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Введение 

Тромбоциты представляют собой безъядерные дискообразные клетки крови, 

которые являются одним из важнейших компонентов системы гемостаза, участвуя 

в формировании гемостатической пробки и остановке кровотечения, за счет 

процесса агрегации активированных тромбоцитов друг с другом и ускорения 

реакций плазменного свертывания, протекающих на поверхности 

прокоагулянтных тромбоцитов. 

Адгезионные/агрегационные свойства тромбоцитов являются ключевыми 

для прикрепления тромбоцитов к поврежденной стенке сосуда и взаимодействия 

тромбоцитов друг с другом при формировании тромба. Адгезионные мембранные 

гликопротеины взаимодействуют с рядом цитоскелетных белков, которые 

опосредованно обеспечивают прикрепление мембранных гликопротеинов к 

цитоскелету тромбоцитов. При физиологической агонист-индуцируемой 

активации тромбоцитов происходит формирование ими двух субпопуляций с 

принципиально различными свойствами. Одна из этих субпопуляций хорошо 

агрегирует и адгезирует к поверхности, в то время как другая плохо агрегирует и 

адгезирует, однако обладает значительно большей прокоагулянтной активностью 

за счет появления на ее мембране большего количества фосфатидилсерина (ФС), 

что обеспечивает гораздо более эффективное связывание факторов свертывания с 

мембраной тромбоцита и ускорение скорости реакций свертывания в 10
3
-10

5
 раз. 

При активации тромбоцита происходит кардинальная перестройка его 

цитоскелета, как в ФС-отрицательной так и в ФС-положительной субпопуляциях, 

однако прикрепление мембранных гликопротеинов в этих субпопуляциях 

остается не исследовано. В ранних работах показано, что при определенных 

условиях активации тромбоцитов, способствующих экспозиции ФС на мембране 

тромбоцита, происходит протеолитическая деградация ряда цитоскелетных 

белков, которые вовлечены в прикрепление мембранных адгезионных 

гликопретеинов к цитоскелету. Однако, поскольку механизмы взаимодействия 
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мембранных адгезионных белков с цитоскелетом и процессы адгезии 

клеток крайне сложны и требуют участия порядка 100 различных молекул, 

неясно, насколько такая протеолитическая деградация способна влиять на 

прикрепление адгезионных мембранных гликопротеинов к цитоскелету, и какое 

влияние она оказывает на адгезионные свойства тромбоцитов. 

Целью данной работы было исследование прикрепления мембранных 

адгезионных гликопротеинов к цитоскелету в субпопуляциях тромбоцитов и 

влияния разрушения прикрепления мембранных адгезионных гликопротеинов к 

цитоскелету на адгезионные свойства тромбоцитов. 

В задачи исследования входило: 

1. Разработать методику, позволяющую анализировать прикрепление 

мембранных белков к цитоскелету в субпопуляциях клеток. 

2. Исследовать прикрепление адгезионных мембранных белков к цитоскелету 

в неактивированных и субпопуляциях активированных тромбоцитов. 

3. Исследовать влияние деградации цитоскелетных белков на прикрепление 

адгезионных мембранных белков к цитоскелету в субпопуляциях 

активированных тромбоцитов. 

4. Исследовать механизмы, контролирующие прикрепление адгезионных 

мембранных белков к цитоскелету в субпопуляциях активированных 

тромбоцитов. 

5. Исследовать влияние деградации цитоскелетных белков, обеспечивающих 

прикрепление адгезионных мембранных гликопротеинов к цитоскелету, на 

адгезионные свойства тромбоцитов. 

Научная новизна. В данной работе был разработан новый подход, 

основанный на обработке фиксированных тромбоцитов раствором неионного 

детергента, что позволяет высвободить из мембраны клетки несвязанные с 

цитоскелетом мембранные белки и анализировать прикрепление мембранных 

белков в субпопуляциях клеток с помощью проточной цитометрии или 



 7 

конфокальной микроскопии в том случае, если мембранные белки были 

предварительно окрашены с помощью флуоресцентно-меченных антител. С 

использованием разработанного подхода было исследовано прикрепление 

основных адгезионных мембранных гликопротеинов тромбоцитов (интегрин 

αIIbβ3, гликопротеин Ib и Р-селектин) к цитоскелету тромбоцитов в 

неактивированных и субпопуляциях активированных тромбоцитов, механизм, 

контролирующий это прикрепление, и влияние разрушения прикрепления к 

цитоскелету мембранных гликопротеинов на адгезионные свойства таких 

тромбоцитов. 

Показано, что прикрепление адгезионных мембранных гликопротеинов к 

цитоскелету разрушено в субпопуляции ФС-положительных активированных 

тромбоцитов, в то время как в ФС-отрицательных активированных тромбоцитах и 

неактивированных тромбоцитах адгезионные мембранные гликопротеины 

прикреплены к цитоскелету. В работе показано также, что основным механизмом, 

который контролирует разрушение прикрепления адгезионных мембранных 

гликопротеинов, является активация кальций-зависимой протеазы кальпаина и 

выявлена регуляция таким механизмом способности тромбоцитов сопротивляться 

воздействию потока в условиях прикрепления их к подложке. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Результаты работы вносят 

свой вклад в понимание свойств субпопуляций активированных тромбоцитов и их 

физиологической роли в формировании тромба. Полученные результаты также 

частично объясняют низкую адгезивную способность ФС-положительных 

тромбоцитов. 

Методология и методы исследования. Для выделения и очистки тромбоцитов 

от белков плазмы крови использовали комбинацию центрифугирования и гель-

фильтрации. Для разделения субпопуляций активированных тромбоцитов 

использовали их различное маркирование флуоресцентно-меченными антителами 

к мембранным гликопротеинам, причем дальнейший анализ таких клеток с 
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помощью проточной цитометрии позволил проанализировать каждую 

клетку в отдельности и, одновременно, обеспечил анализ сразу большого 

количества исследуемых тромбоцитов. Для изучения распределения мембранных 

гликопротеинов по поверхности тромбоцитов была использована конфокальная 

микроскопия. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Разработан новый подход с использованием проточной цитометрии, 

который позволяет анализировать прикрепление мембранных белков к 

цитоскелету клетки. 

2. В неактивированных и субпопуляции активированных ФС-отрицательных 

тромбоцитов ключевые адгезионные белки (интегрин αIIbβ3 и гликопротеин 

Ib) прикреплены к цитоскелету клетки, в то время как в субпопуляции ФС-

положительных тромбоцитов связь между адгезионными гликопротеинами 

и цитоскелетом разрушена. 

3. Разрушение прикрепления мембранных адгезионных белков к цитоскелету 

происходит в результате протеолитический деградации ряда цитоскелетных 

белков (таких как филамин и талин), которые участвуют в прикреплении 

мембранных белков к цитоскелету тромбоцитов, протекающей в ФС-

положительных тромбоцитах. 

4. Основным механизмом, который контролирует разрушение прикрепления 

мембранных гликопротеинов к цитоскелету в ФС-положительных 

тромбоцитах, является перестройка цитоскелета тромбоцита в результате 

активации кальций-зависимой протеазы кальпаина. 

5. Слабая сопротивляемость потоку ФС-положительных тромбоцитов 

(открепляются от иммобилизованного фибриногена при скорости сдвига 

около 500 с
-1

) обясняется перестройкой их цитосклета в результате 

активации кальпаина, поскольку предварительно проинкубированные с 



 9 

ингибитором кальпаина такие тромбоциты обладают 

значительно большей сопротивляемостью потоку (способны удерживаться 

на подложке даже при скорости сдвига порядка 9000 с
-1

). 

Личный вклад автора заключается в планировании и выполнении 

экспериментальной работы по анализу тромбоцитов с помощью проточной 

цитометрии, электрофореза и конфокальной микроскопии, а также в обработке и 

анализе полученных результатов, поиску и разбору данных литературы, в 

написании текста тезисов конференций и научных статей, в написании 

диссертации. 

Степень достоверности результатов. Достоверность полученных в работе 

результатов обеспечивается использованием необходимых современных 

биофизических и биохимических методов исследования, которые сейчас широко 

применяются для анализа живых клеток. Все эксперименты были проведены не 

менее 3-х раз на тромбоцитах, полученных из крови различных здоровых 

доноров. Данные в основном представлены в виде типичного результата 

эксперимента. 

Апробация результатов. Результаты диссертационной работы были 

представлены на 36th FEBS Congress (Torino, Italy, 25-30 June, 2011), XXIII 

Congress of the International Society on Thrombosis and Haemostasis (Kyoto, Japan, 

23-28 July, 2011), международной конференции Programmed Cell Death in Biology 

and Medicine, (Moscow, Russia, 4-5 June, 2012), 1st EUPLAN Platelet Conference 

(Maastricht, Netherlands, Sep 19-21, 2012), 6-ой Всероссийской конференции 

«Клиническая гемостазиология и гемореология в сердечно-сосудистой хирургии», 

Москва, 31 января-2 февраля 2013), XXIV Congress of the International society on 

Thrombosis and Haemostasis (Amsterdam, Netherlands, June 29 - July 4, 2013), II 

Конгрессе гематологов России (Москва, Россия, 17-19 апреля, 2014), FEBS-EMBO 

2014 Conference (Paris, France, 30 August – 4 September, 2014), International 

conference on bioorganic chemistry, biotechnology and bionanotechnology (Москва, 
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Россия, 15-19 сентября, 2014), XXV Congress of the International society 

on Thrombosis and Haemostasis (Toronto, Canada, June 20–25, 2015). 
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Глава I. Обзор литературы 

1.1 Тромбоциты и их роль в гемостазе 

Тромбоциты представляют собой безъядерные дискообразные клетки крови, 

основной функцией которых является участие в процессе гемостаза [1]. 

Тромбоциты прикрепляются к поврежденному месту сосуда и, затем, агрегируя 

друг с другом, формируют тромб. Способность тромбоцитов избирательно 

прикрепляться к компонентам внеклеточного матрикса, экспонирующимся при 

повреждении стенки сосуда, называют адгезией. В то время как способность 

тромбоцитов прикрепляться друг к другу при формировании ими тромба 

называют агрегацией. Адгезия и агрегация тромбоцитов реализуются за счет 

наличия на их мембране специализированных гликопротеинов (молекул адгезии), 

которые взаимодействуют с цитоскелетом тромбоцитов и обеспечивают 

формирование прочного контакта клеток с поверхностью или друг с другом. 

Адгезию тромбоцитов к компонентам внеклеточного матрикса осуществляют 

точечные контакты, которые обычно называют фокальными или адгезионными 

контактами. Агрегация тромбоцитов осуществляется за счет взаимодействия 

мембранных рецепторов агрегации интегринов IIb3 друг с другом на 

поверхности разных клеток, при этом взаимодействие между этими рецепторами 

происходит через молекулы белка плазмы фибриногена, которые служат как бы 

связующим мостиком между мембранными рецепторами двух агрегирующих 

тромбоцитов. В результате процессов адгезии и агрегации тромбоцитов в месте 

повреждения сосуда происходит формирование гемостатической бляшки, которая 

закрывает место повреждения и препятствует потере крови. 

Первичная адгезия тромбоцитов к компонентам внеклеточного матрикса не 

требует их активации, в то время как агрегировать способны только 

активированные тромбоциты, у которых интегрин IIb3 переходит в активную 

конформацию, способную связывать фибриноген. Коллаген различных типов 
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является одним из наиболее важных компонентов внеклеточного 

матрикса, поскольку он обеспечивает не только первичное прикрепление 

тромбоцитов к поврежденной сосудистой стенке, но и последующую их 

активацию [2]. Начальная стадия прикрепления тромбоцитов к коллагену (Рис. 1) 

происходит с участием одного из белков плазмы фактора фон Виллебранда 

(ффВ), который связывается с коллагеном, комплексом гликопротеин Ib-V-IX 

(ГПIb-V-IX) и активной конформацией интегрина IIb3 [3, 4, 5, 6]. Затем 

происходит формирование более стабильных взаимодействий между 

тромбоцитом и поврежденной сосудистой стенкой (Рис. 1) за счет связывания 

коллагена с рецептором коллагена гликопротеином VI (ГПVI) и специфичным к 

коллагену интегрином 21 [7, 8, 9]. В результате взаимодействия коллагена с 

ГПVI запускается тирозинкиназный сигнальный каскад (Рис. 1), который 

приводит к активации тромбоцита [2]. Исследования с использованием нокаутных 

мышей подтверждают предположение о том, что ГПVI является главным 

рецептором тромбоцитов, активирующимся от их взаимодействия с коллагеном 

[10, 11]. Предполагают также, что существуют и другие рецепторы к коллагену, 

однако их идентификация на данный момент не осуществлена [2]. 

Помимо активации тромбоцитов от взимодействия с коллагеном через ГПVI 

в активации тромбоцитов также участвует ГПIb, рецепторы семейства 

интегринов, рецепторы к тромбину и аденозиндифосфату (АДФ), что приводит к 

активации не только тирозинкиназного сигнального каскада, но и мобилизация 

кальция, а также активация G-белок опосредованной сигнализации. В результате 

активации тромбоцита происходит секреция содержимого его плотных и -

гранул, изменение формы, что свидетельствует о кардинальной перестройке 

цитоскелета тромбоцита, и переход основного рецептора агрегации интегрина 

IIb3 в активную конформацию. 
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Рис. 1. Стадии формирования тромбоцитарного тромба на коллагене, экспонированном в местах 

повреждения сосудистой стенки [2]. Первоначальные взаимодействия тромбоцитов с субэндотелиальным 

коллагеном при высокой скорости потока, характерной для артериального кровотока, косвенным образом 

регулируются ффВ, который связывается с коллагеном на сосудистой стенке и гликопротеином Ib на тромбоцитах. 

Такие нестабильные взаимодействия способствуют временному прикреплению к сосудистой стенке и “качению” 

по ней тромбоцитов. ГПIb–опосредованная адгезия затем замещается более стабильным связыванием тромбоцита с 

коллагеном через ГПVI и интегрин 21. В результате, стимулируется внутриклеточная сигнализация в 

тромбоцитах, что приводит к изменению их формы, распластыванию, секреции и высвобождению множества 

протромботических факторов. Аффинность интегринов усиливается в результате активации сигнализации 

тромбоцита и, в результате, приводит к фибриноген-зависимой агрегации тромбоцитов за счет связывания 

фибриногена с интегрином IIb3 и адгезии, которая стабилизируется усиливающимся взаимодействием коллагена 

и ффВ с интегринами 21 и IIb3, соответственно. На рисунке обозначены: гликопротеин VI (glycoprotein VI, 

GPVI); комплекс гликопротеин Ib-V-IX (GPIb-V-XI complex); неактивированныя форма интегрина IIb3 (non-

activated integrin IIb3); активированная форма интерина IIb3 (activated integrin IIb3); неактивированныя форма 

интегрина 21 (non-activated integrin 21); активированная форма интерина 21 (activated integrin 21); секреция 

гранул тромбоцита, содержащих АДФ, серотонин и тромбоксан А2 (secretion/release (ADP, serotonin, thromboxane 

A2); фибриноген (fibrinogen); фактор фон Виллебранда (von Willebrand factor); коллаген (collagen); временное 

прикрепление тромбоцитов (transient tethering); “качение“ тромбоцитов (rolling); активация и секреция 

тромбоцитов (activation and secretion); образование тромба (thrombus formation); поток крови (flow). 
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В формировании стабильного тромба можно условно выделить три 

основных этапа: инициация роста тромба, продолжение роста тромба и 

стабилизация тромба, причем каждый из этих этапов сопровождается 

определенными внутриклеточными сигналами в тромбоцитах [12]. Инициация 

роста тромба происходит, когда движущиеся в потоке крови тромбоциты 

прикрепляются к комплексу коллаген-ффВ, формирующемуся на поврежденной 

сосудистой стенке, и сразу же активируются. Это приводит к формированию 

монослоя тромбоцитов в месте повреждения, который является основой для 

последующей адгезии тромбоцитов друг к другу при формировании ими 

следующих слоев тромба и его роста. 

Рост тромба происходит за счет прикрепления последующих тромбоцитов 

друг к другу и их активации. Такие активаторы тромбоцитов как тромбин, АДФ и 

тромбоксан А2 играют важную роль на этапе роста тромба, активируя 

тромбоциты за счет воздействия на соответствующие мембранные рецепторы, 

сопряженные с G-белками. Запускаемая при этом внутриклеточная сигнализация 

активирует основной рецептор агрегации интегрин IIb3 на поверхности 

тромбоцитов, приводя к тому, что тромбоциты становятся способны 

взаимодействовать друг с другом. 

Стабилизация тромба – это финальное событие в формировании тромба, 

которое помогает укрепить тромб и предотвращает дисагрегацию тромбоцитов, за 

счет усиления внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах. Например, это 

происходит за счет сигнализации через интегрины и контакт-зависимой 

сигнализации через рецепторы, лиганды для которых локализованы на 

поверхности соседних клеток. 

В конечном итоге, в результате всех этих процессов, формируется 

гемостатическая бляшка, которая состоит из активированных тромбоцитов, 

встроенных в фибриновую сетку, при этом такая сформированная структура 
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является достаточно стабильной, чтобы выдержать силы, 

возникающие при артериальном токе крови. 

Довольно долго считали, что тромбоциты в тромбе все одинаковы, однако, 

последнее время все большее количество экспериментальных данных 

свидетельствует о том, что растущий тромб неоднороден [13, 14, 15, 16, 17, 18]. 

Это означает, что в любой момент времени после травмы в тромбе существуют 

как полностью активированные тромбоциты, так и минимально активированные 

тромбоциты, не все из которых неизбежно будут полностью активированы в 

процессе дальнейшего роста тромба и его стабилизации [12]. 

Отрицательная регуляция активации тромбоцитов также существует и 

важна для предотвращения неконтролируемого тромбоза. Роль оксида азота II и 

простациклина (простагландин I2) хорошо изучена в ингибировании ими функции 

тромбоцитов [19, 20]. Активация тромбоцитов может также быть заингибирована 

проведением сигнала через адгезионную молекулу PECAM-1 (CD31) [21, 22]. 

Димеризация PECAM-1 способствует ее адгезивным свойствам, а олигомеризация 

приводит к запуску сигнального каскада [23]. Показано, что PECAM-1 также 

ингибирует ГПIb-зависимую активацию тромбоцита [24]. 

Предполагают, что баланс между сигнализацией через активирующися 

адгезионные рецепторы и рецепторы для растворимых активирующих агонистов, 

а также сигнализацией для отрицательной регуляции активации тромбоцитов, 

регулирует порог активации, необходимый для формирования тромба, и может 

определять его размер и стабильность [2]. 

Поскольку способность к адгезии в месте повереждения стенки сосуда 

является одним из важнейших свойств тромбоцитов, то для понимания процесса 

инициации роста тромба необходимо детальное знание механизмов адгезии 

тромбоцитов и ее регуляции. 
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1.2 Адгезия тромбоцитов: важнейшие адгезионные 

гликопротеины, их строение и функции 

Адгезия – это процесс взаимодействия между собой специфических 

мембранных гликопротеинов, расположенных на плазматических мембранах 

клеток, которые соприкасаются друг с другом, или гликопротеинов 

плазматической мембраны клетки и молекул внеклеточного матрикса. Такие 

молекулы межклеточной адгезии (связанные с плазматической мембраной 

специфические белки) обеспечивают механическое взаимодействие клеток друг с 

другом или с молекулами внеклеточного матрикса. Во многих случаях молекула 

адгезии способна взаимодействовать не с одним, а с несколькими лигандами, для 

чего служат разные сайты связывания на ее поверхности. Молекулы адгезии 

обычно расположены на мембране клетки кластерами и за счет этого образуют 

участки многоцентрового связывания. Основными адгезионными 

гликопротеинами тромбоцитов являются ГПIb в составе комплекса ГПIb-V-IX, 

рецепторы семейства интегринов и Р-селектин. 

1.2.1 Гликопротеин Ib 

ГПIb представляет собой комплекс одной субъединицы ГПIb с двумя 

молекулами ГПIb, который образуется за счет формирования дисульфидных 

связей между околомембранной тандемной цистеиновой последовательностью 

ГПIb и ГПIb [25]. При этом ГПIb представляет собой 135 кДа белок, 

состоящий из N-концевого глобулярного домена, сиаломицинового ядра, 

внеклеточной околомембранной тандемной цистеиновой последовательности, 

трансмембранного домена, и цитоплазматического хвоста, который содержит 

сайты связывания для цитоплазматических сигнальных/цитоскелетных белков. 

ГПIb представляет собой значительно меньший по размеру белок (всего 26 кДа), 

чем ГПIb, однако имеет схожие с ним структурные черты. ГПIb состоит из N-

концевого внеклеточного домена с двумя дисульфидными петлями, единственный 
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цистеин располагается непосредственно вблизи мембраны и 

связывает ГПIb с ГПIb, затем следует трансмембранный домен и небольшой, 

состоящий всего из 34 аминокислот, цитоплазматический домен. Также как 

ГПIb, ГПIb содержит сайт гликозилирования. Такой сложный мультимер как 

ГПIb помимо этого нековалентно ассоциирован с ГПIX и ГПV, образуя комплекс 

ГПIb-V-IX [26].  

Для формирования начальных адгезионных контактов между таким 

компонентом внеклеточного матрикса как субэндотелиальный коллаген и 

тромбоцитами требуется участие ффВ, циркулирующего в кровотоке. Зависимые 

от ффВ взаимодействия с ГПIb на мембране тромбоцита необходимы для 

затормаживания движения тромбоцита в потоке крови. Затем происходит 

формирование более стабильных связей между молекулами коллагена и 

тромбоцитом за счет связывания коллагена с рецептором коллагена ГПVI и 

интегрином 21. Интегрин 21 является первым идентифицированным 

рецептором к коллагену, который связывается с коллагеном в Mg
2+

-зависимой 

манере [27, 28, 29, 30, 31, 32]. В результате связывания интегрина 21 с 

коллагеном не происходит активация тирозинкиназного сигнального каскада, 

который необходим для активации тромбоцита. Предполагают, что 

взаимодействие коллагена с интегрином 21 всего лишь стабилизирует контакт 

тромбоцита с поверхностью коллагена и позволяет ему затем 

провзаимодействовать с коллагеновым рецептором ГПVI, который уже способен 

активировать тирозинкиназную сигнализацию в тромбоците. Аффинность 

интегрина 21 к коллагену после активации тромбоцита увеличивается 

посредством сигнализации, запускаемой при такой активации [33]. Это приводит 

к тому, что, в результате, активация тромбоцита опосредованно способствует 

стабилизации адгезионного контакта. 

Взаимодействие комплекса ГПIb-V-IX с ффВ запускает сигнальный каскад, 

который приводит к секреции гранул тромбоцита и повышению аффинности 
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интегринов. Связывание ффВ с комплексом ГПIb-V-IX требует 

наличия напряжения сдвига. При этом связывание ффВ с ГПIb приводит к 

активации тирозинкиназного сигнального каскада [34, 35, 36], кроме того, 

связывание ффВ с ГПIb способно также стимулировать кальциевую 

сигнализацию [37, 38, 39, 40], активировать протеинкиназу С и протеинкиназу G 

[41, 42], фосфоинозитид-3-киназу [43, 44] и запускать перестройку цитоскелета 

[45, 46]. Связывание ффВ с ГПIb также способно непрямым путем регулировать 

аффинность интегрина IIb3 через стимуляцию секреции АДФ [47]. Также были 

показаны прямые взаимодействия комплекса ГПIb-V-IX c цитоскелетом [48]. 

ГПIb способен связывать не только ффВ, но и другие лиганды, такие как 

тромбин, фактор XII, фактор XI, высокомолекулярный кининоген, тромбоспондин 

и некоторые другие [49, 50]. ГПIb является мультифункциональным рецептором, 

который связывает протромботические и прокоагулянтные лиганды в 

универсальной сдвиг-активирующейся лиганд-связывающей области [26]. 

Отсутствие или дефицит ГПIb приводит к наследственным нарушениям 

свертываемости крови, синдрому Бернара-Сулье [51], причем все это совмещено с 

потерей сдвиг-зависимых взаимодействий тромбоцитов друг с другом [52], кроме 

того показано, что тромбоциты пациентов с синдромом Бернара-Сулье имеют 

сниженную прокоагулянтную функцию [53]. 

1.2.2 Интегрины 

Интегрины структурно представляют собой гетеродимеры, состоящие из  

и  субъединиц. Каждая субъединица однократно пронизывает мембрану и имеет 

большой внеклеточный домен (порядка 1600 аминокислот) и два небольших 

цитоплазматических домена (по 20-50 аминокислот). 

Интегрины являются большим семейством мембранных рецепторов, одной 

из основных функций которых является взаимодействие клетки с молекулами 

внеклеточного матрикса (коллаген, фибронектин, ламинин и др.). Именно адгезия 

рассматривается как основная или даже единственная функция интегринов. В 
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дополнение к регуляции клеточной адгезии интегрины проводит сигнал 

через мембрану клетки к цитоскелету и активируют многие внутриклеточные 

сигнальные пути, причем проведение сигнала идет в обоих направлениях [54]. 

Конформационные изменения в структуре интеринов связывают эти функции 

посредством аллостерического равновесия.  

Помимо своей сигнальной функции интегрины служат механическими 

проводниками от внеклеточного контакта снаружи клетки к цитоскелету внутри 

клетки. Все интегрины (за исключением 64) связаны с актиновой системой 

микрофиламентов, которую интегрины также регулируют и модулируют. 

Специальные подмембранные белки, обеспечивающие связь цитоплазматического 

домена интегринов с цитоскелетом клетки, множественны и их взаимодействия с 

цитоплазматическим доменом рецептора и друг с другом являются весьма 

сложными. 

Основной тромбоцитарный интегрин IIb3, представленный в большом 

количестве копий на тромбоцит, на мембране неактивированных тромбоцитов 

находится в неактивированном состоянии. При активации тромбоцитов интегрин 

IIb3 переходит в активную конформацию за счет сигнализации идущей изнутри 

тромбоцита, которая запускается в результате его активации (так называемая 

inside-out сигнализация). В своей активной конформации интегрин IIb3 способен 

связывать свой основной лиганд фибриноген, ффВ и фибронектин, приводя, в 

результате, к сильной адгезии тромбоцитов на стенку сосуда и их агрегации 

между собой. 

Важность интегрина IIb3 для гемостаза очень существенна. Мутации в 

генах, кодирующих интегрин IIb3 (тромбостения Гланцмана), приводят к 

значительным нарушениям в свертывании крови [55]. Антагонисты, 

блокирующие связывание интегрина IIb3 с фибриногеном, антитела к интегрину 

IIb3 или низкомолекулярные соединения, распознающие данный интегрин, 

являются эффективными антитромботическими препаратами [56, 57]. Активация 
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интегрина IIb3 запускается воздействием тромбина, АДФ, 

эпинефрина, сигнализацией через активацию ффВ или коллагеном через 

активацию ГПVI и интегрина 21. 

Проведение сигнала интегринами характеризуется тем, что они способны 

регулировать воздействие внеклеточного матрикса на внутриклеточные процессы, 

модифицируя поведение клетки. Это влияние является взаимным, поскольку 

внутриклеточные биохимические реакции, в которых интегрины работают как 

субстраты, в результате приводят к изменению конформации интегринов и, в 

конечном итоге, за счет этого к изменению взаимодействия клетки с матриксом. 

Таким образом, два пути внутриклеточной сигнализации на данный момент 

определены как характерные для интегринов: outside-in и inside-out [54]. Общий 

принцип регуляции функции интегринов изнутри клетки был назван «inside-out» 

сигнализацией, в отличие от сигнализации «outside-in», которая идет снаружи 

клетки внутрь нее. Обе эти сигнализации, очевидно, затрагивают еще и 

трансмембранное проведение сигналов, природа которого на сегодняшний день 

плохо изучена. 

Интегрины, экспрессированные на поверхности тромбоцитов, являются 

основным классом рецепторов к внеклеточному матриксу, которые ответственны 

за клеточную адгезию. Интегрины структурно и функционально связаны с 

актиновым цитоскелетом [58, 59], также как и с другими цитоскелетными 

белками, такими как талин и винкулин [60, 61, 62]. Исследование, в котором ген 

винкулина был удален, показало, что отсутствие винкулина не нарушает 

физиологический ответ, зависящий от интегрина IIb3 и F-актина, предполагая, 

что другие белки могут замещать или компенсировать винкулин в его отсутствие 

[63]. 

Активация интегринов достигается серией inside-out сигнальных событий, 

что приводит, в результате, к связыванию двух ключевых активаторов интегринов 

с их цитоплазматическим доменом: талина и киндлина. Агонист-индуцируемая 
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интегрина IIb3 зависит от активация тромбоцитарного 

взаимодействия талин-интегрин, которое необходимо для ретракции фибринового 

сгустка [64]. Киндлин является одним из недавно идентифицированных 

активаторов интегрина: киндлин-3 в тромбоцитах является основной 

функциональной изоформой, требуемой для интегрин-регулируемых ответов, 

которые осуществляются за счет связывания киндлина-3 с цитоплазматическим 

хвостом -цепи, что необходимо для модуляции аффинности интегрина [65, 66]. 

Показано, что отсутствие киндлина-3 приводит к кровотечениям и нарушениям в 

иммунитете у человека [67, 68]. 

1.2.3 Р-селектин 

Р-селектин является ключевой молекулой, которая регулирует адгезию 

лейкоцитов из движущегося потока крови к сосудистой стенке [69]. Изначально 

Р-селектин был обнаружен как один из компонентов -гранул тромбоцитов и как 

экспрессирующийся эндотелиальными клетками белок. Позднее было показано, 

что Р-селектин регулирует связывание нейтрофилов с тромбоцитами и 

эндотелиальными клетками [70, 71, 72]. Р-селектин человека имеет строение, 

характерное для всех селектинов: N-концевой лектиновый домен, затем следует 

единственный ЭФР(эпидермальный фактор роста)-подобный повтор, 9 так 

называемых комплимент-связывающих повторов, трансмембранный домен и 

короткий цитоплазматический хвост [69]. Внеклеточный домен обеспечивает 

взаимодействие Р-селектина с его лигандами, в то время как о роли 

цитоплазматического домена, на данный момент, ничего не известно, так же как и 

о его возможном взаимодействии с цитоскелетом тромбоцита. 

1.2.4 Фокальные контакты 

Адгезионный контакт обеспечивает механическое взаимодействие между 

молекулами внеклеточного матрикса и цитоскелетом клетки и содержит 

винкулин, α-актинин, талин и многие другие белки. В образовании контакта в 

качестве связующих звеньев участвуют интегрины, объединяющие внеклеточные 
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и внутриклеточные структуры. Адгезия к внеклеточному матриксу 

регулируется сайтами, расположенными вдоль плазматической мембраны, 

которые скрепляют актиновый цитоскелет с матриксом за счет взаимодействия 

большого количества белков, совокупность которых называют интегриновой 

адгесомой [73]. 

В клетках, не взаимодействующих с внеклеточным субстратом, интегрины 

диффузно распределены в плазматической мембране и не проявляют своей 

сигнальной активности. Взаимодействие клетки с белками матрикса приводит к 

морфологическим изменениям плазматической мембраны, фибриллярных 

цитоплазматических компонентов клетки, а также цитоскелетных структур. Все 

эти перестройки приводят, в результате, к формированию фокальных 

адгезионных контактов. Фокальные адгезионные контакты содержат белки 

матрикса с внеклеточной стороны и микрофиламенты, взаимодействующие с 

актин-связывающими белками, с цитоплазматической стороны. Взаимодействие 

интегринов с лигандами приводит к образованию как бы «перемычки» между 

матриксом и актиновым цитоскелетом, причем интегрины концентрируются в 

кластеры, которые и формируют фокальные адгезионные контакты [74, 75, 76]. 

Только при этих условиях интегрины сопособны проявлять свою сигнальную 

активность. 

Фокальные контакты играют важную роль в адгезии: они являются якорем, 

обеспечивающим фиксацию пучков актиновых микрофиламентов, вовлеченных в 

морфогенетические реакции клетки (распластывание на субстрате, образование 

филоподий и ламеллиподий, эндоцитоз и др.) и клеточное передвижение [77, 78, 

79]. 

Сама по себе адгезия является интегрин-зависимым процессом. Например, 

прикрепление фибробластов на фибронектин вызывает формирование 

адгезионных фокальных контактов, в то время как этот же эффект не наблюдается 

при прикреплении на конканавалин, с которым интегрин не взаимодействует [80]. 
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Фокальная адгезия также может быть образована во время 

прикрепления клеток не только на матриксных белках, но также на других 

субстратах, которые могут связывать интегрины, например, на 

иммобилизованных анти-интегриновых антителах. Такой подход часто 

используется для специфической активации индивидуальных рецепторов [81, 82]. 

Состав фокальных адгезионных контактов и активность их 

макромолекулярных составляющих сильно зависит от физиологических условий, 

и они способны варьировать даже в пределах одной клетки [78, 83, 84]. Рис. 2 

показывает сильно упрощенный и только один возможный вариант (из множества 

возможных вариантов) состава и взаимодействий макромолекул в адгезионном 

фокальном контакте, поскольку многие из молекул, идентифицированные как 

участники фокальной адгезии, на нем не показаны. 

1.3 Вклад интегринов в фокальную адгезию 

Ранняя стадия формирования фокальной адгезии представляет собой 

формирование сначала фокального комплекса, он содержит в своем составе 

маленькие кластеры интегринов, которые образуют относительно слабые связи с 

субстратом. Затем, на более поздней стадии образующегося фокального контакта, 

происходит формирование актимиозинового волокна, известного также как 

стресс-филаменты. После этого идет процесс привлечения добавочных кластеров 

интегринов в эти фокальные комплексы. Этот процесс сопровождается 

конформационными изменениями в структуре интегринового димера, которые 

увеличивают его аффинность для матриксного субстрата, что приводит к 

образованию плотного фокального адгезионного контакта [78, 85]. В этих реакция 

малые цитоплазматические G-белки известные как GTP-азы Rho-семейства 

играют основную роль. 

Цитоплазматические домены - и -субъединиц интегрина являются 

ключевыми участниками процесса проведения сигнала при адгезии. Фактически 

несколько десятков цитоплазматических белков взаимодействуют с 
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внутриклеточными доменами интегринов. Они включают в себя 

цитоскелетные белки, адапторные белки, фосфокиназы, шапероны, 

транскрипционные кофакторы и другие белки с неизвестной функцией [74, 77]. В 

большинстве случаев цитоплазматические белки взаимодействуют с -

субъединицей интегрина. Поэтому именно -субъединица рассматривается как 

ключевой участник организации цитоскелета, фокальной адгезии и 

внутриклеточной сигнализации, протекающей через интегрины. Например, 

мутантные рецепторы 1, 2 и 3-субъединиц с отсутствующим 

цитоплазматическим доменом в -субъединице были неспособны образовывать 

кластеры, помимо этого, эти рецепторы проявляли сниженную активность в 

связывании лиганда и сигнальной активности [77, 86, 87]. 

 

Рис. 2. Схематиченая структура фокальной адгезии – один из возможных вариантов [90]. На рисунке 

обозначены: компоненты внеклеточного матрикса (matrix); молекулы интегринов (integrins); плазматическая 

мембрана (plasmatic membrane, PM) актин (actin); миозин (myosin); -актинин (-actinin, -act);  киназа фокальной 

адгезии (focal adhesion kinase, FAK); нерецепторная тирозинкиназа Src; талин (talin); тензин (tensin, ten) паксиллин 

(paxillin, Pax); винкулин (vinculin, Vinc); белок-адаптер (CAS); филамин (filamin, filam). 
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цитоплазматического домена -В порядке изучения роли 

субъединицы интегрина был исследован цитоплазматический домен с делецией 

15 С-концевых аминокислот 1-субъединицы, который показал, что такая химера 

неспособна нормально связывать цитоскелетные белки, поскольку солокализация 

актина, филамина и талина была сильно снижена по сравнению с 

немодифицированной -субъединицей [88]. 

Несмотря на то, что основная масса экспериментальных данных указывает 

на основной вклад именно -субъединицы интегринов в организацию фокальной 

адгезии, существуют и некоторые свидетельства о том, что -субъединица также 

вовлечена в этот процесс. Например, делеция цитоплазматического домена 1-

субъединицы в коллаген-связывающем интегрине 12 приводит к потере 

способности формировать фокальную адгезию при выращивании клеток на 

коллагене, в то время как их внесение в среду, содержащую поверхность с 

иммобилизованным фибронектином, приводит к формированию фокальной 

адгезии и распластыванию клеток. Было также продемонстрировано, что 1-

субъединица, содержащая интактный цитоплазматический домен, связывает 

талин, -актинин и паксиллин, в то время как 1-субъединица, у которой 

отсутствует данный домен неспособна связывать эти белки [89]. 

На данный момент нет единой гипотезы о том, как связаны активация 

интегринов и их заякоривание с цитоскелетом, предполагают, что когда интегрин 

не связан с лигандом, то цитоплазматический домен -субъединицы каким-то 

образом препятствует взаимодействию цитоплазматического домена -

субъединицы с цитоскелетом. Связывание лиганда приводит к конформационным 

изменениям в структуре димера интегрина, что, в результате, позволяет ему 

взаимодействовать с цитоскелетными белками. Таким образом, 

цитоплазматический домен -субъединицы отвечает за специфическую 

активацию интегрина (которая зависит от белков матрикса), образование 

фокальной адгезии и внутриклеточную сигнализацию [90]. Однако, существует и 
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другая возможная схема взаимодействия интегринов с 

цитоскелетом, которая предполагает, что при связывании матриксных белков уже 

существующие кластеризация интегринов и их взаимодействие с цитоскелетом 

только усиливается (Рис. 3). Подобная гипотеза о уже существующей ассоциации 

интегринов с цитоскелетными белками в неактивированных тромбоцитах 

поддерживается наблюдением о том, что и в неактивированных тромбоцитах 

интегрин IIb3 высаживается вместе с фракцией цитоскелетных белков, что 

предполагает, что активация тромбоцитов только способствует заякориванию 

интегрина и перестройке его взаимодействий с цитоскелетом [91]. 

 

Рис. 3. Связывание интегринов с матриксом способствует их кластеризации и ассоциации с цитоскелетом 

[92]. Это, в свою очередь, способствует дальнейшей кластеризации интегринов и организации матрикса в системе 

положительной обратной связи. На рисунке обозначены: компоненты внеклеточного матрикса (matrix); молекулы 

интегринов (integrin); актиновый цитоскелет (actin cytoskeleton); Arg-Gly-Asp интегрин-связывающий 

аминокислотный мотив (RGD); киназа фокальной адгезии (focal adhesion kinase, FAK); нерецепторная 

тирозинкиназа Src; талин (talin, Tal); паксиллин (paxillin, Pax); винкулин (vinculin, Vin); белок-адаптер p130CAS 

(CAS). 
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Сигнализация через интегрины протекает по одному из общих для всех 

сигнальных систем механизму: через каскады фосфорилирования в клетке, 

которые катализируются внутриклеточными фосфокиназами. Было показано, что 

кластеризация интегринов не только приводит к сборке фокальной адгезии, 

включающей цитоскелетные белки, но также концентрирует некоторые 

фосфокиназы в сформировавшихся структурах. Эти фосфокиназы запускают 

последовательное фосфорилирование внутриклеточных белков, проявляющих 

специфические функции в клетке. Некоторые белки, которые подвергаются 

фосфорилированию в результате запуска этого сигнального каскада, являются 

напрямую включенными в фокальную адгезию белками, например тензин и 

паксиллин [93, 94]. Интегрины также запускают фосфорилирование 

протеинкиназ, локализованных в фокальной адгезии (FAK, Src, Abl и др.) и 

необходимых для их активации [95, 96, 97]. 

Таким образом, можно говорить о том, что адгезия самым прямым образом 

связана с цитоскелетом тромбоцитов и без этой связи адгезионных белков с 

цитоскелетом было бы в принципе невозможно прикрепление тромбоцитов к 

стенке сосуда в условиях потока, поскольку механическая прочность такого 

контакта была бы крайне невелика. 

1.4 Цитоскелет тромбоцитов и его роль в адгезии и агрегации 

тромбоцитов 

Цитоскелет неактивированных тромбоцитов сформирован из нитевидного 

актина (F-актина), маргинального кольца микротрубочек, промежуточных 

филаментов и связывающих белков. Во время активации тромбоцита и процесса 

адгезии происходит перестройка цитоскелета тромбоцитов (Рис. 4): актиновые 

филаменты образуют филоподии, ламеллиподии, фокальные адгезии, стресс-

филаменты и сократительное кольцо. Фрагменты кольца микротрубочек  



 28 

 

 

Рис. 4. Схематичная организация цитоскелета тромбоцитов [98]. Цитоскелет неактивированных 

тромбоцитов состоит из актиновой коры, образованной короткими и тщательно упакованными актиновыми 

филаментами, и кольца микротрубочек, расположенного в центре тромбоцита. При активации тромбоцита 

динеины скользят по актину, вызывая закручивание кольца из микротрубочек. В то же время глобальная 

перестройка актина вызывает выпячивание филоподий, гда актин образует длинные, параллельные филаменты. 

Финальным событием, завершающим перестройку цитоскелета, является контракция тромбоцита, которая 

регулируется актин-миозиновой мишинерией, использующей спираль из микротрубочек в качестве структурной 

поддержки. На рисунке обозначены: неактивированный тромбоцит (resting platelet); активированный тромбоцит 

(activated platelet); образование сгустка и ретракция (clot formation and contraction); актиновая кора (actin cortex); 

кольцо микротрубочек (microtubule (МТ) band); свертывание микротрубочек (microtubule (MT) coiling); филоподии 

(filopodia); актин-миозиновая контракция (actinomyosin contraction). 

 

расходятся, в то время как промежуточные филаменты связываются с 

плазматической мембраной и грануломером [99]. 

При адгезии и агрегации тромбоцитов также происходит перестройка их 

цитоскелета, в частности цитоплазматических актиновых филаментов и 

мембранного скелета, который располагается непосредственно под 

цитоплазматической мембраной и состоит как из актиновых филаментов, так и из 

микротрубочек [100]. К мембранному скелету тромбоцитов прикреплен ряд 

мембранных гликопротеинов тромбоцита (Рис. 5). 

Актин является основным компонентом цитосклета неактивированных 

тромбоцитов (Рис. 6). Актин является высококонсервативным глобулярным 

белком с молекулярным весом 42 кДа. В живых клетках актин полимеризуется, 

образуя F-актин, который имеет средний диаметр порядка 8 нм и состоит из двух 

спиральных протофиламентов, состоящих из субъединиц глобулярного актина (G-

http://www.multitran.ru/c/m.exe?t=4310357_1_2&s1=%EC%E8%EA%F0%EE%F2%F0%F3%E1%EE%F7%EA%E0
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актин), которые закручиваются одна вокруг другой и состоят из 14 

мономеров [101]. При активации тромбоцита происходит кардинальная 

перестройка его цитоскелета: количество общего актина в филаментах быстро 

увеличивается с 30 до 70% [102]. 

 

 

Рис. 5. Схематичное представление организации актиновых филаментов в неактивированных 

тромбоцитах [103]. На рисунке обозначены: мембранный скелет (membrane skeleton); цитоплазматические 

актиновые филаменты (cytoplasmic actin filaments); мембранный гликопротеины (membrane glycoproteins). 

 

Полимеризация актина приводит к расширению динамических клеточных 

структур, таких как филоподии и ламеллиподии, тем самым, приводя к движению 

клетки [104]. В то время как более стабильные актиновые сети образуют 

статические клеточные структуры, такие как стресс-волокна, которые и 

функционируют в клеточной адгезии [105]. 

Активация тромбоцитов в суспензии или распластывание их на поверхности 

приводит к последовательности морфологических изменений, таких как 

округление, выпячивание филоподий, прикрепление, распластывание и 

сокращение [106, 107]. После того как тромбоцит прикрепляется к поверхности, 

его дискоидная форма изменяется, становясь сферической, и он становится 

немного меньше в результате своего сокращения. Выпячивание филоподий 

становится следующим событием вслед за округлением тромбоцита [108]. 
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Филоподии являются высокодинамичными актин-

обогащенными выпячиваниями клеточной поверхности, которые 

распространяются главным образом от периферии клетки и помогают клеткам 

чувствовать их внешнее окружение. Cdc42 является хорошо известным фактором, 

который запускает образование филоподий [109]. Недавно также было показано, 

что Cdc42 также участвует и в агрегации тромбоцитов, определяя секрецию 

гранул и демонстрируя, таким образом, что Cdc42 принципиально важен для 

нормальной функции тромбоцитов [110]. 

 
 

 

Рис. 6. Приведена реплика цитоскелета интактного неактивированного тромбоцита [111], бар 0,5 

мкм. Структура интактного цитоскелета тромбоцитов, полученного с помощью фиксации клеток 1% глутаровым 

альдегидом с одновременной пермеабилизацией с использованием неионного детергента Тритона Х-100. 

Тромбоциты были прикреплены к стеклянной поверхности с иммобилизиованным на ней полилизином. 

 

Филоподии активированных тромбоцитов содержат плюс-конец сборки 

актина, в то время как структура актина в ламеллах показывает, что он формирует 
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плотную ортогонально- разветвленную сеть. Однако, 

предотвращение обычного повышения цитозольного кальция, сопровождающее 

активацию тромбоцитов, ингибирует образование ламеллиподий, но не 

филоподий, показывая таким образом, что эти актиновые структуры являются 

функционально и морфологически различны [112]. 

Ламеллиподии представляют из себя широкую и плоскую сеть актиновых 

филаментов со многими микронами в длину и ширину и только 0,1-0,2 мкм в 

высоту [113]. Внутри ламеллиподия актиновый цитоскелет образует дендридный 

массив [114, 115], в котором зарождаются нити филаментов из Arp2/3 

комплексов, который является основным регулятором динамики актина в 

тромбоцитах и отвечает за образование филоподий и ламеллиподий [116]. 

ADF/кофилин действие, связанное с гидролизом АТФ, способствует разборке 

актиновых филаментов. Актиновые филаменты ориентируются с их плюс-концов 

по направлению к передней кромке, и такое расположение является критичным 

для сохранения ламеллопоидальной структуры. Эксперименты in vivo показали, 

что оборот актиновых филаментов критическую роль в конечной фазе 

образования тромбоцитов, также как в созревании и калибровке по размеру 

ранних тромбоцитов для продуцирования гомогенной зрелой субпопуляции 

тромбоцитов [117]. 

Адгезия тромбоцитов к стеклянной поверхности запускает изменение 

формы, которое включает организацию актиновых филаментов в виде 4-х 

образующихся различных структур: филоподия, ламеллиподия, сократительное 

кольцо и стресс-волокна, причем каждая из этих структур содержит различный 

комплект актин-связывающих белков [118]. 

Актиновые узелки представляют собой недавно открытую актиновую 

структуру, состоящую из точечных областей актина, причем впервые данное 

явление наблюдали в самом начале формирования ламеллиподии внутри 

тромбоцитов распластанных на смесь матриксных белков. Предполагают, что 
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актиновые узелки образуются на ранних стадиях полимеризации 

актина и что они играют важную роль в стимулировании образования более 

поздних актиновых структур, включая ламеллиподии, и что, возможно, они 

вносят вклад в формирование стресс-фибрилл [119]. 

Тромбоциты способны регулировать свое распластывание и морфологию в 

зависимости от окружающей геометрии, влияющей на реорганизацию 

цитоскелета тромбоцитов в ответ на геометрические ограничения со стороны 

микроокружения [120], причем аналогичное явление было обнаружено также и в 

ядерных клетках млекопитающих [121]. Это показывает, что молекулярная 

машинерия, необходимая для адгезии тромбоцитов и их распластывания, является 

весьма похожей на ту, которая присутствует и в других подвижных клетках [122]. 

Наконец, также не последнюю роль играет цитоскелет для регулирования 

явления контракции (сжатия) сгустка. Для контракции сгустка необходимо 

сокращение тромбоцитов, которое достигает стабильного состояния после 25 мин, 

оказывая общее усилие примерно в 34 нН [123]. Для выполнения таких 

сокращений сгустка, происходит структурная перестройка цитоскелета, которая 

привлекает цитоплазматические и мембранные белки, способствует 

полимеризации актина и организации филаментов в структуры более высокого 

порядка, такие как стресс-волокна. 

Стресс-волокна состоят из пучков актиновых филаментов и миозина II и 

позволяют немускульным клеткам применять сократительные усилия. Ранние 

работы идентифицировали -актинин и миозин как динамически 

перераспределенные и ассоциированные с реорганизованными актиновыми 

«кáбелями» в теле клетки в распластанных тромбоцитах во время процесса 

адгезии [124], в которой RhoA является критичным регулятором формирования 

актиновых стресс-волокон [125]. Существует также другой ключевой элемент 

работающий кооперативно: ось PI-3 киназа/RhoA/mDia1, которая является 

критичным путем для связывания тромбиновой сигнализации с перестройкой 
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актинового цитоскелета происходящей во время 

распластывания тромбоцита [126]. 

Дискообразная форма тромбоцитов определяется маргинальным кольцом, 

расположенным непосредственно под плазматической мембраной, которое 

состоит практически полностью из микротрубочек [127, 128, 129]. 

Микротрубочки являются полимерами димеров -тубулина и -тубулина, 

которые образуют линейные массивы называемые протофиламентами, латерально 

ассоциирующие с образованием полой жесткой трубчатой структуры, 

характерной для микротрубочек. Основная масса образующего микротрубочку -

тубулина представляет собой 1-тубулин (дивергентная форма -тубулина, 

которая представлена исключительно в мегакариоцитах и тромбоцитах) [130, 

131]. 

Недавно динамика микротрубочек была визуализирована в живых клетках, 

в результате было показано, что маргинальное кольцо микротрубочек, состоит из 

множества биополярных динамических микротрубочек, возникающих из 

единственной стабильной микротрубочки. Динамичность микротрубочек 

обеспечивает тромбоцитам способность изменять свой цитоскелет во время 

физиологических процессов, таких как уменьшение их размера во время старения 

и образование радиального массива микротрубочек, что достигается за счет 

образования филоподий во время активации и адгезии [99]. 

Несмотря на то, что проведены многочисленные исследования цитоскелета 

тромбоцитов и его перестройки в процессе их активации, до сих пор накоплено 

крайне мало информации о механической функции тромбоцитов и ее 

координации с внутриклеточным структурным ремоделированием их цитоскелета 

[98]. Помимо этого, в понимании процесса адгезии также крайне важно знание 

множественных молекулярных взаимодействий цитоплазматических доменов 

адгезионных гликопротеинов с цитоскелетными белками, которые и 
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обеспечивают прочность формируемого механического 

контакта совместно со взаимодействием внеклеточных доменов с матриксными 

белками. 

1.5 Прикрепление мембранных адгезионных белков к 

цитоскелету тромбоцитов и их связь с адгезией тромбоцитов 

Адгезия является центральным механизмом, за счет которого клетки 

механически взаимодействуют с внеклеточным матриксом. Передполагают, что 

адгезия функционирует как «молекулярное сцепление» между актиновым 

цитоскелетом и внеклеточными лигандами, обеспечивая посредничество в 

передаче сил, генерируемых при динамике цитоскелета к внеклеточному 

окружению [132]. Возможная модель взаимодействия мембранных 

гликопротеинов и цитоскелетных белков мембранного скелета тромбоцитов 

показана на Рис. 7. 

При адгезии клеток существует определенная последовательность 

транспорта цитоскелетных белков и сигнальных молекул в область, близкую к 

плазматической мембране. Кластеризация интегринов вызывает привлечение 

структурных цитоскелетных белков, таких как винкулин и талин, которые 

взаимодействуют с актином и способствую его полимеризации в 

микрофиламенты. На более поздней стадии формирования адгезионного контакта 

в его состав включается -актинин. -Актинин стабилизирует основные 

филаменты посредством образования кросс-связей со смежными пучками 

филаментов и способствует их фиксации в околомембранной области благодаря 

взаимодействию с цитоплазматическим доменом -субъединицы интегрина. 

Другие цитоскелетные белки, которые связывают интегрины с 

микрофиламентами, играют похожую роль. Например, талин образует мостик 

между цитоплазматическим доменом -субъединицы интегрина и актином через 

винкулин, или винкулин-тензин, и, также, через паксиллин-винкулин [74, 78]. 

Филамин также способен связывать интегрины с микрофиламентами [133]. 
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Среди всех цитоскелетных белков роль талина в 

функционировании интегринов исследована наиболее детально. Сверхэкспрессия 

в СНО клетках фрагмента талина, который содержит сайт связывания 

цитоплазматического домена -цепи интегрина, приводит к увеличенному 

связыванию лигандов интегрином IIb3 [134]. Одновременно, уменьшенная 

экспрессия талина ингибирует экспорт интегринов из аппарата Гольджи, их 

экспрессию в мембране и образование фокальной адгезии [135, 136].  

 

 

Рис. 7. Схематичное представление модели мембранного скелета тромбоцитов [137]. Данная модель 

мембранного скелета тромбоцитов показывает некоторые из белков, которые восстанавливаются вместе с 

мембранным скелетом из лизированных детерегентом тромбоцитов. Взаимодействия, показанные в этой модели, 

основываются либо на хорошо известных взаимодействиях, которые встречаются in vitro (например, паксиллин 

взаимодействуент с винкулином), либо показываются просто схематически для демонстрации присутствия этих 

молекул. На рисунке обозначены: молекулы интегринов 21 и IIb3; актин (actin); комплекс гликопротеин Ib-V-IX 

(GPIb-IX); спектрин (spectrin); талин (talin); дистрофин-связанный белок (dystrophin-related protein, DRP) ГТФаза-

активирующий белок (GTPase-activating protein, GAP); тирозиновая фосфатаза SHPTP1; нерецепторные 

тирозинкиназы src, yes, syk; сигнальная молекула 14-3-3; паксиллин (paxillin); винкулин (vinculin); филамин (actin 

binding protein, ABP). 
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связывающем домене -Мутации в талин-

субъединицы цитоплазматического домена интегрина вызывают ухудшение в 

транслокации талина и актина в фокальную адгезию без каких-либо изменений в 

кластеризации интегрина [77]. 

Другими хорошо охарактеризованными цитоскелетными белками, которые 

образуют комплекс с -субъединицей цитоплазматического домена интегрина, 

являются -актинин и филамин. Хотя данные белки образуют менее крепкие 

комплексы с -субъединицей цитоплазматического домена интегрина чем талин, 

однако установлено, что для фокальной адгезии, в конечном итоге, также 

необходимо вовлечение этих белков в ассоциацию с данным доменом интегрина 

[138]. Мутации в цитоплазматическом домене -субъединицы, располагающиеся 

в местах, ответственных за связывание -актинина, приводят к снижению 

формирования фокальной адгезии и стресс-фибрилл. Мутационный анализ мест 

связывания талина и -актинина показал, что эти белки имеют различные 

функции внутри клетки, но все эти функции зависят от цитоплазматического 

домена -субъединицы [77, 139]. 

Подобно -актинину филамин локализуется не только в местах фокальной 

адгезии, но также вдоль актиновых филаментов. Его функции связаны с 

механическим стрессом, наблюдающимся в клетках во время изменения их 

формы, образования филоподий и движения. Мутации в филамин-связывающем 

сайте, локализованном в С-концевой области цитоплазматического домена -

субъединицы, приводят к снижению сборки интегринов в фокальную адгезию 

[140]. 

Таким образом, молекулярная организация мембранного скелета 

тромбоцитов и фокального комплекса, формируемого при адгезии, крайне сложна 

и требует участия порядка 100 различных молекул, взаимодействия между 

которыми также множественны. Помимо этого, общая картина адгезии 

тромбоцитов усложняется также тем, что при сильной агонист-индуцируемой 
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физиологической активации тромбоциты способны разделяться 

на две субпопуляции с кардинально различными свойствами. 

1.6 Субпопуляции активированных тромбоцитов 

При воздействии высоких концентраций агонистов активированные 

тромбоциты разделяются на 2 субпопуляции с принципиально различными 

свойствами [141]: одна из этих субпопуляций имеет на своей внешней мембране 

высокое содержание ФС, в результате произошедшего при активации процесса 

симметризации плазматической мембраны (ФС-положительная субпопуляция), в 

то время как на мембране другой субпопуляции не происходит подобного 

заметного экспонирования ФС (ФС-отрицательная субпопуляция). ФС-

отрицательная субпопуляция характеризуется наличием филоподий [142], 

хорошей способностью к агрегации [143] и низким уровнем внутриклеточного 

кальция [144], в то время как ФС-положительная субпопуляция характеризуется 

шарообразной формой без филоподий [145], высоким внутриклеточным кальцием 

[144], низкой агрегаторной способностью [143], но, при этом, обладает 

значительно большей прокоагулянтной активностью [145]. Прокоагулянтная 

активность ФС-положительной субпопуляции обуславливается наличием на ее 

мембране большого количества ФС, что позволяет мембранам таких тромбоцитов 

эффективно связывать факторы свертывания IXa, VIII, X [146] и приводит к 

значительному ускорению реакций плазменного свертывания на несколько 

порядков [147]. 

Физиологическая роль разделения активированных тромбоцитов на ФС-

положительную и ФС-отрицательную субпопуляции на данный момент неясна, 

также противоречивые данные накоплены о распределении данных субпопуляций 

в тромбе [148, 149, 150]. 

В ранних работах показано, что при определенных условиях активации 

тромбоцитов наблюдается протеолитическая деградация ряда цитоскелетных 

белков, в том числе участвующих в прикреплении мембранных белков к 
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цитоскелету, таких как филамин и талин [151]. Предполагают, что 

наблюдаемая деградация контролируется кальций-активируемой протеазой 

кальпаином [152]. Кальпаин представлен в тромбоцитах в двух формах, которые 

различаются по концентрации ионов кальция, которая необходима для их 

активации: первая форма (-кальпаин) является активной в диапазоне 

концентраций йонов кальция 5-50 мкМ, в то время как вторая форма (m-кальпаин) 

активна в диапазоне концентраций ионов кальция в пределах 200-1000 мкМ [153]. 

Поскольку тромбоциты при активации агонистами в высокой концентрации 

образуют ФС-положительную и ФС-отрицательную субпопуляции, в которых 

концентрация ионов кальция различна [144], то это может приводить к активации 

разных форм кальпаина в различных субпопуляциях активированных 

тромбоцитов. Показано, что высвобождающийся при протеолитическом 

расщеплении талина кальпаином его фрагмент связывается с более высокой 

аффинностью с -цепью интегрина, чем сам полноразмерный талин [154]. 

Физологическое значение такого более эффективного связывания 

протеолитического фрагмента талина на данный момент неясно, однако 

предполагают, что, возможно, такой эффект необходим для кластеризации и 

активации интегринов [154] либо для реорганизации цитоскелета, протекающей 

при активации тромбоцитов [155]. 

Протеолитическая деградация ряда цитоскелетных белков, задействованных 

в прикреплении мембранных гликопротеинов к цитоскелету, возможно влияет на 

адгезивные свойства тромбоцитов, поскольку именно прикрепление к 

цитоскелету мембранных гликопротеинов обеспечивает эффективное образование 

фокальных контактов, прикрепление клеток к внеклеточному субстрату и их 

адгезию.  

Целью данной работы являлось исследование прикрепления мембранных 

адгезионных гликопротеинов к цитоскелету в субпопуляциях тромбоцитов и 

влияния разрушения прикрепления мембранных адгезионных гликопротеинов к 

цитоскелету на адгезионные свойства тромбоцитов. 
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Задачи 

1. Разработать методику, позволяющую анализировать прикрепление 

мембранных белков к цитоскелету в субпопуляциях клеток. 

2. Исследовать прикрепление адгезионных мембранных белков к цитоскелету 

в неактивированных и субпопуляциях активированных тромбоцитов. 

3. Исследовать влияние деградации цитоскелетных белков на прикрепление 

адгезионных мембранных белков к цитоскелету в субпопуляциях 

активированных тромбоцитов. 

4. Исследовать механизмы, контролирующие прикрепление адгезионных 

мембранных белков к цитоскелету в субпопуляциях активированных 

тромбоцитов. 

5. Исследовать влияние деградации цитоскелетных белков, обеспечивающих 

прикрепление адгезионных мембранных гликопротеинов к цитоскелету, на 

адгезионные свойства тромбоцитов. 
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Глава II. Результаты 

2.1 Исследование прикрепления адгезионных мембранных 

гликопротеинов к цитоскелету тромбоцитов 

Для исследования прикрепления адгезионных мембранных гликопротеинов 

к цитоскелету тромбоцитов был разработан подход, который позволяет 

анализировать прикрепление мембранных белков к цитоскелету в субпопуляциях 

клеток, разделяемых с помощью проточной цитометрии на основании разницы в 

связывании ими флуоресцентных маркеров, характерных для каждой 

субпопуляции. Данный подход основан на окрашивании тромбоцитов 

флуоресцентно-меченными антителами к поверхностным мембранным белкам, 

фиксации окрашенных клеток и последующей обработки их раствором детергента 

для высвобождения из мембран фиксированных клеток мембранных 

гликопротеинов, которые не связаны с цитоскелетом. Сравнение флуоресценции 

антител к мембранным гликопротеинам в фиксированных клетках до и после их 

обработки раствором неионного детергента позволяет судить о том, прикреплены 

ли мембранные гликопротеины, детектируемые с помощью антител, к 

цитоскелету клетки или нет: в том случае, если после обработки детергентом 

фиксированных клеток их флуоресценция не изменяется, это свидетельствует о 

том, что мембранный гликопротеин прикреплен к цитоскелету, в том же случае, 

если после обработки детергентом фиксированных клеток их флуоресценция 

сильно падает, это свидетельствует о вымывании данного мембранного белка и о 

том, что он не прикреплен к цитоскелету клетки. Аналогичный подход с 

фиксацией клеток и последующей обработкой их детергентом применяется при 

анализе ультраструктуры клеток с помощью электронной микроскопии [156], 

кроме того, ранее было показано, что многие мембранные белки, детектируемые 

флуоресцентно-меченными антителами с помощью проточной цитометрии, 
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Рис. 8. Анализ прикрепления интегрина αIIbβ3 к цитоскелету в субпопуляциях тромбоцитов (n=4). 

Неактивированные тромбоциты окрашивали CD61-ФЭ (10 мин), затем тромбоциты фиксировали, обрабатывали 

раствором неионного детергента Тритона Х-100 и анализировали с использованием проточной цитометрии. 

Тромбоциты активировали добавлением тромбина (100 нM) и CRP (10 мкг/мл) 20 мин, затем активированные 

тромбоциты окрашивали одновременно двумя флуоресцентно-меченными антителами PAC1-ФИТЦ и CD61-ФЭ 

(10 мин), после этого тромбоциты фиксировали, обрабатывали раствором Тритона Х-100 и анализировали с 

использованием проточной цитометрии. Представлены результаты типичного эксперимента (n=4). A. Приведены 

типичные дот-плоты фиксированных неактивированных и активированных тромбоцитов перед и после их 

обработки детергентом. B. Приведены типичные гистограммы флуоресценции неактивированных и 

активированных PAC+(PAC1-положительных) и PAC-(PAC1-отрицательных) тромбоцитов перед и после их 

обработки детергентом. Черные гистограммы соответствуют флуоресценции фиксированных тромбоцитов без 

обработки их детергентом, серые гистограммы показывают флуоресценцию фиксированных тромбоцитов после 

обработки их детергентом. 
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вымываются из фиксированных клеток в результате 

их последующей обработки детергентом [157]. 

C помощью данного подхода было проанализировано прикрепление 

ключевых адгезионных белков тромбоцита (интегрин αIIbβ3, ГПIb) и Р-селектин) к 

цитоскелету клетки. Было исследовано прикрепление адгезионных белков к 

цитоскелету клетки в неактивированных тромбоцитах и 2-х субпопуляциях 

активированных тромбоцитов (Рис. 8-10). Анализ дот-плотов флуоресценции 

неактивированных тромбоцитов, которые были окрашены флуоресцентно-

меченными антителами к интегрину αIIbβ3, затем зафиксированы и обработаны 

раствором неионного детергента, показывает, что никакого различия во 

флуоресценции предварительно окрашенных фиксированных тромбоцитов до и 

после их обработки детергентом не выявлено (Рис. 8), что предполагает, что 

интегрин αIIbβ3 прикреплен к цитоскелету в неактивированных тромбоцитах. В то 

же время при анализе дот-плотов флуоресценции ФС-положительных и ФС-

отрицательных активированных тромбоцитов (ФС-положительные – это 

отрицательные по РАС1, и ФС-отрицательные – это положительные по РАС1) 

видно, что в случае ФС-положительных тромбоцитов происходит значительный 

сдвиг флуоресценции антител к интегрину αIIbβ3 в область более низких значений 

в результате постобработки предварительно окрашенных фиксированных 

тромбоцитов раствором детергента (Рис. 8), в то же время для ФС-отрицательных 

активированных тромбоцитов такого сдвига флуоресценции не наблюдается (Рис. 

8). Дополнительный анализ гистограмм флуоресценции для неактивированных и 

субпопуляций активированных тромбоцитов показывает, что только в случае ФС-

положительных активированных тромбоцитов наблюдается значительное 

различие в гистограммах флуоресценции предварительно окрашенных 

антителами фиксированных тромбоцитов до и после их обработки детергентом 

(Рис. 8). 
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Рис. 9. Анализ прикрепления гликопротеина Ib к цитоскелету в субпопуляциях тромбоцитов. 

Неактивированные тромбоциты окрашивали CD42b-ФЭ (10 мин), затем тромбоциты фиксировали, обрабатывали 

раствором неионного детергента Тритона Х-100 и анализировали с использованием проточной цитометрии. 

Тромбоциты активировали добавлением тромбина (100 нM) и CRP (10 мкг/мл) 20 мин, затем активированные 

тромбоциты окрашивали одновременно двумя флуоресцентно-меченными антителами PAC1-ФИТЦ и CD42b-ФЭ 

(10 мин), после этого тромбоциты фиксировали, обрабатывали раствором неионного детергента Тритона Х-100 и 

анализировали с использованием проточной цитометрии. Представлены результаты типичного эксперимента (n=4). 

A. Приведены типичные дот-плоты фиксированных неактивированных и активированных тромбоцитов перед и 

после их обработки детергентом. B. Приведены типичные гистограммы флуоресценции неактивированных и 

активированных PAC+(PAC1-положительных) и PAC-(PAC1-отрицательных) тромбоцитов перед и после их 

обработки детергентом. Черные гистограммы соответствуют флуоресценции фиксированных тромбоцитов без 

обработки их детергентом, серые гистограммы показывают флуоресценцию фиксированных тромбоцитов после 

обработки их детергентом. 



 44 

Полученные данные, которые показали, что только в ФС-

положительных тромбоцитах наблюдается вымывание интегрина αIIbβ3 из 

зафиксированных клеток после их обработки детергентом, предполагают, что 

только в случае ФС-положительных тромбоцитов происходит разрушение связи 

интегрина αIIbβ3 с цитоскелетом клетки, в то время как в неактивированных и ФС-

отрицательной субпопуляции активированных тромбоцитов интегрин αIIbβ3 

прикреплен к цитоскелету. Для тромбоцитов, окрашенных флуоресцентно-

меченными антителами к ГПIb и Р-селектину, были получены аналогичные 

интегрину αIIbβ3 результаты (Рис. 9 и Рис. 10). 

 

 

Рис. 10. Анализ прикрепления P-селектина к цитоскелету в субпопуляциях тромбоцитов. 

Тромбоциты активировали добавлением тромбина (100 нM) и CRP (10 мкг/мл) 20 мин, затем активированные 

тромбоциты окрашивали одновременно двумя флуоресцентно-меченными антителами PAC1-ФИТЦ и CD62Р-ФЭ 

10 мин, после этого тромбоциты фиксировали, обрабатывали раствором неионного детергента Тритона Х-100 и 

анализировали с использованием проточной цитометрии. Представлены результаты типичного эксперимента (n=4). 

A. Приведены типичные дот-плоты фиксированных активированных тромбоцитов перед и после их обработки 

детергентом. B. Приведены типичные гистограммы флуоресценции активированных PAC+(PAC1-положительных) 

и PAC-(PAC1-отрицательных) тромбоцитов перед и после их обработки детергентом. Черные гистограммы 

соответствуют флуоресценции фиксированных тромбоцитов без обработки их детергентом, серые гистограммы 

показывают флуоресценцию фиксированных тромбоцитов после обработки их детергентом. 
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2.2 Исследование белкового профиля тромбоцитов при их 

активации 

На основании полученных данных о том, что только в ФС-положительных 

активированных тромбоцитах наблюдается значительное падение флуоресценции 

после обработки детергентом предварительно окрашенных антителами к 

мембранным адгезионным белкам фиксированных клеток, было высказано 

предположение о том, что именно в ФС-положительных активированных 

тромбоцитах происходит практически полное разрушение связи, обеспечивающей 

прикрепление мембранных адгезионных белков к цитоскелету. 

Из ранних исследований известно, что при определенных условиях 

активации тромбоцитов наблюдается деградация ряда цитоскелетных белков 

[151], в частности это талин и филамин, которые напрямую вовлечены в 

прикрепление мембранных гликопротеинов к цитоскелету клетки. Филамин, 

талин и продукты их протеолитической деградации можно детектировать с 

помощью электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) [151]. Поэтому, 

предполагая, что разрушение прикрепления мембранных гликопротеинов к 

цитоскелету клетки, наблюдаемое с помощью проточной цитометрии, может быть 

связано с деградацией некоторых цитоскелетных белков, обеспечивающих 

прикрепление данных мембранных гликопротеинов к цитоскелету, был 

дополнительно проанализирован белковый профиль неактивированного 

тромбоцита и его изменение при различных условиях активации тромбоцитов с 

помощью денатурирующего электрофореза в ПААГ (Рис. 11).  

Были использованы условия активации, которые дают разное соотношение 

ФС-положительных и ФС-отрицательных активированных тромбоцитов, т.е. 

варьировали концентрации агонистов при активации, что изменяет соотношение 

ФС-положительных и ФС-отрицательных активированных тромбоцитов [158]. 

Как и предполагали, при увеличении концентрации активирующих агонистов 
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Рис. 11. Формирование субпопуляций тромбоцитов и деградация цитоскелетных белков при 

сильной физиологической активации тромбоцитов. A,B. Тромбоциты активировали с различными 

концентрациями агонистов (тромбин (нM) и CRP (мкг/мл): 200/20, 50/5, 12,5/1,25, 3,1/0,3, 0,78/0,08) в течение 15 

мин и анализировали проточной цитометрией (А) и электрофорезом белков (В). Для анализа с помощью проточной 

цитометрии активированные тромбоциты окрашивали одновременно РАС1-ФИТЦ и аннексин V–Алекса Флуор 

647 (5 мин), разбавляли с буфером А, содержащим 2,5 мМ хлорид кальция, и немедленно анализировали на 

проточном цитометре (A). Приведен типичный результат для формирования субпопуляций активированных 

тромбоцитов при различной активации (A, n=3). Для анализа электрофорезом активированные тромбоциты (50 

млн) были осаждены центрифугированием при 1000g (10 мин), затем растворены в ДСН-содержащем буфере, 

прокипячены и нанесены на 7,5% ДСН-полиакриламидный гель. Профиль белков активированных тромбоцитов 

приведен (B). Стрелками указаны продукты протеолиза, происходящего в результате активации тромбоцитов. C-E. 

Тромбоциты активировали тромбином (100 нM) и CRP (10 мкг/мл) в течение соответствующих временных 

интервалов, затем окрашивали одновременно РАС1-ФИТЦ и аннексин V–Алекса Флуор 647 (2 мин), после этого 

тромбоциты разводили буфером А, содержащем 2,5 мМ хлорид кальция, и сразу же анализировали на проточном 

цитометре. Приведены типичные дот-плоты активированных тромбоцитов (C, D, n=3). Числа на дот-плотах 

показывают процент клеток, которые попали в соответствующий регион. Типичная кинетика формирования 

субпопуляций тромбоцитов при их активации приведена (E, n=3). 
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наблюдали увеличение количества ФС-положительных активированных 

тромбоцитов (Рис. 11 А), что детектировали с помощью проточной цитометрии по 

связыванию флуоресцентно-меченного аннексина V. Одновременный анализ тех 

же самых клеток электрофорезом в ПААГ показал (Рис. 11 В), что при 

увеличении концентрации активирующих агонистов (что коррелирует с 

увеличение процента ФС-положительных тромбоцитов) появляются характерные 

полосы деградации ряда цитоскелетных белков (Рис. 11 В), таких как филамин, 

талин и миозин. Помимо идентификации полос филамина, талина и миозина по 

молекулярному весу в геле, которые уверенно детектируются в белковом профиле 

неактивированных тромбоцитов (Рис. 11 В), дополнительно была проведена их 

идентификация с помощью масс-спектрометрии [159], которая подтвердила 

принадлежность этих полос данным белкам. С увеличением концентраций 

активирующих агонистов интенсивность окрашивания полос в геле, характерных 

для филамина, талина и миозина, постепенно падала, что свидетельствует о том, 

что деградация этих белков коррелирует с увеличением количества ФС-

положительных активированных тромбоцитов (Рис. 11 А). Полученные 

результаты свидетельствуют о корреляции деградации талина, филамина и 

миозина с формирование субпопуляции ФС-положительных тромбоцитов. 

Для подтверждения гипотезы о том, что деградация цитоскелетных белков 

происходит только в ФС-положительных тромбоцитах дополнительно был 

исследован статус филамина, талина и миозина в ФС-положительной и ФС-

отрицательной субпопуляциях активированных тромбоцитов, которые были 

предварительно разделены с помощью сортировки клеток на проточном 

цитометре с функцией сортировки (Рис. 12). Сортировка клеток позволяет 

физически разделить субпопуляции исследуемых клеток для их дальнейшего 

анализа. ФС-положительные и ФС-отрицательные тромбоциты были 

проанализированы с помощью электрофореза в ПААГ (Рис. 12): на геле хорошо 

видно отсутствие полос, характерных для филамина, талина и миозина, в 
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белковом профиле субпопуляции ФС-положительных активированных 

тромбоцитов, в то время как в белковом профиле субпопуляции 
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Рис. 12. Анализ деградации ряда цитоскелетных белков в субпопуляциях активированных 

тромбоцитов. Тромбоциты активировали 100 нМ тромбином и 10 мкг/мл CRP, затем с использованием сортера 

клеток разделяли на ФС-положительную (ФС+) и ФС-отрицательную (ФС-) субпопуляции (субпопуляции 

разделяли по их связыванию аннексина V). Равное количество ФС+ и ФС- тромбоцитов (0,7510
6
 клеток) 

анализировали с использованием электрофореза в ПААГ, белки в геле визуализировали окрашиванием серебром. 

На рисунке приведены белковые профили ФС+ и ФС- субпопуляции, а также маркеры молекулярного веса (Mr, 

кДа). 

 

ФС-отрицательных активированных тромбоцитов эти полосы присутствуют (Рис. 

12). Полученные результаты также подтверждают гипотезу о том, что деградация 

цитоскелетных белков, таких как филамин и талин, отвечающих за прикрепление 

мембранных гликопротеинов к цитоскелету клетки, наблюдается только в ФС-

положительных активированных тромбоцитах. 
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2.3 Выявление механизма, ответственного за разрушение связи 

адгезионных мембранных гликопротеинов с цитоскелетом 

тромбоцита 

В ранних работах было показано, что деградация филамина и талина, 

участвующих в прикреплении адгезионных гликопротеинов к цитоскелету 

тромбоцита, опосредована активацией кальций-зависимой протеазы кальпаина 

[152]. Поскольку, прикрепление мембранных гликопротеинов к цитоскелету 

клетки – это очень сложный процесс, который контролируется множеством 

специальных белков – неясно, насколько кальпаин-опосредованная деградация 

филамина и талина вовлечена в контроль прикрепления адгезионных мембранных 

гликопротеинов к цитоскелету. Для исследования того, насколько кальций-

зависимая активация кальпаина может быть вовлечена в разрушение 

прикрепления мембранных гликопротеинов к цитоскелету, был использован 

разработанный ранее метод, основанный на проточной цитометрии, где 

анализируется флуоресценция антител к мембранным гликопротеинам на 

фиксированных клетках до и после их обработки детергентом. В том случае, если 

активация кальпаина вовлечена в контроль прикрепления мембранных белков к 

цитоскелету, то преинкубация тромбоцитов с ингибиторами кальпаина будет 

ингибировать разрушение прикрепления мембранных адгезионных белков к 

цитоскелету, которое наблюдали ранее (Рис. 8-10). Это будет выражаться в 

уменьшении падения флуоресценции антител к мембранным гликопротеинам 

после обработки детергентом фиксированных тромбоцитов, которые были 

преинкубированы с ингибиторами кальпаина, в сравнении с тромбоцитами, 

которые не были предварительно обработаны ингибиторами кальпаина. Было 

проанализировано влияние ингибиторов кальпаина на разрушение прикрепления 

интегрина IIb3 к цитоскелету (Рис. 13). Для этого часть тромбоцитов перед 

активацией была проинкубирована с различными ингибиторами кальпаина 

(кальпептин, MDL28170 и PD150606), затем тромбоциты активировали, 
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Рис. 13. Анализ влияния ингибиторов кальпаина на прикрепление интегрина IIb3 к цитоскелету в 

субпопуляциях активированных тромбоцитов. Тромбоциты преинкубировали 60 мин с 0,2% ДМСО в качестве 

контроля (A), 200 мкM кальпептином (B), 200 мкM MDL28170 (C), или 200 мкM PD150606 (D), затем их 

активировали 100 нM тромбином с 10 мкг/мл CRP, окрашивали одновременно PAC1-FITC и CD61-PE в течение 10 

мин, фиксировали, обрабатывали детергентом и анализировали проточной цитометрией. Приведены результаты 

типичного эксперимента (n = 3): дот-плоты активированных фиксированных тромбоцитов до и после их обработки 

детергентом и гистограммы флуоресценции CD61-ФЭ для PAC1-положительных (PAC1+) и PAC1-отрицательных 

(PAC1-) активированных тромбоцитов перед (черным) и после (серым) их обработки детергентом. 
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окрашивали флуоресцентно- меченными антителами к интегрину 

IIb3, фиксировали и обрабатывали детергентом (Рис. 13). Анализ дот-плотов и 

гистограмм флуоресценции фиксированных тромбоцитов до и после их обработки 

детергентом показывает, что в присутствии ингибиторов кальпаина разрушение 

прикрепления мембранных гликопротеинов к цитоскелету клетки значительно 

снижено, по сравнению с тромбоцитами без ингибиторов (Рис. 13). 

Однако, сравнение флуоресценции обработанных детергентом 

фиксированных тромбоцитов проинкубированных с ингибиторами с 

необработанными детергентом фиксированными тромбоцитами, показывает, что 

небольшое снижение флуоресценции в результате обработки детергентом 

происходит (Рис. 13), что может свидетельствовать как о том, что, либо 

ингибиторы не полностью подавляют активацию кальпаина, либо, что в процесс 

разрушения связи между мембранными гликопротеинами и цитоскелетом могут 

быть вовлечены и другие механизмы. Данные результаты, однако, предполагают, 

что все-таки основным механизмом, который контролирует разрушение 

прикрепления мембранных гликопротеинов к цитоскелету клетки, 

наблюдающееся в ФС-положительных активированных тромбоцитах, является 

именно активация кальций-зависимой протеазы кальпаина. 

2.4 Анализ кинетики потери целостности мембраны 

тромбоцита при экспозиции ФС 

Поскольку разработанный метод детекции прикрепления мембранных 

белков к цитоскелету базируется на связывании флуоресцентно-меченных 

антител с мембраной клетки, то важно, чтобы при этом не было проникновения 

антител внутрь клетки, поскольку показано, что активированные ФС-

положительные тромбоциты имеют повережденную плазматическую мембрану 

[160]. Поэтому, для этого необходимо выполнить анализ кинетики потери 

целостности мембраны тромбоцита одновременно с анализом экспозиции ФС для 

того, чтобы знать в какой момент при экспозиции ФС происходит потеря 
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целостности мембраны ФС- положительного тромбоцита. 

Кинетику потери целостности мембраны тромбоцита исследовали с помощью 

анализа удерживания флуоресцентного красителя кальцеина в клетках (хорошо 

удерживается в живых клетках с неповрежденной мембраной, но не удерживается 

в мертвых клетках, мембрана которых повреждена) при формировании 

субпопуляции ФС-положительных тромбоцитов (Рис. 14). Полученные 

результаты показывают, что 
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Рис. 14. Анализ кинетики потери целостности мембраны тромбоцита при его активации и 

экспозиции им ФС. Тромбоциты были нагружены кальцеином и затем активированы добавлением тромбина до 

100 нМ в присуисивии 2,5 мМ хлорида кальция. Для детекции ФС-положительной субпопуляции (ФС+ 

тромбоциты) при активации был добавлен аннексин V-Алекса Флуор 647. В указанное время аликвоты с 

активированными тромбоцитами были проанализированы с помощью проточной цитометрии. Приведены 

результаты типичного эксперимента (n=3). А-В. На графике приведена кинетика формирования ФС-

положительных тромбоцитов (указан процент от общего числа активированных тромбоцитов) и кинетика 

вытекания кальцеина из сформировавшейся субпопуляции ФС-положительных тромбоцитов (указан процент ФС-

положительных тромбоцитов, удерживающих кальцеин, от количества ФС-положительных тромбоцитов). 
 

вытекание кальцеина из клеток, характерное для клеток с поврежденной 

мембраной, является более поздним процессом, чем появление ФС на мембране 

тромбоцита, и свидетельствует о том, что потеря целостности мембраны 

наступает не одновременно с экспозицией ФС, а значительно позже, что 

позволяет анализировать ФС-положительные клетки как клетки преимущественно 

с неповрежденной плазматической мембраной примерно в пределах 30 минут 

после начала активации. 

А B 
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2.5 Изучение влияния ингибиторов кальпаина на статус 

интегрина IIb3 

При активации тромбоцитов происходит переход интегрина IIb3 в 

активную конформацию, характерную для субпопуляции ФС-отрицательных 

тромбоцитов, в то время как в субпопуляции ФС-положительных тромбоцитов 

интегрин IIb3 не представлен в своей активной форме [141]. Поскольку статус 

интегрина IIb3 может быть связан с кластеризацией самого интегрина IIb3 в 

мембране тромбоцита, то ингибиторы кальпаина могут быть способны влиять на 

статус интегрина IIb3 и, возможно, влияют на экспозицию ФС. Был исследован 

статус интегрина IIb3 в субпопуляциях активированных тромбоцитов в 

присутствии ингибиторов кальпаина (Рис. 15). Тромбоциты преинкубировали с 

ингибиторами кальпаина, затем активировали и исследовали их связывание с 

флуоресцентно-меченным антителом к активной форме интегрина IIb3 (РАС1-

ФИТЦ). Помимо этого было исследовано влияние ингибиторов кальпаина на 

экспозицию ФС, протекающую при активации тромбоцитов (Рис. 15) и на 

формирование микровезикул, протекающее при активации тромбоцита (Рис. 16). 

На основании полученных результатов можно говорить о том, что ингибиторы 

кальпаина не оказывают заметное влияние ни на экспозицию ФС, ни на 

связывание антитела РАС-ФИТЦ при формировании субпопуляций 

активированных тромбоцитов. В то же время ингибиторы кальпаина заметным 

образом уменьшали микровезикуляцию, протекающую при активации 

тромбоцитов (Рис. 16), что полностью согласуется с полученными ранее данными 

известными из литературы [161, 162]. Таким образом, полученные данные 

предполагают, что кальпаин не вовлечен в регуляцию экспозиции ФС при 

активации тромбоцитов и не вовлечен в активацию/дезактивацию интегрина IIb3 

при формировании субпопуляций активированных тромбоцитов, но вовлечен в 

процесс микровезикуляции, который напрямую связан с перестройкой 

цитоскелета тромбоцитов при их активации. 
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Рис. 15. Анализ влияния ингибиторов кальпаина на деградацию цитоскелетных белков, экспозицию 

ФС и связывание антитела к активной форме интегрина αIIbβ3 РАС-1 с субпопуляциями активированных 

тромбоцитов. Тромбоциты преинкубировали с 0,2% диметилсульфоксида в качестве контроля, 200 мкМ 

кальпептином, 200 мкМ MDL28170 или PD150606 в течение 60 мин перед их активацией. Приведены результаты 

типичного эксперимента, n=3. A. Тромбоциты активировали добавлением А23187 до 1 мкМ в течение 10 мин при 

комнатной температуре. Активированные тромбоциты (10 млн) были осаждены центрифугированием при 1000g 

(10 мин) и затем тромбоциты ресуспендировали в ДСН-содержащем буфере, пробы кипятили  и наносили на 7,5% 

ДСН-полиакриламидный гель. Приведен типичный профиль белков (1- неактивированные тромбоциты, 2- 

активированные тромбоциты, 3- активированные тромбоциты + кальпептин, 4 - активированные тромбоциты + 

MDL 28170, 5- активированные тромбоциты + PD150606). B-D. Тромбоциты активировали добавлением тромбина 

до 100 нМ в течение 10 мин при комнатной температуре, затем окрашивали РАС1-ФИТЦ и аннексин V–Алекса 

Флуор 647 и анализировали с помощью проточной цитометрии. Приведены типичные результаты анализа 

экспозиции ФС при активации тромбоцитов (B) и статуса интегрина αIIbβ3 в субпопуляциях активированных 

тромбоцитов (C, D). 
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2.6 Исследование влияния ингибиторов кальпаина на 

деградацию ряда цитоскелетных белков, задействованных в 

прикреплении мембранных гликопротеинов к цитоскелету 

Использованные в работе ингибиторы кальпаина (кальпептин, MDL28170 и 

PD150606) имеют различное химическое строение и могут различаться по своей 

способности ингибировать кальпаин в тромбоцитах. Для анализа эффективности 

действия использованных ингибиторов кальпаина была протестирована их  

 

 

Рис. 16. Анализ влияния кальпептина на формирование микровезикул при активации тромбоцитов. 

Приведен результат типичного эксперимента (n=3). Приведены дот-плоты (БСР – боковое светорассеяние, ПСР – 

прямое светорассеяние), полученные с помощью проточной цитометрии, для неактивированных, активированных 

(10 мкМ А23187) и преинкубированных с 200 мкМ ингибитором кальпаина кальпептином активированных (10 

мкМ А23187) тромбоцитов. Красным показаны шарики, использованные для калибровки цитометра и точного 

подсчета количества событий, зеленым выделен регион тромбоцитов (он был определен по неактивированным 

тромбоцитам) и синим выделен регион микровезикул (МВ), который был определен как меньшие по размеру 

события, чем неактивированные тромбоциты, и одновременно положительные при этом по аннексину V. 
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способность ингибировать деградацию цитоскелетных белков, 

протекающую при активации тромбоцитов, с помощью денатурирующего 

электрофореза в ПААГ (Рис. 15). Тромбоциты предварительно преинкубировали с 

ингибиторами кальпаина и, затем, активировали добавлением кальциевого 

ионофора А23187 (соединение, которое способно формировать почти 100% 

тромбоцитов, которые экспонируют ФС), после этого белковый профиль 

тромбоцитов анализировали с помощью электрофореза (Рис. 15 А). Полученные 

результаты свидетельствуют о том, что кальпептин и MDL28170 практически 

полностью ингибируют протеолитическое расщепление филамина, талина и 

миозина, наблюдающееся в отсутствии данных ингибиторов, в то время как 

PD150606 показал себя как наименее эффективный ингибитор протеолиза данных 

цитоскелетных белков. 

2.7 Анализ последовательности событий, протекающих при 

активации тромбоцитов 

На данный момент остается неясной последовательность событий, 

протекающая при активации тромбоцита. Что происходит раньше: экспозиция ФС 

или разрушение прикрепления мембранных гликопротеинов к цитоскелету? Для 

анализа последовательности событий, протекающих при экспозиции ФС, была 

проанализирована кинетика разрушения прикрепления мембранных 

гликопротеинов к цитоскелету тромбоцитов (Рис. 17). Для такого анализа была 

использована ранее разработанная методика, основанная на проточной 

цитометрии, которая анализирует флуоресценцию антител к мембранным белкам 

на фиксированных тромбоцитах до и после их обработки детергентом. 

Тромбоциты активировали, затем окрашивали в разное время активации 

флуоресцентно-меченными антителами к интегрину IIb3, фиксировали и 

обрабатывали детергентом. Анализ дот-плотов и гистограмм флуоресценции 

показывает, что разрушение прикрепления интегрина IIb3 к цитоскелету 
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Рис. 17. Анализ кинетики прикрепления интегрина IIb3 к цитоскелету в субпопуляциях 

активированных тромбоцитов. Тромбоциты активировали 100 нМ тромбином с 10 мкг/мл CRP окрашивали 

одновременно PAC1-ФИТЦ и CD61-ФЭ в течение 2 мин. В соответствующие временные интервалы (2, 5 и 17 мин) 

тромбоциты фиксировали и обрабатывали раствором детергента. Приведены результаты типичного эксперимента 

(n = 3): дот-плоты активированных фиксированных тромбоцитов до и после их обработки детергентом (A) и 

гистограммы флуоресценции CD61-ФЭ для PAC1-отрицательных (PAC1-) активированных тромбоцитов перед 

(черным) и после (серым) обработки детергентом (B). Выделенная область на дот-плоте показывает область 

анализированных РАС1- тромбоцитов. 
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наблюдается только в тромбоцитах отрицательных по 

связыванию РАС1 (т.е. это тромбоциты положительные по ФС) и процесс 

разрушения прикрепления мембранных гликопротеинов продолжается после 

экспонирования ФС (Рис. 17). Данный результат предполагает, что разрушение 

прикрепления мембранных гликопротеинов к цитоскелету происходит либо после 

экспозиции ФС (т.е. является более поздним процессом), либо является 

процессом параллельным и несвязанным напрямую с экспозицией ФС. 

2.8 Анализ разрушения прикрепления мембранных 

гликопротеинов при экспозиции ФС по поверхности клетки 

Активированные тромбоциты имеют неоднородную структуру, например 

активированный ФС-отрицательный тромбоцит имеет выросты в виде филоподий, 

в то время как активированный ФС-положительный тромбоцит таких выростов не 

имеет, однако имеет на своей поверхности особую мембранную область, которая 

более эффективно, чем вся остальная мембрана, связывает аннексин V, условно 

названную «шапкой» [163]. Для анализа распределения мембранных 

гликопротеинов по поверхности клетки до и после обработки детергентом 

окрашенных антителами к мембранным гликопротеинам и фиксированных 

тромбоцитов была использована конфокальная микроскопия (Рис. 18). В 

результате было показано, что разрушение прикрепления мембранных 

адгезионных гликопротеинов в ФС-положительных тромбоцитах происходит по 

всей поверхности тромбоцита за исключением специальной мембранной области 

названной «шапкой» (Рис. 18), Именно в этой области остается флуоресценция 

интегрина IIb3, предварительно окрашенного флуоресцентно-меченными 

антителами для его визуализации, после обработки фиксированных клеток 

детергентом. Аналогичный результат также был получен для окрашивания 

тромбоцитов антителами к ГПIb (данные не приведены). 



 59 

 

 

Рис. 18. Анализ разрушения прикрепления интегрина IIb3 к цитоскелету в субпопуляциях 

активированных тромбоцитов с помощью конфокальной микроскопии. Приведены результаты типичного 

эксперимента (n=3). Приведены типичные конфокальные изображения дифференциального интерфереционного 

контраста (ДИК), флуоресценции CD61-ФИТЦ и флуоресценции аннексина V-Алексы Флуор 647 для 

активированных тромбоцитов, иммобилизованных на фибриноген, после их окрашивания антителами, фиксации и 

обработки детергентом. Стрелкой указан баллон-подобный ФС-положительный тромбоцит и его домен на 

поверхности, условно называемый «шапкой». 
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Полученный результат предполагает, что только в этой 

специальной мембранной области ФС-положительного тромбоцита, названной 

«шапкой», сохраняется прикрепление адгезионных мембранных гликопротеинов 

к цитоскелету. 

2.9 Адгезия ФС-положительных тромбоцитов 

Для проверки гипотезы о том, что разрушение прикрепления к цитоскелету 

мембранных гликопротеинов способно влиять на адгезивные свойства таких 

тромбоцитов, мы исследовали способность ФС-положительных тромбоцитов 

удерживаться на подложке с иммобилизованным фибриногеном в условиях 

потока (Рис. 19). Даже при физиологических скоростях сдвига мы наблюдали 

очень слабую способность ФС-положительных тромбоцитов удерживаться на 

подложке (Рис. 19 А,С). Однако, в присутствии ингибиторов кальпаина 

способность ФС-положительных тромбоцитов удерживаться на подложке в 

условиях потока возрастала более чем в 10 раз (Рис. 19 В,С). Полученный 

результат позволяет говорить о том, что ингибирование разрушения цитоскелета 

кальпаином приводит к значительной стабилизации способности тромбоцитов 

сопротивляться воздействию потока. 

Неактивированные тромбоциты способны прикрепляться к пожложке с 

иммобилизованным ффВ в условиях потока (Рис. 19 D). В то время как ФС-

положительные тромбоциты весьма слабо не только удерживаются на подложке в 

условиях потока, но и прикрепляются к ней (Рис. 19 D). Было исследовано также 

влияние ингибиторов кальпаина на способность тромбоцитов прикрепляться к 

иммобилизованному ффВ в условиях потока (Рис. 19 D). Ингибиторы кальпаина 

не оказали никакого заметного влияния на способность тромбоцитов 

прикрепляться к подложке. Полученный результат показывает, что 

ингибирование кальпаина не восстанавливает способность ФС-положительных 

тромбоцитов взаимодействовать с иммобилизованным ффВ в условиях потока, 

как это характерно, например, для неактивированных тромбоцитов (Рис. 19). 
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Рис. 19. Анализ способности ФС-положительных тромбоцитов удерживаться на подложке в 

условиях потока и прикрепляться к подложке в отсутствии и в присутствии ингибитора кальпаина 

MDL28170. Приведены результаты типичного эксперимента (n=3). Типичные конфокальные изображения ДИК, 

флуоресценции аннексина V-ФИТЦ для активированных тромбоцитов преинкубированных с 0,2% ДМСО в 

качестве контроля (А) или MDL28170 (B), которые были иммобилизованы на фибриноген и затем подвергнуты 

воздействию потока со скоростями сдвига 500, 1000 и 4000 с
-1

 (n = 3). Приведена типичная зависимость количества 

активированных тромбоцитов, остающихся иммобилизованными на фибриногеновой подложке в условиях 

воздействия потока (C). Тромбоциты были преинкубированы с 0,2 % ДМСО (контроль) или MDL28170. Приведена 

зависимость количества тромбоцитов прикрепляющихся к иммобилизованному фактору фон Виллебранда в 

условиях потока (100 с
-1

) для неактивированных, активированных и активированных преинкубированных с 

MDL28170 тромбоцитов (D). Количество прикрепившихся к подложке тромбоцитов было нормализовано на 

количество прикрепившихся неактивированных тромбоцитов. Данные представлены в виде среднего  ст. откл. 

для 13 полей зрения. 
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Глава III. Обсуждение результатов 

Основным результатом данной работы является обнаружение эффекта 

разрушения прикрепления адгезионных мембранных гликопротеинов к 

цитоскелету в субпопуляции ФС-положительных активированных тромбоцитов, в 

то время как в ФС-отрицательных активированных тромбоцитах и 

неактивированных тромбоцитах адгезионные мембранные гликопротеины 

прикреплены к цитоскелету. В работе показано также, что разрушение 

прикрепления адгезионных мембранных гликопротеинов контролируется 

приемущественно кальций-активируемой протеазой кальпаином и регулирует 

способность тромбоцитов удерживаться на подложке в условиях потока. 

Основной предпосылкой для данного исследования было то, что суспензия 

активированных тромбоцитов при сильной физиологической активации 

разделяется на две субпопуляции активированных тромбоцитов: ФС-

отрицательные и ФС-положительные. ФС-положительные тромбоциты обычно 

детектируют по связыванию аннексина V (белок, который специфично 

взаимодействует с липидом мембраны ФС), однако для исследования состояния 

цитоскелета необходима обработка детергентом, которая приводит к удалению 

липидов плазматической мембраны и невозможности детектировать ФС-

положительные тромбоциты по связыванию аннексина V. Поэтому в данной 

работе для разделения субпопуляций активированных тромбоцитов с помощью 

проточной цитометрии на ФС-положительную и ФС-отрицательную было 

использовано свойство ФС-отрицательных тромбоцитов связывать РАС-1 

(антитело к активированной форме интегрина IIb3) в то время как ФС-

положительная субпопуляция тромбоцитов не связывает РАС-1 [141]. 

В данной работе был предложен новый подход для анализа прикрепления 

мембранных гликопротеинов к цитоскелету, который основывается на обработке 

неионным детергентом Тритоном Х-100 фиксированных клеток для удаления 
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липидов мембраны и неприкрепленных к цитоскелету 

мембранных белков, при этом предварительно, перед фиксацией, клетки 

окрашивают флуоресцентно-меченными антителами к соответствующим 

мембранным гликопротеинам для их визуализации с помощью проточной 

цитометрии или конфокальной микроскопии. Окрашивание мембранных 

гликопротеинов флуоресцентно-меченными антителами к ним позволяет 

регистрировать их флуоресценцию до и после обработки фиксированных клеток 

детергентом и сравнивать ее. Падение флуоресценции от окрашенных 

мембранных белков после обработки фиксированных клеток детергентом 

свидетельствует о том, что данный мембранный белок вымывается из мембраны 

при обработке детергентом, в то время как прикрепленные к цитоскелету 

мембранные белки будут сохранять свою флуоресценцию на фиксированных 

клетках и после их обработки детергентом. Подобное явление вымывания 

мембранных белков с поверхности фиксированных клеток после их обработки 

детергентом было продемонстрировано для культивируемых клеток животных 

[157]. Данный подход принципиально отличается от наблюдения эффекта 

шеддинга мембранных белков (отщепления мембранных белков с поверхности 

клетки специфичным ферментом), поскольку данный метод включает в себя 

фиксацию клеток и их последующую обработку детергентом, а шеддинг 

наблюдается без всякого дополнительного вмешательства и детектируется с 

помощью проточной цитометрии просто по уменьшению количества 

флуоресцентно-окрашенных белков на мембране клетки или с помощью вестерн-

блотта по появлению в растворе соответствующего фрагмента мембранного 

белка. 

Полученные результаты, касающиеся разрушения прикрепления 

мембранных адгезионных гликопротеинов к цитоскелету, согласуются с ранее 

полученными результатами, которые показывают корреляцию между деградацией 

цитоскелетных белков и протромбиназной активностью (которая напрямую 

связана с экпозицией ФС на внешней мембране тромбоцита) [152]. Кроме этого, в 
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более ранних работах было показано, что внутренняя структура 

прокоагулянтных тромбоцитов лишена отчетливо различимых структур [164]. 

Однако, все эти данные были непрямыми и не несли прямой информации о связи 

мембранных гликопротеинах с цитоскелетом как в ФС-положительных так и в 

субпопуляции ФС-отрицательных активированных тромбоцитов. 

Р-селектин является одной из ключевых адгезионных молекул 

активированных тромбоцитов, которая регулирует взаимодействие тромбоцитов и 

лейкоцитов [165], и, таким образом, предположительно он должен быть связан с 

тромбоцитарным цитоскелетом подобно другим адгезионным молекулам. Однако, 

Р-селектин оставался единственным из основных адгезионных молекул 

тромбоцитов ассоциация которого с цитоскелетом не была исследована до 

настоящего момента. В данной работе показано, что Р-селектин, подобно другим 

адгезионным молекулам, ассоциирован с цитоскелетом в активированных ФС-

отрицательных тромбоцитах, в то время как в ФС-положительных 

активированных тромбоцитах связь Р-селектина с цитоскелетом практически 

разрушена (Рис. 10). Р-селектин отличается от других адгезионных молекул 

тромбоцитов тем, что исходно он сконцентрирован в -гранулах тромбоцитов и 

появляется на внешней мембране тромбоцитов только после их агонист-

индуцируемой активации. Таким образом, активация тромбоцитов должна 

приводить каким-то образом к прикреплению Р-селектина к цитоскелету и потом 

разрушению этого прикрепления при дальнейшей экспозиции ФС на мембране 

тромбоцита, для установления таких деталей необходимо дальнейшее 

исследование механизмов, которые контролируют эти процессы. 

Несмотря на значительные различия в механизмах, обеспечивающих 

прикрепление интегрина IIb3 и ГПIb, их прикрепление одинаково разрушается 

при участии кальпаина, что предполагает существование универсального 

механизма разрушения такого прикрепления мембранных белков к цитоскелету, 

который запускается активированным кальпаином. Это предположение 

согласуется с более ранними данными, показывающими, что активация кальпаина 
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тесно связана с заметным уменьшением тромбоцитарно-

зависимой ретракции фибринового сгустка, причем в присутствии ингибиторов 

кальпаина наблюдали восстановление ретракции [166]. Однако, в то же время 

полный дефицит у мышей по -кальпаину приводит к значительному 

уменьшению агрегации тромбоцитов и ретракции сгустка [167], что предполагает 

значительно более сложную функцию для такой протеазы как кальпаин в 

тромбоцитах. Следует также отметить, что три основных цитосклетных белка 

(талин, филамин и миозин) изученные в данной работе крайне далеки от всего 

ряда цитоскелетных белков, задействованных в адгезии тромбоцитов и 

обеспечивающих прикрепление мембранных гликопротеинов к цитоскелету, 

которые к тому же подвергаются множественным модификациям, в которых 

кальпаин-опосредованный протеолиз – это только одна из большого числа 

возможностей. Дальнейшие исследования, безусловно, необходимы для 

получения более детальной картины о том, как все эти множественные белки 

регулируются в субпопуляциях активированных тромбоцитов. 

В ранних работах было показано, что способность различных активаторов 

индуцировать экспозицию ФС коррелирует с деградацией цитоскелетных белков 

филамина, талина и миозина, регистрируемой по электрофорезу [161]. 

Полученные в моей работе результаты также показывают, что деградация 

цитоскелетных белков происходит только в ФС-положительных активированных 

тромбоцитах, но не в ФС-отрицательной субпопуляции. Данные моей работы 

также хорошо согласуются с наблюдением о том, что только ФС-положительные 

тромбоциты содержат активированный кальпаин [168]. 

В соответствии с ранее полученными результатами [169, 170] в данной 

работе не было зарегистрировано ингибирование экспозиции ФС при агонист-

индуцируемой активации тромбоцитов в присутствии ингибиторов кальпаина 

(Рис. 15). Это предполагает, что кальпаин не вовлечен в экспозицию ФС, 

протекающую при активации тромбоцитов. Кальпаин активируется в различных 

некротических и апоптотических условиях, в то время как активация каспаз 
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происходит только при апоптотическом типе гибели клетки. 

Недавние исследования показали, что ингибиторы кальпаина способны защищать 

против некротической нейрональной гибели и, в меньшей степени, при 

апоптотической гибели клеток [171]. 

ФС-экспонирующие активированные тромбоциты имеют характерные для 

гибнущей клетки признаки, такие как: потеря ассиметрии плазматической 

мембраны и появление на ее внешнем слое ФС, а также потеря целостности 

плазматической мембраны, падение потенциала в митохондриях тромбоцитов и 

др. Однако, недавние исследования продемонстрировали, что формирование 

таких прокоагулянтных тромбоцитов происходит независимо от апоптоза [172], 

несмотря на то, что тромбоциты могут подвергаться запрограммированной 

клеточной гибели, такой как апоптоз (например, при удалении тромбоцитов из 

кровотока их гибель происходит по апоптотическому пути). Помимо этого, было 

показано, что агонист-индуцируемая экспозиция ФС в тромбоцитах практически 

полностью зависит от мембранного белка TMEM16-F, в то время как данный 

мембранный белок не требуется для зависимого от каспаз экспонирования ФС на 

мембране [173]. Все эти данные в совокупности позволяют предположить, что 

апоптотическая экспозиция ФС и экспозиция ФС в результате агонист-

индуцируемой активации контролируются разными сигнальными путями, 

приводящими, в итоге, к гибели тромбоцита. 

В данной работе формирование микровезикул было зарегистрировано 

одновременно с формированием ФС-положительных тромбоцитов (Рис. 18), что 

полностью коррелирует с предыдущими наблюдениями, показывающими, что 

агонист-индуцированные ФС-положительные тромбоциты высвобождают 

микровезикулы [174]. Активация кальпаина играет не только ведущую роль в 

разрушении прикрепления мембранных гликопротеинов к цитоскелету (Рис. 13), 

но также и в отшнуровывании микровезикул от ФС-положительных тромбоцитов 

(Рис. 16), что хорошо согласуется с ранее полученными результатами [175]. 

Можно предположить, что оба эти процесса напрямую связаны с перестройкой 
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цитоскелета, происходящей в ФС- положительных тромбоцитах. Как 

показало совсем недавнее исследование, разрушение цитоскелета из 

микротрубочек тромбоцитов, происходящее при экспозиции ФС, вовлечено в 

формирование баллон-подобных структур, которые и представляют собой ФС-

положительные тромбоциты, и такое формирование баллонов коррелирует с 

микровезикуляцией и прокоагулянтной функцией тромбоцитов [176]. 

В данной работе разрушение прикрепления мембранных адгезивных 

гликопротеинов к цитоскелету наблюдали только в ФС-положительных 

тромбоцитах (Рис. 8-10). Измерения кинетики разрушения прикрепления 

мембранных гликопротеинов к цитоскелету показали, что разрушение 

прикрепления продолжается после экспозиции ФС на мембране клетки (Рис. 17). 

На основании этих результатов можно предположить, что экспозиция ФС 

предшествует перестройке цитоскелета, происходящей в таких активированных 

тромбоцитах, однако полученные результаты не исключают вероятности, что 

экспозиция ФС и кальпаин-опосредованная перестройка цитоскелета являются 

кальций-регулируемыми, но в то же время независимыми друг от друга 

процессами. Это предположение также подтверждается ранее полученными 

данными о том, что экспозиция ФС на мембране тромбоцита во время его 

активации не зависит от перестройки его цитоскелета [177]. Недавние 

исследования также показали, что протеолиз -цепи интегрина кальпаином и 

экспозиция ФС при активации тромбоцита регулируются различными путями 

[178]. 

Данная работа не обнаружила какой-либо роли кальпаина в активации или 

инактивации интегрина IIb3, поскольку статус интегрина IIb3 оставался 

одинаковым как без ингибиторов кальпаина так и в присутствии них (Рис. 15). 

Этот результат противоречит ранее полученным данным о том, что активация 

кальпаина выступает одним из регуляторов инактивации интегрина IIb3 в ФС-

положительных тромбоцитах [179]. Данное противоречие наиболее вероятно 
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связано с тем, что в моей работе и работе Mattheij использовали 

принципиально отличающуюся обработку данных проточной цитометрии по 

анализу статуса интегрина IIb3: в данной работе тромбоциты разделяли на 

РАС1-положительную и РАС1-отрицательную субпопуляции и анализировали 

среднюю флуоресценцию именно субпопуляции тромбоцитов, в то время как в 

работе Mattheij анализировали только процент РАС1-положительных и РАС1-

отрицательных тромбоцитов. Однако в совокупности, полученные в моей работе 

результаты предполагают необходимость ревизии механизмов агрегации/адгезии 

ФС-положительных прокоагулянтных тромбоцитов, которые выходят за рамки 

хорошо известного феномена «инактивации интегринов» в прокоагулянтных 

активированных тромбоцитах. 

Проведенные в рамках данной работы эксперименты показали 

значительную разницу в сопротивляемости воздействию потока ФС-

положительных тромбоцитов, предварительно иммобилизованных на 

фибриногеновую подложку, в отсутствии и в присутствии ингибиторов кальпаина 

(Рис. 19). Полученный результат позволяет говорить о том, что кальпаин способен 

регулировать адгезивные свойства активированных ФС-положительных 

тромбоцитов как результат того, что он контролирует прикрепление к 

цитоскелету адгезионных мембранных гликопротеинов тромбоцитов, которое 

обеспечивает механическую прочность образующегося фокального контакта. В то 

же время, способность тромбоцитов из потока прикрепляться к 

иммобилизованному на подложку ффВ при довольно низкой скорости потока не 

изменялась при преинкубации тромбоцитов в присутствии ингибиторов 

кальпаина (Рис. 19). Эти данные в целом хорошо согласуются с полученными 

ранее результатами, что воздействие потока с патологической скоростью сдвига 

(5000-40000 с
-1

) на тромбоциты, имеющие мутантную форму ГПIb (дефект по 

связыванию с филамином А), приводит к сниженной адгезии таких тромбоцитов к 

подложке с иммобилизованным ффВ, в то время как при низких скоростях сдвига 

не наблюдали заметных различий между нормальными и мутантными по ГПIb 
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тромбоцитами [180]. В экспериментах, выполненных в 

данной работе по анализу способности тромбоцитов прикрепляться к 

иммобилизованному ффВ, была использована крайне низкая скорость сдвига 100 

с
-1

 и даже при такой низкой скорости сдвига способность ФС-положительных 

тромбоцитов прикрепляться к подложке была крайне низка (Рис. 19). Это может 

быть связано не только с разрушением прикрепления ГПIb к цитоскелету в ФС-

положительных тромбоцитах, но также с инактивацией интегрина IIb3 и с 

определенными сигнальными событиями, протекающими при экспозиции ФС в 

таких тромбоцитах. Например, показано, что внутриклеточный домен ГПIb  

вовлечен в контроль адгезивных свойств комплекса ГПIb-V-IX через 

фосфорилирование Ser
166

 в ГПIb  [181]. И одновременно показано, что 

образование ФС-положительных тромбоцитов связано с интенсивным 

дефосфорилированием тирозиновых остатков в соответствующих белках [182]. 

Дальнейшие исследования необходимы для детализации сигнальных механизмов, 

приводящих к неспособности ФС-положительных тромбоцитов прикрепляться к 

подложке в условиях потока. 

Таким образом, на данный момент физиологическая роль прокоагулянтных 

ФС-положительных тромбоцитов действительно неясна, однако показано, что она 

сопряжена с пониженным формированием тромбоцитарных тромбов [178, 183]. 

До недавнего времени парадоксальная инактивация интегрина IIb3 в таких 

прокоагулянтных тромбоцитах оставалась единственным объяснением такого 

наблюдаемого эффекта на рост тромбов. Недавно было продемонстрировано, что 

ФС-положительные тромбоциты неспособны нормально агрегировать друг с 

другом, но способны агрегировать с ФС-отрицательными активированными 

тромбоцитами [143], причем взаимодействие ФС-положительных с ФС-

отрицательными тромбоцитами происходит через специализированный домен, 

расположенный на мембране прокоагулянтного тромбоцита и обогащенный 

фибрином, который условно был назван «шапкой» [163]. Однако, основной 

результат данной работы о том, что кальпаин-регулируемое разрушение 
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прикрепления мембранных адгезионных гликопротеинов к 

цитоскелету способно сильно снижать их сопротивляемость воздействию потока, 

предполагает более общий вывод: ни интегрин IIb3, ни ГПIb в ФС-

положительных тромбоцитах не обладают достаточным прикреплением к 

цитоскелету для того, чтобы тромбоциты удерживались на подложке в условиях 

потока. Данный результат укрепляет и поддерживает гипотезу о том, что 

прокоагулянтные тромбоциты являются «слабыми звеньями» в тромбе: они 

могуть прикрепиться изначально (через их специальный фибрин-обогащенный 

домен мембраны или через ГПIb еще до того, как они экспонируют ФС на 

мембране), однако они не смогут удержаться в тромбе, если только они не 

окружены плотно ФС-отрицательными тромбоцитами или сеткой фибрина. 

Разрушение прикрепления основных адгезионных гликопротеинов к цитоскелету 

тромбоцитов в ФС-положительных прокоагулянтных тромбоцитах и, собственно, 

сама перестройка их цитоскелета делает эти ФС-положительные тромбоциты 

бесполезными в качестве «несущих компонентов» при формировании тромба. 

Можно предполагать сейчас только то, что их роль, возможно, ограничивается 

только регулированием каким-то образом размера формирующегося тромба. 
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Заключение 

В данной работе проанализировано прикрепление основных адгезионных 

мембранных гликопротеинов (интегрин IIb3, гликопротеин Ib и Р-селектин) к 

цитоскелету неактивированного тромбоцита и субпопуляций активированных 

тромбоцитов, исследован механизм, который приводит к разрушению такого 

прикрепления в субпопуляции фосфатидилсерин-положительных тромбоцитов и 

показано физиологическое значение прикрепления адгезионных мембранных 

гликопротеинов для адгезивных свойств тромбоцита. Результаты данной работы 

расширяют понимание механизмов активации тромбоцитов, свойств 

субпопуляций тромбоцитов, а также вносят свой вклад в только начинающее 

развиваться направление о механической функции тромбоцитов. 
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Выводы 

1. Разработана методика, на основе анализа флуоресценции мембранных 

белков с помощью проточной цитометрии, позволяющая анализировать 

прикрепление мембранных белков к цитоскелету клеток в субпопуляциях 

активированных тромбоцитов. 

2. В неактивированных и активированных ФС-отрицательных тромбоцитах 

мембранные адгезионные белки (интегрин αIIbβ3, гликопротеин Ib и Р-

селектин) прикреплены к цитоскелету, в то время как в экспонирующих ФС 

активированных тромбоцитах наблюдается разрушение прикрепления 

мембранных адгезионных белков к цитоскелету. 

3. Разрушение прикрепления мембранных адгезионных белков к цитоскелету 

в ФС-положительных тромбоцитах коррелирует с протеолитической 

деградацией ряда цитоскелетных белков (таких как филамин и талин), 

которые участвуют в прикреплении мембранных белков к цитоскелету 

тромбоцитов.  

4. Разрушение прикрепления мембранных адгезионных белков к цитоскелету, 

наблюдающееся в экспонирующих ФС активированных тромбоцитах, 

контролируется в основном кальций-зависимой протеазой кальпаином. 

5. Кальпаин-контролируемое разрушение прикрепления адгезионных белков к 

цитоскелету приводит к неспособности экспонирующих ФС тромбоцитов 

удерживаться на подложке в условиях потока. 
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Глава IV. Материалы и методы 

4.1 Реактивы, использованные в работе 

Тромбин, фактор фон Виллебранда (ффВ, Haematologic Technologies, 

США); простагландин E1 (MP Biochemicals); аннексин V конъюгированный с 

Алекса Флуор 647, коньюгированное с фикоэритрином (ФЭ) CD61, CD61–Алекса 

Флуор 647, CD42b–ФЭ и CD62P–ФЭ (Biolegend); конъюгированное с 

флуоресцеинизотиоцитнатом (ФИТЦ) антитело PAC-1 (BD Biosciences); 

кальпептин, MDL28170, PD150606 (Tocris Bioscience). Ацетоксиметиловый эфир 

кальцеина (Molecular Probes, США). А23187 (кальциевый ионофор), 

бромфеноловый синий, бычий сывороточный альбумин (БСА), D-глюкоза, 

глицерин, глицин, додецилсульфат натрия (ДСН), дигидрофосфат натрия, 

диметилсульфоксид (ДМСО), HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid, 4-(2-оксиэтил)1-пиперазин этансульфоновая 

кислота), N,N-метилен-бис-акриламид, -меркаптоэтанол, Tris (2-Amino-2-

(hydroxymethyl)-1,3-propanediol, 2-амино-2-оксиметил-1,3-пропандиол), 

параформальдегид, персульфат аммония, полакриламид, Сефароза CL-2B, 

TEMED (N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine, N,N,N′,N′-

тетраметилэтилендиамин), Тритон Х-100, хлорид калия, хлорид кальция, хлорид 

магния, хлорид натрия (Sigma-Aldrich, США). Коллаген-подобный пептид 

(collagen-related peptide, CRP) был предоставлен профессором R.W. Farndale 

(University of Cambridge, Великобритания). 

4.2 Оборудование, использованное в работе 

Тромбоциты анализировали на проточных цитометрах FACSCalibur (BD 

Biosciences) или Accuri C6 (Accuri Cytometers, BD Biosciences). Полученные на 

проточных цитометрах данные анализировали с помощью программ WinMDI 2.8 

(Joseph Trotter, Scripps Research Institute) или Cflow (Accuri Cytometers). 

Сортировку клеток выполняли на проточном цитометре с системой клеточной 
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сортировки BD FACSAria II (BD Biosciences). Для получения 

флуоресцентных конфокальных изображений использовали микроскоп Axio 

Observer.Z1 (Carl Zeiss, Германия) со 100х объективом. Полученные изображения 

анализировали с использованием программы ImageJ. Элекрофорез белков 

проводили на вертикальной камере для электрофореза Mini-PROTEAN Tetra (Bio-

Rad, США) с источником питания (Bio-Rad, США) или камере (Bio-Rad, США). 

4.3 Получение отмытых от белков плазмы тромбоцитов 

Кровь забирали на 110 мМ цитрат натрия в соотношении кровь:цитрат 9:1. 

Затем в кровь, для предотвращения активации тромбоцитов в процессе их 

выделения, добавляли апиразу (до 0,1 ед/мл) и простагландин E1 (до 1 мкM). 

После этого, для получения богатой тромбоцитами плазмы кровь 

центрифугировали 8 мин при 100g. Полученную богатую тромбоцитами плазму 

смешивали со 110 мМ цитратом натрия, рН 5,5 в соотношении плазма:цитрат 

натрия 3:1 для предотвращения агрегации тромбоцитов в процессе их осаждения 

центрифугированием на следующем этапе их выделения. После этого 

обогащенную тромбоцитами плазму центрифугировали 5 мин при 400g. 

Полученный осадок тромбоцитов ресуспендировали в буфере А (150 мМ хлорид 

натрия, 2,7 мМ хлорид калия, 1 мМ хлорид магния, 0,4 мМ дигидрофосфат 

натрия, 20 мМ HEPES, 5 мМ глюкоза, 0,5% бычьего сывороточного альбумина 

(БСА), pH 7,4) и затем очищали тромбоциты гель-фильтрацией в том же буфере 

на колонке с Сефарозой CL-2B от оставшихся белков плазмы. Полученные 

очищенные тромбоциты разводили до нужной концентрации в буфере А и для 

сенситизации простаноидного рецептора выдерживали не менее 1 часа при 

комнатной температуре до постановки всех экспериментов. 

4.4 Активация тромбоцитов 

Тромбоциты разбавляли в буфере А до концентрации 100 тыс/мкл, затем 

добавляли активационную смесь, так, что конечная концентрация тромбоцитов 

при активации составляла 50 тыс/мкл. В качестве активаторов использовали в 



 75 

различных концентрациях тромбин, тромбин вместе с CRP или 

кальциевый ионофор А23187. Активацию тромбоцитов проводили при комнатной 

температуре в присутствии 2,5 мМ хлорида кальция без какого-либо 

перемешивания. 

4.5 Инкубация тромбоцитов с антителами 

Тромбоциты инкубировали с флуоресцентно-меченными антителами к 

активной форме интегрина αIIbβ3 (PAC-1–ФИТЦ) и к таким поверхностным 

гликопротеинам как интегрин αIIbβ3 (его неактивная форма), гликопротеин Ib и Р-

селектин (CD61–ФЭ, CD42b–ФЭ или CD62P–ФЭ, соответственно) при комнатной 

температуре. Двойное окрашивание тромбоцитов одновременно маркером на ФС 

(Алекса Флуор 647–аннексин V) и антителами против активной формы инегрина 

αIIbβ3 (PAC-1–ФИТЦ) использовали для регистрации образования субпопуляций 

активированных тромбоцитов. 

4.6 Проточная цитометрия 

Неактивированные или активированные тромбоциты для анализа на 

проточном цитометре разводили буфером А до концентрации 1-5 тыс/мкл и 

анализировали в течение 1-2 мин на цитометре при медленной скорости потока. В 

случае анализа экспозиции ФС на активированных тромбоцитах в буфер А 

добавляли хлорид кальция до концентрации 2,5 мМ, поскольку детекция ФС с 

помощью аннексина V возможна только в присутствии ионов кальция. 

4.7 Сортировка тромбоцитов 

Активированные тромбоциты окрашивали аннексином V – Алексой Флуор 

647 в течение 5 мин при комнатной температуре и затем анализировали в системе 

проточного цитометра с функцией сортировки клеток, где тромбоциты были 

разделены на ФС-положительные и ФС-отрицательную субпопуляции на 

основании связывания ими флуоресцентно-меченного аннексина V. 
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4.8 Анализ разрушения прикрепления мембранных 

гликопротеитнов к цитоскелету тромбоцитов в субпопуляциях 

активированных тромбоцитов с помощью конфокальной 

микроскопии 

Предварительно очищенные стеклянные покровные стекла (24х24 мм) были 

инкубированы с фибриногеном (10 мг/мл) в течение 40 мин при комнатной 

температуре, затем стекла с иммобилизованным фибриногеном промывали 

дистиллированной водой и вставляли в проточную камеру. После этого, для 

блокирования неспецифического связывания, стекла инкубировали с 0,5% БСА в 

течение 30-60 мин при комнатной температуре. Очищенные гель-фильтрацией 

тромбоциты в концентрации 200 тыс/мкл инкубировали с покрытыми таким 

способом фибриногеном стеклами в течение 10 мин при комнатной температуре в 

буфере А для их прикрепления к подложке. 

Затем проточную камеру промывали буфером А при 100 с
-1

 для удаления из 

камеры несвязавшихся с подложкой тромбоцитов. После этого оставшиеся 

прикрепленными тромбоциты активировали 100 нМ тромбином с 10 мкг/мл CRP 

в течение 20 мин, после активации тромбоциты инкубировали с аннексином V – 

Алексой Флуор 647 и CD61-ФИТЦ или CD42b-ФИТЦ в течение 10 мин для 

визуализации ФС-положительных тромбоцитов и мембранных гликопротеинов. 

Затем тромбоциты фиксировали 40 мин 1% раствором параформальдегида в 

буфере А без БСА и обрабатывали в течение 10 мин 0,1% раствором Тритона Х-

100. На каждом этапе тромбоциты визуализировали с помощью кофокального 

микроскопа Axio Observer.Z1 со 100х объективом. 

4.9 Анализ сопротивляемости тромбоцитов, 

иммобилизованных на подложке, к воздействию потока 

Предварительно очищенные стеклянные покровные стекла (24х24 мм) были 

инкубированы с фибриногеном (10 мг/мл) в течение 40 мин при комнатной 
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температуре, затем стекла с иммобилизованным фибриногеном 

промывали дистиллированной водой и вставляли в проточную камеру. 

Очищенные гель-фильтрацией тромбоциты в концентрации 200 тыс/мкл 

инкубировали 5 мин с CD61–Алекса Флуор 647 для окраски тромбоцитов и, 

затем, подавали в проточную камеру при 100 с
-1

, инкубировали в камере с 

покрытым фибриногеном стеклом в отсутствии потока в течение 20 мин при 

комнатной температуре для иммобилизации тромбоцитов на подложку. Затем 

неприкрепившиеся к стеклу тромбоциты удаляли из камеры с помощью 

промывки камеры буфером А при низкой скорости потока (100 с
-1

) и, после этого, 

прикрепившиеся тромбоциты инкубировали еще дополнительно 20 мин для их 

полного распластывания на стекле, покрытом фибриногеном. Затем тромбоциты 

инкубировали с 0,2% ДМСО (контроль) или с 200 мкМ MDL28170 в буфере А в 

течение 15 мин при комнатной температуре. После этого тромбоциты 

активировали подачей в камеру 10 мкМ А23187 в присутствии 2,5 мМ хлорида 

кальция в течение 10 мин, активированные тромбоциты окрашивали инкубацией с 

аннексин V–ФИТЦ (3 мин) для визуализации ФС-положительных тромбоцитов. 

Затем тромбоциты подвергали воздействию потока со ступенчато-

увеличивающейся скоростью 300, 500, 1000, 1500 и 2000 с
-1

 в течение 2 мин и 

4000, 6000 и 9000 с
-1

 в течение 1 мин. На каждой стадии тромбоциты 

визуализировали конфокальной микроскопией с помощью микроскопа Axio 

Observer.Z1 со 100х объективом. 

4.10 Анализ способности тромбоцитов прикрепляться в потоке 

Предварительно очищенные стеклянные покровные стекла (24х24 мм) были 

инкубированы с ффВ (100 мкг/мл) в течение 2 ч при комнатной температуре или в 

течение 12 часов при +4С, затем стекла с иммобилизованным ффВ промывали 

дистиллированной водой, блокировали с 0,5% БСА (1 час при комнатной 

температуре) и вставляли в проточную камеру. Очищенные гель-фильтрацией 

тромбоциты в концентрации 300 тыс/мкл были преинкубированы с 0,2% ДМСО 

(контроль) или 200 мкМ MDL28170 в течение 60 мин при комнатной температуре, 
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затем тромбоциты окаршивали CD61–Алекса Флуор 647 (20 мин), 

активировали 10 мкМ A23187 в присутствии 2,5 мМ хлорида кальция в течение 20 

мин и после всего этого эти тромбоциты пропускали через проточную камеру в 

буфере А при скорости сдвига 100 с
-1

 в течение 10 мин. Затем камеру промывали 

с буфером А (3 мин) для удаления несвязавшихся тромбоцитов и прикрепившиеся 

тромбоциты визуализировали с помощью конфокальной микроскопии, используя 

микроскоп Axio Observer.Z1 со 100х объективом (было отснято 20 различных 

полей зрения по всей площади стекла с иммобилизованным ффВ в проточной 

камере). 
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Список сокращений 

АДФ – аденозиндифосфат 

ГП – гликопротеин 

ДИК – дифференциально-интерфереционный контраст 

ДМСО – диметилсульфоксид 

ДСН – додецилсульфат натрия 

ПААГ – полиакриламидный гель 

ФС – фосфатидилсерин 

ффВ – фактор фон Виллебранда 

ФИТЦ – флуоресцеинизотиоционат 

ФЭ – фикоэритрин  

CRP (collagen-related peptide) – коллаген-подобный пептид 
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