольных антител мембраны были обработаны буфером для 

стрипирования 2 раза по 30 минут (250 мМ глицин; 0,2% SDS; 0,1% Твин-20; pH 
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2,2), 2 раза по 10 минут в фосфатном буфере (PBS), 2 раза по 5 минут в TBST, а 

затем вновь заблокированы в течение 30 минут 2% (по массе) раствором БСА в 

TBST. Затем на мембрану были нанесены антитела к тубулину (1 мкг/мл) и 

вторичные антитела, конъюгированные с пероксидазой хрена. 

2.1.6. Анализ иммунофлуоресценции в тромбоцитах методом конфокальной 

микроскопии 

 Для иммунофлуоресцентного микроскопного анализа кровь взрослых 

здоровых доноров забиралась из локтевой вены в 4,5 мл вакуумные пробирки, 

содержащие 3,8 % цитрата натрия (1:9 по объёму к цельной крови). К цельной 

крови затем была добавлена апираза (0,1 МЕ/мл). БТП была получена при 

центрифугировании цельной крови при 100 g в течение 8 минут [64]. К БТП был 

добавлен цитрат натрия (27 мМ) и затем было проведено центрифугирование при 

400 g в течение 5 минут. Полученный супернатант был отобран, а осевшие 

тромбоциты ресуспендированы в буфере Тирода (150 мМ NaCl; 2,7 мМ KCl; 1 мМ 

MgCl2; 0,4 мМ NaH2PO4; 5 мМ HEPES; 5 мМ глюкозы; 0,2 % БСА; pH 7,4) до 

концентрации 1х108 тромбоцитов/мл. 

Отмытые тромбоциты были активированы фукоиданом (100 мкг/мл) при 

25oC (с или без mCD) или при 37oC и фиксированы 4 % параформальдегида 

(ПФА) через 30, 60, 90, 120, 300 секунд после активации. Тромбоциты, 

инкубированные с 5 мкг/мл CRP или буфером, были использованы в качестве 

положительного и отрицательного контролей, соответственно. Фиксированные 

тромбоциты были отмыты от ПФА путём трёх последовательных 

центрифугирований (1000 g, 10 минут), ресуспендированы в PBS-БСА буфере и 

проинкубированы с поли-L-лизин (0,1 % в MQ, Sigma Aldrich, США) покрытыми 

покровными стёклами в течение 90 минут при 37oC. Неадгезировавшие 

тромбоциты были удалены путём аккуратной промывки стёкол с помощью PBS. 

Зафиксированные на стёклах тромбоциты были затем пермеабилизированы 0,2 % 

Тритоном-X100 в присутствие 2 % БСА и фетальной сыворотки плазмы козы. 

После пермеабилизации тромбоциты были проинкубированы с 2,5 мкг/мл антител 
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к фосфорилированными LAT (Abcam, США) в течение 90 минут при комнатной 

температуре. После смывания первичных антител тромбоциты были 

инкубированы со вторичными антителами, конъюгированными с (FITC), в 

течение 90 минут в тёмной комнате при комнатной температуре. После смывки 

вторичных антител клетки были пост-фиксированы 4% ПФА в течение 10 минут. 

Образцы были окончательно фиксированы в среде Dako fluoromount (Agilent, 

США). Образцы анализировались в конфокальном режиме на микроскопе Zeiss 

Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия). Типичные результаты приводятся на 

Рисунке 2.1. 

 

 Рисунок 2.1 – Типичные результаты анализа иммунофлуоресценции в 

тромбоцитах методом конфокальной микроскопии. А – Покоящиеся тромбоциты 

здорового донора. Б,В – Тромбоциты при 37оС были активированы 100 мкг/мл 

фукоидана, реакция была остановлена через 30 (Б) или через 60 (В) секунд. 

Приводятся данные в дифференциально-интерференционном контрасте (DIC), 
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флуоресценция антител к LAT Y191-FITC, а также объединённое изображение 

(сумма). Рисунок разработан автором 

2.1.7. Исследование кальциевой сигнализации в тромбоцитах методом 

проточной цитометрии 

Экспериментальное исследование CLEC-2 индуцированной кальциевой 

сигнализации в тромбоцитах здоровых взрослых доноров проводилось на 

отмытых тромбоцитах. Тромбоциты были отмыты аналогично тромбоцитам для 

иммунофлуоресцентного анализа (см. раздел 2.1.6). Отмытые тромбоциты 

инкубировались с 2 мкМ Fura Red в присутствие апиразы (0,1 МЕ/мл) в течение 

30 минут при 37оС. Затем тромбоциты отмывались от краски путём 

центрифугирования (400 g 5 минут) и ресуспендирования в буфере Тирода с 

кальцием до концентрации тромбоцитов 1000 тромбоцитов/мкл. Полученные 

образцы загружались в проточный цитометр BD FACS Canto II или BD FACS Aria 

(BD Biosciences, Сан Хосе, США) и анализировались в динамическом режиме. 

Через 60 секунд после начала анализа делалась 20 секундная пауза, во время 

которой к тромбоцитам добавлялся активатор, а затем образцы вновь загружались 

в цитометр для анализа. 

Кальциевая сигнализация в тромбоцитах педиатрических доноров и 

пациентов, а также GPVI-индуцированная активация тромбоцитов здоровых 

взрослых доноров проводилась с помощью оптимизированного протокола по 

исследованию тромбоцитов в цельной крови [123; 124]. Ключевым 

преимуществом данного подхода является его возможность значительно снизить 

объёмы экспериментальных образцов, получаемых от доноров, а также сохранить 

наиболее «нативные» условия для тромбоцитов. Цельная гирудинированная кровь 

(не более 500 мкл) инкубировалась с 2 мкМ Fura Red в присутствие 0,5 МЕ/мл 

апиразы в течение 35 минут при 37оС. За это время происходило осаждение 

эритроцитов, и богатая лейкоцитами плазма (БЛП) разводилась в 20 раз буфером 

Тирода с 2 мМ кальция. Полученные образцы разводились до концентрации 1000 

тромбоцитов/мкл и анализировались на проточном цитометре BD FACS Canto II в 
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непрерывном режиме с перерывами в 20 секунд для добавления активаторов. 

Процесс пробоподготовки описан приведён на Рисунке 2.2. 

 

 Рисунок 2.2 – Процесс пробоподготовки цельной крови для исследования 

кальциевой сигнализации в тромбоцитах. Рисунок разработан автором. LRP – 

богатая лейкоцитами плазма 

 Fura Red является рациометрическим флуорофором: при возбуждении 

лазером длины волны 488 нм, флуоресценция излучается Fura Red, не связанной с 

кальцием, в то время как при возбуждении лазером длины волны 405 нм, 

флуоресценция излучается Fura Red, связанной с кальцием [124; 125]. Первичный 

сигнал флуоресценции усреднялся по одной секунде (Рисунок 2.3 А, усреднение – 

синие линии). Отношение среднего сигнала флуоресценции связанной с кальцием 

Fura Red к среднему сигналу флуоресценции не связанной с кальцием Fura Red 

было пересчитано в среднюю концентрацию кальция в цитозоле тромбоцита по 

формуле Гринкевича [126]: 

 

где  – константа диссоциации Fura Red и свободных ионов кальция; 

,  – максимальная и минимальная интенсивность флуоресценции не 

связанной с кальцием Fura Red, соответственно;  – отношение сигналов 

связанной и не связанной с кальцием Fura Red; ,  – максимальное и 
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минимальное значения , соответственно. Значения  и  были получены 

после добавления к образцам 1 мкМ иономицина. После инкубации с 

иономицином в течение 1 минуты к тромбоцитам было добавлено 10 мМ ЭГТА. 

Так как данная концентрация не может полностью связать свободные ионы 

кальция в цитозоле тромбоцитов в наших условиях, полученная по формуле 

Гринкевича концентрация кальция была нормирована на теоретическое значение 

концентрации кальция, получаемое при 2 мМ кальция и 10 мМ ЭГТА в буфере 

при заданных температуре, pH и ионной силе буфера [127]. Таким образом, 

сигнал Fura Red был преобразован в среднюю концентрацию кальция в цитозоле 

тромбоцитов (Рисунок 2.3 Б).  

 

 Рисунок 2.3 – Пересчёт флуоресценции Fura Red в среднюю концентрацию 

кальция в цитозоле. А – Типичная картина флуоресценции не связанной 

(возбуждаемой лазером длины волны 488 нм) и связанной (возбуждаемой лазером 

длины волны 405 нм) Fura Red. Тёмно синие линии – усреднённый сигнал 

флуоресценции. На 60 секунде к образцам было добавлено 2 мкМ АДФ, через 180 

секунд был добавлен 1 мкМ иономицина, а затем, через 120 секунд было 

добавлено 10 мМ ЭГТА. Б – Средняя концентрация кальция в цитозоле 

тромбоцита, пересчитанная из флуоресценции Fura Red. Рисунок разработан 

автором 

2.1.8. Обработка и анализ данных 

 Экспериментальные данные по вестерн-блоттингу и флуоресцентной 

микроскопии обрабатывались с помощью программного обеспечения ImageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/). Для обработки данных проточной цитометрии 
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использовалось программное обеспечение FlowJo (https://www.flowjo.com/), а 

также Python 3.8. 

 Для оценки размера кластеров CLEC-2 и GPVI были использованы 

экспериментальные данные из [8] и [2], соответственно. Абсолютный размер 

кластеров был получен исходя из флуоресценции соответствующих антител: было 

предположено, что она пропорциональна количеству рецепторов на кластер. 

Также было предположено, что только мономеры и димеры CLEC-2 и GPVI 

присутствуют на поверхности покоящихся тромбоцитов. 

Статистическая обработка данных проводилась в Python 3.8. Для сравнения 

между выборками использовался критерий Манна-Уитни. Данные о значимости 

различий приводятся в описаниях к соответствующим рисункам. 

2.2. Теоретические методы исследования 

 Разрабатываемые модели представляли собой системы обыкновенных 

дифференциальных уравнений (ОДУ), описывающих кинетику концентраций 

веществ, участвующих в реакциях в соответствующих компартментах. Каждое из 

ОДУ описывает скорости изменения концентраций веществ. Для описания 

реакций ассоциации-диссоциации соединений, а также для описания 

неферментативных реакций был использован закон действующих масс. 

Ферментативные реакции описывались с помощью кинетики Михаэлиса-Ментен. 

В некоторых случаях для описания реакций были использованы эмпирические 

законы, полученные исходя из механистических представлений о реакциях. 

Модели представляли собой набор обыкновенных дифференциальных 

уравнений, описывающих динамику концентраций веществ. Разработка и анализ 

моделей кластеризации рецепторов в мембранах тромбоцитов проводился в 

Python 3.8, модели интегрировались методом LSODA. После исследования модель 

кластеризации рецепторов была перенесена в COPASI в качестве одного из 

подмодулей. Начальные условия для моделей были взяты из доступных данных 

по протеомному составу тромбоцитов [75]. Каждый из наборов 

дифференциальных уравнений был проинтегрирован с помощью метода LSODA 
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[128], встроенного в программное обеспечение COPASI. Параметры модели были 

получены либо из литературы (Приложение А), либо путём аппроксимации 

экспериментальных данных следующими методами: метод роя частиц [129], 

метод Хука и Дживса [130], метод Ловенберга-Маркуарта [131].  

Чувствительность модели к неизвестным параметрам была оценена как:  

  

где  и  являются выходным оцениваемым параметром модели (например, 

стационарное состояние концентрации активных Syk киназ) при начальном 

значении параметров (полученных при подборе параметров) и при смещенном 

значении параметров, соответственно. 
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ГЛАВА 3. ИССЛЕДОВАНИЕ ДИНАМИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК 

CLEC-2-ИНДУЦИРОВАННОЙ СИГНАЛИЗАЦИИ  

 3.1. Помодульное построение модели CLEC-2 индуцированной кальциевой 

сигнализации в тромбоцитах  

3.1.1. Теоретические подходы для описания кластеризации рецепторов 

Кластеризация мембранных рецепторов – один из первых этапов инициации 

внутриклеточных сигнальных каскадов в различных клетках [132; 133; 134]. 

Регуляция кластеризации рецепторов может осуществляться как на уровне 

внутриклеточной сигнализации (например, за счёт реорганизации цитоскелета 

клетки [132]), так и за счёт конформационных изменений в молекуле рецептора, 

вызванных связыванием рецептора с лигандом [135] и приводящих к изменению 

аффинности молекул рецепторов друг по отношению к другу [136]. Увеличение 

концентрации активированных рецепторов приводит к усилению 

первоначального сигнала [137; 138; 139; 140] за счёт увеличения аффинности 

рецепторов к лигандам [141; 142; 143], усиления активации внутриклеточных 

сигнальных ферментов [144] или же за счёт других механизмов [145]. 

Существуют различные подходы для кинетического описания процесса 

кластеризации рецепторов [146; 147; 148; 149; 150; 151; 152]. Одним из часто 

используемых подходов является метод клеточных автоматов [148]: система 

представляется как сетка из ячеек, каждая из которых может иметь конечное 

количество «состояний». Каждая из клеток эволюционирует в соответствие с 

набором законов, описывающих эволюцию системы во времени. Метод 

клеточных автоматов является одним из наиболее точных способов описания 

кластеризации рецепторов, однако размерность сетки значительно ограничивает 

его [153]: при переходе от двумерных систем к трёхмерным, а также при 

увеличении количества кластеризующихся рецепторов, модель становится 

избыточно ресурсоёмкой [152]. Исходя из этого, применение метода клеточных 

автоматов редко рассматривается для описания более сложных систем, 

учитывающих внутриклеточную сигнализацию [154; 155]. 
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Другим наиболее известным методом описания процессов кластеризации 

и/или агрегации является подход на основе уравнения коагуляции-фрагментации 

Смолуховского [146; 147; 150; 151].  Например, Fornari и соавт. [147], на основе 

уравнения Смолуховского, разработали модель распространения агрегатов 

некорректно свёрнутых белков в мозге человека, которая помимо агрегации 

белков учитывала также их транспорт вдоль аксонов. С другой стороны, 

предложенная авторами модель учитывала присоединение/отсоединение только 

мономерных белков, что не соответствует экспериментам. Таким образом, 

предложенная модель не могла быть обобщена для описания широкого ряда 

процессов агрегации. Аналогичный подход для описания агрегации белков с 

учётом конформационных изменения в мономерах, процессов коагуляции и 

обратимости агрегации небольших агрегатов был применён Zidar и соавт [156]. 

3.1.2. Модель кластеризации рецепторов CLEC-2/GPVI на поверхности 

тромбоцитов  

В первую очередь, для описания динамики кластеризации рецепторов была 

использована модель на основе уравнения Смолуховского (модель из N-

уравнений; Рисунок 3.1).  Кластеризация частиц могла быть коротко записана как: 

, для i,j ≥ 1, где , ,  означают агрегаты размеров i, j и i+j, 

соответственно. Параметры образуют матрицы коагуляции (ai,j) и фрагментации 

(fi,j) или же «ядра» в терминологии теории Смолуховского. Предполагается, что с 

точки зрения кинетики реакции  и  были 

одинаковы. Средний размер кластера оценивался как:  

 

где  – концентрация кластеров размера i. Способность модели из «N-уравнений» 

описывать как кластеризацию, так и распределение кластеров рецепторов по 

размерам на поверхности различных клеток (тромбоцитов, нейтрофилов) была 

подтверждена в работе [153].  
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Рисунок 3.1 – Схема модели кластеризации рецепторов тромбоцитов, 

учитывающая в явном виде динамику концентраций кластеров всех размеров. 

Рисунок разработан автором 

Модель из «N-уравнений» достаточно сложно имплементировать в более 

масштабные модели биологических процессов из-за большого количества 

параметров и переменных. В качестве альтернативы модели из «N-уравнений» 

была использована сокращённая модель из «2х-уравнений», не учитывающая 

динамику кластеров рецепторов каждого размера в явном виде [153; 157]: в 

модели учитывается динамика только отдельных рецепторов и их кластеров. 

Считается, что после активации одиночные рецепторы начинают формировать 

кластеры, к которым могут присоединяться новые одиночные рецепторы или их 

кластеры. Кластеры могут распадаться на кластеры меньшего размера или на 

кластер и мономер. Математически кластеризация рецепторов описывается на 

основе системы из 2х уравнений, описанных в работе [157] (Рисунок 3.2). В 

данном подходе описывается динамика концентраций свободных рецепторов 

CLEC-2, комплексов рецептор-лиганд и кластеров рецепторов CLEC-2 (3 

переменных, компартмент - плазматическая мембрана), фукоидана (1 переменная, 

компартмент - внеклеточное пространство). Модель включает в себя 7 

параметров, среди которых 4 описывают динамику кластеризации рецепторов 

(Таблицы А.1-А.3). 
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Рисунок 3.2 – Схема модели кластеризации рецепторов тромбоцитов, 

описывающая динамику концентраций кластеров рецепторов в неявном виде. 

Рисунок разработан автором 

Средний размер кластера в «модели из 2х-уравнений» рассчитывался как: 

 

где  - начальная концентрация некластеризованнных рецепторов CLEC-2,  - 

промежуточная концентрация некластеризованных рецепторов CLEC-2 и  – 

промежуточная концентрация кластеризованных CLEC-2. 

Как модель из «N-уравнений», так и модель из «2х уравнений» хорошо 

описывали доступные из литературы экспериментальные данные по 

кластеризации рецепторов СLEC-2 и GPVI в мембране тромбоцитов (Рисунок 3.3 

А и Б, соответственно). Значения критерия Акаике для моделей из «N-уравнений» 

и из «2х уравнений» были одинаковы [153]. Так как модель из «2х уравнений» 

является менее ресурсоёмкой, чем модель из «N-уравнений», а также более 

адаптирована для имплементации в полную модель внутриклеточной 

сигнализации, именно модель из «2х уравнений» была выбрана в качестве одного 

из подмодулей модели тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах. 
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Рисунок 3.3 – Описание экспериментальных данных (чёрные точки) по 

кластеризации рецепторов CLEC-2 (А) и GPVI (Б) на тромбоцитах при их 

активации подопланином и коллагеном, соответственно. Красные кривые – 

результаты расчёта модели из N-уравнений, синие кривые – результаты расчёта 

модели из 2х уравнений. Рисунок разработан автором 

3.1.3. Оценка влияния режимов кластеризации рецепторов на 

внутриклеточную сигнализацию в тромбоцитах 

 При исследовании модели кластеризации рецепторов было получено, что 

схожей динамике среднего размера кластеров (Рисунок 3.4А) может 

соответствовать 2 различных режима кластеризации.  При режиме кластеризации 

1 большая часть мономеров рецепторов быстро переходила в кластеры, в то время 

как при режиме кластеризации 2, наоборот, большая часть рецепторов оставалась 

в виде мономеров (Рисунок 3.4Б). Таким образом, можно предположить, что при 

режиме кластеризации 1 происходит быстрое формирование большого числа 

кластеров малых размеров, которые затем растут, что обеспечивает увеличение 

среднего размера кластеров и уменьшение их общего количества [64]. С другой 

стороны, при режиме кластеризации 2, наоборот, наблюдается медленное 

формирование небольшого количества кластеров, в то время как большая часть 

молекул CLEC-2 остаются мономерами (Рисунок 3.4 Б,В). Сравнение параметров 

двух режимов кластеризации приведено в Таблице А.3. 
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 Рисунок 3.4 – Различные режимы кластеризации рецепторов 

позволяют получить одинаковую динамику среднего размера кластеров (А), при 

которой значительно различается динамика количества мономеров (Б) и 

кластеров (В) рецепторов. Рисунок разработан автором 

3.1.4. Последовательность биохимических реакций в тромбоцитах, 

происходящая при активации и кластеризации рецепторов CLEC-2 

После кластеризации связавшихся с лигандами рецепторов СLEC-2 

запускается каскад реакций внутриклеточной сигнализации. Компьютерная 

модель описывает поведение концентраций веществ в 3 отдельных 

компартментах: внеклеточном пространстве, на плазматической мембране 

тромбоцита, в цитозоле (см. Таблицу 1). Помимо модуля кластеризации 

рецепторов, описанного в разделах 3.1.2-3.1.3 модель состояла ещё из 3х модулей: 

модуль «Покоящееся состояние» (см. Таблицы А.4–A.5), описывающий CD148 

регулируемую активацию SFK и Syk; модуль «Тирозинкиназы» (см. Таблицы 

A.4–A.5), описывающий фосфорилирование CLEC-2 и активацию Syk; модуль 

«LAT-ФЛС2» (см. Таблицы A.6–A.7), описывающий формирование LAT-

сигналосомы и активацию PI3K и ФЛС2 . 

Модуль «Покоящееся состояние» описывает взаимодействие компонентов 

каскада рецептора CLEC-2 в неактивированных тромбоцитах. Схема модуля 

приведена на Рисунке 3.5. Модуль состоит из переменных для концентраций 

активной и покоящейся фосфатазы CD148 (2 переменные); активных и 

покоящихся Csk (2 переменные); SFK в состояниях разной степени активности: 

неактивные, активные на 1/3 и активные на 2/3 (3 переменные); активные и 

покоящиеся Syk-киназы (2 переменные); активные и покоящиеся TULA-2 (2 

переменные). В модуле содержится 19 параметров, общих с модулем 
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«Тирозинкиназы». Неизвестные параметры были подобраны так, чтобы в 

стационарном состоянии цитозоле покоящихся тромбоцитов присутствовало 5% 

активных киназ Syk и 10% активных киназ SFK [5; 158]. Начальные условия 

модуля приведены в Таблице A.4, уравнения и параметры модуля приведены в 

Таблице A.5. 

Таблица 1 – Геометрические параметры модели CLEC-2 индуцированной 

сигнализации в тромбоцитах 

название 
название 

параметра 

значени

е 
источник 

объём 

внеклеточного 

пространства 

  
[120] 

размер 

плазматической 

мембраны 

  

[159] 

Соотношение 

 сохранено 

из [160] 
объём цитозоля 

  

 

 

 Рисунок 3.5 – Схема модуля «Покоящееся состояние»: постоянно активные 

фосфатазы CD148 производят 1/3-активные SFK, Csk киназы, напротив, 

деактивируют 1/3-активные SFK, 1/3-активные SFK аутофосфорилируются и 
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становятся 2/3 активными, CD148 возвращают SFK в 1/3-активное состояние из 

2/3 активного. Все формы активных SFK киназ фосфорилируют Syk-киназы, 

активируя их. Syk киназы также активируют неактивные Syk. Темно-синие линии 

обозначают реакции преобразования вещества; голубые линии обозначают 

катализ. Рисунок разработан автором 

 После активации и кластеризации рецепторов CLEC-2 происходит их 

фосфорилирование тирозинкиназами Syk, что является первой реакцией модуля 

«Тирозинкиназы». Активация Syk и SFK в модели зависит от среднего размера 

кластеров CLEC-2. Схема модуля «Тирозинкиназы» приведена на Рисунке 3.6. 

Модуль включает переменные для концентраций активных и неактивных 

тирозинкиназ Syk (2 переменные); неактивные, 1/3-активные, 2/3-активные и 

полностью активные SFK (4 переменные); фосфорилированные и 

нефосфорилированные кластеризованные рецепторы CLEC-2 (2 переменные); 

активные и неактивные TULA-2 фосфатазы (2 переменные). Неизвестные 

параметры модуля были подобраны на основе данных о количествах активных 

Syk  [161] и SFK [162] после активации тромбоцитов различными агонистами 

рецепторов CLEC-2. Начальные условия модуля приведены в Таблице A.4, 

уравнения и параметры модуля приведены в Таблице A.5. 

 

 Рисунок 3.6 – Схема модуля «Тирозинкиназы»: после формирования 

кластера активированных рецепторов CLEC-2 активные Syk фосфорилируют 

тирозин в hemITAM-домене в CLEC-2, неактивные Syk или 2/3-активные SFK 

связываются с фосфорилированными hemITAM (Syk связывается с двумя 

рецепторами, SFK с одним) своими доменами SH2. После этого Syk и SFK 
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становятся полностью активными, активные Syk активируют фосфатазы TULA-2, 

ингибирующие Syk. Данная реакция является цепью отрицательной обратной 

связи. Темно-синие линии обозначают реакции преобразования вещества; 

голубые линии обозначают катализ. Рисунок разработан автором 

 Активные Syk фосфорилируют LAT-адаптеры. Эта реакция является первой 

для модуля «LAT-PLCγ2». Схема модуля приведена на Рисунке 3.7. Модуль 

состоит из переменных для концентраций активных Syk (1 переменная); 

фосфорилированных и нефосфорилированных LAT (2 переменные); комплексов 

LAT-ФЛСγ2 (1 переменная), LAT-ФЛСγ2-PI3K (1 переменная), концентраций 

фосфоинозитидов (ИФ3, ФИФ2 и ФИФ3, 3 переменные); активных и неактивных 

Btk (2 переменные). Модуль «LAT-PLCγ2» содержит 16 параметров. Неизвестные 

параметры модуля  были подобраны на основании доступных из литературы 

экспериментальных данных о фосфорилировании LAT и количестве активных 

ФЛС2 [161], полученных при активации тромбоцитов фукоиданом. Начальные 

условия модуля приведены в Таблице А.6, уравнения и параметры модуля 

приведены в Таблице А.7. 

 

 Рисунок 3.7 – Схема модуля «LAT-PLCγ2»: активные Syk фосфорилируют 

LAT, к которому последовательно присоединяются ФЛСɣ2 и PI3K, PI3K в 

комплексе LAT активируются и фосфоирилируют ФИФ2, производя ФИФ3. К 

ФИФ3 присоединяются и активируются Btk, активные Btk фосфорилируют и 

активируют ФЛС2. Активные ФЛСɣ2 гидролизуют ФИФ2, производя ИФ3. 

Темно-синие линии обозначают реакции преобразования вещества; голубые 

линии обозначают катализ. Рисунок разработан автором 
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3.1.5. Валидация полной модели активации тромбоцитов через рецептор 

CLEC-2 

Полная модель была построена как сумма отдельных моделей, описанных в 

разделах 3.1.2-3.1.5. Отдельный подбор параметров после объединения модулей 

не проводился. В качестве основного выходного параметра модели было выбрано 

количество активных ФЛСγ2 – единственного фермента в модели, производящего 

ИФ3, который инициирует дальнейшую кальциевую сигнализацию в тромбоцитах 

[158]. Полная модель достаточно точно описывала доступные из литературы 

экспериментальные данные по активации Syk (Рисунок 3.8 А), SFK (Рисунок 3.8 

Б) и LAT (Рисунок 3.8 В). Однако предсказанные числа активных ФЛСγ2 менее 

точно описывали данные (Рисунок 3.8 Г), что могло быть обусловлено вторичной 

активацией тромбоцитов при проведении соответствующих экспериментов 

авторами [161]. Также важно отметить, что только модель, работающая в режиме 

кластеризации 1 (Рисунок 3.4), была способна описать доступные из литературы 

экспериментальные данные [64].  

 

Рисунок 3.8 – Валидация разработанной модели на основании литературных 

данных. Модель (гладкие красные линии), экспериментальные данные из 

литературы – чёрные точки. А – Количества активных Syk-киназ [161]. Б – 
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Количества активных SFK [162]. В – Количества фосфорилированных LAT [161]. 

Количества активных ФЛС2 [161]. Рисунок разработан автором 

3.1.6. Анализ чувствительности модели CLEC-2 к неизвестным параметрам 

 Для оценки влияния неизвестных параметров на результаты работы модели, 

а также для определения скорость-лимитирующих реакций, был проведён 

локальный анализ чувствительности (см. раздел 2.2). В качестве анализируемых 

параметров были выбраны количества активных Syk (S*), фосфорилированных 

LAT (L*), концентрация ИФ3 (I3). Нормированная локальная чувствительность 

каждой из переменных была определена для каждого из неизвестных параметров 

модели. Результаты анализа чувствительности приведены на Рисунке 3.9. 

Наиболее влиятельными оказались параметры модуля «Тирозинкиназы». 

Чувствительность модели к параметрам параметры модуля «LAT-PLCγ2» 

оказалась ниже, а параметры модуля «CLEC-2 кластеризация» были наименее 

влиятельными. Начальные количества Syk, её каталитические параметры Syk, а 

также константа связывания Syk и CLEC-2 ([Syk]0, , , , 

соответственно), влияли на все оцениваемые ответы тромбоцитов. Константа 

дефосфорилирования CLEC-2 ( ) оказалась среди влиятельных 

параметров только для активных Syk (S*).  Наиболее влиятельными параметрами 

из модуля «LAT-PLCγ2» оказались скорость дефосфорилирования и начальная 

концентрация LAT ( , [LAT]0), а также каталитические параметры киназы 

Btk ( , ). Из параметров модуля кластеризации CLEC-2, константы 

образования кластеров из двух кластеров ( ), а также константы присоединения 

и отсоединения мономеров от кластеров ( , , соответственно), наряду с 

исходной концентрацией CLEC-2, оказывали влияние на все ответы.  На 

основании этих результатов можно сделать вывод, что наиболее влиятельные 

параметры для всех анализируемых переменных касаются активации киназы Syk 

( , , ). С другой стороны, параметры, определяющие обратные 
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реакции ( , ), а также параметры активации TULA-2 ( , 

, ) также были среди влиятельных. Это подчеркивает роль 

негативных регуляторов передачи сигналов для CLEC-2-индуцированной 

активации тромбоцитов. Анализ локальной чувствительности также позволил 

идентифицировать три скорость-лимитирующие реакции в модели: активацию 

тирозинкиназы Syk, фосфорилирование LAT и образование кластера CLEC-2 [64].  

 

Рисунок 3.9 – Анализ чувствительности модели к неизвестным параметрам. 

А-В - Оценка чувствительности концентрации активных Syk (А), количества 

фосфорилированных LAT (Б), концентрации ИФ3 (В). Параметры кластеризации 

рецепторов CLEC-2 – красные прямоугольники, к модулю «тирозинкиназы» - 

синие прямоугольники, к модулю «LAT-PLC2» - зелёные прямоугольники, 

геометрические параметры модели – фиолетовые прямоугольники. Рисунок 

разработан автором 

Данное предсказание модели подтверждается литературными данными: 

добавление PRT-060318 – низкомолекулярного ингибитора Syk – полностью 

прекращало активацию тромбоцитов через рецептор СLEC-2 [8]. Аналогичные 

данные были получены при исследовании тромбоцитов мышей, Syk-киназы 
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которых не имели регуляторных доменов SH2 и не могли быть активированы при 

связывании с CLEC-2 [5]. Помимо оценки влияния неизвестных параметров на 

максимальные количества веществ был также проведён анализ влияния 

параметров на скорость достижения максимумов. Было получено, что только 

константы скорости кластеризации рецепторов влияли на время достижения 

максимальной степени активации тромбоцитов, но не на максимальные 

количества активных ФЛС2 (Рисунок 3.10 А,Б). Варьирование других 

параметров приводило к значительному изменению как времени до достижения 

максимума, так и максимального количества активных ФЛС2 (Рисунок 3.10 В,Г) 

[64]. 

 

 Рисунок 3.10 – Анализ влияния варьирования параметров, относящихся к 

различным модулям модели, на скорость достижения максимального количества 

активных ФЛС2 (чёрные кривые) и максимального количества активных ФЛС2 

(красные кривые). А,Б – Варьирование параметров модуля кластеризации:  (А) 

и  (Б). В – Варьирование каталитической константы тирозинкиназы Syk. Г – 

Варьирование константы дефосфорилирования LAT-адаптеров. Рисунок 

разработан автором 
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3.2. Экспериментальное исследование значимости кластеризации рецепторов 

CLEC-2 индуцированной сигнализации в тромбоцитах 

3.2.1. Теоретические основы влияния температуры на внутриклеточную 

сигнализацию 

 Подвижность рецепторов в мембранах тромбоцитов определяется широким 

набором факторов, среди которых как биохимические факторы, такие как, 

например, перестроения актинового цитоскелета [51] и реорганизация 

микродоменной структуры мембраны [54], так и физические факторы, такие как 

диффузионные свойства мембраны [163]. Одним из способов повлиять на 

скорость диффузии белков в мембранах является изменение температуры 

окружающей среды [163]. Зависимость скорости диффузии белков в мембранах 

живых клеток от температуры, на основании уравнения Аррениуса [164; 165] 

может быть выражена уравнением (3.3):  

    

где  – коэффициент диффузии,  – энергия активации реакции,  – 

универсальная газовая константа,  – температура.  

Ранее было продемонстрировано, что изменение температуры на 10–15 

градусов может значительно влиять на скорость диффузии белков как в 

синтетических мембранах, так и в живых клетках [164]. Типичные зависимости 

коэффициентов диффузии белков в мембранах живых клеток от температуры 

окружающей среды приведены на Рисунке 3.11. В Таблице 2 приводятся 

типичные коэффициенты диффузии белков в мембранах этих клеток. Таким 

образом, можно предположить, что температура, влияя на диффузию белков в 

мембранах, будет оказывать влияние и на скорость кластеризации мембранных 

рецепторов.  

Важно подчеркнуть, что в отличие от рецепторов GPVI, для которых есть 

сведения о том, что они и в покоящихся тромбоцитах находятся в 

ассоциированном с липидными рафтами состоянием [54], в покоящихся 
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тромбоцитах рецепторы CLEC-2 являются более «свободными» [8; 51], а потому 

более подверженными влиянию изменения диффузионных характеристик 

мембраны тромбоцитов. 

 

Рисунок 3.11 – Зависимости коэффициентов диффузии белков от 

температуры. А – зависимость коэффициента диффузии БСА в цитоплазме клетки 

[163]; Б, В – зависимости коэффициентов диффузии белков в мембранах HeLa (Б) 

или Фибробластов (В) [164] 

Таблица 2 – Параметры уравнения Аррениуса для белков в мембранах 

клеток при различных температурах среды [164] 

линия 
    

SH-SY5Y 2,21±0,71 2,32±0,51 2,61±0,79 2,88±0,61 

HeLa 0,17±0,08 0,23±0,08 0,32±0,11 0,38±0,18 

Фибробл. 0,81±0,28 0,96±0,29 1,07±0,26 1,30±0,34 

  Помимо влияния на диффузию, очевидно, температура оказывает 

значительное влияние и на каталитическую активность ферментов. Согласно 

теории Аррениуса и теории активированного комплекса в ферментативной 

кинетике, выражение для константы скорости реакции может быть выражено: 

 

где  – стетистические суммы по состояниям для активированного 

комплекса и реагентов,  - разность энергий активированного комплекса и 
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молекул реагентов, равная энтальпии реакции при абсолютном нуле температуры 

(для нулевых колебаний реагентов и активированного комплекса) [166]. 

Каталитическая активность ферментов-активаторов обыкновенно сбалансирована 

ферментами-ингибиторами [40]. Исходя из этого, можно предположить, что если 

для пути внутриклеточной сигнализации значимую роль имеет динамика 

кластеризации рецепторов в мембранах, данный путь сигнализации будет 

подвержен температурному влиянию. 

3.2.2. Оценка влияния температуры тромбоцитов на внутриклеточную 

сигнализацию в тромбоцитах методом вестерн-блоттинга 

 Одним из наиболее эффективных способов анализа внутриклеточной 

сигнализации в тромбоцитах является вестерн-блоттинг, который позволяет 

оценить динамику фосфорилирования аминокислотных остатков тирозина в 

тромбоцитах [120]. Был проведён анализ динамики фосфорилирования 

компонентов внутриклеточных сигнальных каскадов тромбоцитов после их 

активации через рецептор СLEC-2 с помощью антител PY20. Помимо анализа 

фосфорилирования тирозинов также проводился контроль (антитела к -

тубулину) по количеству белка в каждой из «дорожек» для фореза, чтобы учесть 

неравномерное распределение по количеству тромбоцитов между пробами. Для 

этого интенсивность хемилюминисценции антител к фосфотирозинам 

нормировалась на интенсивность хемилюминисценции контроля.  

Для оценки влияния температуры тромбоциты были активированы при 25оС 

и при 37оС тремя концентрациями фукоидана: 1; 10; 100 мгк/мл. Было получено, 

что в то время как 1 мкг/мл фукоидана не вызывает существенной активации 

тромбоцитов (Рисунок 3.12), 10 (Рисунок 3.13) и 100 (Рисунок 3.14) мкг/мл 

фукоидана индуцировали фосфорилирование тирозина с пиковыми значениями 

через 90 и 30 с соответственно. Повышение температуры значительно сократило 

время задержки фосфорилирования: до 60 с и 15 с соответственно. Таким 

образом, можно сделать вывод, что температура оказывает влияние на CLEC-2 
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индуцированную внутриклеточную сигнализацию в тромбоцитах, в частности, на 

начальные её стадии.  

 

Рисунок 3.12 – Вестерн-блот анализ фосфорилирования аминокислотных 

остатков тирозина (с помощью антител PY20) в тромбоцитах, активированных 1 

мкг/мл фукоидана. А,Б – Фосфорилирование остатков тирозина при 25оС (А) и 

при 37оС (Б). Приведены типичные результаты для одного донора из n=3 

здоровых доноров. В – Количественное сравнение динамики фосфорилирования 

тирозинов в тромбоцитах в ответ на активацию фукоиданом при различных 

температурах для n=3 здоровых доноров. Рисунок разработан автором 

 

Рисунок 3.13 – Вестерн-блот анализ фосфорилирования аминокислотных 

остатков тирозина (с помощью антител PY20) в тромбоцитах, активированных 10 

мкг/мл фукоидана. А,Б – Фосфорилирование тирозина при 25оС (А) и при 37оС 
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(Б). Приведены типичные результаты для одного донора из n=3 здоровых 

доноров. В – Количественное сравнение динамики фосфорилирования тирозинов 

в тромбоцитах в ответ на активацию фукоиданом при различных температурах 

для n=3 здоровых доноров. Рисунок разработан автором 

 

 Рисунок 3.14 – Вестерн-блот анализ фосфорилирования аминокислотных 

остатков тирозина (с помощью антител PY20) в тромбоцитах, активированных 

100 мкг/мл фукоидана. А,Б – Фосфорилирование тирозина при 25оС (А) и при 

37оС (Б). Приведены типичные результаты для одного донора из n=3 здоровых 

доноров. В – Количественное сравнение динамики фосфорилирования тирозинов 

в тромбоцитах в ответ на активацию фукоиданом при различных температурах 

для n=3 здоровых доноров. Рисунок разработан автором 

 Несмотря на то, что вестерн-блоттинг позволяет в деталях изучить 

динамику фосфорилирования ключевых компонентов сигнальных каскадов в 

тромбоцитах, важно отметить, что у данного метода есть значительное 

ограничение. Так как тромбоциты являются сравнительно небольшими клетками, 

для того чтобы в пробах было достаточное количество белка для детекции, 

тромбоциты должны быть сконцентрированы до достаточно высоких 

концентраций (1х109 тромбоцитов/мл, что в 5 раз выше их концентрации в крови 

человека [1; 120]). Из-за этого возникает значительное влияние вторичных 

медиаторов активации тромбоцитов.  

3.2.3 Анализ влияния температуры и насыщения мембраны тромбоцита 

холестерином на CLEC-2 индуцированную сборку LAT-сигналосомы 
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 В то время как вестерн-блот позволяет оценить количественные 

характеристики динамики фосфорилирования, но при этом не позволяет 

непосредственно оценить процессы сборки кластеров и сигналосом, 

иммунофлуоресцентная микроскопия позволяет непосредственно наблюдать за 

событиями «внутри» клетки (Рисунок 2.1). Для этого тромбоциты выделяются из 

цельной крови путём нескольких центрифугирований, но, в отличие от вестерн 

блоттинга, разводятся до значительно меньших концентраций (1х108 

тромбоцитов/мл). Это не позволяет полностью исключить фактор влияния 

вторичных медиаторов активации тромбоцитов, однако его влияние, очевидно, 

становится менее значимым.  

 Активация в настоящем исследовании активация тромбоцитов проводилась 

при 25oC и при 37oC. Дополнительно было проведено исследование влияния 

холестерин-связывающего агента mCD на формирование LAT-сигналосом при 

температуре 25оС. При 37oC уже к 30ой секунде наблюдались кластеры 

фосфорилированных LAT, что является одним из ключевых признаков 

формирования LAT-сигналосомы [8]. Количество фосфорилированных LAT 

достигало максимальных значений к 60 с (Рисунок 3.15). Снижение температуры 

до 25оС (Рисунок 3.16), а также удаление мембранного холестерина (Рисунок 

3.17) значительно замедляли фосфорилирование LAT, а также уменьшали 

количество кластеров. 
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Рисунок 3.15 – Типичные результаты анализа иммунофлуоресценции в 

тромбоцитах методом конфокальной микроскопии. А – Покоящиеся тромбоциты 

здорового донора. Б,В – Тромбоциты при 37оС были активированы 100 мкг/мл 

фукоидана, реакция была остановлена через 30 (Б) или через 60 (В) секунд. 

Приводятся данные в дифференциально-интерференционном контрасте (DIC), 

флуоресценция антител к LAT Y191-FITC, а также объединённое изображение. 

Типичные данные для одного из n=5 здоровых доноров. Рисунок разработан 

автором 
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Рисунок 3.16 – Типичные результаты анализа иммунофлуоресценции в 

тромбоцитах методом конфокальной микроскопии. А – Покоящиеся тромбоциты 

здорового донора. Б,В – Тромбоциты при 25оС были активированы 100 мкг/мл 

фукоидана, реакция была остановлена через 30 (Б) или через 60 (В) секунд. 

Приводятся данные в дифференциально-интерференционном контрасте (DIC), 

флуоресценция антител к LAT Y191-FITC, а также объединённое изображение. 

Типичные данные для одного из n=5 здоровых доноров. Рисунок разработан 

автором  
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Рисунок 3.17 – Типичные результаты анализа иммунофлуоресценции в 

тромбоцитах методом конфокальной микроскопии. А – Покоящиеся тромбоциты 

здорового донора. Б,В – Тромбоциты после инкубации с 1 мМ mСВ при 25оС 

были активированы 100 мкг/мл фукоидана, реакция была остановлена через 30 (Б) 

или через 60 (В) секунд. Приводятся данные в дифференциально-

интерференционном контрасте (DIC), флуоресценция антител к LAT Y191-FITC, а 

также объединённое изображение. Типичные данные для одного из n=5 здоровых 

доноров. Рисунок разработан автором  

Количественная оценка изменения интенсивности флуоресценции антител к 

фосфорилированным LAT в тромбоцитах, активированных фукоиданом в разных 

условиях, приведена на Рисунке 3.18. Снижение температуры, а также 
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разрушение липидных рафтов (состоящих, во многом, из холестерина) 

значительно замедляет скорость активации тромбоцитов через CLEC-2. В 

активированных CRP тромбоцитах наблюдалось значительно увеличение 

фосфорилирования LAT на 300ой секунде (Рисунок 3.18). 

Для сопоставления экспериментальных результатов и результатов 

моделирования была проведена оценка возможности модели рецептора CLEC-2 

описать результаты анализа иммунофлуоресценции путём изменения только 

параметров модуля кластеризации рецепторов. Было получено, что уменьшение k1 

и k3, а также увеличение k-2 позволяет точно описать снижение 

фосфорилирования LAT при понижении температуры и уменьшении 

концентрации холестерина в плазматической мембране тромбоцитов (Рисунок 

3.18). Полученные параметры модели приведены в Таблице 3. Совместно с 

результатами экспериментов по вестерн-блоттингу данный результат косвенно 

подтверждает предсказание модели о том, что кластеризация рецепторов CLEC-2 

является скорость-лимитирующей, для внутриклеточной сигнализации в 

тромбоцитах при их активации через рецептор СLEC-2 [64].  

Таблица 3. Параметры модуля «кластеризация CLEC-2», соответствующие 

различным активационным условиям на рисунке 4.8 

 
  

 

 

37oC 13924,4 
  

25oC 2249 
  

25oC, 1 мМ mβCD 164 
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Рисунок 3.18 – Результаты иммунофлуоресцентного анализа 

фосфорилирования LAT в различных условиях в одиночных тромбоцитах. 

Приведены данные для n=5 здоровых доноров. 5 мкг/мл CRP и деионизированная 

вода (MQ) были использованы в качестве положительного и отрицательного 

контроля, соответственно. Рисунок разработан автором  

3.3. Исследование способности рецептора CLEC-2 инициировать кальциевую 

сигнализацию в тромбоцитах 

3.3.1. Теоретическое исследование способности рецептора CLEC-2 

инициировать кальциевую сигнализацию в тромбоцитах 

 Генерируемый ФЛС2 ИФ3 инициирует кальциевую сигнализацию в 

тромбоцитах [46]. Для пересчёта получаемой средней концентрации ИФ3 в 

цитозоле тромбоцита в среднюю концентрацию свободных ионов кальция была 

использована модель из [46]. Было проведено сопоставление средней 

концентрации кальция в цитозоле тромбоцитов и средней концентрации ИФ3. На 

основе данной модели была получена кривая пересчёт ИФ3 в концентрацию ионов 

кальция (Рисунок 3.19). Концентрация кальция затем может быть использована 

для сравнения предсказаний модели с экспериментальными результатами, 

полученными методом проточной цитометрии. 
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 Рисунок 3.19 – Пересчёт средней концентрации ИФ3 в тромбоцитах в 

среднюю концентрацию кальция на основе модели Sveshnikova et al. 2016 [46]. 

Рисунок получен от авторов 

 Модель предсказала, что достаточное для запуска кальциевой сигнализации 

количество ФЛС2 (Рисунок 3.20) нарабатывается при любом из рассмотренных 

режимов кластеризации (Рисунок 3.4). Однако для режима кластеризации 2 

параметры модели не могли быть подобраны таким образом, чтобы инициация 

осцилляций происходила ранее, нежели через 200 секунд от момента активации 

(Рисунок 3.20), что не соответствует экспериментальным данным [161]. Таким 

образом, в качестве основного режима для расчётов был выбран режим 

кластеризации 1. Более того, ранее было показано, что именно быстрая 

димеризация ITAM-рецепторов управляет скоростью активации для других типов 

клеток [167]. 
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 Рисунок 3.20. Сравнение предсказаний модели по влиянию паттернов 

кластеризации CLEC-2 на активацию ФЛС2. Рисунок разработан автором 

3.3.2. Экспериментальный анализ способности рецептора CLEC-2 

инициировать кальциевую сигнализацию в тромбоцитах 

 Для проверки гипотезы о способности CLEC-2 индуцировать кальциевую 

сигнализацию в тромбоцитах, были проведены эксперименты по проточной 

цитометрии тромбоцитов, загруженных кальций-чувствительным флуорофором 

Fura Red (Рисунок 3.21) [123]. Было получено, что активатор рецептора 

тромбоцитов CLEC-2 фукоидан вызывает замедленный кальциевый ответ с 

выходом на максимум в области 50–70 секунды после добавления активатора 

(Рисунок 3.21). Важно отметить, что в данном эксперименте была использована 

насыщающая концентрация фукоидана [161], что позволяет предположить, что 

наблюдаемая степень активации является максимальной. 

Одной из характерных особенностей CLEC-2 индуцированной 

сигнализации в тромбоцитах является её глубокая зависимость от вторичных 

медиаторов активации, секретируемых тромбоцитами в ответ на первичную 

стимуляцию – ТхА2 и АДФ [51; 63]. Показано, что в присутствие апиразы – 

фермента, гидролизующего АДФ – CLEC-2 индуцированная сигнализация не 

происходит [51]. На тромбоцитах присутствует два рецептора к АДФ – P2Y1 и 

P2Y12, причём P2Y1, ассоциированный с Gq-субъединицей, в большей степени 
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влияет на кальциевую сигнализацию, нежели P2Y12, ассоциированный с Gi-

субъединицами. Таким образом, для того чтобы исключить эффекты вторичного 

медиатора активации АДФ, в суспензию был добавлен ингибитор P2Y1 рецептора 

MRS2179 (Рисунок 3.9, красная кривая). Было получено, что 100 мкМ MRS2179 

никак не влияли ни на динамику, ни на степень активации тромбоцитов 

фукоиданом. Влияние ТхА2 можно исключить, так как суспензия тромбоцитов в 

настоящей постановке является достаточно сильно разведённой (1х103 

тромбоцитов/мл), а считается, что для эффекта ТхА2 на активацию тромбоцитов 

необходим их непосредственный контакт друг с другом [168]. Исходя из этого, 

можно сделать вывод о том, что CLEC-2 самостоятельно вызывает кальциевую 

активацию тромбоцитов. Кроме того, получено, что в разработанной постановке 

возможно наблюдать первичные кальциевые ответы тромбоцитов на стимуляцию, 

на которые не влияет вторичная активация [124].  

 

 Рисунок 3.21 – Методом проточной цитометрии было получено, что 

активация тромбоцитов 100 мкг/мл фукоидана (активатора рецептора CLEC-2) 

вызывает повышение кальциевой концентрации в цитозоле тромбоцитов (чёрная 

кривая). Пре-инкубация тромбоцитов с MRS2179 – ингибитором вторичной 

активации тромбоцитов АДФ – не повлияла на кальциевый ответ (красная 

кривая). Рисунок разработан автором 

 Для оценки влияния диффузионных характеристик плазматической 

мембраны тромбоцитов на CLEC-2 индуцированную кальциевую сигнализацию 
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была проведена оценка влияния одновременно температуры (25oC и 37oC) и 

насыщения мембраны холестерином (инкубация с 1 мМ mCD) на активацию 

тромбоцитов 100 мкг/мл фукоидана. Как при комнатной (25°С) температуре, так и 

при температуре тела (37°С) человека активация тромбоцитов фукоиданом 

приводила к увеличению концентрации Са2+ в цитозоле (Рисунок 3.22). Однако 

при 25°С время достижения максимальной концентрации кальция было 

значительно замедлено (более 100 секунд) по сравнению с 37°С (60 секунд). 

Инкубация тромбоцитов с mβCD дополнительно замедляла увеличение 

концентрации цитозольного кальция как при 25°С (240 с), так и при 37°С (105 с) 

(Рисунок 3.22). 

 

 Рисунок 3.22 –Исследование кальциевых ответов тромбоцитов на 

стимуляцию 100 мкг/мл фукоидана с помощью проточной цитометрии. 

Тромбоциты были активированы при 24оС (синяя и чёрная кривые) и при 37оС 

(зелёная и красная кривые) в отсутствие (диметилсульфоскид (ДМСО); синяя и 

зелёная кривые) или в присутствие 1 мМ mCD (mCD; чёрная и красная 

кривые). Приведены типичные данные одного из для n=3 здоровых доноров. 

Рисунок разработан автором 

 Manne и соавт. в работе [169] было сделано предположение, что 

кластеризация рецепторов CLEC-2, а также их зависимость от насыщения 
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мембраны тромбоцитов холестерином не является принципиальной для 

нормальной активации тромбоцитов через данный сигнальный путь. Авторы 

предполагали, что для нормальной CLEC-2 индуцированной сигнализации в 

тромбоцитах, необходима «поддержка» начального сигнала за счёт 

секретируемого тромбоцитами АДФ. Для проверки данной гипотезы были 

поставлены дополнительные эксперименты по анализу влияния температурных 

факторов на АДФ-индуцированную сигнализацию. Было получено, что 

температура не влияет на кальциевые ответы тромбоцитов при их активации 2 

мкМ АДФ (Рисунок 3.23). Таким образом, можно заключить, что влияние 

температуры значимо только для CLEC-2 индуцированной сигнализации, которая 

требует кластеризации мембранных рецепторов. Отсутствие влияния насыщения 

мембраны холестерином на GPCR-индуцированную сигнализацию в тромбоцитах 

было ранее продемонстрировано в литературе [51]. 

 

 Рисунок 3.23 – Анализ влияния температурных условий на АДФ-

индуцированную кальциевую сигнализацию в тромбоцитах методом проточной 

цитометрии. Тромбоциты были активированы 2 мкМ АДФ при 24оС (чёрная 

кривая) или при 37оС (красная кривая). В качестве контроля к тромбоцитам была 

добавлена MQ при 24оС (синяя кривая) и при 37оС (зелёная кривая). Приведены 
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типичные данные для одного из n=3 здоровых доноров. Рисунок разработан 

автором 

  Несмотря на то что экспериментальные данные подтверждали 

предсказания модели, необходимо отметить и некоторые ограничения настоящего 

исследования. Прежде всего, было показано, что фукоидан помимо CLEC-2 [161] 

также может активировать тромбоцитарные рецепторы GPVI и тромбоцитарно-

эндотелиальный агрегационный рецептор 1 (PEAR-1) [170]. Однако активация 

тромбоцитов через данные рецепторы была показана методом агрегометрии [170], 

при котором невозможно исключить влияние на тромбоциты вторичных 

медиаторов активации. Авторы [70] также утверждают, что фукоидан не вызывает 

кальциевую сигнализацию в тромбоцитах, однако их результаты основываются на 

спектрофлуориметрии, которая является нечувствительной к слабым изменениям 

концентрации внутриклеточного кальция. 

Несмотря на то что изменение параметров окружающей среды, а также 

насыщения мембраны тромбоцитов холестерином однозначно оказывает 

значительное влияние на параметры кластеризации рецепторов, данные факторы 

оказывают влияние на большое количество реакций одновременно. Таким 

образом, для оценки влияния значимости кластеризации рецепторов на динамику 

активации тромбоцитов помимо экспериментальных подходов необходимо 

использовать и теоретические. 

3.4. Переход от рецептора CLEC-2 к рецептору GPVI 

 Несмотря на общую схожесть CLEC-2- и GPVI- индуцированной 

сигнализации в тромбоцитах, на начальных стадиях инициируемой ими 

сигнализации присутствуют достаточно значимые отличия [171]: 

1. количество GPVI на тромбоцитах в среднем составляет 5000 молекул [120], 

в то время как молекул CLEC-2 только 2000 [29]; 

2. молекулы рецепторов GPVI через полипролиновый домен ассоциированы с 

тирозинкиназами SFK [57], что обеспечивает их большую «доступность» 
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для более быстрого фосфорилирования, в то время как CLEC-2 в покое не 

ассоциированы ни с одними из киназ; 

3. при активации GPVI фосфорилируется тирозинкиназами SFK (в первую 

очередь Fyn и Lyn) [9], в то время как CLEC-2 фосфорилируется 

тирозинкиназами Syk [66], которых в тромбоцитах значительно меньше 

[75]; 

4. кластеризация GPVI в области липидных рафтов может быть 

дополнительно ускорена благодаря их ассоциации с SFK киназами, 

которые пальмитоилированы и за счёт этого имеют значительное сродство 

к мембранным микродоменам, обогащённым холестерином [54; 57]; 

5. в ассоциированной с GPVI FcR-цепью находится ITAM-домен, 

содержащий две YxxL последовательности, которые могут быть 

фосфорилированы, в то время как в цитоплазматическом домене CLEC-2 

находится hemITAM, содержащий одну YxxL последовательность, 

доступную для фосфорилирования соответствующими тирозинкиназами; 

таким образом, одна молекула GPVI может активировать одну 

тирозинкиназу Syk, в то время как CLEC-2 для этого необходимо 

сформировать димер. 

Некоторые из данных отличий отражены на Рисунке 1.4.  

 Так как разные лиганды значительным образом могут влиять на динамику и 

паттерны кластеризации рецепторов GPVI тромбоцитов [2], в качестве основного 

исследуемого лиганда был выбран CRP. Параметры модуля кластеризации были 

получены на основе экспериментальных данных из [2]. Проводился подбор таких 

параметров как аффинность Syk к фосфорилированным рецепторам GPVI, 

константа реакции дефосфорилирования GPVI, а также константы аффинности 

тирозинкиназ SFK к рецептору GPVI. Результаты подбора параметров приведены 

на Рисунке 3.24. 



77 

 

 

 Рисунок 3.24 – Результаты подбора неизвестных параметров модели GPVI 

(красная кривая) на основании экспериментальных данных (чёрные точки), 

доступных из [120]. Рисунок разработан автором  

 Дополнительно для валидации модели были проведены эксперименты по 

анализу кальциевых ответов тромбоцитов здоровых доноров на стимуляцию их 

CRP.  В результате были получены типичные кальциевые кривые для 

концентраций 5, 2,5 и 1 мкг/мл CRP. С другой стороны, концентрации ИФ3, 

предсказанные моделью, были пересчитаны в концентрации свободных ионов 

кальция в цитозоле тромбоцитов согласно ранее полученным пересчётным 

кривым (Рисунок 3.19). В результате был сделан вывод, что модель может 

качественно описывать получаемые экспериментальные данные (Рисунок 3.25). 

При этом помимо изменения вышеозначенных констант, а также количества GPVI 

и параметров его кластеризации, остальные компоненты моделей GPVI и CLEC-2 

являлись общими. 
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 Рисунок 3.25 – Средняя концентрация кальция в тромбоцитах в ответ на 

активацию их 5 (синие кривые), 2,5 (красные кривые) и 1 (чёрные кривые) мкг/мл 

CRP: точки – эксперимент, кривые – теоретический расчёт. Приведён результат 

для типичного взрослого здорового донора из n=5 здоровых доноров. Рисунок 

разработан автором 

 Анализ чувствительности модели GPVI, аналогично модели CLEC-2 ранее, 

также продемонстрировал, что наиболее значимыми для сигнализации 

параметрами являются каталитические параметры Syk киназ ( : относительная 

чувствительность – 1,67, : относительная чувствительность – 0,98), а также 

константы ассоциации Syk и фосфорилированных рецепторов GPVI. Однако, в 

отличие от CLEC-2 индуцированной сигнализации, реакции кластеризации 

(прежде всего константы разделения кластеров рецепторов : относительная 

чувствительность – 0,058; отсоединения мономеров рецепторов от крупных 

кластеров  относительная чувствительность – 0,027) в значительно меньшей 

степени влияют на активацию тромбоцитов. Данный результат может быть 

объяснён значительно большей эффективностью рецепторов GPVI с точки зрения 

активации тирозинкиназ Syk, нежели рецепторов CLEC-2. 
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ГЛАВА 4. СРАВНЕНИЕ GPVI- И CLEC2-ИНДУЦИРОВАННОЙ 

СИГНАЛИЗАЦИИ В ТРОМБОЦИТАХ В НОРМЕ И ПРИ ПАТОЛОГИИ 

4.1. Экспериментальное исследование GPVI-индуцированной сигнализации в 

тромбоцитах здоровых доноров 

4.1.1. Причины возникновения нарушения активации тромбоцитов через 

рецептор GPVI 

Активация тромбоцитов через рецептор GPVI – один из ключевых шагов 

для нормального функционирования системы гемостаза. При добавлении 

блокирующих антител к GPVI нарушается вся структура тромбоцитарных 

агрегатов, что подразумевает значительную роль данного рецептора и для 

последующих за начальной активацией шагов в тромбообразовании [172]. 

Предположительно, поддержание стабильности тромбоцитарных агрегатов 

осуществляется благодаря способности GPVI «помогать» кластеризованным 

интегринам IIb3 усиливать первичный активационный сигнал тромбоцитов [29]. 

Показано, что и GPVI, и IIb3 интегрины при активации тромбоцитов 

локализуются в области липидных рафтов [9; 173]. При этом IIb3 интегрины 

оказываются ассоциированы с актиновым цитоскелетом тромбоцитов через 

комплексы с талином и киндлином-3 [173]. Таким образом, происходит 

укрепление уже сформированных липиндых рафтов, в которых благодаря ITAM 

доменам рецепторов GPVI происходит дополнительная наработка активных 

тирозинкиназ Syk, что становится важной цепью положительной обратной связи 

для активации тромбоцитов в тромбах [40]. Таким образом, возникновение 

дефицита или дисфункции рецептора GPVI может стать причиной возникновения 

геморрагических осложнений. 

  Ранее уже было показано, что значительное влияние на скорость и 

эффективность активации рецепторов GPVI, оказывает скорость и паттерн их 

кластеризации различными лигандами. Все лиганды GPVI несут в своём составе 

аминокислотные последовательности глицин-пролин-оксипролин (GPO), 
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сконфигурированные в различных вариантах [2]. Так, в аминокислотной 

последовательности фибриллярного коллагена последовательности GPO 

оказываются значимо разнесены, в то время как в синтетическом пептиде CRP, 

который наиболее часто используется для исследований GPVI-индуцированной 

активации тромбоцитов, последовательность GPO отрезки идут «друг-за-другом» 

[2]. Это позволяет CRP значительно эффективнее кластеризовать GPVI и, 

соответственно, активировать тромбоциты.  

 Одной из интересных особенностей GPVI является то, что при активации 

тромбоцитов также происходит активация металлопротеиназ, которые удаляют 

GPVI с поверхности тромбоцитов – шеддинг. При активации физиологическими 

лигандами, при возникновении патофизиологических напряжений сдвига или под 

действием активирующих антител GPVI гидролизуется  белком, содержащим 

дизентегрин и металлопротеиназный домен (ADAM10) [174]. Это приводит к 

образованию растворимого эктодомена массой от 50 до 55 кДа (называемого 

sGPVI). В то время как врожденный и/или приобретенный дефицит GPVI у людей 

встречается достаточно редко [175], избыточный шеддинг GPVI может приводить 

к патологиям, вызванным сниженной чувствительностью тромбоцитов к 

коллагену и, впоследствии, кровоточивостями. Высокие уровни sGPVI также 

могут являться признаками активного тромбообразования [174]. Связь между 

поверхностной плотностью GPVI и уровнями sGPVI в плазме в здоровых доноров 

и пациентов с патологиями не линейна [175]. Может ли повышенная экспрессия 

GPVI на тромбоцитах быть компенсаторным механизмом в протромботических 

условиях требует дальнейшей оценки. 

 Нарушения GPVI-индуцированной активации в тромбоцитах могут быть и 

наследственными. Описан ряд мутаций в гене рецептора GPVI (GP6), которые 

могут вызывать петехии (небольшие кровоизлияния в области кожи), меноррагии 

и носовые кровотечения [176; 177; 178]. Наличие петехий может быть связано с 

ранее показанной значимостью рецепторов GPVI и CLEC-2 для предотвращения 

кожных кровотечений при экстравазации иммунных клеток из кровотока [36]. 

Интересно, что при этом у пациентов с мутациями в гене GP6 не было описано 
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тромбоцитопении [179]. Чаще всего мутации в гене GP6 приводят к ослаблению 

ответов тромбоцитов в ответ на активацию их CRP или коллагеном [180]. 

Показано, что нарушения в гене GP6 также влияют на формирование тромбов как 

в лабораторных животных, так и у людей [103; 179; 180]. Мутации в гене GP6 не 

оказывают никакого влияния на другие известные пути сигнализации в 

тромбоцитах [180].  

 Одним из наиболее распространённых наследственных изменений в гене 

GP6 является появление пяти связанных однонуклеотидных полиморфизмов 

(SNP): SKTQH и PEALN. Аллельные частоты каждого из полиморфизмов 0,85 и 

0,13, соответственно [181; 182]. Показано, что аллель PEALN приводит к 

ослаблению активации тромбоцитов на коллаген и CRP [183]. С точки зрения 

физиологии показано, что для постинфарктных пациентов аллель PEALN может 

быть связан со снижением риска возникновения повторных коронарных событий 

[184]. Одной из основных причин нарушения функциональности рецептора GPVI 

при аллели PEALN может являться нарушение связывания с рецептором 

тирозинкиназ Fyn/Lyn, которые являются принципиально важными для 

фосфорилирования GPVI при его связывании с лигандами и кластеризации [185]. 

Также, согласно неподтверждённым данным, аллель PEALN может служить 

причиной снижения уровней экспрессии GPVI на тромбоцитах [183]. 

4.1.2. Анализ GPVI-индуцированной кальциевой сигнализации в 

тромбоцитах 

 Для исследования активации тромбоцитов через рецептор GPVI было 

рекрутировано 10 здоровых доноров, у которых для анализа бралась цельная 

кровь в вакуумные гирудин-содержащие пробирки (см. разделы методов 2.1.2 и 

2.1.7). Анализ приводился при температуре окружающей среды в 25оС с помощью 

проточного цитометра BD FACS Canto II. Никаких дополнительных манипуляций 

с образцами, кроме описанных в разделе методов 2.1.7, не проводилось. 

Активация тромбоцитов проводилась тремя различными концентрациями CRP: 

0,25; 1; 5 мкг/мл. Считается, что концентрации свыше 1 мкг/мл CRP являются 

насыщающими и, таким образом, активация тромбоцитов 5 мкг/мл является 



82 

 

максимально возможной [186]. Типичные результаты по динамике концентрации 

свободных ионов кальция в цитозоле тромбоцитов здоровых доноров в ответ на 

стимуляцию различными концентрациями CRP приведены на Рисунке 4.1. 

Интересно, что после достижения максимальной концентрации, наблюдалось 

снижение концентрации кальция, что могло быть связано с инициацией 

ингибиторной сигнализации в тромбоцитах, регулируемой фосфатазами SHP1,2 

[40].   

 

 Рисунок 4.1 – Динамика концентрации свободных ионов кальция в 

тромбоцитах здоровых доноров в ответ на стимуляцию 0,25 (штрихованная 

линия), 1 (штрихпунктирная линия) и 5 (сплошная линия) мкг/мл CRP. 

Приведены типичные данные для здорового донора из n=10 здоровых доноров. 

Рисунок разработан автором 

 В то время как ответы тромбоцитов здоровых доноров на низкую 

концентрацию СRP (0,25 мкг/мл) были близки к нулю, активация тромбоцитов 1 

мкг/мл CRP приводила к повышению концентрации кальция приблизительно на 

50 нМ, причём среди здоровых доноров не наблюдалось значительной 

вариабельности по степени силы ответа (Рисунок 4.2).  С другой стороны, ответы 

тромбоцитов здоровых доноров значительно варьировались при стимуляции их 5 

мкг/мл CRP [171]. На основании данного результата среди здоровых доноров 

были выделены 2 группы: группа 1 – здоровые доноры с сильным ответом и 
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группа 2 – здоровые доноры со слабым ответом. Между двумя группами 

наблюдались статистически значимые различия (Рисунок 4.2). При этом между 

группами не наблюдалось различий по времени достижения максимального 

ответа. Важно отметить, что вариабельность не может быть объяснена только 

наличием полиморфизмов, так как показано, что полиморфизм PEALN 

встречается только у 13% здоровых доноров.  

 

 Рисунок 4.2 – Максимально достижимые концентрации кальция в цитозоле 

тромбоцитов в ответ на стимуляцию их 0,25, 1 и 5 мкг/мл CRP. Доноры были 

разделены на 2 группы: группа 1 (с сильным ответом на активацию тромбоцитов 5 

мкг/мл) и группа 2 (со слабым ответом тромбоцитов на активацию 5 мкг/мл). 

Значимость оценивалась по непараметрическому критерию Манна-Уитни. ** - 

соответствует p < 0,01. Рисунок разработан автором  

 Одной из возможных причин подобного разброса может являться 

значительная вариабельность по экспрессии GPVI на поверхности тромбоцитов 

среди здоровых доноров. Так, в работе [187] было показано, что экспрессия GPVI 

у здоровых доноров может различаться более чем в 5 раз. С другой стороны, в той 

же работе не было обнаружено значительной разницы по агрегации тромбоцитов 

доноров в ответ на стимуляцию их конвульксином (экзогенный агонист GPVI), не 

зависимо от количества GPVI на поверхности [187]. Данный результат 

дополнительно подтверждает значимость вторичных медиаторов активации 

тромбоцитов, которая может позволить «преодолеть» недостатки первичного 

ответа. Вариабельность по количествам GPVI среди здоровых доноров была 
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показана и в другой работе, однако авторами был получен разброс только в 

полтора раза среди 102 здоровых доноров [183]. Авторы [183] также показали, что 

у пациентов с миелопролиферативными заболеваниями, такими как 

эссенциальная тромбоцитопатия (ЭТП) и истинная полицетемия (ИПМ), 

наблюдается значительное снижение экспрессии GPVI по сравнению со 

здоровыми донорами, а также наблюдается более чем двухкратный разброс по 

экспрессии рецепторов на мембране тромбоцитов (Рисунок 4.3). Причинами столь 

значительного разброса по количеству рецепторов на тромбоцитах может 

являться как наследственность, так и потенциальные патологические факторы. 

Нельзя исключать и «шеддинг» рецепторов, возникающий из-за взятия крови у 

доноров [175]. Предполагается, что удалённый с тромбоцитов sGPVI всё равно 

может участвовать в процессах агрегации тромбоцитов, однако механизм 

подобного участия неясен [174; 175]. 

 

 Рисунок 4.3 – Количества рецепторов GPVI на поверхности тромбоцитов 

пациентов с эссенциальной тромбоцитопенией (ЭТП), истинной полицетемией 

(ИПМ) или же на тромбоцитах здоровых доноров. Воспроизведено из [183] 

 Гипотеза о вкладе вариабельности количества рецепторов GPVI на 

тромбоцитах для кальциевых ответов в тромбоцитах также была исследована 

посредством разработанной в главе 3 модели. Анализ чувствительности модели 

показал, что начальное количество рецепторов GPVI на поверхности тромбоцитов 

является третьим (относительная чувствительность – 1,98) по значимости 

параметром для модели. С другой стороны, нелинейная зависимость 
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концентрации кальция от количества ИФ3 (Рисунок 3.19) могла нивелировать 

влияние количество копий рецептора на кальциевые ответы. Несмотря на это, 

было получено, что изменение количества рецепторов GPVI с 5000 до 3000 копий 

на тромбоцит может привести к двукратному уменьшению максимальной 

концентрации кальция в ответ на стимуляцию (Рисунок 4.4). Таким образом, 

можно сделать вывод, что при варьировании количеств рецепторов в 

физиологических пределах (Рисунок 4.3) можно наблюдать кальциевые ответы, 

получаемые в экспериментах (Рисунок 4.2). Важно подчеркнуть, что 

вариабельность по кальциевым ответам наблюдается только при активации 

насыщающими концентрациям CRP, что подразумевает задействование всех 

рецепторов GPVI. Это также косвенно подтверждает вывод о том, что одной из 

причин вариабельности ответов тромбоцитов на активацию их через GPVI 

является вариабельность количества самих по себе рецепторов. 

Важно также отметить, что в работе [120] теоретически была предсказана 

двукратная вариабельность активации тромбоцитов через GPVI только при 

уменьшении количества рецепторов более чем в 4 раза. Одной из причин 

подобных различий между моделью из [120] и разработанной здесь моделью 

может быть отсутствие в модели из [120] полноценной стадии кластеризации 

рецепторов.  
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 Рисунок 4.4 – Предсказываемая моделью зависимость максимально 

достижимой концентрации кальция от начального количества рецепторов GPVI 

на поверхности тромбоцитов. Рисунок разработан автором  

4.2. Исследование CLEC-2 индуцированной сигнализации в тромбоцитах 

здоровых доноров и пациентов с капошиформной гемангиоэндотелиомой 

4.2.1. Ключевая патология, развивающаяся через рецептор тромбоцитов 

CLEC-2 - капошиформная гемангиоэндотелиома (КГЭ) 

 Рецептор CLEC-2 и его функциональная значимость были 

продемонстрированы сравнительно недавно – первое упоминание в 2006ом году 

[33; 188], в то время как первые упоминания рецептора GPVI есть начиная с 

1989го года [180]. Вероятно, именно из-за этого в настоящее время объём данных 

о патофизиологической значимости рецептора CLEC-2 значительно меньше, чем 

для рецептора GPVI. С другой стороны, дефекты CLEC-2-индуцированной 

сигнализации в тромбоцитах несут значительно более тяжёлые последствия для 

организма, нежели дефекты GPVI-индуцированной сигнализации [29]. Одним из 

наиболее изученных заболеваний, развивающихся за счёт рецепторов CLEC-2 

тромбоцитов, является КГЭ [7; 33]. Помимо КГЭ экспрессия подопланина также 

показана и для ряда других опухолей, таких как глиомы и глиобластомы, однако 

роль тромбоцитов в развитии данных новообразований не была 

продемонстрирована [7].  

 КГЭ – редкое (встречаемость 0,07 случаев на 100000 случаев в год [189]) 

сосудистое новообразование, происходящее из эндотелиоцитов. КГЭ встречается, 

в основном, у детей до 3х лет и часто осложняется синдромом Казабаха-Мерритт 

(СКМ). СКМ – потенциально жизнеугрожающее осложнение [190], смертность от 

которого составляет до 30% [189]. СКМ выражается тромбоцитопенией, 

коагулопатией потребления, падением количества фибриногена и гемолитической 

анемией [190]. Клетки КГЭ выставляют на своей поверхности весь спектр 

эндотелиальных маркеров, среди которых CD31, CD34, а также подопланин [7]. 

Считается, что КГЭ может «захватывать» тромбоциты через взаимодействие 

подопланин-CLEC-2. Более того, ранее, посредством гистологического анализа, 
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было показано, что в КГЭ непосредственно присутствует колокализация 

тромбоцитов и подопланин-экспрессрующих клеток опухоли [191]. Это приводит 

к активации тромбоцитов в области опухоли, формированию тромбоцитарных 

агрегатов и активации плазменного звена свёртывания [191]. Одновременно 

происходит активация системы разрушения тромбов – фибринолиза, что может 

становиться причиной кровоизлияний в области опухолей [7; 192]. 

 Несмотря на общее представление о механизмах развития КГЭ, последствия 

активации тромбоцитов в области опухоли, а также их вклад в её развитие не 

охарактеризованы до конца. Предполагается, что из-за активации в КГЭ 

тромбоциты секретируют содержимое своих гранул, в котором присутствует 

набор факторов роста (сосудисто-эндотелиальный фактор роста и фактор роста 

тромбоцитарного происхождения). Таким образом, тромбоциты «стимулируют» 

процесс роста опухоли [33]. Несмотря на это, применение антитромбоцитарных 

препаратов у пациентов с КГЭ является, по меньшей мере, спорной [21,22]. Более 

того, применение антитромбоцитарных препаратов и/или антикоагулянтов к 

пациентам, у которых наблюдается тромбоцитопения и/или коагулопатия 

потребления, как у пациентов с СКМ, требует чрезвычайной осторожности. 

Таким образом, анализ CLEC-2 индуцированной сигнализации в тромбоцитах 

пациентов с КГЭ может позволить точно установить механизмы развития данного 

заболевания, что в перспективе поможет скорректировать его течение. 

4.2.2. Исследование CLEC-2 индуцированной сигнализации в тромбоцитах 

здоровых доноров и тромбоцитах пациентов с КГЭ 

 Так как в исследование были включены дети младше 3х лет, то объёмы 

образцов крови, которые можно было бы забирать для анализа, были значительно 

ограничены. Таким образом для анализа тромбоцитов был вновь использован 

метод проточной цитометрии, так как для него необходимо не более 500 мкл 

цельной крови. В качестве агониста CLEC-2 использовался не фукоидан, а 

родоцитин, так как показано, что он является более эффективным агонистом 

тромбоцитарного CLEC-2 [8; 161; 170]. Активация тромбоцитов проводилась 200 

нМ родоцитина, что является насыщающей концентрацией [8]. Помимо CLEC-2-
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индуцированной сигнализации также были активно проанализированы и другие 

пути сигнализации – АДФ (2 мкМ), CRP (5 мкг/мл) и ТРАП-6 (активатор 

тромбинового рецептора PAR1, 5 мкМ) индуцированная активация. Было 

получено, что ни в покоящихся тромбоцитах, ни в активированных (Рисунок 4.5 

А и Б, соответственно) кальциевая сигнализация не отличалась между здоровыми 

донорами и пациентами с КГЭ. Тем не менее, можно отметить, что среди 

пациентов наблюдается значительная гетерогенность по силе ответов 

тромбоцитов на стимуляцию, что может объясняться различной степенью тяжести 

заболевания у пациентов с КГЭ.  

 

 Рисунок 4.5 – Анализ кальциевой сигнализации в тромбоцитах здоровых 

педиатрических доноров (треугольники) и пациентов с КГЭ (круги). А – В 

покоящихся тромбоцитах концентрация кальция не отличалась значимо между 

тромбоцитами здоровых доноров и тромбоцитами пациентов. Б – При активации 

тромбоцитов 2 мкМ АДФ, 5 мкг/мл CRP и 5 мкМ ТРАП-6 (активатор рецептора 

тромбоцитов PAR1) максимальные концентрации кальция также не отличались 

значимо между тромбоцитами пациентов или тромбоцитами здоровых доноров. 

Значимость оценивалась по непараметрическому критерию Манна-Уитни. 

Рисунок разработан автором  

 На основе анализа активации тромбоцитов родоцитином было получено, 

что у пациентов наблюдается снижение кальциевого ответа при стимуляции их 
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через рецептор CLEC-2 (Рисунок 4.6). Интересно, что в этот раз определённая 

вариабельность наблюдалась уже среди здоровых доноров, а не среди пациентов. 

Важно отметить, что аналогично GPVI-индуцированной сигнализации времена 

достижения максимальной концентрации кальция в ответ на стимуляцию 

тромбоцитов через рецептор CLEC-2 не различались среди пациентов и здоровых 

доноров. 

 

 Рисунок 4.6 – Анализ максимально-достижимой концентрации кальция в 

тромбоцитах в ответ на активацию их 200 нМ родоцитина. Круги – пациенты с 

КГЭ, треугольники – здоровые дети. Значимость оценивалась по 

непараметрическому критерию Манна-Уитни. ** - соответствует p < 0,01. 

Рисунок разработан автором  

  Так как КГЭ может «захватывать» тромбоциты благодаря взаимодействию 

CLEC-2 тромбоцитов и подопланина клеток КГЭ, можно предположить, что 

тромбоциты с нормальной экспрессией CLEC-2 остаются в опухоли, в то время 

как в кровотоке остаются только тромбоциты с низкой экспрессией CLEC-2. 

Таким образом, опухоль выступает в роли «фильтра» для тромбоцитов [33]. Для 

оценки правдоподобности данной гипотезы также была проведена оценка 

влияния количества рецепторов CLEC-2 на поверхности тромбоцитов на 

максимальные кальциевые ответы в них с помощью разработанной в главе 3 

модели. Так же, как и для модели рецептора GPVI, было получено, что 

количество рецепторов CLEC-2 на тромбоцитах является одним из наиболее 
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значимых параметров (5ый по значимости, после кинетических параметров 

тирозинкиназ Syk, количества тирозинкиназ Syk и реакции дефосфорилироания 

LAT). Варьирование количества CLEC-2 на тромбоцитах здоровых доноров в 

широких пределах показало, что максимально достижимая концентрация кальция 

в ответ на CLEC-2 индуцированную сигнализацию также в значительной степени 

зависит от количества рецепторов на тромбоцитах (Рисунок 4.7). Таким образом, 

на основании предсказаний модели можно сделать вывод, что даже 

незначительный дефицит количества рецепторов на тромбоцитах может 

приводить к значительному снижению максимальной концентрации кальция, что 

наблюдается у пациентов с КГЭ. 

 

Рисунок 4.7 – Предсказываемая моделью зависимость максимально 

достижимой концентрации кальция от начального количества рецепторов CLEC-2 

на поверхности тромбоцитов. Рисунок разработан автором  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 В настоящей работе впервые было проведено исследование динамических 

характеристик тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах человека. Для этого 

была построена кинетическая модель активации тромбоцитов через рецепторы 

CLEC-2 и GPVI, полноценно учитывающую кластеризацию рецепторов в 

мембранах тромбоцитов, а также активацию тирозинкиназ, формирование LAT-

сигналосомы и запуск кальциевой и фосфоинозитидной сигнализации. 

Математическая модель предсказала, что кластеризация рецепторов, наравне с 

активацией тирозинкиназ и формированием LAT-сигналосомы, является одной из 

скорость-лимитирующих стадий в процессе активации клетки от коллагена и 

подопланина. 

Экспериментальная проверка предсказания теоретической модели о 

значимости динамики кластеризации рецепторов CLEC-2 для дальнейшей 

сигнализации была проведена сразу несколькими методами: с помощью вестерн-

блоттинга, иммунофлуоресцентной микроскопии, а также посредством проточной 

цитометрии. Впервые получено, что температура окружающей среды может 

влиять на отдельные сигнальные пути в тромбоцитах: активация тромбоцитов 

через рецептор CLEC-2 замедлялась на 20–30 секунд при снижении температуры 

на 10 градусов. Также показано, что насыщение мембраны тромбоцитов 

холестерином также влияет скорее на скорость активации тромбоцитов, а не на её 

степень, что соотносится с предсказаниями модели. 

Другим предсказанием разработанной модели стала способность CLEC-2 

инициировать кальциевую сигнализацию в тромбоцитах. Посредством проточной 

цитометрии данный результат был подтверждён экспериментально. Более того, 

CLEC-2 индуцированная кальциевая сигнализация в тромбоцитах также зависела 

от температуры и от насыщения мембраны тромбоцита холестерином. Однако 

АДФ-индуцированная сигнализация в тромбоцитах не зависела от температурных 

условий. Вероятно, именно динамика кластеризации рецепторов является 
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причиной медленной (по сравнению с GPCR-рецепторами) активации 

тромбоцитов через рецепторы GPVI и, особенно, рецептора CLEC-2. 

 Разработанный для анализа CLEC-2 индуцированной сигнализации в 

тромбоцитах метод анализа кальциевой сигнализации методом проточной 

цитометрии был затем использован для анализа GPVI- индуцированной 

сигнализации в тромбоцитах здоровых доноров. При исследовании 10 здоровых 

добровольцев было получено, что, в то время как ответы на низкие и средние 

концентрации активатора GPVI ответы тромбоцитов здоровых доноров были 

гомогенны, при сильной стимуляции тромбоцитарного GPVI кальциевые ответы 

различались более чем в 1,5–2 раза. Ранее в литературе было описано, что среди 

здоровых доноров может присутствовать вариабельность по количеству 

рецепторов GPVI, что может объяснять подобную вариабельность. С 

использованием разработанной модели рецепторов GPVI также было получено, 

что вариабельность ответов может быть связана с вариабельностью количества 

рецепторов на тромбоцитах. Интересно, что исходя из литературных данных, 

несмотря на вариабельность количества рецепторов GPVI на тромбоцитах 

здоровых доноров, агрегация тромбоцитов у этих доноров была достаточно 

гомогенной. Одним из механизмов компенсации гетерогенности кальциевой 

сигнализации у здоровых доноров может быть развитие фосфоинозитидной 

сигнализации, однако в настоящий момент возможности экспериментального 

анализа данной ветви сигнализации в тромбоцитах весьма ограничены. 

 Разработанный метод исследования кальциевой сигнализации оказался 

хорошо применим для исследования тромбоцитов как здоровых доноров, так и 

педиатрических пациентов. Особенно важно подчеркнуть, что, в отличие от 

большинства современных методик, разработанный метод позволяет оценивать 

первичную внутриклеточную сигнализацию в тромбоцитах как доноров с 

нормальными количествами тромбоцитов, так и для пациентов с 

тромбоцитопенией. Также важно отметить, что для исследования необходимы 

малые объёмы крови (не более 500 мкл), что важно при исследовании образцов 

детей до 2х лет. С помощью разработанного метода анализа была исследована 
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кальциевая сигнализация в тромбоцитах педиатрических здоровых доноров, а 

также в тромбоцитах пациентов с капошиформной гемангиоэндотелиомой. 

Исходя из результатов исследования было получено, что активация тромбоцитов 

через рецептор CLEC-2 ослаблена, в то время как активация через другие пути 

(АДФ, СRP, ТРАП-6) была в норме. Было сделано предположение, что на 

тромбоцитах пациентов снижены количества рецепторов CLEC-2 по причине 

того, что опухоли этих пациентов «фильтруют» тромбоциты с нормальными 

уровнями CLEC-2. Компьютерная модель также предсказала, что даже при 

незначительном снижении количества рецепторов CLEC-2 на поверхности 

тромбоцитов, происходит двукратное снижение максимально достижимой 

концентрации кальция в ответ на активацию CLEC-2. Метод анализа кальциевой 

сигнализации с помощью проточного цитометра в экспериментальном режиме 

уже используется для анализа сигнализации в тромбоцитах пациентов, 

проходящих лечение в НМИЦ ДГОИ имени Дмитрия Рогачева, и по поводу 

других заболеваний. 



94 

 

ВЫВОДЫ 

1. Теоретически предсказано и подтверждено экспериментально, что 

кластеризация рецепторов в мембранах тромбоцитов наравне с активацией 

тирозинкиназ и формированием LAT-сигналосомы является одной из 

скорость-лимитирующих стадий для CLEC-2 индуцированной сигнализации в 

тромбоцитах. Нарушение паттерна и скорости кластеризации рецепторов 

может замедлять активацию тромбоцитов более чем на 200 секунд. 

2. Показано, что активация тромбоцитов через рецептор CLEC-2 зависит от 

температуры и от концентрации холестерина в мембранах тромбоцитов: 

уменьшение температуры на 10 градусов замедляло активацию тромбоцитов 

через CLEC-2 на 30±10 секунд, а снижение концентрации холестерина в 

мембране дополнительно на 40±20 секунд. 

3. Установлено, что кальциевые ответы тромбоцитов здоровых доноров на 

активацию их высокими концентрациями GPVI могут отличаться в 1,5–2 раза, 

предположительно, по причине вариабельности количества рецепторов GPVI у 

этих доноров. 

4. CLEC-2 индуцированная активация тромбоцитов пациентов с КГЭ ослаблена, 

предположительно, по причине снижения количества этих рецепторов на 

поверхности тромбоцитов пациентов. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

АДФ   – аденозиндифосфат 

БЛП   – богатая лейкоцитами плазма 

БСА   – бычий сывороточный альбумин 

БТП   – богатая тромбоцитами плазма 

ГТФаза  – гуанозинтрифосфат гидролаза 

ДАГ   – диацилглицерол 

ИМП   – истинная полицетемия 

ИФ3   – инозитол-3,4,5-трифосфат 

КГЭ   – капошиформная гемангиоэндотелиома 

ОДУ   – обыкновенные дифференциальные уравнения 

ПГИ2   – простагландин I2 

ПФА   – параформальдегид 

РИФ3   – рецептор к ИФ3 

РНК   – рибонуклеиновая кислота 

СКМ   – синдром Казабаха-Меррит 

ТРАП   – активатор тромбинового рецептора PAR1 

ТхА2   – тромбоксан А2 

ФВ    – фактор фон Виллебранда 

ФИФ2   – фосфоинозитол-4,5-бисфосфат 

ФИФ3   – фосфоинозитол-3,4,5-трифосфат 

ФЛС   – фосфолипаза С  

ФЛС2  – фосфолипаза С  2 

цАМФ   – циклический аденозинмонофосфат 

ЭГТА   – этиленгликоль-бис-тетраацетовая кислота 

ЭПР   – эндоплазматический ретикулум 

ЭТП   – эссенциальная тромбоцитопения 

ADAM10  – белок с дизентегриновым и металлопротеиназным доменом 10 

BCR   – Б-клеточный рецептор 

Btk   – тирозинкиназа Брутона 

CalDAGGEFI – кальций-диацилглицерол чувствительный гуанодиновый обменный 

фактор I 

CLEC-2  – лектин-подобный рецептор С-типа 2го рода 

CRP   – коллаген-подобный пептид 

DGK   – диацилглицерол киназа 
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DMSO   – диметил сульфоксид 

FcRIIA  – Fc рецептор  типа IIA 

FITC   – флуоросцеин изотиоционат 

GAP   – ГТФаза активирующие белки 

GEF   – гуанодиновый обменный фактор 

GPCR   – рецептор, ассоциированный с G-белком 

GPIb   – гликопротеин 1б 

GPVI    –  гликопротеин 6 

HEPES  – 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота 

ITAM   – иммунный тирозин-активируемый мотив 

LAT   – линкерный адаптерный Т-клеточный белок 

LSODA  – численный метод интегрирования жёстких и нежёстких систем 

обыкновенных дифференциальных уравнений 

MQ   – деионоизированная вода 

mCD   – метил--циклодекстрин 

PAR   – протеаза активируемый рецепто 

PEAR1  – тромбоцитарно эндотелиальный агрегационный рецептор I 

PH   – плекстрин-гомологичный домен 

PI3K   – фосфоинозитид-3-киназа 

PKA   – протеин киназа А 

PKC   – протеин-киназа С 

PTEN   – фосфатаза с двойной субстратной специфичностью 

PTP1b   – протеин-тирозин-фосфатаза I 

PVDF   – поливинил-дифлуорид 

RASA3  – Ras-ГТФаза активирующий белок 3 

RIAM   – Rap1b-ГТФ связывающий адаптер 

SDS   – додецилсульфат натрия 

SFK   – семейство Src - киназ 

SH   – Src-гомологичный домен 

SHIP   – SH2 домен содержащая инозитолфосфат фосфатаза 

SLP76   – SH2-домен содержащий лимфоцитарный белок 76 

SNARE  – растворимые N-этилмолемид чувствительные факторы связывания  

TULA2  – Т-клеточный убиквитин лиганд 2 
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ПРИЛОЖЕНИЕ А 

(обязательное) 

 описание модели рецептора CLEC-2 

Таблица А.1 – Модуль «Кластеризация CLEC-2»: начальные условия (разработана 

автором) 

компартемент вещество переменная значение источн. 

внеклеточное 

пространство 

Лиганд (фукоидан) 
  [193] 

мембрана 

Свободные молекулы CLEC-2 
 

2000 

[194] 

Молекулы CLEC-2, связанные с 

активатором 
 

0 

Кластеризованные молекулы 

CLEC-2 
 

1 
Фосфорилированные молекулы 

CLEC-2 
 

Все виды кластеризованных 

форм CLEC-2 
 

 

Таблица А.2 – Модуль «Кластеризация CLEC-2»: связывание рецепторов с 

активатором (разработана автором) 

название реакция уравнение реакции параметры источн. 

связывание 

CLEC-2 с 

лигандом 

   

 

 

* 
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Таблица А.3 – Модуль «Кластеризация CLEC-2»: кластеризация рецепторов 

(разработана автором) 

название 
реакци

я 
уравнения реакции 

параметры (режим 

кластеризации 1) 

параметры 

(режим 

кластеризации 2) 

ист

очн. 

некластер

изованны

е CLEC-2 

 

 

 

 

 

 

 

 [157

]  – средний размер кластера 

кластериз

ованные 

CLEC-2 
 

 

 

 

 

 

Таблица А.4 – Модули «Покоящееся состояние» и «Тирозинкиназы»: начальные 

условия (разработана автором) 

компартемент вещество переменная значение источн. 

мембрана 

Неактивные SFK  
 

36800 

[195] 

1/3 активные SFK 
 

2/3 активные SFK 
 

Полностью активные SFK 
 

Неактивные CD148 
 

3600 
Активные CD148 

 

цитозоль 

Неактивные Csk 
 

11500 
Активные Csk 

 

Неактивные Syk 
 

5000 
Активные Syk 

 

Неактивные TULA-2 
 

8000 
Активные TULA-2 
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Таблица А.5 – Модули «Покоящееся состояние» и «Тирозинкиназы»: уравнения и 

параметры 

назван

ие 
реакция уравнение параметры 

источ

н. 

актива

ция CD 

148 

  

 

 [196; 

197] 
 

 
* 

актива

ция 

Csk 

  

 

 

[196; 

197] 

  

 * 

актива

ция 

SFK 1 

  

 

 
[198] 

 

 
[199] 

 

актива

ция 

SFK 2 

  

 

 [196; 

197] 
 

 

[198] 
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Продолжение таблицы А.5 – Модули «Покоящееся состояние» и 

«Тирозинкиназы»: уравнения и параметры (разработана автором) 

актива

ция 

SFK 3 

   

 – средний 

размер кластера * 

 

 
[200] 

актива

ция 

TULA-

2  

   

 

* 

 

фосфо

рилиро

вание 

CLEC-

2 

  

 

 
[201] 

 

 
* 

 

Продолжение таблицы А.5 – Модули «Покоящееся состояние» и 

«Тирозинкиназы»: уравнения и параметры (разработана автором) 

актива

ция 

Syk 

  

 

 – средний 

размер 

кластера 
* 

 

 
[201] 

 

 
[202] 

 

 

* 
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Таблица А.6 – Модуль «LAT-PLC2»: начальные условия (разработана автором) 

компартемент вещество переменная значение источн. 

мембрана 

LAT 
 

4900 [195] 

Фосфорилированные 

LAT 
 

LAT-PLCγ2 

комплексы 
 

LAT-PLCγ2- PI3K 

комплексы 
 

ФИФ2 
 

200 мкМ [159] 
ФИФ3 

 

Активные Btk 
 

0 

[195] 

Активные PLCγ2 
 

цитозоль 

Неактивные PI3K 
 

1900 

Неактивные PLCγ2 
 

2000 

Неактивные Btk 
 

11100  

ИФ3 
 

0,05 нМ [159] 
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Таблица А.7 – Модуль «LAT-PLC2»: уравнения и параметры (разработана автором) 

название реакция уравнение параметры источн. 

фосфорилир

ование LAT 

активными 

Syk 

  

 

 [196; 

197] 
 

 
* 

образование 

комплексов 

LAT-PLCγ2 

   

 
* 

 
[200] 

образование 

комплексов 

LAT-PLCγ2-

PI3K 

   

 * 

 [200] 

производств

о ФИФ3   

 

 * 

 [159] 

 * 

активация 

Btk     

 * 

 [200] 

активация 

PLCγ2    

 

 

[197; 

203] 

 

* 

 

производств

о ИФ3    

 

 

* 
 

 

* - подобрано в рамках настоящего исследования. 
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