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Нобилетин – полиметоксилированный флавон, выделяемый из кожуры цитрусовых, который об-
ладает множеством полезных свойств. В частности, нобилетин способен оказывать противовоспа-
лительное, антибактериальное и антиоксидантное действие. Недавние исследования показали, что
нобилетин снижает адгезию и агрегацию тромбоцитов, что делает возможным его использование в
профилактике и лечении тромбообразования, однако точные механизмы его действия на тромбо-
циты неизвестны. В связи с этим основной целью данной работы являлось исследование молеку-
лярных механизмов ингибирования тромбоцитов, опосредованного нобилетином. Мы показали,
что нобилетин блокирует индуцированную активацию тромбоцитов, не вызывая при этом их ги-
бель. Ингибирующий эффект нобилетина на тромбоциты по крайней мере частично обусловлен ак-
тивацией рецептора A2A к аденозину и запуском сигнальной системы АЦ/cAMP/PKA.
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ВВЕДЕНИЕ
Тромбоциты – это небольшие безъядерные

клетки, образующиеся из мегакариоцитов в крас-
ном костном мозге, выполняющие множество
функций в организме. Тромбоциты вовлечены в
поддержание и регуляцию сосудистого тонуса,
участвуют в транспорте веществ [1], процессах
врожденного иммунитета [2, 3], однако основной
функцией тромбоцитов является регуляция гемо-
стаза [4].

В норме интактные клетки эндотелия блоки-
руют процессы активации тромбоцитов за счет
синтеза ингибирующих сигнальных молекул [5].
При повреждении кровеносного сосуда эта су-
прессия прекращается и происходит запуск акти-
вирующих сигнальных каскадов, приводящих к
адгезии и последующей агрегации тромбоцитов с
образованием тромба для предотвращения кро-
вотечения [6]. Нарушение функционирования
тромбоцитов способствует развитию тромбофи-
лии или тромбоцитопатии [7].

Нормальный гемостаз может быть нарушен
патологическими факторами, приводящими к

неконтролируемому образованию тромба и ча-
стичной или полной закупорке сосудов [8]. Тром-
боциты играют важную роль в патогенезе тромбо-
зов, являясь одним из главных медиаторов тром-
бообразования [9]. Согласно данным Всемирной
организации здравоохранения, тромбозы явля-
ются одной из основных причин смертности по
всему миру [10], однако применение доступных
на текущий момент противотромбозных препа-
ратов осложнено рядом ограничений и возмож-
ностью возникновения серьезных побочных
эффектов, включая сильные кровотечения [11].
В связи с этим в настоящее время поиск более со-
вершенных лекарственных средств для профи-
лактики и лечения тромбоза является приоритет-
ным направлением исследований.

Флавоноиды – группа фенольных соединений
растительного происхождения, характеризующа-
яся структурным разнообразием, широким спек-
тром активностей и низкой токсичностью. Эпи-
демиологические исследования продемонстри-
ровали, что регулярное употребление богатой
флавоноидами пищи снижает риск возникнове-
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ния болезней сердечно-сосудистой системы,
в частности, за счет способности веществ этой
группы снижать уровень жиров и поддерживать
целостность кровеносных сосудов [12]. Среди по-
лиметоксилированных флавонов особый интерес
исследователей привлекает нобилетин. Данное
вещество содержится в высоких концентрациях в
кожуре неспелых цитрусовых и обладает множе-
ством полезных свойств. В частности, нобилетин
оказывает противовоспалительное [13], нейро-
протекторное [14], антибактериальное и антиок-
сидантное действия [15]. Кроме того, исследова-
ния на различных линиях раковых клеток показали,
что нобилетин обладает противораковой актив-
ностью за счет способности ингибировать рост и
миграцию клеток и вызывать арест клеточного
цикла и запуск апоптоза [16, 17]. В то же время в
неопухолевых клетках данное вещество способно
блокировать апоптоз, оказывая протекторное
действие [18, 19].

В последнее время активно рассматривается
возможность применения нобилетина в профи-
лактике и лечении тромбообразования. Исследо-
вания in vivo и in vitro показали, что нобилетин
способен ингибировать активацию и снижать ад-
гезивные свойства тромбоцитов [20, 21], однако
точные механизмы его действия на тромбоциты
неизвестны. В связи с этим целью данной работы
являлось исследование действия нобилетина на
функциональное состояние тромбоцитов.

В настоящей работе было исследовано влия-
ние нобилетина на тромбин- и CRP-XL-опосре-
дованную активацию тромбоцитов, а также про-
верена способность нобилетина индуцировать
апоптоз или образование прокоагулянтных тром-
боцитов. Мы показали, что нобилетин блокирует
активацию тромбоцитов, не вызывая их гибель
или переход в прокоагулянтное состояние. При
этом ингибирование тромбоцитов нобилетином,
по крайней мере частично, опосредовано актива-
цией рецептора A2A к аденозину и запуском
АЦ/cAMP/PKA сигнальной системы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовались следующие реактивы:

нобилетин (Sigma-Aldrich, Германия), фибрино-
ген меченый Alexa-Fluor 647 (Molecular Probes,
Германия), тромбин, выделенный из человече-
ской плазмы (Roche, Германия), перекрестно-
сшитый родственный коллагену пептид (CRP-XL),
любезно предоставленный проф. М.А. Пантелее-
вым (Центр теоретических проблем физико-хи-
мической фармакологии РАН, Москва), аннек-
син V, конъюгированный с R-фикоэритрином
(BD-Bioscience, Германия), индуктор апоптоза
ABT-737 (Selleckchem, Германия), SQ22563 и ODQ
(Sigma-Aldrich), форсколин (Sigma-Aldrich), SNP
(Alexis Biochemicals, Германия), Cay 10441 (Cay-

man Chemical, США), L161 982 (Sigma-Aldrich),
ZM 241385 (Sigma-Aldrich), BW A868C (Cayman
Chemical, США), моноклональные фосфо-
VASPser239-антитела (Nano Tools, Германия), ан-
титела к каспазе 3 (Cell Signalling, Германия),
конъюгированные с пероксидазой хрена anti-
mouse и anti-rabbit IgG вторичные антитела
(Amersham, Германия).

Выделение тромбоцитов. Тромбоциты человека
выделяли из крови здоровых доноров. Все экспе-
риментальные протоколы были утверждены и
одобрены этическим комитетом Института эво-
люционной физиологии и биохимии РАН (про-
токол № 3-03 от 02.03.20) и соответствуют Хель-
синкской декларации. Кровь собиралась в про-
бирку с цитратным буфером (12 мМ лимонной
кислоты, 15 мМ цитрата натрия, 25 мМ D-глюко-
зы, 2 мкМ EGTA) и затем центрифугировалась
7 мин при 200 g (центрифуга CM-6M ELMI). По-
лученную плазму, обогащенную тромбоцитами
(platelet-rich plasma, PRP), разводили в HEPES-
буфере (150 мМ хлорида натрия, 5 мМ хлорида ка-
лия, 1 мМ хлорида магния, 1 мМ хлорида каль-
ция, 5 мМ D-глюкозы, 10 мМ HEPES, pH 7.4)
в соотношении 1 : 10. Для экспериментов на от-
мытых тромбоцитах PRP разводили раствором
CGS (120 мМ хлорида натрия, 12 мМ тринатрий
цитрата, 10 мМ D-глюкозы, pH 6.5) в пропорции
1 : 2 и центрифугировали при 330 g в течение
4 мин. Полученный осадок растворяли в 1.5 мл
раствора CGS и вновь центрифугировали 4 мин
при 330 g, после чего осадок ресуспендировали в
HEPES-буфере. Далее к отмытым тромбоцитам
добавляли CaCl2 в конечной концентрации 1 мМ.
Для проведения опытов использовали рабочую
концентрацию тромбоцитов 1 × 108/мл для про-
точной цитометрии и 3 × 108/мл для Вестерн-
блот-анализа.

Проточная цитометрия. Уровень активация
тромбоцитов оценивался по степени связывания
активированных интегринов αIIbβ3 с фибрино-
геном, меченным флуоресцентным красителем
Alexa-Fluor 647. К 100 мкл отмытых тромбоцитов
(1 × 108/мл) добавляли фибриноген (15 мкг/мл,
конечная концентрация) и нобилетин в конеч-
ных концентрациях 12.5, 25 или 75 мкМ, после че-
го тромбоциты инкубировали в течение 10 мин
при 37°C. Затем в пробы добавляли тромбин
(10 mU), CRP-XL (0.5 мкг × мл–1, конечная кон-
центрация), инкубировали еще 4 мин при 37°C и
останавливали реакцию в 400 мкл фосфатного бу-
фера. Для экспериментов на PRP в разбавленную
плазму при комнатной температуре вводили
фибриноген (15 мкг/мл, конечная концентра-
ция) и ингибитор аденозинового рецептора A2A
(ZM 241385), инкубировали 10 мин, после чего
добавляли нобилетин в конечной концентрации
50 мкМ и инкубировали еще 10 мин. Далее в про-
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бы добавляли ADP, инкубировали еще 4 мин и в
каждую пробирку добавляли CaCl2 в конечной
концентрации 1 мМ, после чего останавливали
реакцию 400 мкл фосфатного буфера.

Для оценки экстернализации фосфатидилсе-
рина (PS) использовали аннексин V, конъюгиро-
ванный с фикоэритрином (PE). После добавле-
ния аннексина V–PE в пробы (1 : 10) суспензию
сразу растворяли в 400 мл аннексин V связываю-
щего буфера (140 мM NaCl, 10 мM HEPES, 2.5 мM
CaCl2), необходимого для связывания аннексина
V–PE с PS, после чего пробы инкубировали 10 мин
при комнатной температуре в темноте. В качестве
положительного контроля использовали индук-
тор апоптоза ABT-737 (1 мкМ), с которым тром-
боциты инкубировали в течение 60 мин (37°C).

Анализ проводился на проточном цитофлуо-
риметре NaviousTM (Beckman Coulter, США;
прибор ЦКП ИЭФБ РАН). Каждый образец оце-
нивался по 15000 событиям. Полученные данные
обрабатывались при помощи Cytometry List Mode
Data Aquisition & Analysis Software for Navios cy-
tometer 1.2.

Вестерн-блот-анализ. Для определения акти-
вации каспазы 3 пробы инкубировали с нобиле-
тином (1, 10 и 50 мкМ) в течение 10 мин при 37°C,
после чего в пропорции 1 : 1 добавляли лизирую-
щий буфер, содержащий додецилсульфатнатрия
(SDS) и меркаптоэтанол (10%). Затем пробы ки-
пятили 5 мин при 95°C. В качестве положитель-
ного контроля использовали ABT-737 (1 мкМ, ко-
нечная концентрация, 60 мин).

Для определения степени фосфорилирования
белка VASP отмытые тромбоциты инкубировали
с нобилетином в концентрациях 1, 12.5, 25, 50 и
100 мкМ в течение 1, 2, 10 и 30 мин, после чего в
пробы вводили лизирующий буфер (1 : 1).

Для оценки вклада cAMP- и cGMP-зависимых
сигнальных путей в ингибирующий эффект но-
билетина к тромбоцитам добавляли ингибитор
аденилатциклазы (АЦ) SQ22536 (100 мкМ) или
ингибитор гуанилатциклазы (ГЦ) ODQ (20 мкМ)
и инкубировали в течение 10 мин при 37°C. Далее
в суспензию тромбоцитов вводили нобилетин
(25 мкМ) и инкубировали еще 10 мин. Затем в
пробы вносили лизирующий буфер, после чего
кипятили пробы при 95°C в течение 5 мин. В ка-
честве положительного контроля использовались
активатор АЦ форсколин в концентрации 1 мкМ
(2 мин инкубации) и донор окиси азота нитро-
пруссид натрия (SNP, 1 мкМ, 2 мин).

Белки разделяли при помощи электрофореза в
SDS полиакриламидном геле (SDS-PAGE), затем
переносили на нитроцеллюлозную мембрану при
помощи мокрого переноса (wet transfer). Далее
мембрану отмывали в растворе TBS-T (20 мM
трис(гидроксиметил)аминометана, 150 мM NaCl,
0.1% Tween 20, pH 7.5) в течение 30 мин, после че-

го мембрану инкубировали с первичными анти-
телами в течение ночи при 4°C. Неспецифиче-
ское связывание блокировали 3% раствором
обезжиренного молока, растворенного в TBS-T
буфере. Для визуализации сигнала применялись
вторичные антитела, конъюгированные с перок-
сидазой хрена. Проявка мембран осуществлялась
при помощи сканера C-DiGit (Li-COR, США).
Анализ хемилюминесценции проводили с ис-
пользованием Image Studio Digits Ver.5.2.

Статистическая обработка. Все эксперименты
были выполнены в количестве не менее четырех.
Данные выражались как среднее арифметическое ±
± ошибка среднего. Статистическая обработка
проводилась с помощью программы GraphPad-
Prism v8. Достоверность различий средних значе-
ний между группами определялась по U-крите-
рию Манна–Уитни. Значения p < 0.05 считали
статистически значимыми, n = 6.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Нобилетин блокирует тромбин- и CRP-индуци-
рованную активацию тромбоцитов. Для оценки
действия нобилетина на активацию тромбоцитов
в качестве агонистов были использованы тром-
бин и CRP-XL, действие которых опосредуется
связыванием с разными группами рецепторов и
запуском различных сигнальных каскадов. Тром-
бин-опосредованная активация происходит за
счет взаимодействия с PAR-рецепторами, тогда
как синтетический пептид CRP-XL, имитируя
трехспиральную структуру коллагена, связывает-
ся с рецептором к коллагену GPVI [22]. Нобиле-
тин дозозависимо ингибировал тромбин- и
CRP-XL опосредованную активацию тромбоци-
тов (рис. 1). При этом нобилетин ингибировал ак-
тивацию тромбоцитов, вызванную CRP-XL, в
меньших концентрациях по сравнению с тром-
бин-опосредованной активацией (рис. 1).

Нобилетин не вызывает апоптоз тромбоцитов.
Для нобилетина показана способность блокиро-
вать апоптоз в неопухолевых клетках и, наоборот,
вызывать программируемую гибель в опухолевых
клетках [23]. Известно, что активация апоптоза в
тромбоцитах может приводить к блокированию
их активации, поэтому мы проверили, способен
ли нобилетин индуцировать гибель тромбоцитов
[24]. Была проведена серия экспериментов по
оценке степени экстернализации PS на поверх-
ности тромбоцитов и активации каспазы 3 после
инкубации с нобилетином.

Введение нобилетина во всех исследуемых до-
зах не вызывало переход PS на внешний слой
плазматической мембраны тромбоцитов (рис. 2а)
и не приводило к активации каспазы 3 (рис. 2б),
которая является основным эффекторным бел-
ком в процессе апоптоза в клетках.
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Нобилетин активирует АЦ/cAMP/PKA сиг-
нальный путь в тромбоцитах. Состояние покоя
тромбоцитов в просвете сосуда обеспечивается
функционированием двух основных сигнальных
систем – cAMP- и cGMP-зависимой. Активация
аденилатциклазы (АЦ) и гуанилатциклазы (ГЦ)
приводит к повышению концентраций cAMP и
cGMP, что ведет к активации протеинкиназы А
(PKA) и протеинкиназы G (PKG) [25]. Одним из
субстратов этих протеинкиназ является белок
VASP, фосфорилирование которого служит на-
дежным маркером активации ингибиторных
PKA/PKG сигнальных систем в тромбоцитах
(рис. 3) [25]. При этом PKA фосфорилирует VASP
преимущественно по сайту Ser157, а PKG –
по Ser239, однако при сильной активации любой

из киназ происходит фосфорилирование VASP по
обоим сайтам. Важно отметить, что фосфорили-
рованный по Ser157 VASP при белковом электро-
форезе подвергается шифтированию с 46 до
50 кДа, что отражается на блоте появлением вто-
рой (верхней) полосы [26]. Специфичные фосфо-
Ser239 антитела, которые использовались в на-
шей работе, позволяют детектировать фосфори-
лирование VASP по Ser239, однако появление на
блоте второй полосы свидетельствует о фосфори-
лировании белка VASP по обоим сайтам [26].

Нобилетин вызывал фосфорилирование VASP
во всех исследуемых дозах (рис. 3а), при этом ин-
тенсивность фосфорилирования по обоим сайтам
возрастала со временем (рис. 3б). Эти данные
свидетельствуют о том, что нобилетин вызывает

Рис. 1. Нобилетин ингибирует тромбин- и CRP-XL опосредованную активацию тромбоцитов. Исследование прово-
дили на проточном цитометре. (а, б) Отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) инкубировали с нобилетином в концентраци-
ях 12.5, 25 и 75 мкМ в течение 10 мин. Активация интегринов αIIbβ3, вызванная тромбином или CRP-XL (Ø), принята
за 100%, n = 6, * – p < 0.05 по сравнению с контролем, ** – p < 0.01 по сравнению с контролем.
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Рис. 2. Нобилетин не вызывает апоптоз тромбоцитов. (а) Отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) инкубировали с нобиле-
тином в концентрации 12.5, 25 и 75 мкМ в течение 10 мин, после чего анализировали на проточном цитометре. Акти-
ватор апоптоза ABT-737 использовали в качестве позитивного контроля. Уровень экстернализации PS оценивался по
степени связывания с аннексином V, n = 6, * – p < 0.05 по сравнению с контролем. (б) Вестерн-блот каспазы 3. Отмы-
тые тромбоциты (3 × 108/мл) инкубировали с нобилетином в концентрации 12.5, 25 и 75 мкМ в течение 10 мин. Акти-
ватор апоптоза ABT-737 использовали в качестве позитивного контроля. Актин использовали для контроля количе-
ства белка.
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активацию PKA/PKG сигнальных систем в тром-
боцитах.

Для определения вклада cAMP и cGMP-зави-
симых сигнальных путей в ингибирующий эф-
фект нобилетина использовали SQ22536, блоки-
рующий АЦ, и ODQ, ингибирующий ГЦ. Контро-
лем к данной серии опытов служили специфичные
активаторы АЦ (форсколин) и ГЦ (SNP). Вестерн-
блот-анализ показал, что SQ22536 уменьшал ин-
тенсивность фосфорилирования VASP, вызван-
ного нобилетином в концентрации 25 мкМ, тогда
как ODQ не блокировал нобилетин-опосредо-
ванное фосфорилирование VASP (рис. 3в). Эти
данные свидетельствуют о том, что ингибитор-
ный эффект нобилетина может быть опосредован
запуском cAMP-зависимого сигнального каскада.

Действие нобилетина опосредовано активацией
аденозинового А2А-рецептора. Основным путем
активации АЦ и запуска синтеза cAMP в тромбо-
цитах является рецепторный путь, поэтому мы
проверили, опосредовано ли действие нобилетина
активацией поверхностных рецепторов на тром-
боцитах, участвующих в регуляции АЦ/cAMP/
PKA сигнального пути.

На тромбоцитах представлены несколько ре-
цепторов, способных активировать АЦ и запус-
кать синтез cAMP с последующей активацией

PKA. Все они относятся к рецепторам, ассоции-
рованным с G-белком, и содержат Gαs-субъеди-
ницу в своем составе. Большинство этих рецепто-
ров являются простагландиновыми и активиру-
ются после связывания с соответствующим
типом простагландина. Так, в тромбоцитах экс-
прессируется рецептор DP1, который селективно
связывается с простагландином D, рецепторы
EP2 и EP4, которые связываются с простагланди-
ном Е2, и IP-рецептор к простагландину I2 [27].
Помимо простагландинов, вызывать увеличение
уровня cAMP в тромбоцитах может аденозин, ко-
торый выделяется при повреждении клеток и свя-
зывается с аденозиновым А2-рецептором на тром-
боцитах [28]. Для того чтобы определить, какие из
перечисленных рецепторов могут быть мишеня-
ми нобилетина, мы использовали ингибиторы к
каждому из этих рецепторов и проанализировали
фосфорилирование белка VASP (рис. 4). Ингиби-
торы рецепторов DP1 (BW A868C), IP (Cay10441)
и EP4 (L-161,982) не блокировали фосфорилиро-
вание VASP, вызванное нобилетином (рис. 4б, 4в, 4г),
тогда как ингибитор рецептора А2А (ZM 241385)
существенно снижал фосфорилирование VASP
после введения нобилетина (рис. 4а). Ингибиро-
вание аденозинового А2А-рецептора ZM 241385
при введении нобилетина приводило к частично-

Рис. 3. Нобилетин вызывает фосфорилирование белка VASP в тромбоцитах путем активации АЦ/cAMP/PKA сигналь-
ного пути. Отмытые тромбоциты (3 × 108/мл) инкубировали с нобилетином (а) в указанных концентрациях и (б) ука-
занное время. Форсколин (Ф) использовали в качестве позитивного контроля. в – Тромбоциты инкубировали с
SQ 22536 (100 мкМ) или ODQ (20 мкМ) в течение 10 мин, после чего вводили нобилетин и инкубировали еще 30 мин.
Активность PKA/PKG определяли по форфорилированию белка VASP. В качестве позитивного контроля использова-
ли форсколин и SNP. Актин использовали для контроля количества белка. К – контроль.
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му восстановлению фибриногенового связыва-
ния на тромбоцитах, активированных ADP
(рис. 4д). Введение в пробы самого ZM 241385
вызывало незначительное увеличение фибрино-
генового связывания по сравнению с контролем
(14 ± 0.7%, данные не представлены), а введение
ZM 241385 совместно с ADP приводило к потен-
цированию активации тромбоцитов (11.8 ± 7.01%).
Подобный эффект наблюдается вследствие того,
что даже при снижении базального уровня cAMP
может происходить активация тромбоцитов. Эти
данные служат подтверждением того, что инги-
бирующее действие нобилетина на тромбоциты,

по крайней мере частично, опосредовано актива-
цией аденозинового рецептора А2А.

ОБСУЖДЕНИЕ

При анализе действия полиметоксилирован-
ного флавона нобилетина на тромбоциты человека
было обнаружено снижение адгезивных свойств
тромбоцитов, что соответствует данным, полу-
ченным другими исследователями [29, 30]. Нами
было показано, что нобилетин дозозависимо ин-
гибирует активацию интегринов αIIbβ3 на тром-
боцитах, вызванную как тромбином, являющим-

Рис. 4. Ингибирующее действие нобилетина на тромбоциты опосредовано активацией аденозинового рецептора А2А.
Отмытые тромбоциты (3 × 108/мл) инкубировали с ингибиторами рецепторов (а) ZM 241385, (б) BW A868C,
(в) L161,982, (г) Cay10441 в указанных концентрациях в течение 10 мин, после чего вводили нобилетин и инкубировали
еще 30 мин. Актин использовали для контроля количества белка. (д) Плазму, обогащенную тромбоцитами, инкубиро-
вали с ингибитором аденозинового A2A-рецептора (ZM 241385) в течение 10 мин, после чего вводили нобилетин
(50 мкМ) и инкубировали еще 10 мин. Далее тромбоциты активировали ADP (5 мкМ, 5 мин) и анализировали на про-
точном цитометре. Активация интегринов αIIbβ3, вызванная ADP (Ø), принята за 100%, n = 9; + различия между ADP
(Ø) и Ноб достоверны при p < 0.01, * – различия между Ноб и Ноб+ZM 241385 достоверны при p < 0.01. Ноб – ноби-
летин, К – контроль.
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ся агонистом PAR-рецепторов, так и CRP-XL,
связывающимся с GPVI-рецептором. При этом
ингибиторный эффект достигается при более
низких дозах исследуемого вещества у тромбоци-
тов, стимулированных CRP (рис. 1). Необходи-
мость больших доз нобилетина для блокирования
PAR 1-сигнальной системы вероятно связана с
тем, что тромбин является более сильным актива-
тором и вызывает необратимую активацию тром-
боцитов, поддерживаемую усилением синтеза и
высвобождения вторичных активаторов, таких
как ADP и TxA2 [31].

В исследованиях на неопухолевых клетках но-
билетин оказывал антиапоптотическое действие,
ингибируя запуск апоптоза. В частности, в клет-
ках, изолированных из островков Лангерганса,
данное соединение подавляло экспрессию проа-
поптотических белков и усиливало синтез антиа-
поптотического белка BCL-2 [32]. Вместе с тем на
различных линиях раковых клеток была проде-
монстрирована способность нобилетина индуци-
ровать апоптоз в опухолевых клетках [23], в связи
с чем в настоящее время данное соединение рас-
сматривается в качестве перспективного проти-
воопухолевого агента. В работе Lu и соавт. было
показано, что даже в высоких концентрациях
(100 мкМ) нобилетин не вызывает цитолиз тром-
боцитов [30], однако в литературе отсутствуют
данные о том, вызывает ли исследуемое вещество
апоптоз тромбоцитов. В наших экспериментах
нобилетин не индуцировал переход тромбоцитов
в прокоагулянтное состояние и не вызывал за-
пуск апоптоза (рис. 2). Отсутствие цитотоксиче-
ского эффекта, сопряженное со способностью
блокировать адгезию и агрегацию тромбоцитов,
является преимуществом нобилетина и как ан-
тиагрегантного средства, и как противоопухоле-
вого препарата в связи с повышенным риском
тромбоза у онкологических больных [33] и вклада
активированных тромбоцитов в метастазирова-
ние и ангиогенез [34].

В настоящее время существует два основных
подхода определения активности АЦ/cAMP/PKA
и ГЦ/cGMP/PKG сигнальных систем в тромбо-
цитах. Первый подход связан с использованием
ингибиторов или активаторов самих PKA и PKG.
Однако активаторы (8-Br-cGMP, 8-pCPT-cGMP,
8-Br-PET-cGMP) и ингибиторы (Rp-8-PCPT-cG-
MPS, Rp-8-Br-PET-cGMPS) PKG способны ак-
тивировать и ингибировать тромбоциты незави-
симо от действия на данную протеинкиназу [35].
Кроме того, доступные на сегодняшний день се-
лективные ингибиторы PKA (H89 и KT5720) не
являются специфичными и обладают даже боль-
шей аффинностью к другим протеинкиназам
[36, 37]. Таким образом, не существует специфич-
ных ингибиторов PKA и PKG, которые можно
было бы использовать для изучения PKA/PKG
ингибиторных систем в тромбоцитах.

Второй подход связан с уменьшением количе-
ства самих циклических нуклеотидов в тромбо-
цитах ингибиторами АЦ (SQ22536) и ГЦ (ODQ).
Однако и этот подход нужно использовать с осто-
рожностью, поскольку было показано, что имму-
ноферментные методы определения уровня cGMP
часто дают ложноположительные результаты для
тромбоцитов при определенных условиях [7]. Од-
нако среди прочих ингибиторов SQ22536 и ODQ
являются достаточно специфичными [38–40],
в связи с чем для изучения эффекта нобилетина
на тромбоциты были выбраны именно эти инги-
биторы. Одним из самых достоверных и чувстви-
тельных методов оценки активности cAMP- и
cGMP-зависимых сигнальных каскадов является
анализ фосфорилирования белка VASP, исполь-
зуемого в качестве индикатора активности PKA и
PKG в тромбоцитах [35].

Нобилетин вызывал дозозависимое фосфори-
лирование белка VASP, которое усиливалось со
временем (рис. 3а, 3б). Эти результаты позволяют
сделать вывод о том, что нобилетин способен ак-
тивировать PKA и/или PKG в тромбоцитах, кото-
рые опосредуют его ингибиторный эффект.

В нашей работе было показано снижение вы-
званного нобилетином (25 мкМ) фосфорилиро-
вания VASP под воздействием SQ22536 при отсут-
ствии эффекта ODQ (рис. 3в). Из этих данных
следует, что ингибиторный эффект нобилетина
может быть опосредован активацией АЦ и повы-
шением концентрации cAMP в тромбоцитах с по-
следующей активацией PKA. Однако в работе
Jayakumar и соавт. в аналогичных опытах с ис-
пользованием SQ22536 и ODQ (ингибиторы АЦ
и ГЦ, соответственно) для определения вклада
циклических нуклеотидов в нобилетин-опосре-
дованную активацию протеинкиназ, данные ве-
щества не влияли на степень фосфорилирования
VASP, вызванного нобилетином в концентрации
30 мкМ [21]. Исходя из этих данных, авторы сде-
лали вывод о том, что эффект нобилетина на
тромбоциты не связан с повышением уровня
циклических нуклеотидов [21]. В наших экспери-
ментах более высокие дозы нобилетина (50 мкМ)
также вызывали фосфорилирование VASP, кото-
рое не ингибировалось ни SQ22536, ни ODQ,
однако действие нобилетина в меньших дозах
(25 мкМ) частично блокировалось SQ22536. Эти
данные явно указывают на наличие cAMP-зави-
симого эффекта действия нобилетина. Расхожде-
ние в данных, полученных нами и группой Jaya-
kumar и соавт. можно объяснить тем, что, вероят-
но, ЕC50 для нобилетина находится на отметке
25 мкМ или ниже, поэтому ингибирующий эф-
фект SQ22536 не наблюдается при более высоких
дозах нобилетина. Кроме того, различия в мето-
дике выделения тромбоцитов и условиях прове-
дения экспериментов также могли оказывать
влияние на полученные результаты.
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Известно, что некоторые флавоноиды способ-
ны активировать поверхностные клеточные ре-
цепторы. В частности, в работе Liu и соавт.
на клеточных линиях была показана способность
некоторых флавоноидов активировать рецептор
GRP 30 к эстрогену, повышая тем самым уровень
cAMP в клетках [41]. Однако нет никаких данных
относительно способности нобилетина специфи-
чески связывать и активировать клеточные рецеп-
торы. В нашем исследовании действие нобилети-
на блокировалось ингибитором аденозинового
рецептора А2А, что свидетельствует о способности
данного вещества активировать АЦ через воздей-
ствие на поверхностные рецепторы в тромбоцитах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В последние годы флавоноиды привлекают

пристальное внимание ученых по всему миру, по-
скольку обладают множеством полезных биоло-
гических активностей и низкой токсичностью.
Для нобилетина показаны антиоксидантная,
противоопухолевая, цитопротекторная и проти-
вотромбозная активности. Однако механизм ан-
титромбоцитарного действия нобилетина на мо-
лекулярном уровне остается малоизученным.
Наша работа вносит существенный вклад в пони-
мание внутриклеточных молекулярных механиз-
мов, которые обуславливают действие нобилетина
на тромбоциты. Нам удалось продемонстриро-
вать, что нобилетин может влиять на активность
рецепторов и вызывать активацию АЦ/cAMP/PKA
сигнальной системы в тромбоцитах, чем и может
быть обусловлена его противотромбозная актив-
ность.

Исследования методом проточной цитомет-
рии выполнены на базе ЦКП ИЭФБ РАН.

Источники финансирования. Исследование вы-
полнено при финансовой поддержке РФФИ в
рамках научного проекта № 19-315-90102 (ВС) и
по ГЗ AAAA-A18-118012290371-3 (ВС, НИ, СП).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.

Соответствие принципам этики. Все процедуры,
выполненные в настоящем исследовании, были
утверждены и одобрены этическим комитетом
Института эволюционной физиологии и биохи-
мии РАН (протокол № 3-03 от 02.03.20) и соответ-
ствуют Хельсинкской декларации 1964 года. От
каждого из включенных в исследование участни-
ков было получено информированное добро-
вольное согласие.
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Antiplatelet Effect of Nobiletin is Mediated by Activation of A2A Adenosine Receptor
V. S. Shpakova1, *, A. V. Avdeeva2, N. Al. Arawe2, A. M. Prilepskaya2, 

S. P. Gambaryan1, E. S. Alekseeva2, N. I. Rukoyatkina1

1Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194223 Russia
2St. Petersburg State University, St. Petersburg, 199034 Russia

*e-mail: spakovavalentina@gmail.com

Nobiletin is a polymethoxylated f lavone isolated from citrus peels which possesses a wide range of beneficial
effects. Specifically, nobiletin exerts anti-inflammatory, antibacterial, and antioxidant effects. Recent re-
search showed that nobiletin is able to diminish platelet adhesion and aggregation, indicating this compound
as a potential therapeutic drug in thrombosis therapy. However, the exact mechanism of nobiletin action on
platelets is unclear. Hence, the main goal of our study was to investigate the molecular mechanism of nobile-
tin-induced platelet inhibition. We demonstrated that nobiletin blocks induced platelet activation and does
not cause platelet apoptosis. Inhibition effect of nobiletin on platelets at least partly is mediated by activation
of A2A adenosine receptor and consequent AC/cAMP/PKA signaling pathway activation.

Keywords: platelets, nobiletin, antiplatelet therapy, adenosine monophosphate (AMP), guanosine mono-
phosphate (cGMP), PKA, PKG, adenosine receptor
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