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Одним из ключевых рецепторов на поверхности тромбоцитов является гликопротеин VI (GPVI) –
рецептор к белку межклеточного матрикса коллагену. GPVI запускает каскад тирозинкиназной сиг-
нализации в тромбоцитах, инициируя кальциевую сигнализацию через фосфолипазу Сγ2 (PLCγ2),
а также активацию фосфоинозитид-3-киназ (PI3K) и генерацию PIP3. Ранее нашей группой было
продемонстрировано, что среди здоровых доноров наблюдается более чем двукратная вариабель-
ность по ответам тромбоцитов на активацию через рецептор GPVI. В представленной работе пред-
лагается компьютерная модель активации тромбоцитов через рецептор GPVI для объяснения дан-
ного явления. Настоящая модель представляет собой систему обыкновенных дифференциальных
уравнений, интегрируемых методом LSODA. Уравнения модели были выведены на основе ранее
опубликованной модели активации тромбоцитов через рецептор CLEC-2. С помощью разработан-
ной модели была предсказана монотонная зависимость степени активации тромбоцита от количе-
ства рецепторов GPVI. Анализ чувствительности модели к ее параметрам показал, что ответ тром-
боцита на активацию через GPVI лимитируется количеством рецепторов GPVI, а также каталитиче-
скими параметрами тирозинкиназ, при этом двукрат ного изменения количества рецепторов
достаточно для объяснения наблюдаемого феномена. Таким образом, теоретически было предска-
зано, что вариабельность кальциевых ответов тромбоцитов на их стимуляцию через рецептор GPVI
может определяться вариабельностью количества рецепторов GPVI на поверхности тромбоцитов
здоровых доноров.
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ВВЕДЕНИЕ

Тромбоциты – безъядерные клетки крови раз-
мером 2–4 мкм, производящиеся в костном мозге
и циркулирующие в кровотоке в течение 7–10 дней
до момента утилизации в селезенке или печени [1].
Основная задача тромбоцитов – предотвращение
кровопотери при нарушении целостности крове-
носной системы [2, 3]. Для выполнения данной
задачи тромбоциты способны переходить в так
называемое активированное состояние при кон-
такте с повреждением [4, 5]. Активированный
тромбоцит может адгезировать к стенкам сосуда и

агрегировать с другими клетками за счет актив-
ных интегринов, секретировать гранулы и моле-
кулы-активаторы тромбоцитов, стимулировать
свертывание плазмы крови [2, 6, 7].

При повреждении кровеносных сосудов про-
исходит активация и гибель клеток сосудистого
эндотелия, приводящая к появлению раствори-
мых активаторов тромбоцитов – ADP и тромбина,
а также обнажение белков межклеточного мат-
рикса, одним из которых является коллаген [1].
Тромбоциты адгезируют к коллагену не напря-
мую, а через молекулы фактора фон Виллебран-
да (ФВ) – мультимерного белка плазмы крови,
который также секретируется эндотелиоцитами
при их активации – одним концом связывающи-

Сокращения: PRP – богатая тромбоцитами плазма, CRP –
коллаген-подобный пептид.
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еся с коллагеном, а другим – с тромбоцитами [8].
При этом тромбоциты оказываются в непосред-
ственной близости от коллагена, который акти-
вирует тромбоцитарный рецептор гликопроте-
ин VI (GPVI) [9, 10]. Активация тромбоцитов
коллагеном значительно замедлена по сравнению
с другими известными агонистами, такими как
ADP и тромбин [11].

Связывание рецепторов GPVI с коллагеном
инициирует кластеризацию этих рецепторов на
поверхности тромбоцитов [9, 12, 13]. Ассоции-
рованные с GPVI тирозинкиназы семейства Src
(Fyn/Lyn) при этом оказываются в непосред-
ственной близости от других рецепторов GPVI и
потому могут фосфорилировать их цитоплазма-
тические домены [14]. С фосфорилированными
GPVI связываются неактивные Syk, что приводит
к их активации [15]. Для активации одной Syk-ки-
назы достаточно одной молекулы GPVI. Актив-
ные Syk запускают формирование “LAT-сигнало-
сомы”, в основе которой лежит линкерный адап-
терный Т-клеточный белок (LAT) [14]. В составе
LAT-сигналосомы в результате ассоциации с фос-
фотирозином и фосфорилирования со стороны
тирозинкиназ происходит активация фосфоли-
пазы Cγ2 (PLCγ2). PLCγ2 гидролизует фосфои-
нозитол-4,5-бисфосфат (PIP2), находящийся
в мембране тромбоцитов, производя раствори-
мый инозитол-3,4,5-трифосфат (IP3) – вторич-
ный мессенджер, который активирует рецептор к
IP3 (IP3R) на поверхности производной эндоплаз-
матического ретикулума плотной тубулярной си-
стемы (ЭР), являющейся хранилищем для ионов
кальция в тромбоците [14]. Активация IP3R ини-
циирует выход из ЭР в цитозоль свободных ионов
кальция, что приводит к резкому повышению его
концентрации и активации кальций-чувстви-
тельных белков в цитозоле тромбоцита [4, 16].
Повышение концентрации кальция в цитозоле
приводит как к закрытию IP3R, так и к активации
кальциевых ATP-аз плазматической мембраны
(plasma membrane calcium ATPase, PMCA) и мем-
браны ЭР (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum cal-
cium ATPase, SERCA) [17], эффективно удаляю-
щих кальций из цитозоля. Благодаря названным
обратным связям происходит развитие кальцие-
вых “осцилляций” в цитозоле активированных
тромбоцитов [17, 18].

Кальциевая сигнализация определяет все функ-
циональные ответы тромбоцитов на активацию:
изменение формы, необходимое для увеличения
площади поверхности закрытия повреждения,
активацию мембранных интегринов αIIbβ3, необ-
ходимых для формирования тромбоцитарных аг-
регатов, секрецию тромбоцитарных α-гранул и
плотных гранул, необходимых для активации
близлежащих клеток, прокоагулянтный ответ –
митохондриально-зависимый некроз тромбоци-

тов, при котором происходит выставление фос-
фатидилсерина, основы для активации плазмен-
ного каскада свертывания крови [1, 17, 19].
Определение ключевых механизмов инициации
тирозинкиназной сигнализации в тромбоцитах
является ключом для тонкой регуляции актива-
ции тромбоцитов через данный путь [20].

Ранее [10] нами было сделано наблюдение, что
при активации тромбоцитов здоровых доноров
коллаген-подобными пептидами (collagen-related
peptide, CRP) – общепризнанными агонистами
GPVI [21], наблюдается значительная вариабель-
ность по максимально достижимым кальциевым
ответам тромбоцитов, однако ни один из иссле-
дованных доноров не имел склонностей к крово-
точивостям или тромбозам. Одной из возможных
причин подобного разброса может являться зна-
чительная вариабельность по экспрессии GPVI
на поверхности тромбоцитов среди здоровых до-
норов. Так, в работе [22] было показано, что экс-
прессия GPVI у здоровых доноров может разли-
чаться более чем в 5 раз. С другой стороны, в той
же работе не было обнаружено значительной раз-
ницы по агрегации тромбоцитов доноров в ответ
на стимуляцию их конвульксином (экзогенный
агонист GPVI), независимо от количества GPVI
на поверхности [22]. Вариабельность по количе-
ствам GPVI среди здоровых доноров была показа-
на и в другой работе, однако авторами был полу-
чен разброс только в полтора раза среди 102 здо-
ровых доноров [23]. Авторы [23] также показали,
что у пациентов с миелопролиферативными забо-
леваниями, такими как эссенциальная тромбоци-
топатия (ЭТП) и истинная полицетемия (ИПМ),
наблюдается значительное снижение экспрессии
GPVI по сравнению со здоровыми донорами, а
также наблюдается более чем двукратный разброс
по экспрессии рецепторов на мембране тромбо-
цитов. Причинами столь значительного разброса
по количеству рецепторов на тромбоцитах может
являться как наследственность, так и потенци-
альные патологические факторы.

Таким образом, возникает закономерный во-
прос о причинах и значимости наблюдаемой ва-
риабельности ответа тромбоцитов на активацию
рецептора GPVI. В настоящей работе мы исполь-
зуем компьютерное моделирование для описания
кальциевой сигнализации, возникающей в тром-
боцитах при активации через рецептор GPVI.
В результате исследования разработанной моде-
ли мы делаем вывод, что двукратный разброс
между донорами в уровне экспрессии рецепторов
достаточен для объяснения наблюдаемой вариа-
бельности ответа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Разрабатываемая модель представляет собой

систему обыкновенных дифференциальных урав-
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нений (ОДУ), описывающих кинетику концен-
траций веществ, участвующих в реакциях в соот-
ветствующих компартментах. Каждое из ОДУ
описывает скорости изменения концентраций
веществ. Для описания реакций ассоциации–
диссоциации соединений, а также для описания
неферментативных реакций был использован за-
кон действующих масс. Ферментативные реак-
ции описывались с помощью кинетики Михаэли-
са–Ментен. В некоторых случаях для описания
реакций были использованы эмпирические законы,
полученные исходя из механистических пред-
ставлений о реакциях.

Численное интегрирование и анализ модели
проводился в COPASI.org [24], интегрирование
проводилось методом LSODA [25] с относитель-
ной чувствительностью 10–6. Начальные условия
для моделей были взяты из доступных данных по
протеомному составу тромбоцитов [26]. Подбор
параметров модели по экспериментальным дан-
ным проводился методом эволюционного про-
граммирования с размером популяции 200 [27].

Анализ чувствительности [28] модели к значе-
ниям параметров проводился в подходе OAT
(“one-at-a-time”) с относительным отклонением
0.001, при этом в качестве выходного значения
рассматривалась максимальная концентрация
активных PLCγ2 при стимуляции 10 мкг/мл CRP.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Разработка компьютерной модели активации 

тромбоцита  через рецептор GPVI

Модель активации тромбоцитов через рецеп-
тор GPVI была построена на основе ранее опуб-
ликованной [20, 29] модели активации тромбоци-
тов через рецептор CLEC-2. Несмотря на общую
схожесть CLEC-2- и GPVI-индуцированной сиг-
нализации в тромбоцитах, на начальных стадиях
инициируемой ими сигнализации присутствуют
следующие значимые отличия [10] (рис. 1):

1. количество GPVI на тромбоцитах в среднем
составляет 5000 молекул [30], в то время как моле-
кул CLEC-2 только 2000 [31];

2. молекулы рецепторов GPVI через полипро-
линовый домен ассоциированы с тирозинкина-
зами SFK [32], что обеспечивает их большую до-
ступность для более быстрого фосфорилирования,
в то время как CLEC-2 в покоящемся состоянии
клетки не ассоциированы ни с одними из киназ;

3. при активации тромбоцита цитоплазмати-
ческий домен рецептора GPVI фосфорилируется
тирозинкиназами SFK (в первую очередь Fyn и
Lyn) [14], в то время как цитоплазматический до-
мен рецептора CLEC-2 фосфорилируется только
тирозинкиназами Syk [33], которых в тромбоци-
тах значительно меньше [34];

4. кластеризация рецепторов GPVI в области
липидных рафтов может быть дополнительно
ускорена благодаря их ассоциации с SFK-киназа-
ми, которые пальмитоилированы, и за счет этого
имеют значительное сродство к мембранным мик-
родоменам, обогащенным холестерином [32, 35];

5. в ассоциированной с GPVI FcγR-цепью на-
ходится ITAM-домен, содержащий две YxxL по-
следовательности, которые могут быть фосфори-
лированы, в то время как в цитоплазматическом
домене CLEC-2 находится домен hemITAM, со-
держащий одну YxxL последовательность, до-
ступную для фосфорилирования соответствую-
щими тирозинкиназами; таким образом, одна
молекула GPVI может активировать одну тиро-
зинкиназу Syk, в то время как CLEC-2 для этого
необходимо сформировать димер.

Так как разные лиганды значительным обра-
зом могут влиять на динамику и паттерны класте-
ризации рецепторов GPVI тромбоцитов [9], в ка-
честве основного исследуемого лиганда был вы-
бран CRP [36]. Параметры модуля кластеризации
были получены нами ранее [13] на основе экспе-
риментальных данных по кластеризации рецеп-
торов GPVI в ответ на появление лиганда [9].
В настоящей работе по данным активации тром-
боцитов в суспензии в ответ на CRP [10, 30] про-
водился дополнительный подбор параметров: аф-
финность Syk к фосфорилированным рецепторам
GPVI, константа реакции дефосфорилирования
GPVI, а также константы аффинности тирозин-
киназ SFK к рецептору GPVI (табл. 1). Результаты
подбора параметров модели приведены на рис. 2.
В результате был сделан вывод, что модель может
качественно описывать получаемые эксперимен-
тальные данные.

Определение управляющих параметров модели

Анализ чувствительности разработанной мо-
дели показал, что в ответ на изменение следую-
щих параметров модели максимум мобилизации
кальция значительно меняется (относительная
чувствительность более 1). Наиболее значимы-
ми для сигнализации параметрами являются на-
чальное количество рецепторов GPVI на поверх-
ности тромбоцитов (относительная чувстви-
тельность – 1.2), параметры Syk-киназ –
каталитическая константа (относительная чув-
ствительность – 1.67), начальное количество (1.58)
и константа Михаэлиса (относительная чув-
ствительность – 1.19).

Гипотеза о вкладе вариабельности количества
рецепторов GPVI на тромбоцитах в ответ на акти-
вацию подтверждается высокой, хоть и не макси-
мальной, чувствительностью модели к их количе-
ству. Следует иметь ввиду, что нелинейная зави-
симость концентрации кальция от концентрации
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Рис. 1. Упрощенная схема кальциевой и фосфоинозитидной внутриклеточной сигнализации при активации тромбо-
цита. Активация тромбоцита управляется концентрациями вторичных мессенджеров – ионов кальция (концентрация
обозначена оттенками фона) и молекул фосфоинозитол-3,4,5-трифосфата (PIP3). Концентрация ионов кальция в ци-
тозоле появляется в результате активности фосфолипаз (PLC). PLC гидролизуют фосфоинозитол-4,5-дифосфат
(PIP2) до диацилглицерола (DAG) и инозитол-1,4,5-трифосфата (IP3). IP3 приводит к открытию каналов-рецепторов
IP3R в мембране ЭР тромбоцитов, что запускает кальциевую сигнализацию. Ионы кальция возвращаются в ЭР с по-
мощью кальциевой ATP-азы SERCA. Концентрация PIP3 повышается в результате активности фосфоинозитид-3-ки-
назы (PI3K), которая фосфорилирует мембранные фосфоинозитиды, в первую очередь PIP2 до PIP3. Появление PIP3
приводит к локализации в окрестности сигналосомы тирозинкиназы Btk, которая фосфорилирует ассоциированные
с адаптером LAT PLCγ2, переводя их в активное состояние. На вставке показано, как рецепторы CLEC-2 и GPVI пе-
редают сигнал через одну и ту же сеть тирозинкиназ, однако внутриклеточные домены CLEC-2 фосфорилируются тиро-
зининазами Syk, а внутриклеточные домены GPVI тирозинкиназами SFK. Кроме того, фосфорилирование CLEC-2 за-
медленно по сравнению с фосфорилированием GPVI из-за отсутствия ассоциации между Syk и CLEC-2 в покоящихся
тромбоцитах. Активные Syk-киназы фосфорилируют адаптеры LAT, к которым через фосфотирозины присоединяют-
ся PI3K и PLCγ2. PI3K при этом переходят в активное состояние. Обозначения: G – субъединицы G-белка; PAR1,
PAR4 – активируемые протеазами рецепторы; P2Y1, P2Y12 – пуринэргические рецепторы; TRPC, P2X1, Orai1 – катион-
ные каналы; PKC – протеинкиназа С; Y-Pase – тирозинфосфотаза; ОКС – открытая канальцевая система тромбоцита.
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IP3 [44] могла нивелировать влияние количества
копий рецептора на кальциевые ответы. Для до-
полнительного исследования этого вопроса, мы
рассчитали зависимость максимальной концен-
трации кальция в ответ на CRP от количества
GPVI на тромбоцитах (рис. 3). При рассчете было
получено, что изменение количества рецепторов
GPVI с 5000 до 3000 копий на тромбоцит может
привести к двукратному уменьшению макси-
мальной концентрации кальция в ответ на стиму-
ляцию. Таким образом, можно сделать вывод, что
при варьировании количеств рецепторов в физио-
логических пределах можно наблюдать кальцие-

вые ответы, получаемые в экспериментах [10, 23].
Важно подчеркнуть, что вариабельность по каль-
циевым ответам наблюдается только при актива-
ции насыщающими концентрациям CRP, что
подразумевает задействование всех рецепторов
GPVI. Это также косвенно подтверждает вывод о
том, что одной из причин вариабельности ответов
тромбоцитов на активацию их через GPVI являет-
ся вариабельность количества самих по себе ре-
цепторов.

Важно также отметить, что в работе [30] теоре-
тически была предсказана двукратная вариабель-
ность активации тромбоцитов через GPVI только
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при уменьшении количества рецепторов более
чем в 4 раза. Одной из причин подобных разли-
чий между моделью из [30] и разработанной здесь
моделью может быть отсутствие в модели из [30]
полноценной стадии кластеризации рецепторов.

ОБСУЖДЕНИЕ
Значимость рецептора GPVI для нормального

функционирования тромбоцитов человека была
многократно продемонстрирована. Показано,
что у пациентов с наследственными дефицитами
данного рецептора наблюдаются серьезные кро-
вотечения. Также было продемонстрировано, что
введение антител к рецептору GPVI приводит к
нестабильности тромбов у мышей [45]. Таким об-
разом, у полученной нами вариабельности акти-
вации тромбоцитов агонистами рецепторов GPVI
может быть патологическая значимость, что под-
черкивает необходимость исследования данного
феномена.

Одной из интересных особенностей GPVI явля-
ется то, что при активации тромбоцитов различ-
ными физиологическими лигандами происходит
активация металлопротеина ADAM10, осуществ-
ляющего гидролиз GPVI на поверхности тромбо-
цитов [46, 47]. Показано, что даже при кратковре-
менном приложении напряжения сдвига (в течение
минуты) в плазме здоровых доноров происходит
повышение концентрации растворимого эктодо-
мена GPVI массой от 50 до 55 кДа, называемого
sGPVI [48], что является одним из характерных
признаков активности металлопротеиназ на тром-
боцитах. Предположительно, подобные сдвиго-

вые стрессы могут возникать в ранах [49] и при за-
боре крови. В то время как врожденный и/или
приобретенный дефицит GPVI у людей встреча-
ется достаточно редко [46], снижение количества
GPVI на тромбоцитах в результате активности
металлопротеиназ может приводить к аналогич-
ному фенотипу и кровоточивости [47]. Здесь важ-
но отметить, что у пациентов со значительной

Рис. 2. Подбор неизвестных параметров компьютерной модели по экспериментальным данным. а – Данные о зави-
симости активности тирозинкиназ от времени. Красная кривая показывает зависимость от времени количества акти-
вированных Syk-киназ при стимуляции CRP в концентрации 10 мкг/мл. Кривая получена при следующих параметрах
модели: KM(Syk–GPVI) = 0.176 мкM, k–1 (GPVI–P) = 10–4 с–1, KD(SFK–GPVI) = 10 мкM. Черные точки показывают
экспериментально определенное среднее количество активированных Syk-киназ в суспензии тромбоцитов при сти-
муляции CRP в концентрации 10 мкг/мл [26]. б – данные о зависимости мобилизации кальция от времени и концентра-
ции активатора. Средняя концентрация кальция в тромбоцитах в ответ на активацию их 5 (синие кривые), 2.5 (красные
кривые) и 1 (черные кривые) мкг/мл CRP: точки – эксперимент [10], кривые – теоретический расчет. Приведен ре-
зультат для типичного взрослого здорового донора из n = 5 здоровых доноров.
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Dunster et al., 2015
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Рис. 3. Расчетная зависимость максимума мобилиза-
ции кальция в тромбоците от количества рецепторов
GPVI. Предсказываемая моделью зависимость мак-
симально достижимой концентрации кальция от на-
чального количества рецепторов GPVI на поверхно-
сти тромбоцитов. Расчеты проводились при тех же
параметрах модели, что и на рис. 2б для концентра-
ции CRP 10 мкг/мл. Выделен диапазон количеств
GPVI на поверхности тромбоцитов здоровых доно-
ров, ранее полученный в эксперименте [22].
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кровопотерей, произошедшей в результате трав-
мы, наблюдается значительное снижение коли-
чества рецепторов GPVI на поверхности тромбо-
цитов и соответствующее повышение количества
sGPVI в плазме крови [46].

Таким образом, полученные ранее в литерату-
ре данные о значительном разбросе по количе-
ству рецепторов GPVI на поверхности тромбоци-
тов здоровых доноров может быть одной из при-
чин значимых разбросов ответов тромбоцитов.
С помощью теоретической модели нами было по-
лучено, что количество рецепторов на поверхно-
сти тромбоцитов является одним из наиболее
влияющих на степень кальциевой активации
тромбоцитов параметров. Более того, разброс по
количеству рецепторов на поверхности тромбо-
цитов здоровых доноров находится в области
наибольшей зависимости концентрации свобод-
ных ионов кальция от количества GPVI на тром-
боцитах. Исходя из этого, можно предположить,
что даже незначительное отклонение количеств
рецептора от нормы, например, из-за стресса у
донора при взятии крови, может привести к зна-
чительному изменению ответа тромбоцита на ак-
тивацию через GPVI.

Помимо инициации кальциевой сигнализа-
ции, GPVI индуцирует PI3K-Akt сигнализацию в
тромбоцитах [14]. Исходя из этого, можно также
предположить, что вариабельность кальциевых
ответов может коррелировать с вариабельностью
активности PI3K-Akt сигнализации в тромбоцитах.
Однако, экспериментальное исследование изме-
нений концентрации фосфоинозитидов в мем-
бранах тромбоцитов является чрезвычайно слож-
ным с экспериментальной точки зрения. Наравне
с экспериментальным исследованием корреля-
ции количества рецепторов GPVI и кальциевых
ответов тромбоцитов в ответ на активацию их
через GPVI, данные исследования должны быть
проведены в дальнейшем.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
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Theoretical Explanation for the Variability in Platelet Activation 

through the GPVI Receptor

A. A. Martyanov1, 2, M. G. Stepanyan1, A. N. Sveshnikova1, 2, 3, *
1Center for Theoretical Problems of Physico-chemical Pharmacology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 109029 Russia
2Dmitry Rogachev National Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow, 117997 Russia

3Moscow Lomonosov State University, Faculty of Basic Physico-Chemical Engineering, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: a.sveshnikova@physics.msu.ru

One of the key receptors on the surface of platelets, non-nuclear cells responsible for preventing blood loss when
blood vessels are damaged, is the receptor for the extracellular matrix protein collagen, glycoprotein VI (GPVI).
GPVI triggers tyrosine kinase signaling in platelets, simultaneously initiating calcium signaling via phospho-
lipase Cγ2 (PLCγ2) and phosphoinositide signaling via phosphoinositide-3-kinase (PI3K). Previously, our
group demonstrated that among healthy donors there is more than a twofold variability in calcium response
to activation through the GPVI receptor. Here, a computer model of platelet activation through the GPVI re-
ceptor is proposed to explain this phenomenon. This model is a system of ordinary differential equations in-
tegrable by the LSODA method. The model equations were derived from a previously published model of
platelet activation via the CLEC-2 receptor. Using the developed model, a monotonic dependence of the de-
gree of platelet activation on the number of GPVI receptors was predicted. An analysis of the sensitivity of the
model to its parameters showed that the platelet response to activation through GPVI is determined by the
number of GPVI receptors, as well as the catalytic parameters of tyrosine kinases, while a twofold change in the
number of receptors is sufficient to explain the observed phenomenon. Thus, it was theoretically predicted that
the variability of calcium responses of platelets to their stimulation through the GPVI receptor could be deter-
mined by the variability in the number of GPVI receptors on the platelet surface of healthy donors.

Keywords: mathematical modeling, glycoprotein receptor, intracellular signaling, platelets
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