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Тромбоциты – безъядерные клетки, ответственные за предотвращение кровопотери в случае нару-
шения целостности сосудистых стенок. При контакте с обнажившимся при повреждении сосуда
коллагеном тромбоциты активируются через рецептор-гликопротеин, GPVI, что приводит к изме-
нению формы, дегрануляции, проагрегантному и прокоагулянтному ответу. Целью данной работы
было наблюдение изменения концентрации Ca2+ в цитозоле и функциональных ответов тромбоци-
тов при стимуляции через рецептор GPVI. В исследовании приняли участие здоровые взрослые доб-
ровольцы. Также были использованы домовые мыши Mus musculus линии C57Bl6 (дикий тип).
Внутриклеточная концентрация Ca2+ оценивалась по изменению флуоресценции Fura-Red на про-
точном цитофлуориметре. Активация интегринов наблюдалась на проточном цитофлуориметре по
связыванию фибриногена человека, коньюгированного с флуоресцентной меткой, или на оптиче-
ском агрегометре. Тромбоциты активировались при помощи пептида, сходного по аминокислот-
ной последовательности с коллагеном (collagen-related peptide, CRP) при работе на цитометре и с
помощью фибриллярного коллагена при работе на агрегометре. У тромбоцитов человека была об-
наружена существенная междонорская вариабельность в относительном изменении уровня Ca2+ в
цитозоле в ответ на стимуляцию; значительно меньшей была междонорская вариабельность в акти-
вации тромбоцитарных интегринов, изменении формы и в агрегационном ответе. У мышей такой
вариабельности не наблюдалось. Наблюдаемая вариабельность кальциевого ответа тромбоцитов
могла быть вызвана различиями в экспрессии GPVI у здоровых доноров и полиморфизмами в гене
рецептора GPVI у изученных доноров. Обнаруженное сходство в функциональных ответах тромбо-
цитов, при различных сигнальных ответах, позволяет предположить вариабельный вклад фосфои-
нозитидной ветви внутриклеточной сигнализации в ответ на активацию GPVI у тромбоцитов.
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ВВЕДЕНИЕ
Внутренней оболочкой кровеносного сосуда

является интима. Она состоит из эндотелия и
межклеточного матрикса, представляющего со-
бой коллагеновые и ретикулиновые волокна, а
также фибробласты и продольно ориентирован-
ные гладкомышечные клетки [1]. При поврежде-
нии интимы происходит обнажение фибрилляр-

ных коллагенов: фибронектина и ламинина [2].
Обнажившийся коллаген связывается с фактором
Виллебранда (vWF) – мультимерным белком
плазмы крови, разворачивающимся при связыва-
нии с коллагеном под действием гемодинамиче-
ских сил сопротивления [3]. В развернутой кон-
формации vWF привлекает тромбоциты крови
через их механорецептор GPIb [4]. Тромбоциты –
безъядерные клетки, входящие в состав крови,
главной задачей которых является образование
гемостатических пробок в области нарушения це-

Список сокращений: PRP – богатая тромбоцитами плазма,
CRP – коллаген-подобный пептид.
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лостности кровеносных сосудов [5]. Переходя в
активированное состояние, тромбоциты изменя-
ют форму и выпускают наружу содержимое своих
гранул, что привлекает другие тромбоциты и при-
водит к росту тромба [6]. Адгезия тромбоцитов к
коллагену за счет связи GPIb и vWF не является
стабильной, поэтому после привлечения тромбо-
цита к коллагену через vWF-GPIb, необходима
его дальнейшая активация [7]. Коллаген запуска-
ет активацию тромбоцита через гликопротеин-VI
(GPVI) и интегрин α2β1 [8]. В то время как по-
следний является адгезионным, именно GPVI от-
вечает за генерацию внутриклеточных сигналов,
запускающих активацию и функциональные от-
веты тромбоцитов – изменение формы, деграну-
ляцию, проагрегантный (активацию тромбоци-
тарных интегринов αIIbβ3) и прокоагулянтный от-
веты [8, 9]. Активированные интегрины αIIbβ3
связываются с плазменным белком фибриноге-
ном, который служит своеобразным “мостиком”
для связывания двух тромбоцитов, что приводит
к формированию тромбоцитарных агрегатов [10].

Рецептор GPVI экспрессируется совместно с
FcRγ-цепью, их комплекс формируется посред-
ством нековалентного трансмембранного кон-
такта [11]. GPVI присутствует только на поверх-
ности тромбоцитов и производящих их мегака-
риоцитов [11]. GPVI мыши имеет идентичность
67.3 и 64.4% с GPVI человека на уровне нуклео-
тидной и аминокислотной последовательностей
белка соответственно [12]. Внеклеточные и внут-
риклеточные домены рецептора GPVI человека и
мыши не идентичны. Например, большинство
блокирующих антител, направленных против
GPVI человека, не связываются с GPVI мыши,
что осложняет доклинические испытания анти-
GPVI агентов [13]. Уровень гомологии между
GPVI человека и мыши несколько выше в Ig-до-
менах (78%), содержащих сайты связывания для
активаторов (коллагена, коллаген-подобного
пептида (CRP) и конвульксина) [14]. Недавно бы-
ло продемонстрировано, что фибрин также явля-
ется активатором тромбоцитарного GPVI рецеп-
тора человека и мыши [15]. Наконец, иммобили-
зованный фибриноген способен активировать
димеризованные рецепторы GPVI [16]. Данные
исследования были проведены in vivo на челове-
ческих тромбоцитах, а также на тромбоцитах мы-
шей, в которых была экспрессирована человече-
ская форма рецептора GPVI [17].

Каждая цепь FcRγ содержит мотив активации
иммунорецептора на основе тирозина (ITAM),
состоящий из двух последовательностей YxxL,
разделенных 6–12 аминокислотами [18]. При ак-
тивации GPVI связанные с ним тирозинкиназы
семейтсва Src (SFK) фосфорилируют ITAM [19].
Это приводит к связыванию с ITAM и активации
тирозин-киназ Syk. Syk-зависимый сигнальный

каскад ведет к формированию LAT-сигналосомы,
в комплексе которой активируется фосфоинози-
тид-3 киназа (PI3K), фосфорилирующая фосфо-
инозитол-4,5-бисфосфат (PIP2) до фосфоинози-
тол-3,4,5-трифосфата (PIP3). К PIP3 присоединя-
ется тирозинкиназа Брутона (Btk), которая
запускает активацию фосфолипазы Cγ2 (PLCγ2).
Она гидролизует фосфоинозитол-4,5-бисфосфат
(PIP2), в результате чего образуется инозитол-
1,4,5-трифосфат (IP3). IP3 активирует находя-
щийся на ЭПР IP3-рецептор, что приводит к вы-
ходу Ca2+ в цитозоль [20]. Схема сигнализации,
опосредованной рецептором GPVI, представлена
на рис. 1.

Мутации в гене рецептора GPVI (GP6) вызы-
вают возникновение петехий, меноррагий и но-
совых кровотечений легкой степени тяжести [22–
24]. Однако при этом у пациентов с мутациями в
гене GP6 не наблюдалось тромбоцитопений [25].
Функциональное тестирование тромбоцитов по-
казало ослабленную агрегацию богатой тромбо-
цитами плазмы пациентов с мутацией в гене GP6
в ответ на CRP и конвульксин (индукторы акти-
вации тромбоцитарного GPVI), но при этом нор-
мальную агрегацию в ответ на ADP (активатор
P2Y1 и P2Y12 рецепторов), арахидоновую кислоту,
U46617 (активаторы TP рецептора), TRAP1 (акти-
ватор рецептора PAR1), ристоцетин (агент, вызы-
вающий агглютинацию тромбоцитов через GPI-
bα-vWF) [26]. Также было показано, что мутация
в гене рецептора GPVI приводит к нарушению
свертываемости крови и формированию тромбов
ex vivo как у людей, так и у мышей [17, 25–28].

В настоящее время рецептор GPVI рассматри-
вается в качестве мишени для антитромботиче-
ской и противовоспалительной терапии [29]. По-
казано, что введение растворимого GPVI (sGPVI)
здоровым донорам не вызывает кровоточивости,
однако ингибирует агрегацию тромбоцитов в
ответ на коллаген in vitro [30]. Также рассматрива-
лись ингибиторы сигнального пути GPVI, Syk-
киназы (пицеатаннол, малеат, десантиниб), од-
нако отсутствие специфичности в связи с боль-
шим количеством различных биологических
ролей у целевых киназ является основным недо-
статком данного подхода [31]. Использование ан-
тител к GPVI также было эффективным для тера-
пии тромбозов [32–34].

Изучение сигнальных путей и описание доно-
ров по их индивидуальным показателям открыва-
ют новые возможности для разработки более без-
опасных антитромботических лекарств, основан-
ных на ингибировании рецептора GPVI. Цель
данной работы – описание кальциевой сигнали-
зации и активации тромбоцитарных интегринов
при активации тромбоцитарного рецептора GPVI
в человеческих и мышиных тромбоцитах.
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СТЕПАНЯН и др.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования. В исследование были
включены 14 здоровых добровольцев, как муж-
чин, так и женщин в возрасте от 18 до 58 лет, от-
рицавших наличие сердечно-сосудистых заболе-
ваний в семейной истории и давших письменное
информированное согласие. Кровь здоровых до-
норов забирали из локтевой вены в вакуумные
пробирки, содержащие гирудин (SARSTEDT
Monovette, для использования в проточной цито-
метрии) и цитрат натрия (Improvacuter, для тур-
бидиметрической агрегометрии). Также были ис-
пользованы 12 домовых мышей (Mus musculus) ли-
нии C57Bl6 возрастом от 4 до 5 месяцев, весом
25–35 г, обоих полов. Кровь мышей была взята на
ACD (кислотно-цитратную декстрозу). Экспери-
менты проводились в соответствии с Хельсинк-
ской декларацией и директивой Европейского
парламента 63/2010/EU и были одобрены этиче-
ским комитетом ЦТП ФХФ РАН.

Реагенты. Были использованы следующие ма-
териалы: флуоресцентный зонд Fura-Red-AM
(Molecular Probes, Eugene, Орегон, США); FITC,
фибриноген человека, EGTA, HEPES, бычий
сывороточный альбумин, апираза (степень
очистки VII), D(+)глюкоза (Sigma, США);
NaCl; Na2HPO4; KCl; NaHCO3; MgCl2; CaCl2;

C6H5Na3O7 · 2(H2O); C6H8O7 · H2O (Агат-Мед,
Москва, Россия), коллаген (Технология-Стан-
дарт, Россия). Цистеинсодержащая версия сши-
того подобного коллагену пептида (CRP) была
любезно предоставлена профессором R.W. Farn-
dale (Университет Кембриджа, Кембридж, Вели-
кобритания) [35].

Протокол выделения клеток для проточной ци-
тометрии. Цельная кровь, антикоагулированная
гирудином, была инкубирована с кальций-чув-
ствительным зондом Fura-Red-AM в концентра-
ции 2 мкМ в присутствии 0.2 ед/мл апиразы в те-
чение 35 мин при 37°С. Апираза была добавлена
для снижения негативного влияния секретируе-
мого осажденными эритроцитами ADP на акти-
вацию тромбоцитов. По истечении 35 мин кровь
была разведена буфером Тирода (134 мМ NaCl;
0.34 мМ Na2HPO4; 2.9 мМ KCl; 12 мМ NaHCO3;
20 мМ HEPES; 5 мМ глюкозы; 1 мМ MgCl2; 2 мМ
CaCl2; BSA 2% по массе; pH 7.3) до концентрации
тромбоцитов 1 × 103 в 1 мкл.

Кровь мышей была взята из брюшной артерии
в шприц, содержащий антикоагулянт ACD (85 мМ
дигидрата тринайтрийцитрата, 66.6 мМ моногид-
рата лимонной кислоты и 111 мМ D(+)глюкозы в
растворе дистиллированной воды (осмолярность
450 мОсм/л, pH 4.5) в соотношении объемов 1 : 6

Рис. 1. Сигнальный каскад при активации тромбоцита через рецептор GPVI. Связывание коллагена/CRP/конвульк-
сина и GPVI запускает активацию SFK, фосфорилирующих ITAM [21]. Это приводит к связыванию киназы Syk, кото-
рая фосфорилирует адаптерный белок LAT. К фосфорилированным LAT присоединяются PLCγ2 и PI3K. Ассоцииро-
ванные с LAT PI3K активируются и фосфорилируют PIP2, производя PIP3. Тирозинкиназы Брутона (Btk) связывают-
ся своим плекстрин-гомологичным доменом с PIP3, активируются и запускают активацию соединенных с LAT
фосфолипаз PLCγ2. Активные PLCγ2 гидролизуют комплекс PIP2, производя IP3. IP3 активирует рецептор к инози-
толтрифосфату (IP3R), находящийся на мембране ЭПР. Происходит выход кальция в цитозоль клетки, корректируе-
мый также самим IP3R и сарко/эндоплазматическоретикулярной Ca2+ ATP-азой SERCA.
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(антикоагулянт к крови). Тромбоциты были вы-
делены согласно протоколу [36]. Клетки были
окрашены Fura-Red в концентрации 2 мкМ в
присутствии 0.2 ед/мл апиразы в течение 35 мин
при 37°С.

Проточная цитометрия. Методика измерения
концентрации кальция в цитозоле тромбоцита и
активации интегринов аналогична описанной ра-
нее [37–41]. В исследовании был использован
проточный цитометр BD FACS Canto II. В на-
чальный момент времени к пробам добавляли
флуоресцентно меченный фибриноген в концен-
трации 100 мкг/мл. Через 60 с от начала исследо-
вания к пробам добавляли агонист рецептора
GPVI CRP (0.25, 1 и 5 мкг/мл). При обработке ре-
зультатов по значениям прямого и бокового све-
торассеяния клетками выбиралась область, соот-
ветствующая тромбоцитам. Затем оценивалась
флуоресценция Fura-Red в свободном состоянии
(возбуждение 488 нм, излучение 640 ± 30 нм) и в
связанном с ионами кальция состоянии (возбуж-
дение 405 нм, излучение 670 ± 30 нм). Усреднение
проводилось по 1000 клеток. В качестве меры
концентрации кальция в цитозоле тромбоцита
рассматривалось отношение средней интенсив-
ности флуоресценции (mean fluorescence intensity,
MFI), R = (MFI405/MFI488). [Ca2+] измерялась в
относительных единицах R/R0, где R0 – наблю-
даемое для данного образца значение R в покое
(до активации). Связывание фибриногена (воз-
буждение 488 нм, излучение 520 ± 20 нм) счита-
лось максимальным после инкубации пробы с
1 мкМ иономицина в течение 10 мин и использо-
валось для расчета степени связывания фибрино-
гена при активации CRP. Для оценки изменения
формы клеток использовалось боковое светорас-
сеяние (SSC, параметр проточной цитометрии,
растущий при увеличении неоднородности по-
верхности клетки), где за 0% принималось усред-
ненное значение бокового светорассеяния за пер-
вые 60 с измерений (без активации), а за 100% –
отсутствие детектированных лучей.

Турбидиметрическая агрегометрия. Для иссле-
дования агрегации тромбоцитов методом турби-
диметрической агрегометрии кровь доноров за-
бирали из локтевой вены в пробирки, содержа-
щие цитрат натрия (финальная концентрация
Na3C6H5O7 в полученной крови 0.129 моль/л). За-
тем кровь центрифугировали (8 мин, 150 g) и от-
бирали богатую тромбоцитами плазму (platelet
rich plasma, PRP). Оставшуюся часть крови цен-
трифугировали 15 мин с ускорением 2000 g для
получения бедной тромбоцитами плазмы с целью
калибровки прибора. К богатой тромбоцитами
плазме добавляли гирудин в концентрации
10 ед/мл и CaCl2 до концентрации 20 мМ (расчет-
ная концентрация свободных ионов кальция в
плазме составляет 2.5 мМ), и 3 мин инкубировали

при температуре 37°С, затем проводили измере-
ние на агрегометре Biola LA-230 при скорости пе-
ремешивания 800 оборотов в минуту. Активация
проводилась коллагеном (1 и 2.5 мкг/мл).

Анализ данных. Обработка данных проточной
цитометрии и агрегометрии проводилась посред-
ством Python 3.7. Для оценки значимости разли-
чий был использован U-критерий Манна–Уит-
ни, статистически значимым отличием считалось
значение p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Ответы тромбоцитов на активацию GPVI в про-
точной цитофлуориметрии. При исследовании
внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах
здоровых доноров и мышей в качестве маркера
сигнальной активности использовалось относи-
тельное изменение концентрации свободных
ионов кальция в цитозоле в ответ на активацию
(рис. 2а, 2г, 2ж). Функциональные характеристи-
ки тромбоцитов оценивались по связыванию
фибриногена (проагрегантный тромбоцитарный
ответ, рис. 2б, 2д, 2з) и изменению формы (пер-
вичный ответ тромбоцитов на активацию, рис. 2в,
2е, 2и). По сигнальным и функциональным отве-
там тромбоцитов в ходе исследования были выде-
лены две отдельные группы (рис. 2а–2в и рис. 2г–
2е соответственно). Доноры, максимальное изме-
нение внутриклеточного кальция которых в ответ
на активацию 5 мкг/мл CRP превышало 1.4 отн. ед.
(рис. 2а, 2г), были отнесены к типу 1 (рис. 2а–2в),
в обратном случае к типу 2 (рис. 2г–2е). Мыши-
ные тромбоциты были выделены в отдельную
группу (рис. 2ж–2и). Выбор границы был сделан
на основании визуального разделения доноров на
две группы при наблюдении кривых зависимости
относительной концентрации внутриклеточного
Ca2+ от времени.

Дальнейший анализ полученных данных был
проведен для выявления закономерностей в из-
меренных параметрах в зависимости от типа
объекта исследования. Так, степень связывания
фибриногена и процент изменения бокового све-
торассеяния (далее изменение формы) также
различался в зависимости от группы: мышиные
тромбоциты демонстрировали существенно боль-
шее связывание фибриногена по сравнению с че-
ловеческими (рис. 2б, 2д, 2з), а изменение формы
у доноров типа 2 было снижено по сравнению с
типом 1 и мышами (рис. 2в, 2е, 2и).

В ответ на высокую концентрацию CRP на-
блюдается вариабельность ответа по относитель-
ному изменению концентрации внутриклеточно-
го кальция в тромбоцитах человека (2.02 ±
± 0.45 отн. ед. и 1.22 ± 0.13 отн. ед. у типа 1 и
типа 2, соответственно). Тромбоциты мышей бы-
ли выделены в группу 3 (1.49 ± 0.06 отн. ед.), ста-
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Рис. 2. Типичные кривые для трех видов ответов, полученные в ходе экспериментов. Стрелка указывает на время до-
бавления активатора. Концентрация CRP в образце: 0.25 (1), 1 (2) и 5 мкг/мл (3). Относительное изменение концен-
трации кальция в цитозоле, R/R0 (а), связывание фибриногена (б) и изменение формы (в) тромбоцитов в течение 140 с
после добавления CRP для получения трех различных концентраций активатора в образце для доноров типа 1. Отно-
сительное изменение концентрации кальция в цитозоле, R/R0 (г), связывание фибриногена (д) и изменение формы
(е) тромбоцитов в течение 140 с после добавления CRP для получения трех различных концентраций активатора в об-
разце для доноров типа 2. Относительное изменение концентрации кальция в цитозоле, R/R0 (ж), связывание фибри-
ногена (з) и изменение формы (и) тромбоцитов в течение 140 с после добавления CRP для получения трех различных
концентраций активатора в образце у мышей.
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тистически значимо отличающуюся от типа 2
(рис. 3а). Связывание фибриногена напрямую не
коррелирует со значением внутриклеточной кон-
центрации кальция (рис. 3а, 3б). Максимальный
процент связывания фибриногена был наивыс-
шим у мышей (17.6 ± 5.8), средним для типа 1
(9.1 ± 1.7) и низким для типа 2 (4.6 ± 2.3). Также
была продемонстрирована двукратная вариа-
бельность по изменению формы для типа 1 и
типа 2 (рис. 3в).

При помощи критерия Манна–Уитни были
исследованы численные характеристики ответов
доноров на стимуляцию CRP для поиска стати-
стически значимых различий. При концентраци-
ях активатора 5, 1 и 0.25 мкг/мл изменение внут-
риклеточной концентрации кальция различалось
между типом 1 и типом 2 и между типом 2 и мы-
шами (рис. 3а). Процент связывания фибриноге-
на тромбоцитами типа 2 при концентрации CRP
5 мкг/мл был значимо ниже, чем у двух оставших-

ся групп (рис. 3б). При уменьшении количества
активатора до 1 мкг/мл человеческие тромбоциты
демонстрировали схожие ответы по фибриногену
(4.5 ± 0.9 для типа 1 и 3.9 ± 1.8 для типа 2), мень-
шие, чем ответ мышиных клеток (9.0 ± 2.1) (рис. 3б).
Оба типа ответа человеческих тромбоцитов при
концентрациях агониста 5 и 1 мкг/мл различа-
лись по изменению формы, и сходным образом
наблюдалось отличие между типом 2 и мышины-
ми тромбоцитами (рис. 3в).

Снижение концентрации CRP приводило к
уменьшению вариабельности функциональных
видов ответов, так, различия по фибриногену и
изменению формы при концентрации CRP
0.25 мкг/мл были незначимы (рис. 3б–3в).

Ответы тромбоцитов на активацию GPVI в агре-
гометрии. Плазма 12 доноров была исследована
методом турбидиметрической агрегометрии. Ис-
пользуя данные, полученные эксперименталь-
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ным путем, мы получили значения максимально-
го изменения оптической плотности раствора
при активации коллагеном I типа (концентрации
2.5 и 1 мкг/мл), а также начальную скорость агре-
гации. Значения данных параметров для различ-
ных концентраций активатора сходятся в преде-
лах погрешности (рис. 4в).

Агрегационные ответы различных доноров
также оказались вариабельны, как при стимуля-
ции 1 мкг/мл коллагена (рис. 4а), так и при сти-

муляции 2.5 мкг/мл коллагена (рис. 4б). Однако,
в отличие от данных проточной цитометрии
(рис. 2, 3), выделить две различные подгруппы
доноров по данным агрегометрии оказалось не-
возможно (рис. 4а, 4б). Важно отметить, что
группировка доноров по результатам проточной
цитометрии проводилась по максимально дости-
жимым концентрациям свободных ионов каль-
ция в ответ на активацию, так как провести чет-
кое разделение по степени связывания фибрино-
гена данных групп было затруднительно (рис. 2б, 2д).

Рис. 3. Количественное сравнение ответов тромбоцитов на стимуляцию рецептора GPVI. а – Средние значения мак-
симума R/R0 для трех типов ответов при трех различных концентрациях CRP. б – Средние значения максимального
процента связывания фибриногена для трех типов ответов при трех различных концентрациях CRP. в – Средние зна-
чения максимального процента изменения формы для трех типов ответов при трех различных концентрациях CRP.
Двумя звездочками обозначено статистически значимое различие при p < 0.01, одной – при p < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе были проанализированы раз-
личные показатели ответа тромбоцитов при их
активации коллагеном или подобным коллагену
пептидом через рецептор GPVI и показана вариа-
бельность по уровню внутриклеточного кальция,
связыванию фибриногена и изменению формы
(рис. 2, 3) для разных доноров. В то время как
кальциевые ответы позволяли выделить несколь-
ко групп здоровых доноров, различия по фибри-
ногену между группами были менее выраженны
или вовсе отсутствовали (рис. 3а, 3б). Результаты
турбидиметрической агрегометрии не выявили
разделения доноров на группы. Мышиные тром-
боциты по концентрации свободных ионов каль-
ция и изменению формы были близки к ответам
типа 1, а также демонстрировали существенно
большее связывание фибриногена (рис. 3). Со-
гласно литературным данным, существует мно-
жество потенциальных причин наблюдаемого на-
ми феномена.

Авторами [42] было показано, что экспрессия
GPVI у здоровых доноров может иметь пятикрат-
ные различия, а также была продемонстрирована
значительная разница в индуцированной кон-
вульксином активности протромбиназы на тром-
боцитах, которая коррелировала с уровнем GPVI-
рецепторов. В той же работе прямой связи между
агрегацией тромбоцитов в ответ на конвульксин и
CRP и экспрессией GPVI не наблюдалось, и кор-
реляции между адгезией тромбоцитов к лигандам
GPVI и содержанию данного рецептора также не
было продемонстрировано. Однако существуют
исследования, в которых экспрессия рецептора
имеет меньшую вариабельность, так, среди
102 доноров она различалась только в 1.5 раза [43].
Для проверки гипотезы о том, что изменение
уровня внутриклеточного кальция в ответ на ак-
тивацию CRP (рис. 2, 3) зависит от уровня экс-
прессии GPVI, необходимо дальнейшее изучение
феномена, включающее в себя подсчет числа ин-
тересующих нас рецепторов на мембране. Вопрос
о причинах столь значительных отличий экспрес-
сии тромбоцитарного рецептора GPVI также
остается открытым на сегодняшний день.

Другой причиной вариабельных ответов у здо-
ровых доноров могли быть различные полимор-
физмы в аминокислотной последовательности
рецептора GPVI. Пять однонуклеотидных поли-
морфизмов (SNP) были найдены в гене GP6. Бы-
ли выделены два общих гаплотипа, каждый из
которых определяется пятью связанными поли-
морфизмами, три из которых находятся во вне-
клеточном домене и два в цитоплазматическом
(аллель “а” – SKTQH и аллель “b” – PEALN с ал-
лельными частотами 0.85 и 0.13) [44, 45]. Аллель
“b” ассоциирована с низкой плотностью GPVI и
уменьшает функциональные ответы на коллаген

и CRP [43]. С другой стороны, Трифиро и коллеги
показали отсутствие связи между генотипом и
экспрессией GPVI [46]. Также было показано, что
гаплотипы SKTQH и PEALN отвечали только за
35% вариабельности [47]. Была найдена связь
между гаплотипом “bb” и коронарным тромбо-
зом [48]. Гомозиготность по “b” аллелю была ас-
социирована с развитием инфаркта миокарда у
японцев [49]. При этом была найдена корреляция
между уменьшением повторов сердечно-сосуди-
стых событий и снижением смертности у пациен-
тов с аллелем “b”, но не первым инфарктом мио-
карда [50]. Интерес также представляют различия
в отдельных SNP. N322 ослабляет связывание с
Fyn/Lyn и, следовательно, фосфорилирование
Syk [46]. Для проверки предположения, что гап-
лотип доноров связан с наблюдаемой вариабель-
ностью кальциевого ответа (рис. 3а), необходимо
дальнейшее расширение выборки и скрининг до-
норов на предмет наличия полиморфизмов.

Механизмы взаимодействия GPVI индуциро-
ванной кальциевой сигнализации в тромбоцитах
и функциональных ответов тромбоцита не явля-
ются до конца определенными. Отдельный инте-
рес представляет фосфоинозитидная сигнализа-
ция в тромбоцитах. Тромбоцитарные интегрины
αIIbβ3, ответственные за проагрегантный ответ,
запускаются GTP-азой Rap1, ключевым регуля-
тором которой является Ca2+-регулируемый фак-
тор обмена нуклеотидов CalDAG-GEFI [51, 52].
Было продемонстрировано, что активация Rap1
по GPVI-зависимому пути зависит от активности
PI3K [53]. Таким образом, при разной концентра-
ции внутриклеточного кальция (рис. 3а) может
быть достигнута схожесть в активации комплекса
αIIbβ3 (рис. 3б) и агрегационного ответа (рис. 4) у
здоровых доноров.

Кроме того, при активации GPVI происходит
активация металлопротеиназы ADAM10, которая
отделяет эктодомен GPVI рецептора [54]. В ре-
зультате данного процесса в плазму выделяется
55 кДа белок sGPVI [55]. Ингибиторы кальциевой
сигнализации и компонентов сигнального пути
рецептора GPVI блокируют данный процесс [54,
56]. Растворимый GPVI связывается с коллаге-
ном, а также уменьшает адгезию и агрегацию
тромбоцитов in vivo [57]. Участие sGPVI в агрега-
ции (рис. 4) может быть причиной меньших
функциональных различий по сравнению с про-
точной цитометрией (рис. 2, 3) в связи с большей
концентрацией клеток в растворе.

Оптическая агрегометрия является одним из
широко используемых методов выявления нару-
шений функционирования тромбоцитов, однако
существует большое количество ограничений при
использовании данного метода и численной
оценке данных. Так, результат одного и того же
пациента зависит от большого числа условий: ти-
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па антикоагулянта, количества липидов в плазме,
гемолиза, количества тромбоцитов, свежести об-
разца. Отсутствие стандартизации и контроля ка-
чества существенно усложняет наблюдение ма-
лых различий [58]. Таким образом, не выявлен-
ное в ходе этого исследования разделение
доноров на подгруппы тестом турбидиметриче-
ской агрегометрии (рис. 4) может также быть
следствием низкой точности теста.

В настоящей работе нами было продемонстри-
ровано существование различных типов актива-
ции тромбоцитов по GPVI-пути и не связанных
между собой напрямую кальциевого и фибрино-
генового ответа тромбоцитов и выдвинуто не-
сколько гипотез о природе данного явления. По-
лученные нами данные позволяют предполо-
жить, что в тромбоците существует больше
одного уровня регуляции внутриклеточных про-
цессов, отвечающих за активацию и агрегацию.
Дальнейшее изучение вопроса необходимо для
уточнения механизмов и потенциального ис-
пользования знаний о группе пациента (рис. 2, 3)
для персонализированной терапии.
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Platelet Activation through GPVI Receptor: Variability of the Response
M. G. Stepanyan1, 2, A. A. Filkova1, 2, 3, A. K. Garzon Dasgupta2, 3,

A. A. Martyanov1, 2, 3, 4, A. N. Sveshnikova1, 2, 3, *
1Center for Theoretical Problems of Physico-chemical Pharmacology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 109029 Russia

2Moscow Lomonosov State University, Physics Faculty, Moscow, 119991 Russia
3Dmitry Rogachev National Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow, 117997 Russia

4Institute for Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: a.sveshnikova@physics.msu.ru

Platelets are nuclear-free cell fragments responsible for preventing blood loss in case of the vascular wall in-
jury. After a contact with collagen exposed when the vessel is damaged, platelets become activated through
the receptor glycoprotein GPVI. This leads to platelet shape change, degranulation, aggregation, and proco-
agulant responses. The aim of this study was to detect changes in calcium mobilization and functional re-
sponses of platelets upon stimulation through the GPVI receptor. The study involved healthy adult volunteers
and house mice Mus musculus of the C57Bl6 line (wild type). Calcium signaling was monitored by Fura-Red
fluorophore’s f luorescence using BD FACS Canto II f low cytometer. Integrin activation was observed either
by platelets’ binding of human fibrinogen or by Biola optical aggregometry. For the f low cytometry analysis,
platelets were activated by collagen-related peptide CRP; when tested by aggregometry, platelets were activat-
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ed using collagen. As a result of the study, the following phenomenon was revealed: in human platelets, sig-
nificant inter-donor variability was detected in the relative change in the level of Ca2+ in the cytosol in re-
sponse to stimulation; inter-donor variability in platelet integrin activation, shape change, and aggregation
response was significantly less. In mice, such variability in the relative cytosolic calcium increase induced by
stimulation was not observed. The observed variability of the calcium response of human platelets could be
caused by differences in the GPVI expression or polymorphisms of the GPVI receptor gene in the studied do-
nors. Similarities in the functional responses of platelets with different signaling patterns suggest a variable
contribution of the phosphoinositide branch of the intracellular signaling in platelets in response to activation
of GPVI.

Keywords: collagen, GPVI, platelets, intracellular signaling, cytosolic Ca2+
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