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Программируемая клеточная смерть безъядерных клеток крови – тромбоцитов – при онкологических и он�
когематологических заболеваниях может играть важную роль в их патофизиологии. Она вносит вклад как в
кровотечения (вызванные тромбоцитопенией, связанной с элиминацией тромбоцитов), так и тромбозы
(обусловленные процессами свертывания на мембранах экспрессирующих фосфатидилсерин тромбоци�
тов). В настоящей работе проведена оценка функциональных характеристик и внутриклеточной сигнализа�
ции тромбоцитов пациентов с различными онкологическими заболеваниями, находящихся на химиотера�
пии, в сравнении с тромбоцитами здоровых доноров, а также тромбоцитами, у которых был индуцирован
апоптоз ABT�737. У ряда пациентов выявлена сниженная способность тромбоцитов к агрегации. Иммуно�
фенотипирование этих тромбоцитов показало их предактивацию по сравнению с тромбоцитами здоровых
доноров. Анализ кальциевой сигнализации показал, что в тромбоцитах пациентов, как и в апоптотических,
происходит повышение внутриклеточного кальция в покое. Однако умеренность этого повышения и
экспрессии фосфатидилсерина предполагает ограниченность процессов апоптоза тромбоцитов, остающих�
ся в циркуляции у исследованной группы пациентов.
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ВВЕДЕНИЕ

Термин «апоптоз» для обозначения програм�
мируемой клеточной смерти впервые был пред�
ложен J. Kerr в 1972 г. [1], что послужило нача�
лом многочисленных исследований определе�
ния молекулярных механизмов, вовлеченных в
процессы гибели клеток. Первые упоминания о
клеточной смерти безъядерных тромбоцитов

начинаются с 1993 г. [2], в то время как каспаз�
зависимый апоптоз тромбоцитов был показан в
1997 г. [3]. При этом ранее (в 1994 г.) было убеди�
тельно показано, что наличие ядра не является
необходимым условием для развития процессов
каспаз�зависимого апоптоза в клетке [4]. В
тромбоцитах экспрессируются практически все
белки, принимающие непосредственное учас�
тие в апоптозе [5]. Характерные маркеры и
признаки разных видов клеточной смерти сна�
чала обнаружили у тромбоцитов при хранении
тромбоконцентратов [6], потом при старении in
vivo [7], при иммунной тромбоцитопении [8],
иных заболеваниях, воздействии определенных
препаратов и продуктов, а также при физиоло�
гической активации [9]. Сейчас распространен�
ность этих процессов in vivo и in vitro стала оче�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : фосфатидилсерин – PS;
Bcl�гомологичный домен 3 – BH3; циклический аденозин
монофосфат – cAMP; циклический гуанозин монофос�
фат – цГМФ; острый лимфобластный лейкоз – ОЛЛ; бо�
гатая тромбоцитами плазма – PRP; активируемый протеа�
зами рецептор 1 – PAR1; гликопротеин Ib – GPIb.

* Адресат для корреспонденции.
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видной, но список продолжает пополняться.
Так, последние работы указывают на важность
апоптоза в процессе жизни артериального тром�
ба и регуляции его стабильности [10].

Однако в существующей сейчас картине
есть два зияющих пробела. Первый из них свя�
зан с плохим пониманием молекулярных меха�
низмов клеточной смерти тромбоцитов в раз�
ных ситуациях. Большинство работ до послед�
него времени предпочитало термин «апоптоз»;
как сейчас понятно, это глубоко некорректно
[11]. Выявляется [12–14] как минимум два раз�
личных механизма клеточной смерти тромбо�
цитов с принципиально разной динамикой и
регуляцией. Апоптоз тромбоцитов является
достаточно медленным процессом (часы), неза�
висимым от концентрации кальция в окружаю�
щей среде, и, похоже, идущим по классическо�
му внутреннему пути апоптоза до момента ак�
тивации каспазы�3 [3, 15–17]. Программируе�
мая клеточная смерть тромбоцитов при их фи�
зиологической активации, скорее всего, отно�
сящаяся к типу митохондриально�зависимого
некроза [13, 18], происходит за гораздо более
короткие времена (минуты), требует физиоло�
гической концентрации внеклеточного кальция
и ингибируется циклоспорином А, но не инги�
биторами каспаз [17, 19, 20].

Вторая проблема связана со значимостью
разных вариантов программируемой клеточной
смерти тромбоцитов. Наши последние работы
выявили способность умерших тромбоцитов
встраиваться в тромбы [21], открыли новый ме�
ханизм их агрегации [22] и способность стиму�
лировать контактный путь свертывания [23],
распространенность апоптотических тромбоци�
тов при гематологических нарушениях и их кор�
реляцию с кровоточивостью [24]. Показано, что
специальные механизмы инактивации адгези�
онной способности этих тромбоцитов могут
быть отрицательными регуляторами тромбооб�
разования [25], в то время как специфическая
мембранная структура участвует в реакции свер�
тывания [26]. Однако, хотя роль программируе�
мой клеточной смерти тромбоцитов в норме и
патологии сейчас кажется все более важной (ес�
ли не центральной), прямых доказательств и яс�
ности в этом вопросе еще нет.

Тромбоциты, являясь ключевым звеном ге�
мостаза, в то же время принимают активное
участие в иммунных реакциях при воспалитель�
ных процессах и в развитии онкологических
процессов с образованием метастазов. При ак�
тивации происходит секреция тромбоцитарных
α�гранул, содержащих факторы роста и хемоки�
ны, а также фибриноген, фактор фон Виллеб�
ранда, фибронектин и другие важные для систе�

мы свертывания белки [27]. Кроме α�гранул при
активации тромбоцитов также происходит сек�
реция δ�гранул (также называемых плотными
гранулами), содержащих АДФ, АТФ, серотонин
[28]. Тромбоциты образуют агрегаты с раковыми
клетками, что пролонгирует рост опухоли, изо�
лируя ее от иммунной атаки, и способствует об�
разованию вторичных очагов опухолевого роста.
В свою очередь, раковые клетки и их микрочас�
тицы секретируют прокоагулянтные факторы,
которые вызывают активацию тромбоцитов и
образование тромбов [29]. Исследование роли
тромбоцитов в развитии онкологических про�
цессов и при противоопухолевой терапии в пос�
леднее время становится особенно актуальным,
поскольку показано нами и другими [12, 15, 16,
30], что многие противораковые препараты мо�
гут напрямую действовать на тромбоциты, вы�
зывая их активацию/ингибирование, а также
гибель этих клеток, что приводит к тромбоцито�
пении. Гибель тромбоцитов, сопровождаемая
падением митохондриального потенциала, по�
явлением на поверхности клеток фосфатидил�
серина (PS), образованием микрочастиц и выс�
вобождением цитохрома с, может развиваться
по нескольким сценариям, включающим как
классический механизм каспаз�зависимого
апоптоза, так и механизм каспаз�независимого
образования прокоагулянтных тромбоцитов,
которые играют существенную роль в коагуля�
ции крови. Одни из наиболее широко применя�
емых при онкологии крови противоопухолевых
препаратов – ингибиторы семейства антиапоп�
тотических белков Bcl�2, которые, наряду с по�
зитивным противоопухолевым эффектом, вы�
зывают глубокую тромбоцитопению, вследствие
чего приходится прерывать или прекращать
курс химиотерапии. Как в наших работах, так и
в работах коллег [12, 15, 31] было показано, что
противораковые препараты ABT�263 (navito�
claxs) и ABT�737, являясь BH3�миметиками, ин�
дуцируют классический каспаз�зависимый
апоптоз тромбоцитов, что приводит к уменьше�
нию циркулирующих в крови клеток.

Еще одним важным фактором, влияющим
на гемостаз при онкологических заболеваниях и
применении противоопухолевых препаратов,
является то, что при этом происходит ингибиро�
вание индуцированной агонистами активации
тромбоцитов. Из хорошо известных агонистов
тромбоцитов изучена только реакция на тром�
бин и показано, что при каспаз�зависимом
апоптозе тромбоциты не активируются тромби�
ном. Однако неизвестно, будут ли эти препара�
ты также ингибировать активацию тромбоци�
тов, вызванную другими агонистами. Также ма�
ло изучен механизм, лежащий в основе ингиби�
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рования тромбоцитов при применении проти�
воопухолевых препаратов. Активация системы
циклических нуклеотидов (cAMP, cGMP) и со�
ответствующих им протеинкиназ (PKA, PKG),
которые фосфорилируют множественные
субстраты [32, 33], является одним из основных
механизмов, ответственных за ингибирование
тромбоцитов. Недавно [15] нам удалось пока�
зать, что ингибирование активации тромбоци�
тов при каспаз�зависимом апоптозе обусловле�
но активацией PKA. Сама PKA является тетра�
мером, состоящим из двух регуляторных субъ�
единиц, на которые прикрепляются две молеку�
лы cAMP, и двух каталитических субъединиц.
Для активации PKA необходимо присоединение
молекул cAMP к регуляторным субъединицам,
при этом каталитические субъединицы диссо�
циируют от регуляторных и PKA активируется.
Мы показали, что активация PKA непосред�
ственно коррелирует с активностью каспазы�3.
Однако сама каспаза�3 в опытах in vitro не при�
водит к диссоциации каталитической субъеди�
ницы. Эти данные указывают на существование
более сложного механизма активации PKA при
индукции каспаз�зависимого апоптоза в тром�
боцитах.

В настоящей работе проведены исследова�
ние активности тромбоцитов пациентов, нахо�
дящихся на противоопухолевой терапии, и срав�
нение тромбоцитов пациентов с тромбоцитами
здоровых доноров, проинкубированными с ин�
дуктором апоптоза (ABT�737). Наши результаты
и данные предыдущих работ позволили предло�
жить схему воздействия BH3�миметиков на
тромбоцит.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В исследовании были использо�
ваны следующие материалы: чувствительный к
концентрации кальция, проникающий сквозь
липидные мембраны клеток флуорофор Fura�
Red�AM («Molecular Probes», Eugene, OR); АДФ,
EGTA, HEPES, бычий сывороточный альбумин,
апираза (степень очистки VII), SFLLRN, фиб�
риноген человека, аннексин�V�Alexa�647, кра�
ситель Alexa�488 («Sigma�Aldrich», США); NaCl,
Na2HPO4, KCl, NaHCO3, MgCl2, CaCl2 («Агат�
Мед», Россия), CD62p�Alexa�647, PAC�1�FITC
(«Sony Biotechnology», США).

Критерии включения пациентов в исследова?
ние. В исследование на проточной цитометрии
было включено 14 пациентов с диагнозом ОЛЛ
(4 девочки и 10 мальчиков, 2–16 лет, медиана 7,5
лет), получавших лечение по протоколу Моск�
ва–Берлин ALL�MB 2008. Кровь для анализа

функционального состояния тромбоцитов заби�
рали на разных этапах терапии в 8 точках. Точки
1, 5 и 8 – перед началом курсов консолидации 1,
2 и 3 соответственно; точки 4 и 7 в конце курсов
консолидации 1 и 2, точки 3, 4 – в середине кур�
са консолидации 1 до и после введения L�аспа�
рагиназы, точка 6 – в середине курса консоли�
дации 2. В данном исследовании у одного из па�
циентов случился неокклюзивный тромбоз бра�
хиоцефальной вены справа в месте стояния
центрального венозного катетера между точка�
ми 4 и 5. Также было два пациента с тромботи�
ческими наложениями на конце центрального
венозного катетера: у одного пациента в точке 2,
у другого между точками 6 и 7.

Помимо пациентов с ОЛЛ, в исследование
также были включены пациенты со следующи�
ми заболеваниями: ювенильный миеломоноци�
тарный лейкоз (пациент 1), острый миелоидный
лейкоз (пациент 2), агранулоцитоз (пациент 3),
острый промиелоцитарный лейкоз (пациент 4),
злокачественное новообразование почки (паци�
енты 5 и 7), злокачественное новообразование
забрюшинного пространства (пациент 6). Дан�
ным пациентам, по причине разнообразия их
диагнозов, было проведено расширенное иссле�
дование тромбоцитов на проточном цитометре
(анализ внутриклеточной сигнализации), а так�
же исследование агрегации тромбоцитов мето�
дом малоуглового светорассеяния.

Анализ малоуглового светорассеяния тромбо?
цитами при агрегации. Методика исследования
агрегации тромбоцитов посредством малоугло�
вого светорассеяния на лазерном анализаторе
LaSca TМ («БиоМедСистем», Россия) была
описана ранее в работе [34]. Метод основан на
измерении малоуглового светорассеяния сус�
пензии тромбоцитов. Этот метод был использо�
ван для характеризации функции тромбоцитов,
позволяя одновременно исследовать изменение
формы тромбоцитов и формирование диагрега�
тов тромбоцитов (светорассеяние под углом
1,5°), а также обычную агрегацию тромбоцитов
(светорассеяние под углом 12°) при стимуляции
малыми дозами АДФ. Для исследования посред�
ством центрифугирования крови (забранной в
вакуумные пробирки с 3,8%�ным цитрата нат�
рия) при 100 g была получена богатая тромбоци�
тами плазма (PRP). Полученная PRP была раз�
ведена буфером Тирода (150 мМ NaCl, 2,7 мМ
KCl, 1 мМ MgCl2, 0,4 мМ Na2HPO4, 20 мМ
HEPES, 5 мМ глюкозы, 0,5%�ного бычьего сы�
вороточного альбумина, pH 7,3) до концентра�
ции 10 000 тромбоцитов/мкл. Полученная сус�
пензия клеток была стимулирована 500 нМ
АДФ, начальная скорость агрегации и макси�
мальная амплитуда агрегации были измерены.
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Цитофлуориметрическое исследование функ?
циональной активности тромбоцитов. Кровь па�
циентов забирали в пробирки с 3,8%�ным цит�
ратом натрия, получали богатую тромбоцитами
плазму центрифугированием 100 g в течение
8 мин и доводили концентрацию тромбоцитов
до 50 тыс/мкл разбавлением модифицирован�
ным буфером Тирода. Затем тромбоциты инку�
бировали с мепакрином для окраски плотных
гранул, стимулировали пептидом SFLLRN (ак�
тиватор тромбинового рецептора PAR1) и инку�
бировали с антителами против ключевых тром�
боцитарных антигенов: PAC1�FITC, CD62P�
Alexa�647, Annexin�V�Alexa�647. В качестве
контроля использовали кровь 14 здоровых доб�
ровольцев. Подробное описание методики при�
ведено в работе [35]. Сравнение между группами
пациентов и здоровых добровольцев проводили
с использованием непараметрического крите�
рия Манна–Уитни.

Цитофлуориметрическое исследование внут?
риклеточной сигнализации в тромбоцитах. Иссле�
дование проводили посредством проточного
цитометра BD FACS Canto II. К пробам добав�
ляли конъюгированный с Alexa�488 фибриноген
человека в концентрации 100 мкг/мл. После
этого пробы анализировали в кинетическом ре�
жиме. Через 60 с после начала исследования к
пробам добавляли активатор (2 мкМ АДФ). Для
пересчёта флуоресценции Fura�Red в концент�
рации кальция последовательно добавляли 1 мкМ
иономицина и 10 мМ EGTA. Пересчет проводи�
ли по формуле Гринкевича [36]. Дополнительно
производили нормировку на теоретически рас�
считанную концентрацию кальция в присут�
ствии 10 мМ EGTA на основе [36, 37]. Связыва�
ние фибриногена считалось максимальным
после инкубации пробы с 1 мкМ иономицина в

течение 3 мин. Подробное описание методики
приведено в работах [38, 39].

Статистическая обработка данных. Результа�
ты анализа малоуглового светорассеяния, а так�
же проточной цитофлуориметрии были обрабо�
таны посредством программного обеспечения
Origin Pro (https://www.originlab.com/origin) и
FlowJo (https://www.flowjo.com/) соответствен�
но. Статистический анализ данных был прове�
ден посредством Python 3.6, статистическую
значимость оценивали по критерию Ман�
на–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Агрегационная способность апоптотических
тромбоцитов снижена. Ключевым функциональ�
ным ответом тромбоцитов крови человека явля�
ется их способность к агрегации при активации.
Золотым стандартом для лабораторного анализа
агрегационной способности тромбоцитов явля�
ется агрегометрия светопропускания [40, 41].
Одним из подходов к усовершенствованию дан�
ного метода является метод малоуглового свето�
рассеяния, позволяющий более точно исследо�
вать не только агрегационную кривую тромбо�
цитов (образование диагрегатов наблюдается по
светорассеянию под углом 1,5°), но и изменение
ими формы (светорассеяние под углом 12°) в от�
вет на слабую активацию [34].

Данным методом была оценена агрегация
тромбоцитов у семи пациентов (см. Дополни�
тельные материалы), находящихся на химиоте�
рапии. Получено, что у половины пациентов
наблюдалось ослабление агрегации тромбоци�
тов или агрегация тромбоцитов находится на
нижней границе нормы (рис. 1, а, б, пациенты 3,
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Рис. 1. Исследование проагрегантного ответа тромбоцитов пациентов методом малоуглового светорассеяния. а – Началь�
ная скорость формирования диагрегатов была снижена (или на нижней границе нормы) для всех пациентов, кроме паци�
ентов 2 и 6, у которых, наоборот, наблюдалось повышение начальной скорости формирования диагрегатов тромбоцитов;
б – максимальная амплитуда светорассеяния, соответствующего диагрегатам была снижена у пациентов 3, 4, 5, а также на�
ходилась на нижней границе нормы для пациента 7; в – максимальная степень агрегации тромбоцитов пациентов была
снижена у всех пациентов, кроме пациентов 2, 3, 4. Серым фоном обозначены границы нормы для здоровых доноров



МЕХАНИЗМ ЗАПУСКА АПОПТОЗА ТРОМБОЦИТОВ

4, 5, 7). С другой стороны, изменение формы у
тромбоцитов доноров 2 и 3 не было нарушено, а
у пациента 4 было даже повышено (рис. 1, в), в
то время как наблюдалось сниженное измене�
ние формы тромбоцитов у пациентов 1, 5, 6, 7. 

Функциональные характеристики тромбоци?
тов пациентов на химиотерапии. Для оценки при�
чин полученных выше различий между пациен�
тами, находящимися на химиотерапии, а также
здоровыми донорами было проведено исследо�
вание функциональных характеристик актива�
ции тромбоцитов в покое и при активации
SFLLRN (20 мкМ). Функциональные характе�
ристики тромбоцитов оценивались в различные
моменты терапии, схема терапии приведена в
дополнительных материалах.

При секреции тромбоцитарных α�гранул
также происходит выставление на внешнюю
мембрану тромбоцитов Р�селектина (CD62p) –
мембранного белка, важного для взаимодей�
ствия тромбоцитов с иммунными клетками (че�
рез PSGL рецепторы). В точках 1–5 наблюдали
достоверное повышение Р�селектина в покоя�
щихся тромбоцитах, однако при активации не
было значимых отличий по выставлению P�се�
лектина по сравнению со здоровыми донорами
(рис. 2, а, б).

В плотных гранулах тромбоцитов наблюда�
ется снижение pH по сравнению с другими
внутриклеточными органеллами, что позволяет
использовать для их исследования мепакрин. В
покоящихся тромбоцитах пациентов наблюда�
лось снижение флуоресценции мепакрина по
сравнению с тромбоцитами здоровых доноров
(рис. 2, в). При активации тромбоцитов разли�
чий не наблюдалось (рис. 2, г). Таким образом,
можно сделать вывод, что тромбоциты пациен�
тов в покоящемся состоянии дегранулированы
по сравнению с тромбоцитами здоровых доно�
ров. Анализ активации тромбоцитарных интег�
ринов (посредством антитела PAC�1) – первич�
ного проагрегантного ответа тромбоцитов – по�
казал отсутствие различий между тромбоцитами
пациентов в покоящемся состоянии и при акти�
вации (рис. 1, д, е), за исключением первой точ�
ки при активации (рис. 1, е).

Сравнение внутриклеточной сигнализации
тромбоцитов пациентов на химиотерапии и апоп?
тотических тромбоцитов. Для исследования при�
чин наблюдаемой первичной дегрануляции
тромбоцитов (рис. 1, а, в) было проведено ис�
следование кальциевой сигнализации тромбо�
цитов пациентов, а также тромбоцитов здоро�
вых доноров, прединкубированных с ABT�737.
Кальций является ключевым вторичным мессенд�
жером активации тромбоцита, запускающим
как дегрануляцию, так и проагрегантный ответ

тромбоцита. Ранее было убедительно продемон�
стрировано, что перегрузка митохондрий каль�
цием также запускает и некроз тромбоцитов [18,
42], характеризующийся выставлением на
внешнюю поверхность тромбоцитарной мемб�
раны отрицательно заряженного фосфолипида
фосфатидилсерина.

Методом проточной цитометрии в кинети�
ческом режиме получено, что в покоящихся
тромбоцитах пациентов наблюдается повыше�
ние концентрации свободных ионов кальция
(17 нМ) по сравнению с тромбоцитами здоро�
вых доноров (9 нМ, рис. 3, а). При инкубации с
ABT�737 в течение 1 ч в тромбоцитах наблюда�
лось более значительное увеличение концентра�
ции кальция (39 нМ, рис. 3, а). При активации
тромбоцитов 2 мкМ АДФ, как и при более силь�
ной стимуляции 20 мкМ SFLLRN (рис. 2), наб�
людался одинаковый максимальный уровень
концентрации кальция. Данные результаты так�
же могут свидетельствовать об предактивации
тромбоцитов у пациентов, находящихся на хи�
миотерапии, а также о том, что это может быть
следствием запуска апоптоза в тромбоцитах этих
пациентов.

Исследование связывания фибриногена по�
казало, что апоптотические (инкубированные с
ABT�737) тромбоциты значительно слабее свя�
зывают фибриноген, нежели тромбоциты здо�
ровых доноров или тромбоциты пациентов
(рис. 3, в). Наконец, в популяции инкубирован�
ных с ABT�737 тромбоцитов наблюдалась наи�
большая доля положительных по аннексину�V
тромбоцитов (рис. 3, г). Таким образом, можно
заключить, что на более поздних этапах запуска
апоптоза можно наблюдать ингибирование ак�
тивации тромбоцитов, которое происходит из
их изначальной предактивации, вероятно, наб�
людаемой у пациентов на химиотерапии
(рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Изменение количества и функциональности
тромбоцитов при онкогематологических забо�
леваниях является давно установленным фено�
меном, однако причины этих изменений могут
быть различны. Одной из причин тромбоцито�
патий является индукция химиотерапией апоп�
тоза тромбоцитов [43]. В настоящей работе про�
ведено исследование функциональной актив�
ности тромбоцитов пациентов с онкогематоло�
гическими заболеваниями, находящихся на хи�
миотерапии. Показано, что тромбоциты паци�
ентов обладают признаками предактивации, а
именно повышенной экспрессией P�селектина,
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сниженным количеством плотных гранул и по�
вышенной концентрацией цитозольного каль�
ция. При этом при активации тромбоцитов наб�
людается сниженная способность к агрегации и
активации интегринов. На основании настоя�
щего исследования и наших предыдущих работ
мы предлагаем схему апоптоза тромбоцитов,
при котором предактивация тромбоцитов явля�
ется следствием повышенной концентрации

цитозольного кальция, а ингибирование интег�
ринов связано с активацией каспазы�3 и зависи�
мой от нее активацией протеинкиназы А (см.
рис. 4).

Известно, что химиотерапия способна вы�
зывать тромбоцитопению благодаря индукции
каспаз�зависимой гибели тромбоцитов и мега�
кариоцитов [20, 43]. Однако открытым остается
вопрос о функциональной активности остав�
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Рис. 2. Функциональные характеристики тромбоцитов пациентов в различные дни исследования. а, б – На тромбоцитах
пациентов повышено выставление P�селектина (выход α�гранул) по сравнению со здоровыми донорами в начальных точ�
ках исследования в покое (а), однако при активации количества P�селектина на тромбоцитах пациентов лежат в пределах
нормы (б); в, г – в покоящихся тромбоцитах пациентов в начальных точках эксперимента наблюдалась сниженная флуо�
ресценция мепакрина, что свидетельствует о выходе из них δ�гранул (в), в то время как при активации флуоресценция ме�
пакрина в тромбоцитах доноров лежала в пределах нормы (г); д, е – активация тромбоцитарных интегринов GPIIb�IIIA
(связывание PAC�1) у пациентов не была нарушена в покое (д), в то время как при активации только в начальной точке
исследования наблюдалось снижение активации интегринов (е). Статистическая значимость была оценена по критерию
Манна–Уитни. (С цветными вариантами рис. 2–4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://
sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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шихся «в живых» тромбоцитов. Для мышей ра�
нее была показана сниженная способность к ак�
тивации и агрегации тромбоцитов при воздей�
ствии BH3�миметиков [44]. В настоящем иссле�
довании мы показываем, что способность тром�
боцитов пациентов на химиотерапии образовы�
вать агрегаты и активировать интегрины замет�
но снижена по сравнению со здоровыми доно�
рами. Этот результат находится в соответствии с
нашими ранее полученными данными о том,
что тромбоциты, инкубированные с ABT�737,
не образуют агрегаты и не связывают PAC�1 (ан�
титело к активированным тромбоцитарным ин�
тегринам) [15]. Эти же результаты (ингибирова�
ние способности тромбоцитов к активации при

воздействии BH3�миметиков) подтверждаются
работами других авторов [44, 45]. Следует подчерк�
нуть, что в настоящем исследовании мы впер�
вые показываем гипоагрегационную способ�
ность не всей популяции тромбоцитов, а только
той субпопуляции, которая не испытала клеточ�
ную смерть (тромбоциты не экспонируют фос�
фатидилсерин). Гипоагрегация тромбоцитов на�
ходящихся на онкотерапии пациентов не была
показана ранее, так как классический метод аг�
регометрии требует концентрации тромбоцитов
выше 150 тыс/мкл, в то время как используемый
в настоящей работе метод LaSca позволяет наб�
людать агрегационную способность тромбоци�
тов, начиная с концентрации 10 тыс/мкл [34, 46].
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Рис. 3. Сравнение внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах пациентов, здоровых доноров и апоптотических тром�
боцитах (ABT�737). а – В покоящихся тромбоцитах пациентов повышен кальций, однако в тромбоцитах, прединкубиро�
ванных с ABT�737, повышение кальция более значительно; б – при активации 2 мкМ АДФ не наблюдается значительных
различий между тромбоцитами пациентов, здоровых доноров, а также апоптотическими тромбоцитами по кальциевому
ответу; в – связывание фибриногена апоптотическими тромбоцитами было снижено по сравнению с тромбоцитами па�
циентов и здоровых доноров; г – выставление фосфатидилсерина (связывание Аннексина�V) апоптотическими тромбо�
цитами было значительно усилено по сравнению с тромбоцитами пациентов и здоровых доноров. Статистическая значи�
мость была оценена по критерию Манна–Уитни
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Механизмы сниженной активации интегринов
тромбоцитов при воздействии BH3�миметиков
были показаны в работе [15], а именно, ABT�737
через активацию каспазы�3 стимулирует актива�
цию протеинкиназы А без повышения уровня
цАМФ, протеинкиназа А, в свою очередь, инги�
бирует активацию тромбоцита. Кроме того, на�
ми было показано, что ABT�737 ингибирует ак�
тивацию тромбоцитов путем каспаза 3 – зависи�
мого ингибирования цитозольной фосфолипа�
зы А2, отвечающей за синтез тромбоксана А2 и
вторичную активацию тромбоцитов [5]. Эти ре�
зультаты также подтверждаются тем, что актива�
ция тромбоцитов через P2Y12 (рецептор, ассоци�
ированный с Gi�белком) снижает эффекты
BH3�миметиков на активацию тромбоцита [6].
Возможно, что механизм ингибирования акти�
вации интегринов у пациентов на химиотерапии
аналогичен, но для проверки этого необходимо
оценить уровень форфорилирования мишеней
протеинкиназы А у данных пациентов.

В настоящей работе показано наличие пред�
активации тромбоцитов пациентов по следую�

щим параметрам. Во�первых, у пациентов на
BH3�миметиках происходит частичная секре�
ция как α�, так и плотных гранул. Несмотря на
то, что везикуляция мембраны тромбоцитов при
воздействии BH3�миметиков была многократно
показана [17, 47], мы предполагаем, что наблю�
даемая в данном исследовании предактивация
тромбоцитов имеет другую природу. При этом
количество рецепторов�гликопротеинов соот�
ветствует норме. Следует заметить, что здесь на�
ши результаты противоречат работам [44], кото�
рые показывают шеддинг рецептора GPIb в от�
вет на воздействие BH3�миметиков. Противоре�
чие в результатах может быть связано как с осо�
бенностями пациентов, так и с используемыми
временами воздействия препаратов: в работе
[44] проводили временную (90 мин) инкубацию
тромбоцитов здоровых доноров с препаратами
либо проводили наблюдения на мышах, в рабо�
те [45] также наблюдали за пациентами с лим�
фопролиферативными расстройствами, однако
шеддинг рецепторов наблюдался как до, так и
после терапии. 
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Рис. 4. Схема сигнализации, запускающей апоптоз или некроз в тромбоцитах крови. Оттенками красного (серого в ч/б
версии) цвета обозначена концентрация ионов кальция. Стрелками показана активация, ромбами – ингибирование, чер�
ными линиями показаны потоки вещества. Синими (сплошными) овалами обозначены ферменты с приведенными об�
щепринятыми сокращениями их названий. Точечный контур означает зависимость активности фермента от концентра�
ции кальция. Синими прямоугольниками обозначены рецепторы плазматической мембраны. Серые прямоугольники и
овалы – белки апоптотического аппарата. apop – Комплекс белков апоптосомы, включающий Apaf�1 и цитохром с, а в
последствии прокаспазы 3 и 9. ЭПР – эндоплазматический ретикулум, ОКС – открытая канальцевая система (внеклеточ�
ное пространство)
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Далее мы показываем повышенную концент�
рацию цитозольного кальция тромбоцитов па�
циентов в покоящемся состоянии или тромбо�
цитов, испытавших воздействие ABT�737. Пос�
ледний результат находится в согласии с работа�
ми предыдущих авторов, которые наблюдали по�
вышение концентрации цитозольного кальция
при воздействии ABT�263 [16, 45], в то время как
в работе других авторов [44] ABT�737 не вызывал
повышения концентрации кальция. Эти резуль�
таты не противоречат друг другу, потому, как ар�
гументируется в работе [45], повышение конце�
нтрации кальция наблюдалось только в первые
минуты воздействия препарата. Кроме того, в
настоящей работе используется метод нормиро�
вания концентрации кальция по буферному
раствору, содержащему 40 нМ кальция, что поз�
воляет различать низкие концентрации [39].
Благодаря этому можно увидеть небольшие, но
достоверные различия концентрации кальция в
тромбоцитах пациентов и здоровых доноров. 

Механизмы предактивации тромбоцитов у
пациентов, находящихся на химиотерапии, бу�
дут являться предметом дальнейших исследова�
ний. Возможно, как предполагается в работе
[45] и по аналогии с иммунной тромбоцитопе�
нией [39], происходит изменение проницаемос�
ти плазматической мембраны (вероятно, кас�
паз�зависимое [17]) или мембраны эндоплазма�
тического ретикулума [47] для ионов кальция.
Это может быть связано с деполяризацией
мембраны митохондрий [5, 8], в результате чего
митохондрии не могут выступать как дополни�
тельные резервуары для ионов кальция. С дру�
гой стороны, в наших исследованиях и в работе
[14] деполяризация мембраны наблюдается
только у тромбоцитов, «вступивших» на путь
клеточной смерти. Требуется дополнительное

исследование тромбоцитов пациентов на пред�
мет содержания кальция в ЭПР и потенциала
митохондрий для прояснения этого вопроса.
Следует отметить, что, как предполагается в ра�
боте [17], тромбоциты пациентов могут нахо�
диться «на пути в некроз». Однако при наблюде�
нии методом проточной цитометрии, выпол�
ненной в настоящем исследовании, субпопуля�
ций тромбоцитов пациентов ни по одному пока�
зателю не наблюдалось, что может служить аргу�
ментом против скорого потенциального некроза
тромбоцитов пациентов.
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Programmed cell death of non�nucleated blood cells – platelets – in case of oncologic and oncohematologic diseases,
can be involved in their pathophysiology. It contributes to both bleedings (caused by the thrombocytopenia, which is
induced by the elimination of the platelets) and thrombosis (caused by the processes of blood coagulation on the sur�
face of phosphatidylserine exposing platelets). Here we have characterized the functional responses of platelets of
patients with various oncological disorders, which were receiving chemotherapy and compared them to the platelets
of healthy donors and platelets, pre�incubated with apoptosis inducer ABT�737. Some patients exhibited diminished
capability of platelets to aggregate. Immunophenotyping of these platelets revealed their pre�activation in comparison
to the platelets of healthy donors. Calcium signaling analysis revealed that in patients’ platelets, as well as in apoptot�
ic platelets, intracellular calcium levels were increased in resting cells. However, the modesty of this increase along�
side weak phosphatidylserine expression allows us to assume that apoptotic processes in the circulating patients’
platelets are limited.
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