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РЕФЕРАТ
Отчёт 137 стр., 8 табл., 51 рис., 59 источн., 1 прил.
СВЕРТЫВАНИЕ КРОВИ, ТРОМБОЦИТ, ВНУТРИКЛЕТОЧНАЯ СИГНАЛИЗАЦИЯ, ФАКТОРЫ СВЕРТЫВАНИЯ, ДЕЛЕНИЕ КЛЕТКИ, МИКРОТРУБОЧКА, ЭРИТРОЦИТ, БИОРЕАКТОР, ПСОРИАЗ, БИОЧИП
Объект исследования – сложные динамические диссипативные биологические саморегулирующиеся системы (система свертывания крови, веретено деления, клеточный метаболизм)

Цель работы ‒ изучение биофизических и молекулярных механизмов регуляции движения хромосом в процессах деления клеток, тромбообразования, разработка новых методов диагностики нарушений свертывания крови, создание нового поколения плазмозамещающих противосвертывающих средств, а также выявление и изучение неблагоприятных факторов внешней среды, образа жизни и полиморфизма генов, определяющих предрасположенность к возникновению мультифакторных заболеваний.

Основные результаты:

1. Впервые было показано, что примерно половина содержащих тканевый фактор прокоагулянтных внеклеточных везикул амниотической жидкости ко-экспрессирует CD24, который обнаруживается исключительно в микрочастицах, полученных из почек плода. Кроме того, мы обнаружили значительную разницу между составом внеклеточных везикул амниотической жидкости от здоровой беременности и беременности с синдромом Дауна.

2. Интегрин тромбоцитов α5β1 является ключевым рецептором фибриллярного клеточного фибронектина, но он незаменим при гемостазе и артериальном тромбозе.

3. Взаимодействие фактора IXa с мембраной прокоагулянтных тромбоцитов происходит через один низкоаффинный сайт связывания (отрицательно заряженный фосфатидилсерин) с кажущейся равновесной Kd = 1000±170 нМ. Для искусственных фосфолипидных везикул наблюдаемая Kd = 1010±100 нМ. При этом фактор VIIIa значительно увеличивает связывание фактора IXa (кажущаяся равновесная Kd = 135±33 нМ). Взаимодействие фактора IXa с мембраной фосфатидилсерин-отрицательной субпопуляцией тромбоцитов незначительно и линейно в исследуемом диапазоне концентраций фактора.

4. Продольные коллагеновые волокна более тромбогенны, чем поперечные при высоких скоростях сдвига in vitro. Тромбоциты дольше взаимодействуют и проходят большие расстояния при первичной адгезии к продольным волокнам. Только небольшая часть коллагеновых волокон аккумулирует плазменный фактор Виллебранда и поддерживает адгезию тромбоцитов при высоких сдвиговых усилиях.

5. Мы показали, что обратимая агрегация тромбоцитов в основном определяется уровнем внеклеточного кальция и не зависит от антикоагулянтов. Наши данные подтверждают, что такая разница в агрегации в основном вызвана разным уровнем синтеза тромбоксана A2 из арахидоновой кислоты, производимой кальций-независимой фосфолипазой A2 (iPLA2γ), которая активируется в результате опустошения кальциевых депо тромбоцитов.

6. Показано, что у пациентов, поступающих на операцию трансуретральной резекции аденомы простаты, статистически значимо антикоррелируют с кровопотерей время свертывания плазмы крови, определяемое в методе Тромбодинамика, максимум агрегации тромбоцитов в ответ на 1 мкМ АДФ и изменение гранулярности тромбоцитов в ответ на активацию через GPVI и PAR1 рецепторы.

7. При обследовании пациентов, получающих низкомолекулярный гепарин, мы обнаружили, что клиренс гепарина был значительно ниже в группе с высоким уровнем общего холестерина. На основе полученных в эксперименте данных лабораторных тестов и измерении уровня анти-Ха активности мы создали индивидуальный профиль гемостаза пациента на основе результатов рутинных анализов коагуляции.

8. Был получен диапазон нормальных значений для всех параметров модифицированногго теста ТД для использования в ветеринарии для собак. Тест показал возможность работы во всем диапазоне изменения системы гемостаза: гипо-, нормо- и гиперкоагуляции.

9. Результаты молекулярного докинга и SPLIF-анализа взаимодействия колхицинового сайта тубулина и связаннного с ним вещества свидетельствуют о том, что взаимодействия кумарина-30 с тубулином носят преимущественно гидрофобный характер, как и большинство существующих колхициновых лигандов. Кроме того, предполагается, что связывание кумарина-30 стабилизируется двумя водородными связями, с Lys-350 и Asn-256 β-тубулина.

10. Разработан протокол, который позволяет проводить иммуноферментное окрашивание связавшихся с антителами на клеточном биочипе клеток на цитоплазматические маркеры. Получаемые результаты хорошо согласуются с данными стандартных диагностических методов, включая проточную цитометрию.

11. Результаты анализа созданной математической модели метаболических и транспортных путей показывают, что наличие двух противоположно направленных трансмембранных ионных градиентов принципиально важно для надежной стабилизации объема эритроцитов человека.

12. Впервые установлено, что накопление гистамина в globus pallidus инициирует паркинсоноподобную реакцию у крыс. В свете этих результатов повышение уровня гистамина в паллидарной системе при болезни Паркинсона может являться фактором патогенеза этой патологии; итрапаллидарный гистамин инициирует паркинсоноподобную реакцию у крыс за счет стимуляции гистаминовых H2-рецепторов в globus pallidus; каталептогенное действие интрапаллидарного гистамина у крыс регулируется CRF1–рецепторами.

13. Больные псориазом с тяжелой степенью поражения по уровню экспрессии генов TLR9, TNFα и IL-6 в мононуклеарных клетках, приближены к состоянию пациентов с псориатическим артритом.

14. Экспрессия гена RORC в псориатических бляшках была достоверно повышена относительно незатронутой псориатическим процессом кожи тех же больных и снижалась после лечения больных псориазом лазерным излучением низкой интенсивности.

15. Включение в эритроциты низкомолекулярных противоопухолевых препарата широкого спектра действия Винристина и дексаметазон-21-фосфат может быть осуществлено с помощью метода обратимого гипоосмотического диализа, относительная эффективность включения составила, соответственно, 52 и 18%.

16. При создании и исследовании математической модели эритроцита-биореактора для удаления из крови этанола и токсичного продукта его разложения (ацетальдегида) было показано, что при определенных промежуточных уровнях активности встроенных ферментов в гликолизе возникают метаболические осцилляции. При дальнейшем повышении уровня активности встроенных ферментов происходит потеря стационарности в гликолизе, которая не только снижает эффективность работы эритроцитов-биореакторов, но и может вызвать их гибель.  

17. Была создана первая в России база данных о пациентах с дефицитом пируваткиназы, содержащая информацию о клиническом состоянии пациента, его стандартных гематологических показателях, генетике и свойствах фермента пируваткиназы. 
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1,3-DPG – 1,3-дифосфоглицерат

2,3-DPG – 2,3-дифосфоглицерат

2-PG – 2-фосфоглицерат
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ALDH – ацетальдегиддегидрогеназа

ATP – аденозинтрифосфат

CRF1-рецептор – рецептор I типа к кортикотропин-высвобождающему фактору

CRP – С-реактивный белок

DAP – дигидроксиацетонфосфат
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FD – фруктозо-1,6-дифосфат

G6P – глюкозо-6-фосфат

GAP – глицеральдегидфосфат

GAPDH – глицеральдегидфосфатдегидрогеназа

GLC – глюкоза

GPI – глюкозо-6-фосфатизомераза

HK – гексокиназа

LAC – лактат

LC-MS-MS – метод тандемной жидкостной хромато-масс-спектрометрии

LPS – липополисахариды

LDH – лактатдегидрогеназа

NAD – окисленный никотинамидадениндинуклеотид 

NADH – восстановленный никотинамидадениндинуклеотид 

PAR-4 – активируемого протеиназой 4 рецептор

PDB – банк данных трёхмерных структур белков и нуклеиновых кислот
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PFK – фосфофруктокиназа

PGK – фосфоглицераткиназа
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PO4-3 – ион фосфата

PYR – пируват
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SPLIF – структурный фингерпринт взаимодействия белок-лиганд

ТхА2 – тромбоксан А2
TPI – триозофосфатизомераза

АДФ – аденозиндифосфат
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АК – арахидоновая кислота

АНК – атеросклероз нижних конечностей
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АЧТВ – активированное частичное тромбопластиновое время

БАК – биологически активные компоненты
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ВКД – внутриклеточное кальциевое депо

ВТ – вентрикулярная тахикардия

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография

ДВС-синдром – синдрома диссеминированного внутрисосудистого свертывания

ДМ-21-Ф – дексаметазон-21-фосфат

Д т1 – диабет тип 1
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ОДУ – обыкновенное дифференциальное уравнение
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ПК – пируваткиназа
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ФВ – фактор фон Виллебранда

ФС – фосфатидилсерин
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ХСН – хроническая сердечная недостаточность

ЭБР – эритроциты-биореакторы
ВВЕДЕНИЕ
Настоящее исследование посвящено вопросам биофизических механизмов функционирования нескольких сложных биологических систем в организме человека в нормальном или патологическом состоянии. В исследовании рассматриваются вопросы механизмов деления клеток в норме и при патологии. Также рассматриваются вопросы взаимодействия клеток крови друг с другом, с окружением и со стенками сосуда, при этом фокус сделан на работу системы гемостаза, отвечающую за остановку кровотечения, в норме и при различных патологиях. Кроме того, проводятся исследования молекулярных механизмов развития различных патологий. Разрабатываемые экспериментальные подходы используются как для фундаментальных исследований, так и для диагностики различных патологий. Разрабатываемые теоретические подходы позволяют получить новые знания о механизмах работы организма человека.

Первое рассматриваемое направление посвящено вопросам механизмов работы системы гемостаза. При этом проводится традиционное разделение системы на плазменный и сосудисто-тромбоцитарный гемостаз. В направлении сосудисто-тромбоцитарного гемостаза проводятся как клинические исследования связи тромбоцитарного гемостаза с кровоточивостью (в частности, послеоперационной), так и исследование методов диагностики (влияния расположения волокон коллагена на адгезию и активацию тромбоцитов, изучение механизмов возникновения обратимой агрегации тромбоцитов), а также фундаментальные исслелования роли интегринов в гемостазе и тромбозе. 

Второй важной частью является изучение плазменного гемостаза. Так, за 2022 год были проведены следующие исслнедования в данном направлении: изучен механизм тромбоза при эмболии околоплодными водами, измерены константы связывания фактора свертывания IXa с различными субпопуляциями активированных тромбоцитов и роль фактора VIIIa в этом взаиможействии, разработана методика измерения теста тромбодинамики на крови собак для нужд ветилинарии Также разработана математическая модель индивидуального ответа на терапию низкомолекулярными гепаринами, который может быть дешевым и эффективным методом коррекции гемостаза пациентов.
Второе рассматриваемое направление посвящено вопросам механизмов митоза. Поиск ингибитора динамики микротрубочек до сих пор является важной задачей, которая должна решать проблемы резистентности и высокой токсичности существующих аналогов. Чтобы пролить свет на механизм связывания обнаруженных соединений с тубулином, мы использовали подход молекулярного докинга и постдокинг анализа SPLIF, комбинация которых дала надежное предсказание поз тестовых веществ. Данная методика была применена в отношении новых ингибиторов, которые связываются с колхициновым сайтом тубулина.
Третьим рассматриваемым направлением является исследование механизмов развития нескольких патологических состояний. Неблагоприятные факторы внешней среды, образа жизни и полиморфизма генов зачастую определяют предрасположенность к возникновению мультифакторных заболеваний. К таким заболеваниям относят онкологические заболевания, нарушения обмена веществ, неврологические заболевания, дерматологические заболевания. Продолжается разработка технологии диагностики рака крови на основе биочипов – разработан протокол для иммуноферментного окрашивания клеток на цитоплазматические маркеры. С помощью математического моднлирования были исследованы механизмы регуляции объема эритроцита. С помощью экспериментальной модели паркинсонической брадикинезии и ригидности на крысах проведена оценка влияния повышенного содержания гистамина на развитие каталепсии. Изучены генетические особенности псориаза, связанные с тяжестью его течения.

Четвертое направление – разработка методов создания новых лекарственных форм и биореакторов на базе эритроцитов. Была разработана методика включения противоопухолевых препаратов в эритроциты с помощью метода обратимого гипоосмотического диализа. Была проанализирована математическая модель эритроцита-биореактора для удаления из крови этанола и ацетальдегида были определены факторы, ограничивающие эффективность биореактора. Также в рамках исследования механизмов патогенеза при дефиците пируваткиназы была создана первая в России база данных о пациентах с дефицитом пируваткиназы.
Актуальность и новизна проводимых исследований
Молекулярные механизмы тромбоэмболии амниотической жидкостью

Эмболия околоплодными водами остается одним из наиболее опасных и неизученных синдромов в акушерстве. Она характеризуется триадой гипотензионного шока, гипоксии и синдромов диссеминированного внутрисосудистого свертывания. Изучение механизмов развития тромбоза играет важную роль в диагностике, профилактике и терапии этого состояния.

Характеристика роли интегрина α5β1 в функции тромбоцитов, гемостазе и экспериментальном тромбозе

Интегрины являются ключевыми регуляторами различных функций тромбоцитов. Цель исследования состояла в том, чтобы впервые охарактеризовать роль интегрина α5β1 в мегакариопоэзе, функции тромбоцитов и определить его значение в гемостазе и артериальном тромбозе.

Взаимодействие фактора IXa с субпопуляциями активированных тромбоцитов

Одна из ключевых реакций свертывания крови является активация фактора Х комплексом внутренней теназы. Данный комплекс состоит из фермента фактора IXa, его кофактора VIIIa и отрицательно заряженной фосфолипидной мембраны. Дефицит любого из белков, входящих в комплекс внутренней теназы приводит к гемофилии А или В. При этом одним из основных физиологических источников прокоагулянтной мембраны в настоящее время считаются активированные тромбоциты. При активации тромбоциты делятся на две субпопуляции, отличающиеся по своей способности связывать факторы свертывания. В ряде исследований было показано, что факторы свертывания связываются в основном с популяцией фосфатидилсерин-положительных тромбоцитов. Однако, до настоящего времени взаимодействие фактора IXa с популяциями активированных тромбоцитов остается плохо охарактеризованным. Впервые было количественно охарактеризовано связывание фактора IXa c субпопуляциями активированных тромбоцитов, а также выявлена роль фактора VIIIa в данном взаимодействии.

Влияние ориентации волокон коллагена на тромбообразование

Для изучения механизмов регуляции гемостаза активно используют проточные камеры. Наиболее часто используемым активатором является фибриллярный коллаген I типа. Нанесение его раствора каплей приводит к иммобилизации неориентированных фибрилл; использование проточных камер позволяет получить фибриллы, которые могут быть ориентированы вдоль или поперек канала и, следовательно, кровотока. Было впервые изучено влияние ориентации волокон коллагена на динамику формирования тромбов in vitro в проточной камере.

Стабилизация тромбоцитарных агрегатов в отсутствие физиологической концентрации ионов кальция

В настоящее время самым популярным методом оценки тромбоцитарного гемостаза остается световая агрегометрия. В присутствии физиологической концентрации ионов кальция в среде происходит ослабление образования агрегатов тромбоцитов, наблюдается феномен обратимой агрегации. Механизмы данного явления до сих пор неизвестны. Изучение феномена обратимой агрегации позволит пролить свет на ранее неизвестные механизмы агрегации тромбоцитов, роль внешних ионов кальция в данном процессе, а также даст возможность составить новый, более чувствительный к выявлению тромбоцитопатий тест агрегации тромбоцитов.

Анализ состояния системы гемостаза у пациентов при операции трансуретральной резекции

Трансуретральная резекция простаты нередко сопровождается обильным кровотечением. Стандартная коагулограмма не информативна для выявления рисков кровотечений у этих пациентов. Поэтому нами было проведено исследование состояния тромбоцитарного и плазменного гемостаза перед операцией трансуретральной резекции с целью поиска диагностических маркеров кровопотери при данной операции.

Системно-биологический подход при коррекции гемостаза

При коррекции нарушений свертывания крови кровоточивого или тромботического характера используют стандартные протоколы, в которых указываются вид препарата, его доза и режим введения. Однако для группы пациентов такой подход может оказаться неэффективным, и необходима персонализированная коррекция терапии. Лабораторные тесты на гемостаз используются для контроля эффективности терапии, что является дорогостоящим и трудоемким. Компьютерное моделирование может стать недорогой и быстрой альтернативой реальным анализам крови. В данной работе мы предлагаем методику численного определения индивидуального профиля гемостаза пациента и оценки антикоагулянтной эффективности низкомолекулярного гепарина на основе компьютерного моделирования показателей глобального гемостаза.

Исследование состояния системы гемостаза условно здоровых домашних животных

В современной ветеринарии в развитых странах лабораторная диагностика занимает одно из ведущих мест в ряду объективных диагностических исследований. Использование новых, глобальных, тестов определения состояния системы гемостаза могут значительно расширить возможности лабораторной диагностики/прогностики.

Моделирование взаимодействий с лигандом колхицинового сайта на поверхности тубулина

Новизна работы по моделированию взаимодействий с лигандом колхицинового сайта на поверхности тубулина заключается в комбинации методов молекулярного докинга и SPLIF анализа для предсказания наиболее правдоподобной позы связывания лиганда, а также в прикладном применении этой методики к колхициновому сайту. Актуальность данной работы заключается в применении теоретического подхода к поиску модели взаимодействия сайта и вещества для получения наиболее правдоподобной позы лиганда в кармане белка-мишени. Понимание механизма взаимодействия сайт и лиганда необходимо для дальнейшей разработки веществ в целях улучшения свойств разрабатываемого препарата в качестве лекарственного средства.

Иммуноферментное окрашивание лейкоцитов, связанных с клеточным биочипом, на внутриклеточные маркеры

Диагностика острых лейкозов основывается на обнаружении злокачественных лейкоцитарных предшественников (бластных клеток) в пунктате костного мозга пациента и определении их линейности. Определение линейности бластных клеток при остром лейкозе сопряжен с определенными трудностями, поскольку опухолевые клетки часто аберрантно экспрессируют маркеры, не характерные в норме для их линии дифференцировки. Задачей исследования являлась разработка иммуноферментного метода окраски лейкоцитов, связавшихся с антителами на клеточном биочипе.

Регуляция объёма эритроцитов человека. Роль трансмембранных градиентов Na+ и K

Функциональная эффективность эритроцитов зависит от их высокой деформируемости, способности этих клеток проходить через узкие тканевые капилляры. В литературе механизмы регуляции объёма эритроцитов обсуждаются в основном на описательном, качественном уровне, без привлечения количественных моделей. Целью работы было создание математической модели стабилизации объёма эритроцита человека.

Изучение патогенеза болезни Паркинсона и депрессии

Отсутствие эффективных методов лечения болезни Паркинсона и депрессии делает актуальным изучение патогенеза этих состояний и разработку патогенетических подходов к их терапии. Целью исследований была оценка влияния повышенного содержания гистамина в паллиларной ткани крыс на развитие каталепсии – экспериментальной модели паркинсонической брадикинезии и ригидности.

Изучение экспрессии генов TNFα, IL-6 и TLR9 в иммунных клетках больных псориазом и псориатическим артритом

Для использования при переходе к таргетной терапии двух патологий проводили изучение закономерности экспрессии генов TNFα, IL-6 и TLR9 в мононуклеарных клетках крови больных псориатическим артритом и псориазом.

Влияние лазерного излучения низкой интенсивности на уровень экспрессии гена RORC у больных псориазом

Орфанный ядерный рецептор γ, связанный с рецептором ретиноевой кислоты (RORγ/RORC), контролирует программу экспрессии провоспалительных генов, которая участвует в патогенезе нескольких иммуноопосредованных заболеваний человека, включая псориаз. Задача исследования – проанализировать экспрессию гена RORC в псориатических бляшках и непораженной коже тех же пациентов.

Разработка лабораторной автоматической установки для включения в эритроциты различных биологически активных компонентов и создание с помощью данной установки новых лекарственных форм низкомолекулярных противоопухолевых препаратов на основе эритроцитов-носителей

Новые лекарственные формы на базе эритроцитов-носителей могут иметь целый ряд преимуществ перед традиционными формами лекарственных препаратов. В настоящей работе в эритроциты были включены два низкомолекулярных противоопухолевых препарата широкого спектра действия – дексаметазон-21-фосфат и Винкристин. Оба препарата обладают высоким противоопухолевым эффектом, однако их применение ограничено высокой токсичностью.

Разработка лабораторной автоматической установки для включения в эритроциты различных биологически активных компонентов и создание с помощью данной установки новых лекарственных форм низкомолекулярных противоопухолевых препаратов на основе эритроцитов-носителей

Проблема потребления алкоголя является довольно важной в современном обществе, поэтому борьба с алкогольной интоксикацией – это не только важный социальный вопрос, но и важная медицинская задача. Быстродействующих медикаментозных средств для удаления из крови этанола пока не существует, поэтому в качестве решения проблемы были предложены эритроциты-носители ферментов, способных перерабатывать этанол. В настоящей работе была продолжена работа по анализу математической модели эритроцитов-биореакторов для удаления из крови этанола и токсичного продукта его разложения – ацетальдегида.

Исследование причин возникновения гемолитической анемии у пациентов с дефицитом пируваткиназы

Дефицит пируваткиназы является самым частым ферментативным нарушением гликолиза, а также является причиной от 80 до 90 % случаев врожденной хронической несфероцитарной гемолитической анемии. Заболевание возникает вследствие мутации гена PKLR и является аутосомно-рецессивным. Текущие мировые представления о дефиците ПК не полностью объясняют клинические проявления пациентов. Выяснение причин несоответствия свойств фермента, генетических мутаций и клинического состояния пациента представляют собой научный и медицинский интерес. В России пока отсутствовала базы данных о пациентах с дефицитом ПК, что мешает исследованиям по выявлению искомых корреляций. В настоящей работе начато создание такой базы. При этом были определены как генетические мутации исследованных пациентов, так и присутствующий в их крови уровень общей активности ПК.

Основная часть

1 Изучение биофизических и молекулярных механизмов регуляции движения хромосом в процессах деления клеток, тромбообразования, разработка новых методов диагностики нарушений свертывания крови и создание нового поколения плазмозамещающих противосвертывающих средств
1.1 Исследование гемостаза
1.1.1 Молекулярные механизмы тромбоэмболии амниотической жидкостью
Эмболия околоплодными водами остается одним из наиболее опасных и неизученных синдромов в акушерстве (1). Она характеризуется триадой гипотензионного шока, гипоксии и синдромов диссеминированного внутрисосудистого свертывания (ДВС-синдрома) и чаще всего возникает после родов или в течение последних недель беременности (2–4). Несмотря на то, что заболеваемость сравнительно низкая, большинство зарегистрированных случаев заканчиваются смертельным исходом или приводят к инвалидности.

Недавние достижения в изучении патофизиологии этого синдрома позволили предположить преобладающую роль прокоагулянтных внеклеточных везикул (ВВ) амниотической жидкости (АЖ) в возникновении синдрома диссеминированного внутрисосудистого свертывания. Было исследовано несколько механизмов, описывающих активацию коагуляционного каскада ВВ (5). Прокоагулянтные ВВ обогащены фосфатидилсерином (ФС), который способствует связыванию факторов свертывания крови и ускоряет скорость мембранно-зависимых реакций коагуляции. Недавние исследования также обнаружили, что везикулы, полученные из амниотической жидкости, значительно обогащены тканевым фактором (ТФ), который инициирует внешний путь коагуляции (6–9). Однако возможное происхождение этих ВВ в амниотической жидкости остается неизвестным.

Ранее Келлер и коллеги сообщили, что амниотическая жидкость содержит значительное количество CD24-позитивных внеклеточных везикул (10). CD24 представляет собой небольшой, сильно гликозилированный трансмембранный белок, который преимущественно экспрессируется эпителиальными клетками проксимальных канальцев в почках и субпопуляциях T и B клеток (11–13). Этот белок не играет существенной роли в формировании ВВ мочи, но, по-видимому, является удобным и специфическим маркером CD24-позитивных везикул в амниотической жидкости, которые секретируются исключительно эмбриональной почкой, а не материнскими тканями (10).

Синдром Дауна (СД) — это врожденный дефект, вызванный трисомией всей или части 21-й хромосомы (14). Это одно из наиболее распространенных состояний плода, затрагивающее развитие большинства органов и тканей (15–18). Также сообщалось о снижении общего веса и значительно более высоком риске агенезии почек и других аномалиях (19,20).

Для оценки прокоагулянтной активности амниотической жидкости проводили тест генерации фибрина. АЖ действительно является сильнодействующим активатором свертывания крови даже при низких концентрациях (815±141,6 с против 1314±352 с, для 5% и 0,5% соответственно; P<0,0001). Чтобы непосредственно оценить роль ВВ, мы провели высокоскоростное центрифугирование, чтобы осадить большинство ВВ. Это привело к значительному уменьшению времени свертывания (1976±290,8 сек, P<0,0001) по сравнению с добавлением 5% АЖ (рис. 1).

Чтобы исследовать механизм активации каскада коагуляции, мы проанализировали активность АЖ, используя фактор-дефицитную плазму. Наш модифицированный анализ показал, что АЖ не образует тромбов в плазме с дефицитом факторов V, VII и X и имеет слегка сниженную активность в плазме с дефицитом фактора VIII, без существенных различий в плазме с дефицитом факторов IX и XI. Это подтверждает, что амниотическая жидкость индуцирует образование фибрина преимущественно за счет активации внешнего пути ТФ (рис. 1).

Синдром Дауна является одним из наиболее распространенных генетических заболеваний, вызывающих значительные аномалии развития плода. Поэтому мы предположили, что прокоагулянтная активность амниотической жидкости при нездоровой беременности может быть изменена из-за пороков развития плода. Чтобы оценить это, мы провели анализы образования фибрина, используя образцы амниотической жидкости здоровых людей и СД, и сравнили их активность. Наши результаты показывают, что амниотическая жидкость от пациентов с подтвержденным СД свертывает нормальную объединенную плазму значительно медленнее (745,7 ± 72,76 с против 953,6 ± 151 с, P = 0,0162) (Рис. 1).
Количество и фенотип внеклеточных везикул. Для подсчета и анализа фенотипа ВВ из амниотической жидкости мы использовали анализ проточной цитометрии, откалиброванный для мелких частиц (Рис. 2). Сначала определяли общее количество ТФ-положительных ВВ и процент CD24-положительных ВВ. Полученные уровни ТФ-положительных ВВ показали, что амниотическая жидкость от здоровых беременных содержит значительно больше ТФ-положительных ВВ, чем у беременностей с СД (27648±14647 ВВ/мкл против 9484±3445 ВВ/мкл, P = 0,004), что может частично объяснить наблюдаемое различие в прокоагулянтной активности.

[image: image1.png]Figure 1

Seconds to clot

3000

2000

1000

% 3k %k

Seconds to clot

3000

2000+

1000

No clotting

% Xk k
- e o

Seconds to clot

1200

1000

800+

600

*

[ ]

u

° n

o o ]
+
...

1 1

&

B




Рис. 1. Свертывание плазмы крови в ответ на добавление амниотической жидкости. Слева направо: разные концентрации АЖ, плазмы с дефицитами факторов, АЖ от пациентов с синдромом Дауна.
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Рис.2. Проточная цитометрия ВВ: прокоагулянтная активность и происхождение.

Далее мы проанализировали количество CD24-положительных ВВ в амниотической жидкости. Сравнение общего количества CD24-положительных ВВ показало, что амниотическая жидкость от здоровых беременных также содержит значительно больше CD24-положительных ВВ, чем у беременностей с СД. Дальнейший анализ показывает, что 41,38 ± 9,5% ТФ-положительных везикул являются CD24-положительными у здоровых добровольцев и 37,22 ± 12,15% у беременных с СД без статистической разницы.

Мы также сопоставили индивидуальную свертывающую активность образцов АЖ с их соответствующим количеством ВВ (рис. 3). Корреляционный анализ Спирмена показал достоверную корреляцию между CD24+ (r = -0,8469, P = 0,0008), TФ+ (r = -0,8671, P = 0,0005) и CD24+TФ+ (r = -0,9072, P = 0,0001) ВВ и прокоагулянтной активностью амниотической жидкости (рис. 3). Эти результаты свидетельствуют о том, что преобладающая прокоагулянтная активность АЖ связана с ВВ.
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Рис. 3. Корреляция концентрации ВВ и времени свертывания плазмы при добавлении АЖ.

1.1.2 Характеристика роли интегрина α5β1 в функции тромбоцитов, гемостазе и экспериментальном тромбозе
Тромбоциты прилипают, активируются и агрегируют в месте повреждения сосуда, образуя гемостатическую пробку, которая останавливает кровотечение. Они также участвуют в поддержании целостности сосудов и остановке воспалительного кровотечения в различных органах. С другой стороны, тромбоциты играют важную роль в артериальном тромбозе, индуцируя образование окклюзионного тромба в пораженной артерии, что приводит к опасным для жизни ишемическим патологиям, таким как инфаркт миокарда или ишемический инсульт. Молекулярные механизмы, участвующие во взаимодействии тромбоцитов со стенкой поврежденного сосуда, тщательно исследованы. Начальный этап прикрепления циркулирующих тромбоцитов обеспечивается связыванием комплекса гликопротеина (GP) Ib-IX с субэндотелиальным фактором фон Виллебранда (ФВ) при повышенных скоростях сдвига. Когда поток замедляется, интегрины β1 и β3 помогают комплексу GPIb-IX обеспечивать дальнейшее рекрутирование тромбоцитов, а также стабильную адгезию к различным белкам внеклеточного матрикса. Это обеспечивает взаимодействие GPVI с его лигандами, в том числе с коллагеном, что инициирует активацию тромбоцитов. Агрегация происходит в результате взаимодействия интегрина αIIbβ3 с фибриногеном плазмы, образуя пробку, закрывающую разрыв в здоровых сосудах или патологический тромб в пораженных артериях. 

Тромбоциты экспрессируют на своей поверхности пять различных интегринов семейств β1 и β3, а именно α2β1, α5β1, α6β1, αvβ3 и αIIbβ3, основными лигандами которых являются коллаген, фибронектин, ламинины, витронектин и фибриноген соответственно. αIIbβ3, наиболее распространенный интегрин на поверхности тромбоцитов, обеспечивает адгезию и агрегацию тромбоцитов благодаря связыванию с фибриногеном. Этот рецептор играет основную роль в гемостазе, о чем свидетельствует геморрагическое расстройство, известное как тромбастения Гланцмана, при котором αIIbβ3 отсутствует или нефункционален. Он также является мишенью класса сильнодействующих антитромбоцитарных средств, что свидетельствует о его ключевой роли в артериальном тромбозе. Роль других интегринов, особенно интегринов β1, по-видимому, ограничивается начальной стадией адгезии и активации тромбоцитов посредством взаимодействия с белками внеклеточного матрикса. Что касается их важности, было показано, что отсутствие α2β1 или α6β1 не оказывает существенного влияния на время кровотечения из хвоста у мышей, но уменьшает тромбоз в нескольких экспериментальных моделях. Напротив, важность α5β1 в гемостазе и артериальном тромбозе никогда не изучалась.

Интегрин α5β1 является хорошо известным рецептором фибронектина, который широко экспрессируется на различных типах клеток и играет важную роль в миграции и дифференцировке, особенно во время развития плода. Как следствие, нокаут гена α5 приводит к гибели на эмбриональной стадии из-за дефекта мезодермы. Что касается тромбоцитов, было показано, что α5β1 вместе с αIIbβ3 играет центральную роль в адгезии тромбоцитов к фибронектину при сдвиговом потоке. Плазменный фибронектин очень слабо поддерживает адгезию и активацию тромбоцитов по сравнению с клеточным фибронектином, что, вероятно, объясняется наличием в последнем дополнительных связывающих доменов. Кроме того, обе формы фибронектина заметно повышают свою реакционную способность после полимеризации и образования волокон, особенно для клеточного фибронектина. Однако, хотя роль α5β1 как рецептора тромбоцитов для фибронектина признана, его значение в гемостазе и артериальном тромбозе остается неизвестным.

Чтобы изучить роль интегрина α5β1 в гемостазе и артериальном тромбозе, мы создали новую линию мышей, которая не экспрессирует этот интегрин на мегакариоцитах или тромбоцитах (PF4Cre-α5 -/-) путем скрещивания мышей PF4Cre+ с животными, экспрессирующими ген α5, фланкированный сайты loxP. Ультраструктуру и созревание мегакариоцитов PF4Cre-α5 -/- охарактеризовали с помощью просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ). Функции тромбоцитов мышей PF4Cre-α5 -/- характеризовали с использованием проточной цитометрии, агрегометрии и анализов in vitro на основе проточной камеры. Мы также использовали анализ времени кровотечения из хвоста, обратную пассивную модель Артуса (rpA), модель липополисахаридного (LPS) воспаления легких и экспериментальные модели тромбоза для оценки участия интегрина α5β1 в гемостазе и артериальном тромбозе. Это исследование подчеркивает важную роль α5β1 в поддержании адгезии, активации и агрегации тромбоцитов на фибриллярном клеточном фибронектине с использованием мышей с дефицитом PF4Cre-α5. Мы предоставляем доказательства того, что в отсутствие α5β1 другой рецептор тромбоцитов для фибронектина, αIIbβ3, неспособен поддерживать нормальную адгезию тромбоцитов к иммобилизованному фибронектину без агрегации тромбоцитов вообще. Тромбоцитарные α5β1 не критичны для гемостаза в норме и при воспалении, и не играют ключевой роли в экспериментальном тромбозе.

Характеристика и мегакариопоэз мышей с дефицитом PF4Cre-α5. Чтобы изучить роль тромбоцитарного интегрина α5β1, мы скрестили линию мышей flox для гена α5 с линией, экспрессирующей рекомбиназу Cre под контролем промотора PF4 (PF4Cre-α5 -/-). Мы использовали количественный биохимический подход, чтобы предоставить доказательства того, что тромбоциты этих мышей почти не экспрессировали интегрин α5 по сравнению с мышами PF4-Cre (рис. 4). Никаких явных аномалий не было обнаружено у мышей PF4Cre-α5 -/-, которые были выведены и развивались нормально. У этих мышей не наблюдается увеличения эмбриональной смертности, а также изменения размера помета, и у них нет аномалий в выживании. Внешний вид и поведение также не изменились.

Мыши PF4Cre-α5 -/- демонстрировали нормальное созревание и морфологию своих мегакариоцитов по оценке их ультраструктуры на ПЭМ-изображениях (Рис. 4C). В то время как количество мегакариоцитов в костном мозге слегка увеличилось у мышей PF4Cre-α5 -/-, распределение различных стадий созревания не изменилось у мышей PF4Cre-α5 -/- по сравнению с контрольными мышами, что свидетельствует об отсутствии значительного влияния интегрина α5 в мегакариопоэзе (рис. 4D, E). В соответствии с этим мы заметили, что делеция α5 не влияла на количество или объем тромбоцитов. Таким образом, мыши с дефицитом PF4Cre-α5 оказались нормальными, а мегакариоциты с дефицитом PF4Cre-α5 не показали различий в развитии и созревании.

[image: image4.png]A Ctrl PF4Cre-u5"

80

ERK1/2

05 light chain

Ctrl PF4Cre-05"

Chemiluminescence (area x 10°) 5%

)

Stage I Stage II Stage 111

PF4Cre-05™

D E
= ns
g 25 g 601y Ctrl
2 ] 2
8 4y £ |mePRaCress
< S 40
5 s z
e £
<
g 10 %
£ g
205 s
) =
g 0 .

PF4Cre-a5" Stagel  StageIl  Stage III




Рис. 4. Характеристика и мегакариопоэз у мышей с дефицитом PF4Cre-α5. Отсутствие экспрессии тромбоцитов α5 и нормальный мегакариопоэз у мышей с дефицитом PF4Cre-α5. (A). Репрезентативные иммуноблоты субъединицы α5 и ERK1 / 2 (контроль загрузки). (B) Количественная оценка площадей пиков хемилюминесценции на электрофореграммах, полученных с помощью капиллярного иммуноанализа лизатов тромбоцитов с антителом против α5. Данные выражены как среднее ± стандартная ошибка среднего (SEM) из трех отдельных экспериментов. ( C ) Изображения трансмиссионной электронной микроскопии (ПЭМ), иллюстрирующие типичную ультраструктуру PF4Cre-α5 -/- мегакариоцитов на разных стадиях их созревания. ( D ) Количественное определение мегакариоцитов в костном мозге in situ с помощью ПЭМ. Значения выражены как среднее ± SEM для трех мышей. ( E ) Распределение на разных стадиях созревания было установлено в соответствии с морфологией мегакариоцитов на изображениях ПЭМ. Значения выражены как среднее ± SEM для трех мышей. Данные сравнивали с помощью непарного t-критерия Стьюдента (D) или критерия хи-квадрат (E); * р  < 0,05.

Характеристика тромбоцитов с дефицитом PF4Cre-α5. Поверхностная экспрессия основных гликопротеинов была нормальной, за исключением экспрессии интегрина α5 (рис. 4A, B). Используя светопропускающую агрегометрию, мы обнаружили, что тромбоциты мышей PF4Cre-α5 -/- агрегировали нормально в ответ на ряд агонистов, включая аденозиндифосфат (АДФ) (5 мкмоль/л), коллаген (2,5 мкг/мл) и U46619. (2 мкмоль/л) в богатой тромбоцитами плазме, что дает преимущество в содержании фибронектина плазмы (рис. 5A, B). Аналогичные результаты были получены при агрегации отмытых тромбоцитов с различными агонистами. Кроме того, с помощью проточной цитометрии в тромбоцитах PF4Cre-α5 -/- не наблюдалось различий в воздействии P-селектина, связывании фибриногена или связывании аннексина V в ответ на АДФ, тромбин, пептид рецептора, активируемого протеиназой 4 (PAR-4), или конвульксин. по сравнению с контролем (рис. 5C-E). Это подтвердило, что тромбоциты с дефицитом интегрина α5 нормально реагируют на лиганд GPVI и ряд растворимых агонистов. Эти результаты показывают, что тромбоциты с дефицитом PF4Cre-α5 не обнаруживают дефектов в ответ на растворимые агонисты.

Характеристика адгезии тромбоцитов с дефицитом PF4Cre-α5 в условиях сдвигового потока. Затем мы оценили способность α5β1 поддерживать адгезию тромбоцитов к различным поверхностям в потоке путем перфузии гирудированной цельной крови поверх иммобилизованных белков. Мы наблюдали нормальную адгезию и скручивание тромбоцитов PF4Cre-α5 -/-, рекрутированных на фактор Виллебранда, связанный с DDR2, при 1500 с-1 (рис. 6А) и нормальную адгезию этих тромбоцитов к фибриногену и ламинину при 300 с-1 (рис. 6В). Напротив, адгезия тромбоцитов PF4Cre-α5 -/- к иммобилизованному фибриллярному клеточному фибронектину демонстрировала значительный дефект по сравнению с контролем, с уменьшением числа прикрепленных тромбоцитов на 78% через 8 минут (контроль: 7,1 ± 0,7 × 10 3 / мм 2 ; PF4Cre-α5 -/- : 1,6 ± 0,05 × 10 3 /мм 2 ) (рис. 6C, D). Детальный анализ показал, что α5β1 был важен для установления начальной связи с фибронектином, поскольку привлечение тромбоцитов PF4Cre-α5 -/- на поверхность было снижено на 55% по сравнению с контролем (Рис. 6E). Кроме того, изучение адгезивного поведения рекрутированных тромбоцитов показало заметное увеличение количества PF4Cre-α5 -/- тромбоцитов, отделяющихся от поверхности, и явное снижение стационарной адгезии, что подчеркивает важность α5β1 в стабилизации связей между тромбоцитами и фибронектином. (Рис. 6F). Эти результаты показали, что интегрин тромбоцитов α5β1 является основным рецептором фибронектина, поддерживающим прикрепление тромбоцитов и поддерживающим связи для обеспечения стабильной адгезии.
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Рис. 5. Характеристика функциональных свойств тромбоцитов PF4Cre-α5 -/-. (A, B) Обогащенная тромбоцитами плазма (3,0 × 10 5 тромбоцитов/мкл) от мышей Ctrl и PF4Cre-α5-/- стимулировалась аденозиндифосфатом (АДФ) (5 мкмоль/л), U46619 (2 мкмоль /л) или коллаген (2,5 мкг/мл). Стрелки указывают точку добавления агониста, а профили агрегации репрезентативны для трех отдельных экспериментов (А). Гистограмма представляет процент агрегации тромбоцитов через 5 минут (n = 3) (B). ( C, D ) Промытые тромбоциты (5,0 × 10 4 /мкл) мышей Ctrl и PF4Cre-α5 -/- стимулировали в течение 10 минут АДФ (2 мкмоль/л), тромбином (0,25 ед/мл) или активированным протеазой рецептор 4 (PAR-4) (1  ммоль/л) и связывание флуоресцеинизотиоцианата (FITC), конъюгированного с антителом против P-селектина (C) или FITC-фибриногеном (D), определяли с помощью проточной цитометрии. Результаты представляют собой среднюю интенсивность флуоресценции (MFI)   ±   стандартную ошибку среднего значения (SEM) в трех отдельных экспериментах, проведенных в двух повторностях и сравненных с помощью критерия Манна-Уитни. (E) Отмытые тромбоциты (3,0 × 10 5 /мкл) от мышей Ctrl и PF4Cre-α5-/- стимулировали тромбином (0,25 ед/мл), конвульксином (15 нмоль/л) или обоими в течение 15 минут, инкубировали с Alexa Fluor 488-аннексин V в течение 20 минут и анализировали с помощью проточной цитометрии. Рассеяние прямого света и интенсивность флуоресценции 10 000 клеток собирали с логарифмическим коэффициентом усиления и определяли процент аннексина V-позитивных тромбоцитов в верхнем квадранте графика. Данные выражены как среднее значение ± SEM в трех отдельных экспериментах, проведенных в двух повторностях.

Основной дефект PF4Cre-α5 -/- активации и агрегации тромбоцитов на фибриллярно-клеточном фибронектине и коллагене. Активация тромбоцитов является ключевым этапом в образовании тромба. Микроскопические флуоресцентные изображения показали четкий сигнал JonA-PE для контрольных тромбоцитов, накапливающихся на фибриллярном клеточном фибронектине в потоке при 300 с-1, в то время как для PF4Cre-α5-/- тромбоцитов был обнаружен только слабый сигнал, что указывает на то, что α5β1 важен для продвижения αIIbβ3. активация фибронектина (Ctrl: 26,9 ± 8,8 × 10 4 AU; PF4Cre-α5 -/-: 3,5 ± 2,7 × 104 AU) (рис. 7A, B). Мы наблюдали, что тромбы образовывались в контрольной крови, но не в крови PF4Cre-α5 -/-, что подчеркивает ключевую роль α5β1 в агрегации тромбоцитов на фибриллярном клеточном фибронектине (рис. 7C, D). Неожиданно дефект образования тромба также наблюдался, когда PF4Cre-α5 -/- кровь перфузировала поверх фибриллярного коллагена, поверхности, которая не активирует напрямую α5β1, что позволяет предположить, что этот интегрин участвует в образовании тромба, вероятно, посредством взаимодействия с фибронектином плазмы. (рис. 7Е, F). Эта роль мышиного α5β1 в росте тромба над фибриллярным коллагеном, однако, не наблюдалась, когда кровь человека перфузировали блокирующим антителом против α5, что свидетельствует о различиях между видами (данные не показаны). В целом эти данные показали, что интегрин α5β1 играет важную роль в росте тромба на фибронектине.

α5β1 не действует как основной рецептор тромбоцитов при экспериментальном тромбозе. Мышей с дефицитом тромбоцитарного интегрина α5β1 изучали в трех различных моделях локализованного сосудистого повреждения, чтобы обнажить субэндотелиальный матрикс, который, как известно, содержит фибриллярный клеточный фибронектин. При повреждении общей сонной артерии 7,5% раствором FeCl 3 у мышей PF4Cre-α5 -/- (n  = 9) наблюдался аналогичный профиль тромбообразования и дезагрегации по сравнению с контрольной группой (n  = 6) (площадь под кривой, Ctrl: 6 ± 2 × 10 8 мкм 2 ; PF4Cre-α5 -/- : 10 ± 2 × 10 8 мкм 2 ; p  > 0,05; рис. 8A, B) . Сопоставимый результат был получен после механической травмы брюшной аорты щипцами, при этом площадь тромба у мышей PF4Cre-α5 -/- (n  = 8) достоверно не отличалась от таковой у контрольных мышей (n  = 8) (площадь под кривой , Ctrl: 12 ± 4 × 10 7 мкм 2 ; PF4Cre-α5 -/- : 17 ± 4 × 10 7 мкм 2 ; p  > 0,05; рис. 8C, D). Наконец, после индуцированного лазером повреждения брыжеечных артерий PF4Cre-α5 -/- (n  = 5 сосудов у трех мышей) также образовывал тромбы аналогично контрольным мышам (n  = 6 сосудов у трех мышей) (площадь под кривой , Ctrl: 7 ± 1 × 10 6 мкм 2 ; PF4Cre-α5 -/- : 7 ± 1 × 10 6 мкм 2 ; p  > 0,05). Следовательно, мышиный тромбоцитарный интегрин α5β1, по-видимому, не является основным рецептором артериального тромбоза.

Тромбоциты от мышей PF4Cre-α5 -/- не обнаруживают значительного гемостатического дефекта. У мышей PF4Cre-α5 -/- не было никаких спонтанных кровотечений. Кроме того, у мышей PF4Cre-α5 -/- не было признаков чрезмерного кровотечения во время операции по сравнению с контрольными животными, что позволяет предположить, что отсутствие этого интегрина в тромбоцитах не оказывает критического влияния на гемостаз. Это также подтверждалось нормальным временем кровотечения (n = 6) (контроль: 302 ± 119 с; PF4Cre-α5 -/-: 121 ± 17 с) и нормальным объемом кровопотери (n = 6) (контроль: 259 ± 130 мкл; PF4Cre-α5 -/-: 130 ± 84 мкл) в анализе времени кровотечения из хвоста (рис. 9A, B). Наконец, мы не наблюдали никакого влияния на воспалительное кровотечение у мышей PF4Cre-α5 -/- по сравнению с контрольными мышами в модели воспаления кожи rpA (рис. 9C, D) и в модели воспаления легких с LPS (рис. 9E, F). Эти результаты не подтверждают основную роль интегрина α5β1 в системе гемостаза мышей.
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Рис. 6. Тромбоциты PF4Cre-α5 -/- обычно прикрепляются к фактору фон Виллебранда (vWF), фибриногену и ламинину, но не к фибронектину. ( A ) Цельная кровь мышей Ctrl ( n   =   3) и PF4Cre-α5 -/- ( n   =   3) перфузировалась при 1500   с-1 через проточные камеры PDMS, покрытые белком, связывающим vWF (DDR2, 100 мкг / мл). Адгезию тромбоцитов визуализировали в случайных полях с помощью дифференциально-интерференционно-контрастной (ДИК) микроскопии, масштабная линейка: 20 мкм. Количество прилипших тромбоцитов определяли в течение 2 минут. ( B ) Цельная кровь от мышей Ctrl ( n   =   3) и PF4Cre-α5 -/- ( n   =   3) была перфузирована при 300   с -1 через проточные камеры PDMS, покрытые фибриногеном (100 мкг / мл) или ламинином 411 (100 мкг/мл). Адгезию тромбоцитов визуализировали в случайных полях с помощью ДИК-микроскопии, а количество прилипших тромбоцитов определяли количественно в течение 5 минут. ( C , D ) Цельную кровь от мышей Ctrl ( n   =   5) и PF4Cre-α5 -/- ( n   =   4) перфузировали при 300   с -1 через проточные камеры PDMS, покрытые клеточным фибриллярным фибронектином (300 мкг / мл). Адгезия тромбоцитов визуализировалась в случайных полях с помощью ДИК-микроскопии, шкала: 20 мкм (С). Количество прилипших тромбоцитов определяли в течение 8 минут (D). ( E, F ) Цельную кровь мышей Ctrl ( n   =   5) и PF4Cre-α5 -/- ( n   =   5) перфузировали при 300   с -1 через проточные камеры PDMS, покрытые фибронектином, и прикрепление тромбоцитов определяли количественно в течение 60   секунд ( Е). Поведение тромбоцитов на поверхности фибронектина регистрировали для 20 тромбоцитов на перфузию в течение 90 секунд в 5 различных видеороликах (F). Результаты выражены как среднее ± стандартная ошибка среднего (SEM), а на изогнутых графиках (A, B и D) сплошная линия представляет среднее значение, а пунктирная линия — SEM. Результаты сравнивали с помощью двухфакторного дисперсионного анализа (D), критерия Манна-Уитни (E) или критерия хи-квадрат (F); * р  < 0,05.
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Рис. 7. Дефектная активация и агрегация тромбоцитов мыши PF4Cre-α5 -/- на фибронектине и коллагене. ( A, B ) Цельная кровь мышей Ctrl ( n   =   5) и PF4Cre-α5 -/- ( n   =   5) перфузировалась при 300   с-1 через проточные камеры PDMS, покрытые клеточным фибриллярным фибронектином (300 мкг / мл) для 15 минут. Адгезию тромбоцитов визуализировали в случайных полях с помощью дифференциально-интерференционно-контрастной (ДИК) микроскопии и флуоресцентной микроскопии JonA-PE, шкала: 20 мкм (А). Количественно определяли среднюю интенсивность флуоресценции мечения тромбоцитов JonA-PE (B). ( C , D ) Цельную кровь мышей Ctrl ( n   =   4) и PF4Cre-α5 -/- ( n   =   4) перфузировали при 300   с -1 через проточные камеры, покрытые фибронектином, в течение 15 минут. Образование тромбов визуализировали в случайных полях с помощью ДИК-микроскопии, масштабная линейка: 20 мкм (С). Площадь тромбов более 15 мкм 2 была определена количественно (D). ( E, F ) Цельная кровь мышей PF4-Cre - ( n   =   7) и PF4Cre-α5 -/- ( n   =   7) была перфузирована при 300   с -1 через проточные камеры PDMS, покрытые коллагеном (200 мкг / мл) на 10 минут. Агрегацию тромбоцитов визуализировали в случайных полях с помощью конфокальной микроскопии, масштабная линейка: 50 мкм (E). Объем тромбов был определен количественно (F). Результаты выражены как среднее ± стандартная ошибка среднего (SEM) и сравнивались с помощью критерия Манна-Уитни (B, D и F); * р  < 0,05.
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Рис. 8. Интегрин тромбоцитов α5β1 не играет главной роли в экспериментальном тромбозе у мышей. (A, B) Тромбоз вызывали у мышей Ctrl (n = 6) и PF4Cre-α5-/- (n = 9) путем наложения фильтровальной бумаги, пропитанной 7,5% FeCl3, на общую сонную артерию. Репрезентативные флуоресцентные изображения тромба (зеленый) в указанные моменты времени после травмы, шкала: 500 мкм (A). ( C, D ) тромбоз был вызван у мышей Ctrl ( n   =  8) и PF4Cre-α5 -/- ( n   =  8) путем сдавливания брюшной аорты щипцами. Репрезентативные флуоресцентные изображения тромба (зеленый) в указанные моменты времени после травмы, шкала: 500 мкм (C). ( E, F ) тромбоз был вызван в 6 сосудах у 3 контрольных мышей и в 5 сосудах у 3 мышей PF4Cre-α5 -/- поверхностным лазерным повреждением мезентериальной артериолы. Репрезентативные составные изображения тромба (зеленый) с использованием светлопольной и флуоресцентной микроскопии в указанные моменты времени после травмы, масштабная линейка: 50 мкм (E). Стрелками указано направление кровотока, а пунктиром – границы сосудов. Динамика роста тромба во времени представлена площадью его поверхности (среднее значение сплошной линией ± стандартная ошибка среднего (SEM) пунктирной линией) (B, D и F). Результаты сравнивали с помощью двухфакторного дисперсионного анализа.
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Рис. 9. Мыши PF4Cre-α5 -/- демонстрируют нормальное время кровотечения и не имеют кожных или легочных кровотечений при воспалительных состояниях. (A, B) Хвост мышей Ctrl (n = 6) и PF4Cre-α5 -/- (n = 6) был рассечен. Регистрировали время, необходимое для первой остановки кровотечения (А), а объем потерянной крови измеряли в течение 30 минут (В). Символы соответствуют отдельным мышам. ( C ) Репрезентативные изображения поражений кожи через 4 часа после индукции обратной пассивной реакции Артюса (rpA) у мышей Ctrl и PF4Cre-α5 -/-. Белые кружки обозначают точки инъекции антитела против бычьего сывороточного альбумина, а желтые кружки - точки инъекции контрольного IgG. ( D ) Количественное определение содержания гемоглобина (мг/см 2 ) в биоптатах кожи мышей Ctrl ( n   =   4) и PF4Cre-α5 -/- ( n   =   4). ( E ) Репрезентативные изображения бронхоальвеолярной жидкости (БАЛ) через 24 часа после интраназальной инокуляции ЛПС мышам Ctrl и PF4Cre-α5 -/-. ( F ) Количественное определение содержания гемоглобина (мг / мл) в BAL от Ctrl ( n   =   8) и мышей PF4Cre-α5 -/- ( n   =   8). Значения представляют собой среднее значение ± стандартная ошибка среднего (SEM), и результаты сравнивались с помощью критерия Манна-Уитни. IgG, иммуноглобулин G; ЛПС, липополисахарид.

1.1.3 Взаимодействие фактора IXa с субпопуляциями активированных тромбоцитов
Одна из ключевых реакций свертывания крови является активация фактора Х комплексом внутренней теназы. Данный комплекс состоит из фермента фактора IXa, его кофактора VIIIa и отрицательно заряженной фосфолипидной мембраны. Дефицит любого из белков, входящих в комплекс внутренней теназы приводит к гемофилии А или В. При этом одним из основных физиологических источников прокоагулянтной мембраны в настоящее время считаются активированные тромбоциты. При активации тромбоциты делятся на две субпопуляции, отличающиеся по своей способности связывать факторы свертывания. В ряде исследований было показано, что факторы свертывания связываются в основном с популяцией фосфатидилсерин-положительных тромбоцитов. Однако, до настоящего времени взаимодействие фактора IXa с популяциями активированных тромбоцитов остается плохо охарактеризованным.

В рамках данного исследования было количественно охарактеризовано связывание фактора IXa c субпопуляциями активированных тромбоцитов, а также выявлена роль фактора VIIIa в данном взаимодействии.

На первом этапе с помощью проточной цитометрии было исследовано равновесное связывание флуоресцентно-меченого фактора IXa в диапазоне концентраций 0-2000 нМ с тромбоцитами, активированными смесью SFFLRN и С-реактивный белок (CRP). Субпопуляции тромбоцитов различали по концентрации внутриклеточного Са2+ с помощью красителя FuraRed (рис. 10А). Репрезентативные кривые связывания показаны на рисунке 1Б, а средние параметры связывания, рассчитанные по результатам трех независимых экспериментов, приведены в таблице 1. Кривые ассоциации были аппроксимированы с использованием модели простого односайтового связывания. Показано, что фактор IXa в основном взаимодействует с ФС-положительной субпопуляцией тромбоцитов (кажущаяся Kd =1,0 ± 0,2 мкМ и 32 700 ± 5000 сайтов связывания на тромбоцит). При этом связывание фактора IXa с ФС-отрицательной субпопуляцией было незначительным и линейным в широком диапазоне концентраций. Константы связывания фактора IXa для ФС-положительных тромбоцитов и фосфолипидных везикул совпадают (таблица 1), что косвенно указывает на участие в связывании только фосфатидилсерина, но не мембранных белков тромбоцитов.

Кроме того, для проверки, что связывание фактора IXa не зависит от типа активации тромбоцитов, было исследовано равновесное связывание 250 нМ флуоресцентно меченного фактора с тромбоцитами, активированными A23187; CRP и SFFLRN; CRP и/или тромбин (рис. 10 В).

Также была охарактеризована кинетика ассоциации и диссоциации фактора IXa (250 нМ) с ФС-позитивной субпопуляцией активированных тромбоцитов. Связывание достигало плато через 20 минут. При разведении суспензии тромбоцитов буфером Тироде, содержащим Ca2+, наблюдалась быстрая диссоциация фактора с мембраны тромбоцитов. Большая часть фактора диссоциировала в течение первых 5 минут после разбавления.

В присутствии фактора VIIIa фактор IXa в основном связывался с ФС-положительной субпопуляцией тромбоцитов (кажущаяся Kd 135 ± 33 нМ и 109100±14700сайтов связывания на тромбоцит). Как видно, сродство фактора IXa к ФС-положительной мембране в присутствие фактора VIIIa возрастает. При этом связывание фактора IXa с ФС-негативной субпопуляцией было одинаковым независимо от наличия кофактора VIIIa.

Чтобы убедиться, что рекомбинантный кофактор VIIIa связывается с мембраной активированных тромбоцитов, мы исследовали связывание 10 нМ кофактора с тромбоцитами с использованием флуоресцентно меченных антител. Антитела показали преимущественное связывание кофактора с ФС-положительными тромбоцитами (рис. 11 В).

Считается, что в отсутствие своего кофактора VIIIa фактор IXa сам по себе слабо активирует фактор X. Это позволяет предположить, что связывание фIXa может зависеть от присутствия фVIIIa. Для проверки данной гипотезы было исследовано равновесное связывание флуоресцентно меченого фактора IXa в диапазоне концентраций 0 – 200 нМ с мембраной тромбоцитов, активированных SFFLRN и CRP, в отсутствие или присутствие кофактора VIIIa (рис. 11).
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Рис. 10. Связывание фlXa с активированными тромбоцитами и фосфолипидными везикулами. A. Точечные диаграммы связывания флуоресцентномеченого фIXa с двумя субпопуляциями тромбоцитов. Меченый AlexaFluor – фIXa в указанной концентрации инкубировали с активированными тромбоцитами при комнатной температуре в течение 20 мин. Субпопуляции определяли на основе флуоресценции FuraRed. В рамке выделены ФС-положительные тромбоциты. Показаны результаты типичного эксперимента. Б. Равновесное связывание фIXa с субпопуляциями тромбоцитов и искусственными фосфолипидными везикулами. AlexaFluor - фIXa в указанной концентрации инкубировали с активированными тромбоцитами или везикулами 20:80 PS:PC (5 мкМ) при комнатной температуре в течение 20 мин, затем добавляли ЭДТА (10 мМ) на 5 мин. Показаны средние значения ± SEM для n=4. В. Кинетика связывания и диссоциации фIXa с ФС-положительными тромбоцитами. ФIXa (250 нМ) инкубировали с активированными тромбоцитами при комнатной температуре. Связывание анализировали методом проточной цитометрии в интервалах времени: 0, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 мин после добавления fIXa. При достижении насыщения связывания образец быстро разбавляли в 20 раз буфером А с СаСl2 (2мМ). Показаны средние значения ± SEM для n=5. Г. Равновесное связывание фIXa с ФС-положительными тромбоцитами, полученными при активации тромбоцитов A23187 (10 мкМ); тромбином (100 нМ) и CRP (20 мкг/мл); SFLLRN (12,5 мкМ) и  CRP (20 мкг/мл); только CRP (20 мкг/мл) или только тромбином. Показаны средние значения ± SEM для n=5.
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Рис. 11. Влияние фVIIIa на связывание фIXa с активированными тромбоцитами. А. Точечные диаграммы связывания флуоресцентномеченого фIXa с двумя субпопуляциями тромбоцитов. Меченый AlexaFluor – фIXa в указанной концентрации инкубировали с активированными тромбоцитами в отсутствие или в присутствии fVIIIa (10 нМ) при комнатной температуре в течение 20 мин. Субпопуляции определяли на основе флуоресценции FuraRed. В рамке выделены ФС-положительные тромбоциты. Показаны результаты типичного эксперимента. Б. Равновесное связывание фIXa с ФС-положительными и ФС-отрицательными тромбоцитами в отсутствие или в присутствии фVIIIa (10нМ). Показаны средние значения ± SEM для n=5. В. Связывание 10% FITC-FVIII(a)-антител с ФС-положительными и ФС-отрицательными тромбоцитами в отсутствие или в присутствии фVIIIa. Антитела FITC-FVIII(a) инкубировали с активированными тромбоцитами при комнатной температуре в течение 20 мин. Связывание антител оценивали с помощью проточного цитометра. Показаны средние значения ± SEM для n=4.

Таблица 1. Параметры взаимодействия фактора IХa с фосфолипидными везикулами и фосфатидилсерин-положительными тромбоцитами

	
	ФIXa, фосфолипидные везикулы
	ФIXa,  

ФС-положительные тромбоциты без фактора VIIIa
	ФIXa,  

ФС-положительные тромбоциты в присутствии фактора VIIIa

	Кажущаяся Kd ± SEM (нМ )
	1010±100
	1000±170
	135±33

	Кажущееся число сайтов связывания на тромбоцит/

везикулу± SEM
	28700±4100
	58900±3400
	109100±14700


Параметры были рассчитаны по кривым на рисунках 1 и 2. Приведены средние ±SEM (n=3).

1.1.4 Влияние ориентации волокон коллагена на тромбообразование
На сегодняшний день изучение молекулярных механизмов регуляции гемостаза в норме и патологии остается чрезвычайно острой фундаментальной задачей физиологии и играет важную роль с точки зрения медицины. Несмотря на многие десятилетия исследований, осложнения, вызванные нарушением гемостатической реакции, — кровотечения и тромбозы — остаются ведущими причинами смерти и инвалидности в мире.

Основная функция системы гемостаза – быстрая остановка кровотечения при повреждении сосудистой стенки. Специфические взаимодействия молекулярных и клеточных компонентов крови с белками субэндотелиального матрикса играют центральную роль в решении этой задачи. В настоящее время в качестве ключевого события, запускающего образование тромбоцитарного агрегата и его последующую стабилизацию за счет полимеризации фибрина, выделяют биомеханический этап первичного гемостаза в условиях потока, а именно взаимодействие тромбоцитов с фибриллярными коллагенами стенок сосудов. Анализ вклада различных компонентов в инициацию первичного гемостаза существенно осложняется неоднородностью сосудистой стенки по молекулярному составу и ориентации фибриллярных компонентов. Кроме того, существуют методические трудности изучения начальных стадий гемостаза in vivo. Поэтому сегодня активно используются системы in vitro. Они позволяют проводить детальное моделирование образования тромбов в потоке крови человека и модельных организмов и изучать его в контролируемых условиях.

Проточные камеры - самые популярные из таких систем - позволяют задавать и контролировать геометрию, поток крови и параметры активатора. Наиболее часто используемым активатором является фибриллярный коллаген I типа. Нанесение его раствора каплей приводит к иммобилизации неориентированных фибрилл; использование проточных камер позволяет получить фибриллы, которые могут быть ориентированы вдоль или поперек канала и, следовательно, кровотока. Последние два типа более физиологичны, поскольку известно, что коллагеновые волокна в стенках сосудов ориентированы. Данная работа посвящена изучению влияния ориентации волокон коллагена на динамику формирования тромбов при помощи in vitro подходов. 

Чтобы исследовать, как ориентация волокон коллагена I типа относительно кровотока влияет на образование тромбов, мы начали с проведения экспериментов in vitro с использованием цельной крови человека, взятой на гирудин. Полоски ориентированных коллагеновых волокон наносили на покровное стекло с помощью проточных камер. Полученные стекла служили активирующей поверхностью при перфузии крови через стандартные микрофлюидные проточные камеры (рис. 13, а, b). Мы использовали две ориентации коллагеновых волокон: поперечную (направленные перпендикулярно току крови) и продольную (направленные параллельно току крови). Коллагеновые волокна наносились с помощью микрофлюидики (рис. 13 а, b), а их ориентация анализировалась с помощью светлопольной микроскопии и программного обеспечения CurveAlign (рис. 13 b). Различие в ориентации достигалось размещением камеры для перфузии крови параллельно или перпендикулярно иммобилизованным коллагеновым волокнам.
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Рис. 13. Схема иммобилизации коллагена и перфузии крови, характеристика ориентации волокон. a) Подготовка поперечных волокон. 1. Один канал камеры PDMS инкубируется с раствором коллагена (показан оранжевым цветом) для нанесения коллагена на покровное стекло. 2. Вторая камера установлена на предметном стекле с иммобилизованным коллагеном, ее каналы расположены перпендикулярно полоске коллагена. 3. Кровь прокачивается через канал (показан красным). b) Продольная подготовка волокон. 1. Три канала камеры PDMS инкубируются с раствором коллагена. 2. Вторая камера установлена на предметном стекле с иммобилизованным коллагеном, ее каналы расположены в тех же местах, что и первая. 3. Кровь прокачивается по каналу. c) Коллагеновые волокна, 40-кратное увеличение. Изображения были получены с помощью светлопольной микроскопии, инвертированы и бинаризованы с помощью ImageJ, а затем проанализированы с помощью программного обеспечения Curve Align. В верхних рядах представлены гистограммы угла ориентации вместе с соответствующими бинаризованными изображениями коллагеновых волокон внизу; в нижнем ряду схематически изображена ориентация полоски коллагена (показана оранжевым цветом) относительно экспериментальной камеры в каждом из исследованных случаев (красным цветом показана кровь).

Анализ экспериментов, проведенных при различных скоростях потока крови, показал, что рост тромбов на ориентированных коллагеновых фибриллах зависит от скорости сдвига (рис. 14, а-c). Мы проанализировали два параметра, которые описывают рост тромбов: среднюю высоту тромбов (mean h) и площадь покрытия (S). Важно отметить, что увеличение скорости сдвига с 200 с-1 до 2000 с-1 по-разному влияло на рост тромбов на продольных и поперечных волокнах. Средняя высота увеличивалась со скоростью сдвига на продольных волокнах и уменьшалась на поперечных волокнах (рис. 14 b). Площадь покрытия показала более сложную зависимость от скорости сдвига: для продольных волокон она незначительно увеличивалась от 200 до 1000 с-1 и несколько уменьшалась при дальнейшем увеличении скорости сдвига до 2000 с-1. Зависимость для поперечных волокон была совершенно иной: в то время как не было существенной разницы в покрытии поверхности между 200 и 1000 с-1, происходило резкое уменьшение для 2000 с-1, что привело к значительной разнице между ориентациями при высокой скорости сдвига (рис. 14 c).

Поскольку площадь покрытия была значительно выше на продольных волокнах по сравнению с поперечными при 2000 с-1, мы задались вопросом, связано ли это с увеличением размеров тромбов или с увеличением их количества. Чтобы ответить на этот вопрос, было подсчитано количество тромбов через 5 минут перфузии с использованием эпифлуоресцентных изображений. Этот анализ показал, что количество тромбов, образующихся на коллагеновых волокнах разной ориентации (поперечной и продольной), было близким при 1000 с-1, однако при 2000 с-1 оно было значительно больше на продольных фибриллах (рис. 14 d), что позволяет предположить, что разница в площади покрытия на поперечных и продольных волокнах при 2000 с-1 может быть связана с различиями в начальных стадиях тромбообразования. Чтобы проверить эту гипотезу, были проанализированы первичные стадии адгезии тромбоцитов в используемой экспериментальной постановке. Таким образом, мы показали, что продольные коллагеновые волокна более тромбогенны, чем поперечные при высоких скоростях сдвига in vitro.
Чтобы сделать возможным образование тромба, тромбоцит должен прикрепиться к волокнам коллагена и активироваться. По мере увеличения скорости кровотока эта задача усложняется. Во-первых, только часть тромбоцитов способна взаимодействовать с поверхностью; для этого эритроциты должны вытолкнуть их к стенке сосуда (или, в нашем случае, к стеклу с активатором). Затем клетка прикрепляется к фактору фон Виллебранда, что дает ей возможность взаимодействовать с коллагеном и активироваться.
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Рис. 14. Влияние скорости сдвига и ориентации коллагеновых фибрилл на параметры тромбов in vitro. а) Репрезентативные эпифлуоресцентные изображения тромбов, образовавшихся на коллагене после 5-минутной перфузии цельной крови. Схематический вид камеры PDMS дан, чтобы указать, где были расположены области наблюдения.

Изображения были сделаны сразу после 5 минут перфузии. Увеличение - 4х; тромбоциты метили DiOC6. 1: поперечные волокна при 1000 с-1; 2: поперечные волокна при 2000 с-1; 3: продольные волокна при 1000 с-1; 4: продольные волокна при 2000 с-1. b) (слева) Зависимость средней высоты тромба от скорости сдвига поверхности. Красные точки соответствуют данным, полученным на поперечных коллагеновых волокнах; зеленый - по продольной. Рамки охватывают Q1-Q3 данных, горизонтальная линия показывает медиану. Данные представлены для N=15 экспериментов с 7 различными донорами. (справа) Покрытие поверхности (%) через 5 минут перфузии. N=29, 10 доноров. Каждая точка данных соответствует одному запуску эксперимента (один канал). c) Количество тромбов в области 330x330 мкм2 через 5 минут перфузии. N=3, 3 донора. Каждый эксперимент состоит из нескольких прогонов (каналов), каждый прогон мог быть проведен при разных скоростях сдвига или ориентации коллагеновых волокон с использованием крови одного донора. Каждая точка на графике представляет данные из одного прогона (т. е. одного канала). Опыты, проведенные на поперечных волокнах, отмечены красным цветом; на продольных волокнах - зеленым цветом. Средняя линия представляет собой медианное значение, верхняя и нижняя границы содержат точки данных в интервале Q1-Q3. Вертикальная ось соответствует типу значения, горизонтальная ось представляет скорость сдвига стенки. P-значения критерия Манна-Уитни показаны для соответствующих наборов данных в паре с горизонтальной линией.

Мы использовали высокоскоростную флуоресцентную микроскопию для анализа критических параметров первичной адгезии тромбоцитов. Анализ динамики отдельных тромбоцитов показал, что только небольшая часть тромбоцитов способна достичь стабильной адгезии. Мы выделили тромбоциты, которые смогли прекратить движение и оставаться на одном месте до окончания эксперимента (и не менее 10 секунд) и проанализировали их динамику. В дальнейшем такие тромбоциты будут называться стабильными. Для этого мы количественно определили общее время взаимодействия (которое представляет собой период между прикреплением и остановкой) и длину пути для случайной выборки тромбоцитов (рис. 15 а). Этот анализ показал, что стабильные тромбоциты обычно перемещаются на довольно большие расстояния: длина их путей превышала 3 мкм, а время перемещения - 2 с для всех скоростей сдвига и ориентаций коллагеновых волокон (рис. 15 c). Эти результаты, вероятно, указывают на то, что тромбоцитам требуется несколько секунд, чтобы в достаточной степени активировать интегрины при взаимодействии с коллагеном, либо что им необходимо провзаимодействовать с несколькими сайтами на коллагене (чтобы получить несколько сигналов от GPVI), чтобы активироваться и прочно прикрепиться.

Сравнение всех длин треков тромбоцитов и времени взаимодействия показало, что, хотя нет существенной разницы между тромбоцитами, прикрепляющимися к поперечным и продольным волокнам при 1000 с-1, для 2000 с-1 оба параметра были значительно выше для продольных волокон по сравнению с поперечными. Это означает, что тромбоциты, взаимодействующие с продольными волокнами, обычно перемещаются дальше и имеют в своем распоряжении больше времени и сайтов на коллагене для активации, что приводит к большему количеству стабильно прикрепленных тромбоцитов и, следовательно, к большему количеству тромбов. Мы показали, что тромбоциты дольше взаимодействуют и проходят большие расстояния при первичной адгезии к продольным волокнам.
Известно, что адгезия тромбоцитов к коллагену при высоких скоростях сдвига зависит от взаимодействия с фактором фон Виллебранда. Чтобы выяснить, связано ли наблюдаемое явление усиленной адгезии тромбоцитов к продольным волокнам при высоких скоростях сдвига с различиями во взаимодействии фВ с волокнами коллагена, мы обратились к иммунофлуоресцентному анализу. Свободную от тромбоцитов плазму или цельную кровь с первичными антителами к фВ прокачивали через каналы с поперечными и продольными волокнами с последующим анализом окраски с использованием вторичных флуоресцентных антител.

Сравнение светлопольных и эпифлуоресцентных изображений показало, что только небольшая часть коллагеновых волокон окрашивается антителами к ФВ (рис. 16 а). Интересно, что эти фВ-положительные волокна, как правило, тоньше и слабо (если вообще) видны на просвет (рис. 16 а). Важно отметить, что эти данные свидетельствуют о том, что только некоторые из иммобилизованных коллагеновых волокон имеют большое количество связанных молекул фВ и, следовательно, множество сайтов связывания для тромбоцитарного рецептора GPIb к фВ. Количественная оценка изображений показала, что нет существенной разницы в интенсивности окрашенных волокон и их общем количестве между ориентациями коллагена (рис. 16 b), что означает, что различия в адгезии тромбоцитов между поперечными и продольными волокнами коллагена не могут быть объяснены различиями во взаимодействии фВ c коллагеном. Эти результаты согласуются с нашими данными об адгезии отдельных тромбоцитов: поскольку количество тромбоцитов, пытающихся взаимодействовать с поверхностью, почти одинаково для обеих ориентаций коллагена (рис. 16 d), кажется разумным ожидать, что общее количество сайтов связывания должно быть одинаковыми для обоих типов ориентированных волокон.

	a[image: image90.jpg]S, %

transverse

lengthwise
- 9 0,002
40,0007
.
40+
o 0
>
o | oo **
< > o0
=] ‘ ’
20 - o | o ‘:
¢ *°, 'Y
ol’ -
*
*y e ot
0.000001
0 £ T T
200 1000

Shear rate, s-1







	b[image: image91.png]




	с[image: image92.png]I, mkm

transverse (25%~75%)

? 064

164
lengthwise (25%~75%), .
144 T Range within 1.51QR
— Median Line
124
.
104 .
.
84 .
6
.. . “
4 .
.
24 ¢t EE N + 1 -~
Pl . .o bod .
o AR [ WP
T T
1000 Shear rate, s-1 2000

transverse (25%~75%)

lengthwise (25%~75%)

0.8+

0.4+

0.2+

0.0+

. o0 T
IR

T
1000 Shear rate, s-1




[image: image93.png]ts

60

transient transverse
transient lengthwise
stable transverse
stable lengthwise

(1]

40

204






	d[image: image94.png]I, mkm

40

transient transverse
transient lengthwise
stable transverse
stable lengthwise

30 ]
.
20
*
. 3
»
id
10 ‘. R .
vl -]
] : P A
o’o. ’I - B e
. e 3 o
w i
0_
T T
1000 2000





                                    2                                3                                  4


Рис. 15. Анализ динамики прикрепления одиночных тромбоцитов с использованием высокоскоростной микроскопии. a) Схема прикрепления тромбоцитов к поверхности, покрытой коллагеном, с указанием важнейших изучаемых параметров. Последовательность эпифлуоресцентных изображений в разные моменты эксперимента: 1) прикрепление тромбоцитов, 2) транслокация, 3) стабильная адгезия, 4) тромбообразование. Длина трека измеряется как расстояние между позициями тромбоцитов при 1) и 4), а время взаимодействия - как интервал между 1) и 3). b) (слева) расстояние в микрометрах (длина дорожки), пройденное временно и стабильно прикрепленными тромбоцитами к поперечным и продольным коллагеновым фибриллам при 1000 и 2000 с-1. (справа) Время в секундах, в течение которого временно и стабильно прикрепленные тромбоциты перемещались вдоль поверхности, покрытой коллагеном, при 1000 и 2000 с-1. Каждая точка на графиках представляет один тромбоцит. Точки данных, соответствующие: транзиторным тромбоцитам на поперечных фибриллах, показаны красным цветом; транзиторные тромбоциты на продольных фибриллах показаны зеленым цветом. (слева) расстояние в микрометрах (длина дорожки), проходимое временно и стабильно прикрепленными тромбоцитами к поперечным и продольным коллагеновым фибриллам при 1000 и 2000 с-1. c) (справа) Время кратковременно и стабильно прикрепленных тромбоцитов, затрачиваемое на перемещение вдоль поверхности, покрытой коллагеном, при 1000 и 2000 с-1. Каждая точка на графиках представляет один тромбоцит. Точки данных, соответствующие: транзиторным тромбоцитам на поперечных фибриллах, показаны красным цветом; транзиторные тромбоциты на продольных фибриллах показаны зеленым цветом; стабильные тромбоциты на поперечных фибриллах показаны синим цветом; стабильные тромбоциты на продольных фибриллах показаны голубым цветом. Представленные данные соответствуют одному репрезентативному эксперименту (таком же, как в б). d) Данные N=3 независимых экспериментов, проведенных на поперечных и продольных волокнах при 2000 с-1. Гирудированную кровь перфузировали по каналам в течение 2 минут. Первый график (слева направо) соответствует среднему времени взаимодействия временно прилипших тромбоцитов. Время взаимодействия 10 случайных тромбоцитов измеряли, начиная с 40 секунд в каждом эксперименте. На втором графике показаны средние длины дорожек временно прилипших тромбоцитов, измеренные для тех же тромбоцитов. Третий график показывает количество тромбоцитов, прикрепленных к поверхности за 1 с. Значения рассчитывали на основе подсчета тромбоцитов, прикрепленных в течение 0,36-секундного интервала в один и тот же момент времени в каждом эксперименте (42 с). На последнем графике показано количество тромбов, образовавшихся в том же поле зрения после 2-минутной перфузии крови.
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Рис. 16. Изучение взаимодействия между взаимодействием vWF-коллагена и первичной адгезией тромбоцитов.  a) Репрезентативные изображения поверхности, покрытой коллагеном, в каналах светлого поля (слева), эпифлуоресценции (антитела к фактору фон Виллебранда) (в центре) и эти бинарные изображения перекрываются (справа; светлое поле (все коллагеновые фибриллы) — зеленый, эпифлуоресценция (vWf) — красный) Увеличение : 40x. b) Количество волокон в области 130x130 мкм в каналах светлого поля (слева) и эпифлуоресценции (антитела к фактору фон Виллебранда) (справа) для поперечной (красный) и продольной (зеленый) ориентации коллагена. c) Репрезентативные изображения, состоящие из бинарных эпифлуоресцентных изображений поверхности, покрытой коллагеном, в канале антител vWf (зеленый) и треков всех тромбоцитов, которые взаимодействовали с поверхностью в течение 80 секунд перфузии крови (красный).

Чтобы найти механизм, лежащий в основе различий в прикреплении тромбоцитов, мы обратились к анализу, сочетающему окрашивание фВ и динамику адгезии тромбоцитов в реальном времени. Ожидаемо, такой анализ подтвердил, что в условиях высокой скорости сдвига 2000 с-1 тромбоциты действительно прикрепляются к фВ-положительным волокнам и редко прикрепляются там, где нет сигнала от фВ (рис. 16 c), а это означает, что иммунофлуоресцентное окрашивание сильно коррелирует с функциональными молекулами фВ, которые поддерживают адгезию тромбоцитов. Более того, тромбоциты перемещаются преимущественно вдоль фВ-положительных продольных волокон. Это, вероятно, объясняет увеличение времени взаимодействия и длины треков, наблюдаемое для тромбоцитов, прикрепляющихся к продольным волокнам (рис. 3d). Таким образом, ориентация коллагеновых фибрилл, по-видимому, существенно влияет на процесс первичной адгезии: тромбоциты перемещаются вдоль продольных фибрилл и ненадолго останавливаются позади поперечных (рис. 16 с). Обычно при перемещении тромбоцита по фибрилле он несколько раз останавливается, но не фиксируется прочно и через некоторое время продолжает свое движение (рис. 16 b).

Однако остается вопрос о коллагеновых волокнах. Почему некоторые из них связывают фВ намного лучше, чем другие? Известно, что хотя коллаген I типа является хорошим лигандом для фактора фон Виллебранда, последовательность, связывающая фактор Виллебранда, лишь частично консервативна в коллагене I типа из-за его гетеротримерной структуры. В коллагене III типа, однако, эта последовательность полностью консервативна, что приводит к его лучшему взаимодействию с фВ. Коллаген Chrono Par, широко используемый in vitro, получают из сухожилий лошадей. Они, в основном, состоят из коллагена I типа, но могут также содержать до 5% волокон III типа. Поэтому следующим шагом было проверить, принадлежат ли интересующие нас волокна, демонстрирующих активное взаимодействие с фактором фон Виллебранда, к коллагену III типа. Для этого мы инкубировали антитела к коллагену III типа в проточных камерах с иммобилизованным коллагеном, получали светлопольные и эпифлуоресцентные изображения, затем отмывали антитела, снова инкубировали со вторичными флуоресцентными антителами для проверки качества отмывки и, наконец, вводили плазму с антителами к фВ. Итоговые светлопольные и эпифлуоресцентные изображения сравнивали с изображениями, полученными с антителами к коллагену III типа. Сравнение показало хорошую корреляцию между окрашенными волокнами. Это приводит нас к окончательному выводу, что именно примесь коллагеновых волокон III типа поддерживает стабильную адгезию тромбоцитов при высокой скорости сдвига. Таким образом, только небольшая часть коллагеновых волокон аккумулирует плазменный фактор Виллебранда и поддерживает адгезию тромбоцитов при высоких сдвиговых усилиях.
Изучение формирования тромбоцитарных агрегатов на коллагеновых волокнах выявило различия в образовании тромбов на фибриллах разной ориентации. Мы обнаружили, что различия наиболее ярко выражены при скорости высоких скорстях сдвига в 2000 с-1 – когда первичное взаимодействие тромбоцитов с коллагеном зависит от фактора фон Виллебранда.

Анализ площади покрытия и количества тромбов позволил предположить, что различия могут заключаться в первых стадиях тромбообразования. Для проверки этой гипотезы была разработана экспериментальная установка для изучения первых стадий адгезии тромбоцитов при помощи высокоскоростной съемки. Тщательный анализ движения тромбоцитов по поверхности, покрытой коллагеном, показало, что существует разница в адгезии тромбоцитов. Анализируя длину тромбоцитарных треков и времена взаимодействия, мы обнаружили, что стабильно прикрепившиеся тромбоцитам, служащим отправными точками для роста тромбов, требуется некоторое время, чтобы прочно прикрепиться к коллагену. Окрашивание крови антителами к фВ и ее перфузия над ориентированными волокнами дали несколько интересных результатов. Во-первых, не все фибриллы связывают фВ - таких всего около 10%. Мы продемонстрировали что эти фибриллы являются примесью коллагена III типа. 

Следующим логическим шагом было сравнение карт мест адгезии тромбоцитов с распределением фВ. Они оказались вполне сопоставимы. Тромбоциты в основном прикрепляются в местах, где присутствует сигнал антител к фВ. Окрашенные по фВ фибриллы обычно служат отправной точкой для образования тромбов. Интересно, что в случае поперечных волокон тромбоциты взаимодействуют с окрашенными по фВ фибриллами, ненадолго останавливаются позади них, но в конечном итоге уносятся потоком. В противоположность этому, тромбоциты, взаимодействующие с продольными фибриллами, перемещаются по ним и способны оставаться прикрепленными в течение более длительного периода времени. Их средняя длина треков также больше. Мы считаем, что наблюдаемое различие объясняется тем, что продольные фВ-положительные волокна служат «рельсами», которые способствуют стабильной адгезии при высокой скорости сдвига: тромбоциты имеют больше времени для активации благодаря перемещению по этим «рельсам», что, в свою очередь, приводит к более активному тромбообразованию на продольных фибриллах коллагена. 

1.1.5 Стабилизация тромбоцитарных агрегатов в отсутствие физиологической концентрации ионов кальция
В настоящее время самым популярным методом оценки тромбоцитарного гемостаза остается световая агрегометрия (21). Однако данный тест до сих пор имеет существенные недостатки: наблюдается широкая вариабельность результатов, также оценка функциональности тромбоцитов производится в условиях сильной агрегации (22). В большинстве лабораторий тест агрегометрии проводят в присутствии цитрата натрия, что исключает наличие ионов кальция. Известно, что в присутствии физиологической концентрации ионов кальция в среде происходит ослабление образования агрегатов тромбоцитов, наблюдается феномен обратимой агрегации (23). Обратимая агрегометрия наблюдается в ответ на такие слабые активаторы, как серотонин, АДФ либо на комплекс адреналин + серотонин в присутствии ионов кальция. Несмотря на многочисленные гипотезы, механизмы данного явления до сих пор неизвестны. Изучение феномена обратимой агрегации позволит пролить свет на ранее неизвестные механизмы агрегации тромбоцитов, роль внешних ионов кальция в данном процессе, а также даст возможность составить новый, более чувствительный к выявлению тромбоцитопатий тест агрегации тромбоцитов.

В течение 2022 года была увеличена статистика данных по определению закономерностей дезагрегации тромбоцитов при физиологической концентрации ионов кальция в суспензии (Рис. 17). Для исключения гипотезы о возникновении обратимой агрегации из-за влияния на тромбоциты антикоагулянта, на который забирается кровь, либо процесса отмывания было произведено сравнение агрегации богатой тромбоцитами плазмы, взятой у одного и того же донора на различные антикоагулянты: гирудин и литий-гепарин (в присутствие кальция), цитрат натрия (отсутствие кальция) и цитрат натрия, рекальцифицированный до проведения измерения, дезагрегация тромбоцитов произошла до свертывания плазмы крови. Все измерения проводились при стандартизированной концентрации тромбоцитов – 200 тыс/мкл.

Для проверки предположения о том, что вторичный путь активации важен для формирования необратимой агрегации, был проведен эксперимент в присутствии аспирина - ингибитора циклооксигеназы (Рис. 17). Тромбоциты, инкубированные с аспирином, показывали обратимую агрегацию, сходно с агрегацией суспензии тромбоцитов в присутствии ионов кальция. Прямое измерение концентрации тромбоксана А2 (ТхА2) в экспериментальной кювете показало, что в отсутствии кальция в суспензии общая концентрация ТхА2 достигала 5,25 пг/мл, а в присутствии кальция - 2,25 пг/мл. (Рис. 17 Е).

Были проведены эксперименты по агрегации тромбоцитов в ответ на предшественник тромбоксана А2 - арахидоновую кислоту (АК), чтобы оценить, на какой стадии ионы кальция в суспензии влияют на синтез ТхА2 (Рис. 17 С). Был использован специфический ингибитор кальций-независимой фосфолипазы А2 iPLA2γ – R-броменоллактон (R-BEL) для проверки влияния кальций-независимой фосфолипазы iPLA2γ на агрегацию тромбоцитов (Рис. 17 С, Е). Следовательно, явление обратимой агрегации определяется именно наличием физиологической концентрации ионов кальция в суспензии тромбоцитов. Ионы кальция влияют на функциональность iPLA2γ и тем самым ингибируют генерацию TxA2.

Поскольку iPLA2γ активируется опустошением внутриклеточных кальциевых депо (ВКД), была изучена корреляция состояния ВКД с обратимостью кривой агрегации. Был измерен уровень кальция в ВКД в процессе агрегации в суспензии отмытых тромбоцитов, нагруженных красителем FLUO-5N. Значительное снижение уровня кальция во внутриклеточных депо кальция наблюдалось в ответ на АДФ только в бескальциевой суспензии (Рис. 18). При тех же условиях наблюдается необратимая агрегация (Рис. 18). Ингибирование iPLA2γ не повлияло на наблюдаемое опустошение ВКД. Примечательно, что при агрегации тромбоцитов без перемешивания мешалкой ВКД не опустошались даже в отсутствие внеклеточного кальция. Следовательно, взаимодействия тромбоцитов необходимы для возникновения достаточно высокой активации тромбоцитов и опустошения запасов внутриклеточного кальция. Это показано с помощью флуоресцентной микроскопии крупных агрегатов тромбоцитов, нагруженных FLUO-5N, полученных из кюветы агрегометра. Флуоресценция FLUO-5N наблюдалась только на периферии агрегатов (Рис. 18).

Агрегометрия светопропускания остается золотым стандартом для быстрой оценки функциональности тромбоцитов. Цитрат натрия является широко используемым антикоагулянтом для тестирования тромбоцитов, но мы не можем игнорировать тот факт, что в ответ на слабые агонисты характер кривой агрегации становится обратимым, если используется гирудин. Мы показали, что это явление в основном определяется уровнем внеклеточного кальция и не зависит от антикоагулянтов. Наши данные подтверждают, что такая разница в агрегации в основном вызвана разным уровнем синтеза тромбоксана A2 из арахидоновой кислоты, производимой кальций-независимой фосфолипазой A2 (iPLA2γ), которая активируется в результате опустошения кальциевых депо тромбоцитов.
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Рис. 17. Агрегацию индуцировали 5 мкМ АДФ (A, B, C), 20 мкМ серотонина с 200 нМ адреналина (D) или 1,2 мМ арахидоновой кислоты (F). Индекс необратимости (A, C-F) представляет собой отношение агрегации на 600-й секунде к максимуму кривой агрегации. (Б) – типичные кривые агрегации в ответ на активатор в суспензии тромбоцитов с ионами кальция или без них. (E) - метод ELISA для обнаружения тромбоксана A2. Суспензию тромбоцитов брали из кюветы после агрегации в ответ на 10 мкМ АДФ или 1 мМ арахидоновой кислоты (АК). Тромбоциты инкубировали с 2,5 мкМ R-BEL, где указано. (D, F): Черная стрелка указывает момент добавления агониста. PL+Ca - отмытые тромбоциты с ионами кальция в суспензии или БТП с гирудином; PL-Ca - отмытые тромбоциты без ионов кальция в суспензии или цитратная БТП. Количество опытов: (А, Б) n=10, (В) n=5, (Г) n=6, (Д) n=5, (Е) n=5.
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Рис. 18. Измерение уровня кальция во внутриклеточных запасах кальция в ответ на 10 мкМ АДФ в отмытых тромбоцитах с 2 мМ CaCl2 или без него. Суспензию отмытых тромбоцитов перед экспериментом инкубировали 2 часа с 4 нг/мл FLUO-5N +37. Уровень кальция измеряли методом проточной цитометрии (А, В) в указанные моменты агрегации тромбоцитов (Б). Значения уровня кальция ВКД обозначены как сигнал FLUO-5N в определенный момент, деленный на сигнал FLUO-5N до активации тромбоцитов. Точка «до» отображает состояние тромбоцитов до добавления агониста. Черная стрелка указывает момент добавления агониста. Количество опытов: n = 5 различных доноров. (D) Флуоресценция тромбоцитов, нагруженных FLUO-5N, в большом агрегате, сформированным в ответ на 5 мкМ АДФ. Процесс агрегации в цитратной БТП наблюдали с помощью агрегометра, 10 мкл суспензии тромбоцитов в момент максимальной агрегации исследовали с помощью флуоресцентной микроскопии. Суспензию тромбоцитов перед экспериментом инкубировали в течение 2 часов с 4 нг/мл FLUO-5N +37. Масштабная линия соответствует 10 мкм. Типичные результаты для n = 5 разных доноров.

1.1.6 Анализ состояния системы гемостаза у пациентов при операции трансуретральной резекции.
Трансуретральная резекция простаты (ТУР) – это эндоскопическая процедура, при которой удаляется часть ткани предстательной железы. Эта процедура используется в течение многих лет и до сих пор является золотым хирургическим стандартом при инфравезикальной обструкции (24). Одним из потенциально опасных состояний во время операции ТУР является обильное кровотечение. Обычно проводится лабораторная оценка стандартных параметров гемостаза у пациентов, подвергающихся плановым хирургическим вмешательствам, однако, для ТУР возникли сомнения в их информативности (25). Поэтому нами было проведено исследование состояния тромбоцитарного и плазменного гемостаза перед операцией трансуретральной резекции с целью поиска диагностических маркеров кровопотери при данной операции.

На базе ГКБ им. В.В. Виноградова 21 пациенту мужского пола (средний возраст 72 года) была проведена операция трансуретральной резекции простаты. Данные о пациентах и результаты лабораторных исследований описаны в таблице 2. 

Клинические параметры пациентов были распределены следующим образом. Было решено разделить пациентов на группы по показателю «гемоглобин до-после операции» = «кровоточивость», а также «гемоглобин при выписке-после операции» = «заживляемость» (Рис. 19). 

Было проведено три теста на анализ функциональности системы плазменного звена свертывания. Параметры коагулограммы, а также параметры тромбоэластографии находились в нормальном диапазоне для всей когорты пациентов.  В то же время наблюдалось повышение концентрации фибриногена, стационарной скорости роста сгустка и размера сгустка в тесте Тромбодинамика (Рис. 20). Максимум агрегации в ответ на концентрации АДФ был ниже ответа здоровых доноров, в то время как скорость агрегации была в норме. Остальные функциональные показатели тромбоцитов оставались в норме (Рис. 21). На рис. 22 показаны параметры состояния тромбоцитарного гемостаза, коррелирующие с кровопотерей пациентов.
Таким образом в проведенном исследовании состояния гемостаза у пациентов, поступающих на операцию трансуретральной резекции аденомы простаты была проанализирована корреляция кровопотери во время операции и параметров системы гемостаза и было показано, что три параметра статистически значимо антикоррелируют с кровопотерей – время свертывания плазмы крови, определяемое в методе Тромбодинамика, максимум агрегации тромбоцитов в ответ на 1 мкМ АДФ и изменение гранулярности тромбоцитов в ответ на активацию через GPVI и PAR1 рецепторы.

Таблица 2. Характеристики исследуемых пациентов.
	Общие характеристики
	

	Количество
	21

	Средний возраст, лет
	72 (55-87)

	Объем простаты, см^3
	74 (30-130)

	Кол-во пациентов с катетером
	12

	Пациенты с артериальной гипертензией
	6

	Коронарные заболевания
	1

	Рак
	1

	Время операции
	87 (35-220)

	Количество промывной жидкости
	45,7 (22-95)

	Количество тромбоцитов
	265 (153-501)

	Количество лейкоцитов
	9 (4-15)

	Гематокрит
	42 (33,4-50,2)

	Протромбиновое время
	12 (10,7-14,6)

	Частичное активированное протромбиновое время
	30 (21,6-44,4)

	Концентрация фибриногена
	4 (1,79-5,31)

	Осложнения
	

	Переливания крови
	1

	ОКС
	1

	Смерть
	1

	
	

	Гемоглобин до операции
	139 (114-167)

	Гемоглобин после операции
	121 (91-147)

	Гемоглобин при выписке
	116 (85-140)

	Снижение гемоглобина
	2 (0,4-4,9)
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Рис. 19. Гистограммы распределения пациентов по клиническим параметрам заживляемости (гемоглобин при выписке минус гемоглобин после операции) и кровопотери во время операции (гемоглобин до операции минус гемоглобин после операции).
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Рис. 20. Результаты теста Коагулограмма у всех пациентов (21 человек) и при выборке по хирургу (10 человек).
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Рис. 21. Результаты теста Агрегометрия в рекацильфицированной богатой тромбоцитами плазме у всех пациентов (21 человек) и при выборке по хирургу (10 человек).

[image: image24.png]Figure 1.

[
(]

MAX aggregation, %
CRP+TRAP6 (SSC)

o

0 5 10 15 20 25 0 20 40 60

Loss of hemoglobin during surgery

o

8

w
8

3

5

MAX aggregation, %

°

Loss of hemoglobin during surgery Loss of hemoglobin during surgery

2 N ® © 2 =
& © © © © ©°

2]
=3

0 20 40 60

Loss of hemoglobin during surgery

CRP+TRAPG (SSC)

<1s >15

Loss of hemoglobin during surgery




Рис. 22. Корреляция параметров гемостаза с кровопотерей во время операции.

1.1.7 Системно-биологический подход при коррекции гемостаза.
Нарушение свертываемости крови может проявляться как самостоятельное заболевание, например, тромбоз глубоких вен. Оно часто сопровождает онкологические, иммунологические и инфекционные заболевания, может проявляться во время операции или гормональной терапии. Наиболее распространенным способом коррекции гемостаза является использование стандартных протоколов, при которых антикоагулянтный препарат (в случае тромботических осложнений) вводят в дозе, соответствующей массе больного. Однако такой подход не всегда приводит к коррекции гемостаза, так как не учитывает индивидуальные особенности пациента, такие как чувствительность к препарату, разные исходные состояния гемостаза и различия в фармакокинетике. Таким образом, в случае индивидуальной коррекции терапии ее эффективность и дозировку препаратов контролируют с помощью тестов гемостаза, как рутинных (активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ) и международное нормализованное отношение (МНО)), так и глобальных (тест генерации тромбина, тромбоэластограмма и тромбодинамика). Глобальные тесты позволяют более детально разрешить картину состояния гемостаза и не только показать общий сдвиг в сторону кровотечения или тромбоза, но и обнаружить пораженный участок системы гемостаза. Мониторинг гемостаза с помощью таких тестов при корректировке терапии позволяет врачам выяснить, подходит ли текущий препарат для данного пациента и какая дозировка необходима для нормализации гемостаза. Такой подход значительно повышает качество лечения, но увеличивает его стоимость и требует наличия специалиста, который сможет правильно интерпретировать результаты исследования и сможет на основании этих результатов провести правильную коррекцию терапии.

Одним из возможных экономически эффективных подходов к персонализированной медицине является использование компьютерных моделей свертывания крови. Преимуществами такого подхода являются удешевление терапии, сокращение забора крови и минимизация этапа подбора препарата и коррекции дозы.

В данной работе мы использовали модель свертывания крови, описывающую более сотни реакций, для прогнозирования результатов глобального теста гемостаза у пациентов с различными нарушениями свертывания крови, получающих терапию низкомолекулярным гепарином (НМГ). Для разработки индивидуального коагуляционного профиля пациента мы оценивали концентрацию основных факторов и ингибиторов свертывания по результатам рутинных исследований гемостаза, таких как АЧТВ и ПВ. Индивидуальный фармакокинетический профиль НМГ был основан на разработанной нами модели, которая рассматривает его клиренс и распределение на основе клиренса креатинина и уровня холестерина. 

Нами проведено обсервационное исследование у 12 больных, поступивших в ГКБ им. В.В. Виноградова. В исследование были включены пациенты старше 18 лет, получающие терапию НМГ. Эноксапарин натрия 4000 МЕ (и в 1 случае фондапаринукс натрия 2,5 мг) вводили подкожно один или два раза в сутки. Образцы крови собирали в трех временных точках: через 3 ч после инъекции НМГ, через 6 ч после инъекции НМГ и перед следующей инъекцией НМГ (12 ч после инъекции НМГ).

Мы выяснили, что по кинетике клиренса НМГ больных можно разделить на две группы (рис. 23): те, у которых концентрация гепарина снизилась более чем на 60% от максимальной (измеренной в точке 1), и те, у кого концентрация гепарина упала менее чем на 60% от максимальной за то же время.

Мы использовали индивидуальные параметры пациентов (таблица 3) для разработки фармакокинетической модели клиренса НМГ.

НМГ вводят подкожно, причем сначала препарат попадает в интерстициальное пространство, откуда переходит в кровоток. По аналогии с моделями, описывающими динамику изменения глюкозы, в модели НМГ рассматривалось несколько компартментов (рис. 24).

НМГ при подкожном введении попадает в отдел Vint. За счет обмена с компартментом Vb его концентрация в крови начинает увеличиваться. При этом он частично выводится из кровотока путем почечного клиренса и частично связывается с липидами, что приводит к замедлению его выведения. Для учета индивидуальных особенностей пациентов были внесены следующие поправки. Vb – объем кровотока, рассчитывался с учетом пола и значений массы тела и гематокрита больного. Vint — интерстициальный объем, рассчитывался на основе значения веса пациента. Скорость ассоциации с липидами Ka зависит от уровня холестерола. Средний период полувыведения НМГ составляет 4,5–5 часов. В модели скорость выведения НМГ зависит от уровня креатинина (который описывает состояние почечного клиренса пациента).

Модель была проверена путем сравнения результатов моделирования с измеренными значениями концентрации гепарина (рис. 25).

На рис. 26 показано сравнение профилей распределения тромбина и зависимости размера сгустка от времени в эксперименте и при моделировании для пациента 2 в точке 1, соответствующей 3 ч после введения НМГ. В таблице 4 показано сравнение параметров теста тромбодинамики-4d и результатов моделирования для пациента 2 в моменты времени 1, 2 и 3, соответствующие 3 ч, 6 ч и 12 ч после введения НМГ. Среднее отклонение (±СО) составило 26 ± 14,3% для Tlag, 6,4 ± 5,4% для Vi, 9,5 ± 7,4% для Vst и 32,1 ± 20,7% для A. Для пациента 2 среднее отклонение (±СО) (для всех параметров вместе взятых) составило 26,3 ± 16,7%. Для пациента 3 среднее отклонение (±СО) (для всех параметров вместе взятых) составило 13,4 ± 17,5%. Таким образом, мы предполагаем, что наши симуляции согласуются с данными in vitro.

Основное различие между экспериментом in vitro и моделированием заключается в том, что распространение сгустка почти останавливается через час в плазме пациента, в то время как in silico оно продолжается без падения скорости. Поскольку скорость размножения зависит от уровня факторов VIII, IX и в меньшей степени XI, это может свидетельствовать о том, что наш метод оценки их концентрации может быть не очень точным и нуждается в дальнейшем совершенствовании. Однако, поскольку большинство тестовых параметров оценивались до 60-минутного свертывания крови, расхождение в смоделированных и измеренных параметрах достаточно мало.
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Рис. 23. Динамика активности анти-Ха в зависимости от уровня общего холестерола. (А) Нормализованная активность анти-Ха. Измеренная анти-Ха активность нормализовалась по уровню антитромбина. Уровень в точке 1 (через 3 ч после введения) принимали за 100 % для каждого пациента. Группа 1 и группа 2 различаются со значимостью 0,05 (*) (критерий Манна-Уитни). (Б) Общий холестерол в 1-й группе был достоверно ниже, чем во 2-й (критерий Манна–Уитни, p = 0,05 (*)).

Таблица 3. Характеристики пациентов.

	№.
	Пол
	Возраст (г)
	Вес (кг)
	НМГ 
	Диагноз
	Креатинин (мкМ)
	Общий холестерол

(мМ)
	ЛПВП (мМ)
	ЛПНП (мМ)
	Гематокрит (%)

	1
	M
	72
	80
	Клексан
	ХСН
	32
	3,36
	1,08
	1,32
	38,8

	2
	M
	74
	92
	Клексан
	ХОБЛ
	38
	3,12
	0,75
	1,94
	47,7

	3
	M
	57
	96
	Клексан
	ИБС
	79
	5,67
	0,87
	2,78
	56,3

	4
	M
	67
	77
	Клексан
	ИБС
	90
	4,96
	0,82
	3,21
	38,0

	5
	Ж
	18
	53
	Клексан
	Д т1
	89
	- 
	- 
	- 
	32,4

	6
	Ж
	87
	78
	Арикстра
	ИБС
	47
	4,53
	0,91
	2,93
	47,5

	7
	M
	79
	82
	Клексан
	ИБС
	83
	3,49
	0,80
	2,42
	23,1

	8
	M
	62
	92
	Клексан
	АНК
	83
	3,18
	0,65
	2,01
	19,8

	9
	M
	64
	79
	Клексан
	ИБС
	40
	3,16
	0,75
	1,90
	51,0

	10
	Ж
	18
	46
	Клексан
	Д т1
	111
	- 
	- 
	 -
	31,3

	11
	M
	75
	86
	Клексан
	ИБС
	51
	5,39
	1,42
	2,60
	51,1

	12
	M
	59
	89
	Клексан
	ИБС, ВТ
	55
	6,87
	0,94
	4,62
	40,7


ХСН—Хроническая сердечная недостаточность; ХОБЛ—Хроническая обструктивная болезнь легких; ИБС— Ишемическая болезнь сердца; Д т1—диабет тип 1; АНК— Атеросклероз нижних конечностей; ВТ— Вентрикулярная тахикардия.
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Рис. 24. Схема фармакокинетической модели НМГ. Vint — интерстициальный объем. Vb – объем кровотока. Происходит обмен между Vint и Vb компартментами, и НМГ переходит из одного в другой со скоростями, описываемыми константами Kin и Kout. В компартменте Vb НМГ может находиться в одном из двух состояний: свободном (2) и связанном с липидами (3). Переход из одного состояния в другое описывается константами Ka и Kd. Свободный НМГ удаляется из кровотока со скоростью, описываемой константой Kelim.
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Рис. 25. Сравнение результатов моделирования фармакокинетики НМГ и данных измерений. (А) пациент 1; (Б) пациент 2; (С) пациент 3; (D) пациент 4. Уровень общего холестерола у пациента 1 составлял 3,36 ммоль/л, а уровень общего холестерола у пациента 2 составлял 3,12 мМ, оба они были из группы с низким уровнем холестерола; уровень общего холестерола у пациента 3 составил 5,67 мМ, а уровень общего холестерола у пациента 4 — 4,96 мМ, оба они были из группы с высоким уровнем холестерола. На вставке показана средняя ошибка моделирования для каждого пациента, и в основном она находилась в пределах 15%.

Таблица 4. Сравнение параметров теста тромбодинамики-4d и результатов моделирования.
	Пациент
	Точка
	In Vitro Tlag (мин)
	In Silico Tlag (мин)
	Отклонение (%)

	2
	1
	1.2
	0.7
	42

	2
	2
	1.1
	0.8
	27.3

	2
	3
	1.5
	0.8
	46.7

	3
	1
	0.9
	0.9
	0

	3
	2
	1.1
	0.8
	27.3

	3
	3
	1
	0.8
	20

	1
	1
	0.9
	0.7
	22.2

	1
	2
	0.9
	0.7
	22.2

	Пациент
	Точка
	In Vitro Vi (µм/мин)
	In Silico Vi (µм/мин)
	Отклонение (%)

	2
	1
	64.5
	69.6
	7.9

	2
	2
	64.4
	72.6
	12.7

	2
	3
	67.2
	77.4
	15.2

	3
	1
	64.9
	63
	2.9

	3
	2
	66.4
	67.2
	1.2

	3
	3
	68.8
	71.4
	3.8

	1
	1
	71.2
	71.4
	0.3

	1
	2
	81.6
	75.6
	7.3

	Пациент
	Точка
	In Vitro Vst (µм/мин)
	In Silico Vst (µм/мин)
	Отклонение (%)

	2
	1
	27.6
	31.9
	15.6

	2
	2
	28.7
	34.9
	21.6

	2
	3
	35.6
	39.2
	10.1

	3
	1
	27.3
	27
	1.1

	3
	2
	29.9
	29.6
	1

	3
	3
	32.3
	33.4
	3.4

	1
	1
	30.7
	34.8
	13.3

	1
	2
	42.6
	38.3
	10.1

	Пациент
	Точка
	In Vitro A (нM)
	In Silico A (нM)
	Отклонение (%)

	2
	1
	52.2
	31
	40.6

	2
	2
	50.4
	42
	16.7

	2
	3
	134
	55
	58.9

	3
	1
	33.7
	15.4
	54.3

	3
	2
	25.1
	22.7
	9.6

	3
	3
	23.9
	32.5
	36

	1
	1
	48.3
	44
	8.9

	1
	2
	-
	55
	-
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Рис. 26. Сравнение результатов теста тромбодинамики-4d и моделирования для пациента 2, образец 1 (через 3 ч после введения НМГ). (A) Профили тромбина в эксперименте. (Б) Размер сгустка в зависимости от времени в эксперименте. (В) Профили свободного тромбина и тромбина, связанного с альфа-2-макроглобулином при моделировании. (Г) размер сгустка в зависимости от времени в моделировании.

1.1.8 Исследование состояния системы гемостаза условно здоровых домашних животных
В современной ветеринарии в развитых странах лабораторная диагностика занимает одно из ведущих мест в ряду объективных диагностических исследований. Исследование венозной и периферической крови является основным диагностическим минимумом в процессе проведения клинического обследования животного, а также важным этапом в клинической диагностике гематологических заболеваний. Данные гематологического анализа дополняют клиническую картину заболевания, позволяют уточнить диагноз, следить за ходом течения патологического процесса, прогнозировать исход заболевания. В практике ветеринарного врача пациенты с нарушениями в системе гемостаза не редкость (отравления зоокумаринами и др. ядами, наследственные патологии собак и кошек и пр.).
В настоящее время большинство ветеринарных лабораторий выполняет полный общий клинический анализ крови, который включает в себя данные, полученные при автоматизированном подсчете на гематологическом анализаторе, ручном дифференцированном подсчете лейкоцитов в мазке крови с использованием световой микроскопии, а также измерение скорости оседания эритроцитов (СОЭ). На основании полученных результатов в некоторых случаях появляется необходимость в комплексном гематологическом обследовании, которое включает в себя ряд специальных диагностических методов. Набор классических методов исследования гемостаза у животных достаточно ограничен. Использование новых, глобальных, тестов определения состояния системы гемостаза могут значительно расширить возможности лабораторной диагностики/прогностики. 

Цель исследования – определение информативности глобального теста Тромбодинамика при оценке состояния гемостаза условно здоровых домашних животных.

Задачи исследования:
· Исследовать состояния системы гемостаза у животных рутинными коагулологическими тестами и тестом Тромбодинамика.
· Сопоставить данные этих исследований между собой и анализ полученных результатов с целью выявления наиболее информативных параметров для оценки состояния гемостаза у данной категории животных.
· Сформировать диапазоны нормальных значений для параметров теста Тромбодинамика для домашних животных.

Материалы и методы

a. Группа исследуемых: 50 животных (различные породы собак), менее 6 лет, male/female 50/50.
b. Критерии включения в протокол:
· Возраст – от 10 мес;
· Условно здоровые животные (кастрация, обследование перед вязкой).
c. Критерии исключения из протокола: 

· Возраст – менее 10 мес;

· Возраст более 6 лет.

· Кардиологические заболевания;

· Врожденные пороки развития или приобретенные деформации костных тканей и/или внутренних органов;

· Доброкачественные и/или злокачественные опухолевые процессы;

· Острые воспалительные заболевания любой локализации;

· Инфекционные заболевания.

Проводилось однократное исследование (скрининг): общий анализ крови (ОАК), биохимический анализ крови, Тромбодинамика (ТД), АЧТВ, протромбиновое время (ПВ), тромбиновое время (ТВ), фибриноген.
Пилотное исследование состояния системы гемостаза у собак выявило значительное смещение значений параметров гемостаза в область гипокоагуляции относительно принятых нормальных диапазонов для общей человеческой популяции.

Распределение выборок по стандартным тестам имеют нормальное распределение, за исключением АЧТВ достоверно не нормальное распределение выборки. Значения параметров ПВ и АЧТВ лежат в области гипокоагуляции по отношению к общей популяционной норме (человеческая). Значения параметров ТВ и фибриногена имеет широкое распределение, поглощающее нормы для общей популяции.

Распределение выборок параметров ОАК имеет нормальное распределение, за исключением числа тромбоцитов. Значения параметров RBC, HCT, Hgb, WBC имеют более высокие значения относительно норм для общей популяции. Значения PLT имеют более широкое распределение и поглощают нормальный диапазон для общей популяции.

Распределение выборок параметров теста ТД для Tlag и D имеют достоверно ненормальное распределение. Для параметров Vi, Vst и CS распределение выборок нормальное. Значения всех параметров теста ТД имеют ярко выраженное смещение в область гипокоагуляции по отношению к референсным диапазонам норм (таблица 5), а также более широкое распределение (различие минимального и максимального значений может отличаться на порядок). Различие значений параметров в стандартной коагулограмме значительно уже.

В продолжение работы использовали модификацию теста с фосфолипидами (PL) для приближения показателей тестов к «человеческой» норме. При использовании стандартной (физиологичной для человека) концентрации PL 4µM, в тесте ТД наблюдались множественные спонтанные сгустки, что затрудняло интерпретацию результатов. Было принято решение провести последовательное разведение PL в плазме собак-доноров с целью найти концентрацию PL, удовлетворяющую два требования: смещение нормально диапазона в область нормы, характерной для человеческой популяции, и отсутствие очагов спонтанного тромбообразования. Кровь у собак-доноров забиралась стандартно, в цитратные пробирки. В работе использовали концентрации PL  2µM, 1µM, 0,5 µM, 0,25 µM. Всего участвовали 9 условно здоровых собак-доноров. В итоге исследования была выбрана концентрация PL 0,25 µM (см. таблицу 6).
Для оценки эффектов антикоагулянтов использовали НМГ в концентрации 20, 5 и 2,5 МЕ/мл (рис. 27). 

По результатам работы был получен диапазон нормальных значений для всех параметров модифицированногго теста ТД для использования в ветеринарии для собак. Тест показал возможность работы во всем диапазоне изменения системы гемостаза: гипо-, нормо- и гиперкоагуляции.

Таблица 5. Нормальные значения параметров теста ТД.

	 
	N total
	Mean
	SD
	CV

	Tlag
	18
	0,86
	0,54
	0,63

	Vi
	18
	18,4
	8,9
	0,5

	Vst
	18
	7,1
	4,9
	0,7

	D
	18
	13848
	3537
	2550

	CS
	18
	448
	214
	478


Таблица 6. Интервал нормальных значений для параметров модифицированного теста с PL.

	параметр
	mean
	sd
	 mean±2sd

	Tlag, min
	0,75
	0,09
	[0,6 - 0,9]

	Vi,  um/min
	26,3
	3,4
	[19,5 - 33]

	Vst,  um/min
	15,4
	3
	[9,4 – 21,4]

	CS, um
	717
	121
	[596 - 838]

	D, u.o.
	10873
	275
	[10508 - 11148]

	Tsp, min
	отс.
	отс.
	отс.
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Рис. 27. Зависимость параметров ТД начальная (Vi) и стационарная (Vst) скорости роста сгустка от концентрации НМГ в пулированной плазме собак с добавлением 0,25 µМ PL. 

1.2 Исследование механизмов деления клетки
1.2.1 Моделирование взаимодействий с лигандом колхицинового сайта на поверхности тубулина 
Особую роль среди элементов цитоскелета эукариотических клеток играют полимеры белка тубулина, микротрубочки. Микротрубочки участвуют во множестве процессов, в том числе во внутриклеточном транспорте, обеспечении подвижности клетки, а также её делении. Благодаря способности спонтанно переключаться между фазами полимеризации и деполимеризации данные структуры способны распределять хромосомы по дочерним клеткам. Подавление динамической нестабильности с помощью ингибиторов тубулина позволяет останавливать бесконтрольное деление злокачественных клеток. Эта стратегия — одна из основ успешной работы противоопухолевых лекарств, постоянный поиск которых является актуальной прикладной задачей. Одним из самых известных сайтов на поверхности тубулина является колхициновый, поиск веществ, которые с ним связываются, по-прежнему остается актуальной задачей, так как наиболее известный ингибитор колхицин и его аналоги являются токсичными (26). Данный сайт тубулина является многообещающим, так как находится на междимерном сайте, в области, где прикрепленное вещество может мешать динамике микротрубочек. Для дальнейшей разработки найденного ингибитора необходимо понимание механизмов его связывания с сайтом. Лучшим способом получить трехмерную структуру комплекса тубулин и вещество является кристаллическая кристаллография, которая занимает большое количество времени (иногда годы) и является трудозатратным методом. Это зачастую является непреодолимым барьером на пути разработки лекарств. В данной работе мы показываем более легкий и не сильно уступающий в надёжности метод моделирования взаимодействий сайта с лигандом, который превосходит предсказательную способность молекулярного докинга, наиболее часто используемого в подобных задачах. 

Целью данной работы является поиск метода, который позволял бы построить модель   более надежно, чем докинг, и применение данного метода к разработке новых ингибиторов колхицинового сайта.

Основой подхода является молекулярный докинг, дополненный структурными белок-лигандными фингерпринтами. Докинг – это один из основных методов молекулярного моделирования, который помогает узнать позу лиганда в сайте белка и их связи. Классический докинг предполагает неподвижность белка, однако, известно, что колхициновый сайт является глубоким и обладает конформационной пластичностью (27). Поэтому данный сайт является неподходящей мишенью для докинга, и в данной работе было решено использовать более усовершенствованный метод, который учитывает подвижность мишени (Induced Fit Docking от компании Schrodinger) (28). 

Однако, даже при таком подходе показатель докинга не давал надежные предсказания правильной позы связывания, о чем мы судили путем перекрестного докинга случайно выбранных лигандов сайта колхицина в тубулиновые структуры, кристаллизованные с различными лигандами сайта колхицина (рис. 28, 29). Чтобы преодолеть эту проблему, мы решили использовать метод анализа, улучшающий предсказания докинга, называемый структурными фингерпринтом (профилем) взаимодействия белок-лиганд (SPLIF) (29). Данный метод позволяет конвертировать трехмерные данные о взаимодействии белок-лиганд в одномерные бит-строки, которые значительно облегчают сравнение интерфейсов. Таким образом, SPLIF позволяет количественно оценить, является ли положение молекулы, предсказанное посредством докинга, сходным с любым экспериментально доступным положением лиганда из банка данных трёхмерных структур белков и нуклеиновых кислот (PDB). Ранее было продемонстрировано, что высокое сходство SPLIF предсказанной позы с экспериментально установленной является показательной метрикой качества связывающей позы, часто превосходящей оценку самого докинга (30-32). Действительно, используя тестовый набор из пяти случайно выбранных структур белок-лиганд из PDB, мы обнаружили, что сходство по SPLIF позволило выбрать значительно более точные позы тестируемых лигандов в колхициновом сайте тубулина по сравнению с оценкой докинга (рис. 29). 

Воодушевленные этим результатом, мы применили докинг IFD, усиленный анализом подобия по SPLIF, для предсказания правдоподобных поз связывания новых веществ кумарина-30 (рис. 30). Мы также выбрали лиганды из базы данных PDB, позы связывания которых были наиболее похожи на интересующие нас лиганды в отношении предсказанных водородных связей (рис. 30). В данной работе для описания связей, наблюдаемых в структурах, использовалась программа PLIP, которая способна детектировать несколько типов взаимодействия: водородные связи, гидрофобные контакты, пи-связи, пи-катионные взаимодействия, солевые мостики и галогенные связи (33). Результаты молекулярного докинга и SPLIF-анализа свидетельствуют о том, что взаимодействия кумарина-30 с тубулином носят преимущественно гидрофобный характер, как и большинство существующих колхициновых лигандов. Кроме того, предполагается, что связывание кумарина-30 стабилизируется двумя водородными связями, с Lys-350 и Asn-256 β-тубулина.
Для того, чтобы иметь наиболее объемлющую картину интерфейсов взаимодействия, характерных для колхицинового сайта, мы использовали пакет Python pypdb (34) для поиска файлов всех структур тубулина с лигандами в колхициновом сайте в базе данных PDB. Всего было собрано 143 структуры такого типа (см. приложение), 13 из них были исключены из дальнейшего анализа из-за плохого разрешения (> 3,5 Å). Случайно выбранные 5 структур (4O2B, 5CA1, 5CB4, 5LYJ и 5XKH) были удалены для формирования тестового набора лигандов. 

   Для валидации метода возможно использование двух методик: докинг в нативный рецептор или в чужой рецептор (перекрестный докинг). В статье (35) было рекомендовано использовать второй метод, так как он наиболее близок к реальным условиям, в котором для новых ингибиторов не существует известной конформации сайта. 

Для того, чтобы определетиться с тестовыми рецепторами, которые будут использованы в докинге, мы использовали метод кластеризации Бутина (36), чтобы разделить оставшиеся 125 структур на кластеры по SPLIF подобию. Структуры PDB: 5ITZ, 5XHC, 6BRY, 6PC4 и 7DBC были центроидами пяти наиболее населенных кластеров. Мы использовали конформации тубулинов в этих пяти структурах для представления разнообразных, но наиболее популярных конформаций рецепторов лигандов сайта колхицина. Для каждого из тестовых лигандов, а также для кумарина-30 был проведен докинг в колхициновый сайт пяти выбранных конформаций с настройками по умолчанию. Для оценки того, насколько полученная поза докинга отличается от соответствующей кристаллизованной позиции той же молекулы лиганда использовалось среднеквадратичное отклонение (RMSD).

Используя модуль Open Drug Discovery Toolkit, битовые строки SPLIF были рассчитаны для всех структур, предсказанных с помощью докинга, а также для 125 найденных структур тубулина-лиганда. Сходство SPLIF было рассчитано между членами этих двух групп, используя стандартный метод Tanimoto Similarity (37). Максимальные значения схожести были использованы для ранжирования предсказанных докингом поз лигандов в кармане белка-мишени. Далее для визуализации лигандов в колхициновом сайте тубулина использовалась программа Pymol.

Поиск ингибитора динамики микротрубочек до сих пор является важной задачей, которая должна решать проблемы резистентности и высокой токсичности существующих аналогов. Чтобы пролить свет на механизм связывания обнаруженных соединений с тубулином, мы использовали подход молекулярного докинга и постдокинг анализа SPLIF, комбинация которых дала надежное предсказание поз тестовых веществ. Данная методика была применена в отношении новых ингибиторов, которые связываются с колхициновым сайтом тубулина. Мы надеемся, что анализ взаимодействий новых веществ с колхициновым сайтом, предсказанных с помощью показанного в данной работе метода, может дать подсказки для их дальнейших модификаций, которые позволили бы улучшить их свойства. Необходимо отметить, что применение данного метода может быть расширено для любого белка и его сайта при условии наличия известных кристаллических структур аналогов.

Список PDB структур с известными лигандами в колхициновом сайте:

5NM5, 6LSN, 5S4Z, 5ITZ, 6FKJ, 7CPD, 5S4V, 7Z2N, 6LSM, 6S8K, 5S4Y, 7Z02, 6GJ4, 5OV7, 7EMJ, 6EG5, 5JVD, 5NG1, 5H7O, 5S4U, 7VMJ, 4YJ2, 5OSK, 7Z01, 4O2B, 6X1C, 5XKE, 7CPQ, 5CA1, 6H9B, 5YLS, 5LP6, 5M8D, 6BRY, 7EXC, 6GF3, 5XHC, 7LZ8, 4X20, 5YL4, 5YL2, 6S8L, 5S4Q, 6KNZ, 3N2G, 4X1I, 6AGK, 5CB4, 5O7A, 5M7G, 3HKD, 6O5N, 6XER, 5XI7, 7DBA, 5GON, 5CA0, 3E22, 5XAF, 3DU7, 6O5M, 6K9V, 1Z2B, 6XET, 7CE8, 5LYJ, 7CBZ, 5S4W, 3HKC, 6TDE, 7ODN, 4X1Y, 1SA1, 5EYP, 3UT5, 5XKF, 6NNG, 7DBC, 7LZ7, 5M7E, 6QQN, 7CDA, 7DB9, 7OGN, 6D88, 5ZXH, 6HX8, 5JCB, 6X1F, 6ZWB, 5S4P, 5S4S, 5XKG, 7CEK, 6X1E, 7VMG, 5YZ3, 6Y6D, 6N47, 5NFZ, 7DBB, 6BRF, 6O61, 5M8G, 6FKL, 4YJ3, 5XAG, 5MIO, 5XLZ, 5XKH, 6LS4, 5C8Y, 6F7C, 5XIW, 6PC4, 5S53, 5XI5, 7DBD, 5XLT, 7VMK, 6XES, 6TH4, 6JCJ, 5YLJ, 5Z4P, 5S50, 1SA0, 7AU5, 6BR1, 4X1K, 7Z2P, 5Z4U, 6KPP, 5S4T, 7CE6, 3N2K, 6BS2, 4O2A, 5S51, 3HKE, 5S4R, 5S4X, 5S52

	а)  лиганд из структуры 5XKH
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	  б)  лиганд из структуры 5CA1
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	  в)  лиганд из структуры 5CB4
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	  г)  лиганд из структуры 5LYJ
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	  д)  лиганд из структуры 4O2B
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Рис. 28. Среднеквадратичное расстояние (RMSD) между позами, предсказанными докингом, и нативной позой соответствующих лигандов для различных рецепторов (зеленый - рецептор 6BRY, черный - 5ITZ, красный - 6PC4, синий - 5XHC, желтый - 7DBC)
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Рис. 29. Позы лиганда, выбранные по а) оценке докинга и б) сходству по SPLIF (5CA1 (голубой), 5LYJ (оранжевый), 4O2B (оливковый), 5CB4 (розовый), 5XKH (пурпурный)). Цифры рядом с метками представляют номер позы, предсказанный процедурой докинга.

	a) Кумарин-30
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	б) Pdb id: 6NNG
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	в) Наложение
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Рис. 30. Позы связывания кумарина-30 в колхициновом сайте тубулина, предсказанные с помощью докинга и подхода структурных «отпечатков» взаимодействия белков и лигандов (SPLIF), и наиболее похожие известные лиганды.

а) Кумарин-30, связанный с колхициновым сайтом тубулина. Предсказанные водородные связи с Lys-350 (цепь Б) и Asn-256 (цепь Б); б) 2-(1H-indol-6-yl)-4-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1H-imidazo[4,5-c]pyridine, связанный с колхициновым сайтом тубулина в структуре PDB 6NNG, водородные связи с LYS-350 (цепь Б), Asn-256 (цепь Б) и Asp-249 (цепь Б), пи-катионное взаимодействие с Lys-350 (цепь Б). в) Наложение панелей (а) и (б);

2 Выявление и изучение неблагоприятных факторов внешней среды, образа жизни и полиморфизма генов, определяющих предрасположенность к возникновению мультифакторных заболеваний как основа предиктивной медицины
2.1 Иммуноферментное окрашивание лейкоцитов, связанных с клеточным биочипом, на внутриклеточные маркеры
Диагностика острых лейкозов основывается на обнаружении злокачественных лейкоцитарных предшественников (бластных клеток) в пунктате костного мозга пациента и определении их линейности. Доля бластных клеток независимо определяется морфологически в мазках костного мозга и с помощью проточной цитометрии, в то время как их линейность определяется либо с помощью цитохимии, либо с помощью проточной цитометрии по набору экспрессируемых кластеров дифференцировки (CD антигенов). Определение линейности бластных клеток при остром лейкозе сопряжен с определенными трудностями, поскольку опухолевые клетки часто аберрантно экспрессируют маркеры, не характерные в норме для их линии дифференцировки. Современная классификация ВОЗ опухолей гемопоэтического и лимфоидного происхождения называет в качестве критерия принадлежности опухолевых клеток к миелоидной линии наличие в них миелопероксидазы или по меньшей мере двух маркеров, специфичных для моноцитов (CD11c, CD14, CD64, неспецифическая эстераза или лизоцим). Опухоль происходит из В-лимфоцитов, если опухолевые клетки экспрессируют CD19 и по крайней мере еще один В-клеточный маркер, CD79a, CD10 или цитоплазматический CD22 (по крайней мере два, если экспрессия CD19 на опухолевых клетках слабая). В то же время, единственным надежным критерием Т-клеточного происхождения опухоли является экспрессия внутриклеточного CD3.

Ранее в нашей лаборатории был разработан новый метод цитологической диагностики лейкозов, основанный на использовании клеточного биочипа – прозрачной пластиковой подложки с иммобилизованными на ней антителами к дифференцировочным антигенам лейкоцитов. После инкубации мононуклеарной фракции периферической крови или костного мозга с биочипом, содержащим мононоклональные мышиные антитела к основным линиеспецифическим антигенам лейкоцитов, на биочипе остаются области, в каждой из которых специфически связаны клетки, несущие на поверхности соответствующий антиген. Связанные с биочипом клетки морфологически идентичны клеткам в стандартных мазках и к ним могут применяться все разработанные для мазков диагностические методы, например, цитохимия. Ранее мы показали, что биочип может использоваться для диагностики многих хронических и острых лейкозов. Но в то время, как миелоидное или В-клеточное происхождение бластных клеток может быть доказано на основании набора антител, с которыми связываются на биочипе клетки с бластной морфологией и цитохимическими реакциями на миелопероксидазу и неспецифическую эстеразу, подтверждение диагноза Т-лимфобластный лейкоз невозможно без иммуноцитохимической окраски на внутриклеточный CD3. 

Задачей исследования являлась разработка иммуноферментного метода окраски лейкоцитов, связавшихся с антителами на клеточном биочипе. Иммуноферментный метод был выбран для повышения чувствительности реакции, а также потому, что результаты анализа в этом случае не требуют использования флуоресцентной микроскопии и могут быть исследованы повторно. Основной проблемой иммуноферментной окраски связанных с биочипом клеток является тот факт, что наибольший диапазон моноклональных антител к дифференцировочным антигенам человека имеет мышиное происхождение, поэтому использование в качестве вторичных антител антитела к мышиному иммуноглобулину невозможно. Чтобы обойти это ограничение, мы предложили использовать в качестве первичных антител мышиные моноклональные антитела к CD3, меченые FITC, в качестве вторичных – анти-FITC антитела, коньюгированные с щелочной фосфатазой, и колориметрический субстрат щелочной фосфатазы BCIP/NBT для визуализации комплекса антиген-антитело. Используя предложенный подход, мы разработали протокол иммуноферментной окраски связавшихся с клеточным биочипом лейкоцитов на внутриклеточные маркеры, доказали цитоплазматическое расположение окрашиваемого антигена, а также исследовали влияния времени хранения биочипа со связавшимися лейкоцитами до проведения иммуноферментного окрашивания на результаты анализа.

В панель клеточного биочипа входили мышиные моноклональные антитела к CD2, СD3, CD5, СD7, CD8, CD10, CD16, CD19, CD38, CD45, HLA-DR (ООО Сорбент) и СD4, СD11b, CD11c, CD13, CD14, CD15, CD33, CD41a, CD61, CD45RA, CD45RO, CD64, CD117, CD123 (eBioscience). Изготовление биочипов и сортировка клеток клеточных линий и мононуклеарной фракции периферической крови или пунктатов костного мозга проводились в соответствии с ранее опубликованными протоколами. Связавшиеся с биочипом клетки высушивали, фиксировали и пермеабилизовали в течение 30 секунд в 10% растворе формалина в этаноле, отмывали в PBS, инкубировали в 1% растворе BSA на PBS для уменьшения неспецифического связывания, окрашивали анти-CD3-FITC (UCHT1, Dako) в разведении 1:80 в 1% BSA на PBS в течение 30 минут при комнатной температуре, отмывали в том же буфере, инкубировали с F(ab’) фрагментами поликлональных кроличьих антител к FITC в течение 30 минут при комнатной температуре, отмывали PBS и инкубировали в течение 30-45 минут с BCIP/NBT субстратом щелочной фосфатазы. 

Для изучения возможности хранения биочипов со связавшимися с ними клетками до проведения иммуноферментного окрашивания на внутриклеточные маркеры мононуклеарную фракцию клеток периферической крови инкубировали с 6 одинаковыми биочипами и хранили при комнатной температуре с осушителем в течение 1-5 дней, после чего пермеабилизовали и проводили иммуноферментное окрашивание на внутриклеточный CD3 в соответствии с описанным выше протоколом. Различий в интенсивности окраски для биочипов, хранившихся от 0 до 5 дней, обнаружено не было. На рис. 31 представлены связавшиеся с анти-CD45RA на биочипе мононуклеары периферической крови, хранившиеся 1 (А, Б) и 4 (В, Г) дня, окрашенные на внутриклеточный CD3 (А, В), и соответствующий отрицательный контроль (Б, Г), в котором первичные антитела заменены на изотипический контроль (мышиные иммуноглобулины, меченые  FITC). 
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Рис. 31. Иммуноферментная окраска на внутриклеточный CD3 нормальных мононуклеаров периферической крови, связавшихся с анти-CD45RA на биочипе и хранившихся 1 (А, Б) и 4 (В, Г) дней. Окраска на внутриклеточный CD3 (А, В) и соответствующий отрицательный контроль (Б, Г), в котором первичные антитела заменены на мышиные иммуноглобулины, меченые FITC. Д – гистограмма интенсивности окраски для отрицательного контроля и клеток, положительных по CD3, хранившихся 1 и 5 дней. Исходное увеличение х1000, размерный отрезок – 10 мкм.

На рис. 31 Д представлены гистограммы интенсивности окрашивания CD3-положительных клеток после 1 и 5 дней хранения и аналогичная гистограмма для отрицательного контроля. Интенсивность сигнала определяли из светлопольных фотографий окрашенных клеток, аналогичных рис. 31А-Г, путем перевода фотографий в 16-битный greyscale, обращения их, вычитания фона, после чего интенсивность сигнала от индивидуальных клеток определялась как средняя интенсивность внутри их контуров. Вся обработка проводилась с помощью программы ImageJ.

Для проверки качества пермеабилизации были проведены эксперименты с клеточной линией Jurkat, клон J.RT3-T3.5 – не экспрессирующим поверхностный Т-клеточный рецептор мутантом линии Jurkat, полученной из пациента с Т-лимфобластным лейкозом. Проточная цитометрия показала, что менее 1% клеток клона J.RT3-T3.5 положительна по поверхностному CD3, в то время как внутриклеточный CD3 экспрессирует 100% клеток. На рис. 32 представлены результаты иммуноферментной окраски на внутриклеточный CD3 клеточной линии Jurkat, клон J.RT3-T3.5, связавшейся на биочипе с антителаи к CD7, и соответствующего отрицательного контроля. Полученные результаты показывают, что предложенный протокол подходит для окраски связавшихся с антителами на биочипе лейкоцитов на внутриклеточные маркеры, не экспрессируемые на поверхности клеток.
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Рис.  32. Иммуноферментная окраска на внутриклеточный CD3 клона клеточной линии Jurkat, отрицательного по поверхностному CD3. А- окраска анти-CD3, Б – отрицательный контроль. Исходное увеличение х1000, размерный отрезок – 10 мкм.

Протокол иммуноферментной окраски на внутриклеточный CD3 был апробирован на двух пациентах с предполагаемыми гемобластозами Т-клеточного происхождения. Для каждого из пациентов мононуклеарная фракция аспирата костного мозга инкубировалась с двумя идентичными биочипами, после чего один из них окрашивался по Романовскому-Гимзе для исследования морфологии, а на втором проводилась иммуноферментная окраска на CD3 по описанному выше протоколу. 

Пациент М., 17 лет, госпитализирован с подозрением на Т-лимфобластныю лимфому. Проточная цитометрия аспирата костного мозга выявила бластный регион 53% с бластами, положительными по CD2, CD5, CD7, CD15, CD19 и CD38. Анализ на клеточном биочипе показал, что среди мононуклеаров костного мозга 75% бластных клеток среднего размера с крупными ядрами и тонкой полоской цитоплазмы без грануляции, положительных по CD2, CD7, CD15, CD19, CD38 и CD45 (рис. 33 A). Поскольку критерии для принадлежности бластов к В-клеткам или миелоидной линии выполнены не были, была выполнена окраска связавшихся с биочипом клеток на внутриклеточный СD3 по описанному выше протоколу. Среди клеток, связавшихся с анти-CD7, 90% бластов были положительны по цитоплазматическому CD3 (рис. 33 Б). Это хорошо согласуется с данными проточной цитометрии (88% бластов по данным цитометрии имеют внутриклеточный CD3). Основываясь на присутствии внутриклеточнго CD3 и экспрессии поверхностных CD2 и CD7 на бластных клетках, данные с клеточного биочипа позволяют предположить диагноз Т-ОЛЛ (T-II). 
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Рис. 33. Мононуклеары костного мозга пациента М., связавшиеся с анти-CD19 на биочипе. А- морфология, Б – иммуноферментная окраска на внутриклеточный CD3. Начальное увеличение х1000, размерный отрезок – 10 мкм.

Костный мозг пациента Р., 23 лет, был направлен в лабораторию проточной цитометрии для проведения диагностического анализа (рис. 34). Проточная цитометрия показала наличие в костном мозге пациента бластоза 96% с бластами, положительными по CD2, CD7, CD11b (низкая экспрессия), CD13, CD33, CD38, CD117 и HLA-DR. Только 9% бластов было положительно по миелопероксидазе, 40% было положительно по внутриклеточному CD3. 
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Рис. 34. Мононуклеары костного мозга пациента Р., связавшиеся с анти-CD45RA на биочипе. А- морфология, Б – иммуноферментная окраска на внутриклеточный CD3. Начальное увеличение х1000, размерный отрезок – 10 мкм.

Анализ мононуклеаров костного мозга на клеточном биочипе показал присутствие незрелых клеток среднего размера, с крупным ядром нерегулярной формы, содержащим одно-два ядрышка, и скудной цитоплазмой без грануляции, связывающихся с антителами к CD2, CD7, CD13, CD33, CD117 и HLA-DR. Присутствие наиболее раннего Т-лимфоцитарного маркера CD7 наряду с миелоидными маркерами CD13, CD33, CD117 приводит к дифференциальному диагнозу между ОМЛ и острым лимфобластным лейкозом (ОЛЛ) из ранних Т-клеточных предшественников. 45% связавшихся с анти-CD45 бластных клеток положительно по цитоплазматическому CD3 при окрашивании вRA соответствии по описанному выше протоколу.  Эти данные позволяют предположить диагноз «острый лимфобластный лейкоз из ранних Т-клеточных предшественников».

Разработанный протокол позволяет проводить иммуноферментное окрашивание связавшихся с антителами на клеточном биочипе клеток на цитоплазматические маркеры. Получаемые результаты хорошо согласуются с данными стандартных диагностических методов, включая проточную цитометрию.

2.2 Регуляция объёма эритроцитов человека. Роль трансмембранных градиентов Na+ и K.
Функциональная эффективность эритроцитов зависит от их высокой деформируемости, способности этих клеток проходить через узкие тканевые капилляры. Эритроциты могут легко деформироваться из-за дискоидной формы, которая обеспечивается стабилизацией оптимального объема клетки при данной площади поверхности клетки. Объём клеток млекопитающих определяется содержанием в них осмотически активных ионов и молекул, и клетки активно регулируют это содержание, в первую очередь с помощью Na/K-АТФазы. Она создаёт на мембране клетки два противоположно направленных градиента, Na+ и K+. В нашей работе нас интересовал вопрос, зачем клетка использует два градиента, тогда как достаточно было бы одного Na+. Мы использовали математическое моделирование для изучения роли транспортной Na/K-АТФазы и трансмембранных градиентов Na+ и K+ при стабилизации объема эритроцитов человека при неселективном повышении проницаемости клеточной мембраны для катионов. Модель включает гликолиз, Na/K- АТФазу, активируемую внутриклеточным Na+, трансмебранные градиенты Na+ и K+, учитывает вклад гликолитических метаболитов и адениновых нуклеотидов во внутриклеточное осмотическое давление. 

Изучение регуляции объёма клеток млекопитающих и эритроцитов, в частности, важно как для понимания общих принципов организации метаболических и транспортных процессов в животных клетках, так и для разработки методов лечения патологий, связанных с нарушением регуляции объёма клеток.

В литературе механизмы регуляции объёма эритроцитов обсуждаются в основном на описательном, качественном уровне, без привлечения количественных моделей. Результаты, полученные в нашей работе с помощью математической модели стабилизации объёма эритроцита человека, являются новыми.

Для изучения регуляции объема в эритроцитах человека мы построили математическую модель метаболических и транспортных путей, представленную на рис. 35. Как и ожидалось, модель показывает, что неселективное увеличение проницаемости клеточной мембраны приводит к увеличению объема клетки за счет увеличения внутриклеточной концентрации Na+ (рис. 36А и 2В). Повышение внутриклеточной [Na+] частично компенсируется снижением внутриклеточного [K+]. Также увеличение внутриклеточной концентрации натрия приводит к активации транспортной Na/K-АТФазы (рис. 37А), что, в свою очередь, приводит к компенсации повышенных пассивных трансмембранных потоков Na+ и K+, вызванных увеличением проницаемости клеточной мембраны. В результате при двукратном увеличении проницаемости мембраны объем эритроцита увеличивается всего на 10% по сравнению с исходным значением (рис. 36А). При увеличении проницаемости клеточной мембраны в 5 раз объем эритроцита достигает максимального значения, соответствующего сферической форме клетки (рис. 36А), при котором она полностью теряет способность к деформации и, следовательно, к циркуляции в кровотоке. Любое дальнейшее увеличение объема эритроцита вызовет его разрушение. Эти результаты аналогичны данным, полученным с использованием моделей, не учитывающих вклад метаболитов гликолиза и аденилатов в осмотическое давление цитоплазмы, что позволяет предположить, что эти метаболиты не вносят существенного вклада в стабилизацию объема эритроцитов в этих условиях. Теперь рассмотрим модель, включающую только один активный трансмембранный ионный градиент (Na+) и ионный насос, транспортирующий из клетки только Na+ (Na-АТФаза). Мы предполагаем, что скорость этой АТФазы пропорциональна концентрации Na+ и АТФ. Также предполагается пассивное распределение К+ между цитоплазмой и плазмой крови в соответствии с трансмембранным потенциалом. В этом случае стационарная внутриклеточная концентрация [K+] низка и близка к ее внеклеточной концентрации (рис. 36В). Хотя в этой модели также существует стационарный объем клетки, он не стабилизирован при неселективных изменениях проницаемости клеточной мембраны для катионов (рис. 36А). Даже небольшие изменения проницаемости клеточной мембраны вызывают резкие изменения объема клетки и концентрации внутриклеточных ионов (рис. 36А и 2В). Отсутствие стабилизации объёма в данном варианте модели можно объяснить значительно большей концентрацией натрия в клетке и меньшей чувствительностью Na-АТФазы к натрию, чем у Na/K-АТФазы, поскольку одна и та же скорость откачки катионов из клетки у Na/K-АТФазы достигается при внутриклеточной концентрации [Na+] 10 мМ, а у Na-АТФазы – при [Na+] = 130 мМ. Разница в концентрации осмотически активных компонентов (белки и метаболиты) между эритроцитом и средой составляет около 50 мМ, т. е. около 17% от общей концентрации осмотически активных компонентов в клетке. Таким образом, в случае одного активного трансмембранного ионного градиента этот градиент должен быть относительно небольшим: при внеклеточной концентрации натрия 150 мМ его внутриклеточная концентрация должна быть всего на 50 мМ ниже. Столь малый градиент не способен обеспечить значительное повышение концентрации Na+ в клетке, необходимое для эффективной активации транспортной Na-АТФазы при повреждении клеточной мембраны (рис. 36Б). Кроме того, скорость Na-АТФазы в этой модели снижается с увеличением проницаемости клеточной мембраны из-за снижения концентрации АТФ, вызванного увеличением объема клетки и разбавлением аденилатов (рис. 37). Интересно, что в модели с одним трансмембранным ионным градиентом и регулируемой транспортной Na-АТФазой стабилизация объема клетки происходит почти так же плохо, как и в модели с одним трансмембранным ионным градиентом и нерегулируемой транспортной Na-АТФазой, скорость которой зависит от [АТФ], но не зависит от концентрации натрия (рис. 36 и 37). В случае двух противоположных градиентов Na+ и K+ (что имеет место в большинстве клеток млекопитающих) разница в сумме концентраций Na+ и K+ между клеткой и средой составляет те же 50 мМ, но внутриклеточная концентрация Na+ во много раз меньше концентрации Na+ в среде. В этих условиях при повреждении клеточной мембраны концентрация Na+ в клетке может значительно превышать физиологически нормальный уровень (рис. 36Б) и, как следствие, вызывать значительную активацию транспортной Na/K-АТФазы (рис. 37А), что обеспечивает стабилизацию клеточного объема. Таким образом, наличие противоположных градиентов Na+ и K+ между цитоплазмой и средой позволяет клетке эффективно реагировать на повреждение клеточной мембраны и стабилизировать объем клетки за счет активации транспортной Na/K-АТФазы. Именно большой трансмембранный градиент Na+ обеспечивает быстрое и значительное увеличение его концентрации в цитоплазме при повреждении клеточной мембраны. И этот градиент достигается за счет наличия противоположно направленного трансмембранного градиента К+. Мы также обнаружили, что транспортная Na/K -АТФаза, устанавливающая соотношение трансмембранных потоков Na+ и K+ равным 3:2, обеспечивает наилучшую стабилизацию объема эритроцита при неселективном увеличении проницаемости клеточной мембраны, когда проницаемость для Na+ и K+ увеличивается одинаково (рис. 38). Стабилизация клеточного объема значительно хуже, если проницаемость клеточной мембраны увеличивается преимущественно для одного из ионов. Например, объем эритроцита значительно увеличивается, если увеличивается проницаемость клеточной мембраны для Na+ при неизменной проницаемости для K+. Наоборот, объем эритроцитов значительно уменьшается, если проницаемость мембраны для K+ увеличивается при неизменной проницаемости для Na+ (рис. 38). Если обе мембранные проницаемости увеличиваются одновременно, объем клетки изменяется очень мало. Таким образом, клетка лучше всего защищена от неселективного увеличения проницаемости клеточной мембраны. Интересно, что в случае только одного трансмембранного ионного градиента неселективное снижение проницаемости клеточной мембраны приводит к сильному уменьшению объема клетки (кривые 2 и 3 на рис. 36А). Во всех моделях изменение неселективной проницаемости клеточной мембраны приводит к более или менее значительному изменению объема клетки (рис. 36А), что приводит к изменению величины аденилатного пула (рис. 37Г), хотя количество аденилатов в клетке в моделях остается постоянным. Характерное время установления нового стационарного состояния в модели после изменения проницаемости клеточной мембраны составляет десятки и даже сотни часов из-за малых потоков ионов через клеточную мембрану (рис. 36 В и Г). Более того, в случае двух трансмембранных градиентов ионов выход K+ из клеток частично компенсирует поступление Na+ в клетки, что еще больше замедляет скорость изменения объема клеток. Следует отметить, что стабилизация объема эритроцитов только за счет активности транспортной Na/K-АТФазы связана со значительными изменениями внутриклеточного уровня Na+ и K+ (рис. 36Б), т. е. с нарушением ионного гомеостаза в клетки, а также с изменением уровня АТФ и энергетического заряда ([АТФ] + 0,5[АДФ])/([АТФ] + [АДФ] + [АМФ]) (рис. 37 Б и С). Интересно, что два трансмембранных ионных градиента обеспечивают стабилизацию трансмембранного потенциала при неселективных изменениях проницаемости клеточных мембран, что может быть важно для процессов трансмембранного транспорта. В модели трансмембранный потенциал определяется концентрацией ионов хлора в эритроците, которая, в свою очередь, в основном определяется содержанием Na+ и K+ в клетке. В модели с Na/K-АТФазой содержание катионов в эритроците изменяется незначительно при неселективном изменении проницаемости мембраны, поскольку разнонаправленные пассивные потоки натрия и калия в значительной степени компенсируют друг друга, а небольшие изменения внутриклеточной концентрации натрия достаточны для того, чтобы Na/K-АТФаза могла компенсировать пассивные потоки катионов. В результате стабилизируются объем эритроцитов (рис. 36А), внутриклеточные концентрации макромолекул и метаболитов, концентрация ионов хлора и трансмембранный потенциал. 

Наши результаты показывают, что наличие двух противоположно направленных активных трансмембранных градиентов ионов (Na+ и K+) и транспортная Na/K-АТФаза, активируемая внутриклеточным натрием, принципиально важны для стабилизации клеточного объема в эритроцитах человека. В этих условиях наиболее эффективная стабилизация объема клетки обеспечивается при неизбирательном повышении проницаемости клеточной мембраны. Нам представляется, что неселективное повышение проницаемости мембран эритроцитов является наиболее вероятным повреждением, которое переносят клеточные мембраны при циркуляции в кровотоке. На основании этих результатов можно сделать общий вывод о том, что наличие двух противоположно направленных трансмембранных градиентов ионов (Na+ и K+) при низкой внутриклеточной концентрации преобладающего во внешней среде иона (Na+) обеспечивает большую (по сравнению с условиях с единым градиентом [Na+]) чувствительность клетки к повреждению клеточной мембраны и является принципиально необходимым условием обеспечения стабилизации клеточного объема и предотвращения клеточной гибели. Можно предположить, что такая клеточная организация возникла на ранних этапах эволюции и в дальнейшем послужила основой для возникновения клеточной электрической возбудимости. Также этот результат ставит под сомнение гипотезу о том, что высокий уровень калия в клетках отражает ионный состав среды, в которой возникли первые клеточные организмы. Из представленных здесь результатов следует, что для поддержания клеточного объема и сохранения целостности клеток первичным организмам было бы крайне нецелесообразно поддерживать внутриклеточный ионный состав, аналогичный составу внешней среды. 

Мы обнаружили, что эта модель обеспечивает наилучшую стабилизацию объема эритроцитов при неселективном повышении проницаемости клеточной мембраны, которое происходит при окислении компонентов мембраны или механическом воздействии на эритроцит во время циркуляции. Объем эритроцита отклоняется от оптимального значения не более чем на 10% при изменении в неселективной проницаемости клеточной мембраны для катионов от 50 до 200% от нормальной величины. Если присутствует только один трансмембранный ионный градиент (Na+), клетка теряет способность стабилизировать объем, и даже небольшие изменения проницаемости мембраны вызывают резкие изменение объема клетки. Наши результаты показывают, что наличие двух противоположно направленных трансмембранных ионных градиентов принципиально важно для надежной стабилизации объема эритроцитов человека. 
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Рис. 35. Взаимодействие транспортной натрий-калиевой АТФазы и гликолиза в эритроцитах человека. Сплошные и пунктирные фиолетоваы линии обозначают активные и пассивные потоки ионов, соответственно. Размер обозначений ионов внутри и снаружи клетки пропорциональны концентрациям ионов. Красные стрелки обозначают активацию (+) и ингибирование (-) метаболических процессов ионами и аденилатами. Зелёными стрелками показаны взаимопревращения между АТФ, АДФ и АМФ. Дополнительная АТФаза представляет все остальные АТФ-потребляющие процессы кроме натрий-калиевой АТФазы.
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Рис. 36. Влияние неселективной проницаемости для катионов мембраны эритроцита (g) на объём эритроцита и внутриклеточные концентрации Na+ и K+ в трёх вариантах математической молели. Зависимость (A) стационарного объёма эритроцита и (B) стационарных внутриклеточных концентраций Na+ (синие линии) и K+ (красные линии) от неселективной проницаемости клеточной мембраны для катионов (g = GNa/GNa0 ≈ GK/GK0). Кинетика изменения (C) объёма эритроцита и (D) внутриклеточной концентрации Na+ после мгновенного 4-кратного увеличения неселективной проницаемости клеточной мембраны для катионов. Кинетика концентрации К+ такая же, как для Na+, но происходит в сторону уменьшения концентрации. Чёрный кружок на панели А обозначает нормальное физилологическое состояние эритроцита. Номера кривых соответствуют вариантам модели: 1 – модель с активно поддерживаемыми трансмембранными градиентами концентраций Na+ и K+ и транспортной Na/K-АТФазой, активируемой внутриклеточным Na+; 2 – модель с активно поддерживаемым градиентом только Na+ и транспортной Na-АТФазой, активируемой внутриклетоным Na+; 3 – модель с активно поддерживаемым градиентом только Na+ и транспортной Na-АТФазой, не зависящей от Na+. Красная полоса на панели А обозначает область максимального объёма эритроцита, при котором клетка принимает форму сферы.
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Рис. 37. Влияние неселективной проницаемости клеточной мембраны для катионов (g) на энергетический метаболизм эритроцита в трёх разных вариантах математической модели. (A) – стационарная скорость потребления АТФ ионными насосами; (В) – концентрация АТФ; (С) – энергетический заряд ([АТФ] + 0.5[АДФ])/ ([АТФ] + [АДФ] + [АМФ]) (D) – пул аденилатов [АТФ] + [АДФ] + [АМФ]. Номера на кривых обозначают те же варианты модели, что и на рис. 36.
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Рис. 38. Зависимость относительного стационарного объёма эритроцита (V/V0) от пассивной проницаемости клеточной мембраны для K+ (GK/GK0) и Na+ (GNa/GNa0). Модель включает активно поддерживаемые трансмембранные градиенты Na+ и K+ и транспортную Na/K-АТФазу, активируемую внутриклеточным Na+ (вариант 1 модели). Чёрным кружком обозначено нормальное физиологическое состояние эритроцита.

2.3 Изучение патогенеза болезни Паркинсона и депрессии

Отсутствие эффективных методов лечения болезни Паркинсона и депрессии делает актуальным изучение патогенеза этих состояний и разработку патогенетических подходов к их терапии.
 Накопленные к настоящему времени сведения свидетельствуют о положительной корреляция между депрессией и последующим развитием паркинсонизма (38), что позволяет предполагать существование общих механизмов в развитии указанных заболеваний.  В связи с этим изучение патогенеза паркинсонизма может способствовать пониманию патогенеза депрессии и разработке путей патогенетический терапии этой патологии.  Однако, до настоящего времени общие механизмы в развитии паркинсонизма и депрессии не выявлены.


В литературе есть указания на то, что паркинсонизм и депрессия существенно изменяют состояние такой структуры мозга как globus pallidus (бледный шар; GP) (39,40). В частности, при болезни Паркинсона повышается уровень интрапаллидарного гистамина (39). Роль этой аномалии в развитии паркинсонизма неясна.

Целью исследований была оценка влияния повышенного содержания гистамина в паллиларной ткани крыс на развитие каталепсии – экспериментальной модели паркинсонической брадикинезии и ригидности. Эксперименты проведены на крысах Вистар. В ходе этих исследований оценивали зависимость каталепсии от активности паллидарных H2–рецепторов и рецепторов I типа к кортикотропин-высвобождающему фактору (CRF1-рецепторов), которые принимают активное участие в регуляции стресса. В качестве нейроанатомического контроля использовали инъекции в entopeduncular nucleus (энтопедункулярное ядро; EPN).

Области введения исследуемых препаратов указаны на Рис 39 (А и Б).

Как было установлено, интрапаллидарные инъекции гистамина в дозах 0,2-10,0 мкг дозо-зависимым образом инициировали каталепсию; при этом каталептогенный эффект доз 1,0 и 10,0 мкг не различался (Рис.40). Инъекции гистамина в дозах 0,2-10,0 мкг в ткань энтопедункулярного ядра (EPN) не вызывали каталепсии (Рис. 41). Во всех дальнейших экспериментах гистамин вводили в ткань globus pallidus в дозе 1,0 мкг.
Для оценки роли гистаминовых H2-рецепторов в каталептогенном эффекте интрапаллидарного введения гистамина были проведены эксперименты с одновременным введением гистамина и ранитидина (RAN) – блокатора H2-рецепторов. Было установлено, что ранитидин в дозе 1,0 мкг не влиял на каталептогенный эффект гистамина (Рис. 42А). Однако в дозе 20,0 мкг блокатор гистаминовых H2-рецепторов эффективно снижал каталепсию, вызванную интрапаллидарным введением гистамина (Рис. 42Б). Таким образом было установлено, что каталептогенный эффект экзогенного гистамина связан со стимуляцией H2-рецепторов в ткани globus pallidus.

В отдельной серии экспериментов была исследована роль CRF1-рецепторов в каталептогенном действии интрапаллидарно введенного гистамина. Установлено, что антагонист CRF1- рецепторов   NBI 35965 способен эффективно ингибировать каталептогенный эффект гистамина в дозе 7,5 нанограмм; введение антагониста в дозе 0,75 нанограмм было неэффективно (Рис. 43).  Полученные результаты свидетельствуют о вовлеченности стресс-регулирующих механизмов паллидарной системы в инициации паркинсоноподобных процессов у крыс. 

Впервые установлено, что накопление гистамина в globus pallidus инициирует паркинсоноподобную реакцию у крыс. В свете этих результатов повышение уровня гистамина в паллидарной системе при болезни Паркинсона может являться фактором патогенеза этой патологии. Впервые установлено, что итрапаллидарный гистамин инициирует паркинсоноподобную реакцию у крыс за счет стимуляции гистаминовых H2-рецепторов в globus pallidus. Впервые установлено, что каталептогенное действие интрапаллидарного гистамина у крыс регулируется CRF1–рецепторами. 

Полученные результаты расширяют представления о возможном патогенезе паркинсонизма и позволяют рассматривать гистаминэргические и стресс-зависимые процессы в globus pallidus в качестве потенциальных мишеней антипаркинсонической терапии.
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Рис. 39. Области микроинъекций в атласе Paxinos и Watson (1998); справа указаны координаты относительно точки bregma в мм. GP – globus pallidus, EPN – entopeduncular nucleus. Число инъекций на рисунках меньше их общего числа, так как часть значков накладываются друг на друга.
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Рис. 40. Длительность каталепсии после инъекции гистамина (HIST) в globus pallidus (GP). Результаты представлены в виде mean ± SEM; n = 6. * Достоверное отличие от группы, получавшей растворитель (p < 0.05). 
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Рис. 41. Длительность иммобилизации после инъекции гистамина (HIST) в энтопедункулярное ядро (EPN). Результаты представлены в виде mean ± SEM; n = 6.
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Рис. 42. Влияние ранитидина (RAN) на каталептогенный эффект интрапаллидарного введения гистамина (HIST). Результаты представлены в виде mean ± SEM; n = 6. * Достоверное отличие от группы, получавшей растворитель (p < 0.05). ** Достоверное отличие от группы, получавшей HIST (p < 0.05). # Отсутствие отличий от группы, получавшей HIST (p > 0.05).
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Рис. 43. Влияние антагониста   CRF1- рецепторов   NBI 35965 (NBI) на каталептогенный эффект интрапаллидарного введения гистамина (HIST). Результаты представлены в виде mean ± SEM; n = 6. * Достоверное отличие от группы, получавшей растворитель (p < 0.05). ** Достоверное отличие от группы, получавшей HIST (p < 0.05). # Отсутствие отличий от группы, получавшей HIST (p > 0.05).

2.4 Изучение экспрессии генов TNFα, IL-6 и TLR9 в иммунных клетках больных псориазом и псориатическим артритом

Цель работы – изучение закономерности экспрессии генов TNFα, IL-6 и TLR9 в мононуклеарных клетках крови больных псориатическим артритом и псориазом, для возможного использования при переходе к таргетной терапии двух патологий.

Выделение мононуклеарных клеток проводили из периферической крови 31 пациента с псориазом бляшечного типа, 45 пациентов с псориатическим артритом и 20 здоровых людей из контрольной группы. Экспрессию гена IL-6 анализировали методом ПЦР в реальном времени.

В результате сравнения уровней экспрессии больных псориатическим артритом и здоровых волонтеров, было выявлено, что уровень экспрессии IL-6 у больных псориатическим артритом в 192 раза превышает уровень экспрессии у здоровых волонтеров. Уровень экспрессии IL-6 у больных псориазом, также значительно превышал, в 147 раз, уровень экспрессии у здоровых людей. Удалось выявить достоверную разницу между пациентами с псориатическим артритом и группой пациентов с псориазом с легкой степенью поражения. что уровень экспрессии TLR9 у больных псориатическим артритом в 591 раз превышает уровень экспрессии у здоровых волонтеров. Уровень экспрессии TLR9 у больных псориазом, также значительно превышал, в 423 раза, уровень экспрессии у здоровых людей.  Уровень экспрессии TNFα у больных псориатическим артритом в 179 раза превышает уровень экспрессии у здоровых волонтеров. Уровень экспрессии TNFα у больных псориазом, также значительно превышал, в 106 раз, уровень экспрессии у здоровых людей. Удалось выявить достоверную разницу между пациентами с псориатическим артритом и группой пациентов с псориазом.

Больные псориазом с тяжелой степенью поражения по уровню экспрессии генов TLR9, TNFα и IL-6 в мононуклеарных клетках, приближены к состоянию пациентов с псориатическим артритом. 
Высокий уровень экспрессии гена TLR9, TNFα или IL-6, может стать маркером возможного поражения суставов у больных псориазом и сигналом для пересмотра терапевтического подхода к конкретному пациенту.

2.5 Влияние лазерного излучения низкой интенсивности на уровень экспрессии гена RORC у больных псориазом
Проанализировать экспрессию гена RORC в псориатических бляшках и незатронутой псориатическим процессом коже тех же больных. Изучить влияние лазерного излучения, с длиной волны 1.27 мкм, на экспрессию гена RORC в коже больных псориазом. 

Работа проводилась на биопсиях кожи, взятых от 12 больных с диагнозом псориаз. Экспрессию гена RORC анализировали методом ПЦР в реальном времени.

Экспрессия гена RORC в псориатических бляшках была достоверно повышена, в среднем в 8,16±2,06 раза, относительно незатронутой псориатическим процессом коже тех же больных. Наблюдалось достоверное снижение экспрессии гена RORC, до 3,21±1,23 раз, в псориатических бляшках после лечения больных псориазом лазерным излучением низкой интенсивности. 

Высокая экспрессия гена RORC в псориатических бляшках может указывать на его важную роль в псориатическом процессе, а снижение экспрессии после воздействием лазерным излучением позволяет использовать его как молекулярный индикатор эффективности лечения.

3 Разработка методов создания новых лекарственных форм и биореакторов на базе эритроцитов
3.1 Разработка лабораторной автоматической установки для включения в эритроциты различных биологически активных компонентов и создание с помощью данной установки новых лекарственных форм низкомолекулярных противоопухолевых препаратов на основе эритроцитов-носителей.
Новые лекарственные формы на базе эритроцитов-носителей могут иметь целый ряд преимуществ перед традиционными формами лекарственных препаратов. Так в случае ферментных препаратов, которые вводятся в кровоток внутри эритроцитов, обеспечивается удлинение срока жизни фермента в кровотоке, а также снижение аллергических реакций на препарат и снижение его токсического действия за счет того, что спрятанный внутри собственных клеток препарат не подвергается действию протеаз плазмы и присутствующих в плазме антител. Токсическое действие снижается за счет снижения пиковой концентрации свободного препарата в крови в момент введения. Включение в эритроциты низкомолекулярных препаратов помогает создать депо-формы данных лекарств, которые выходят из клеток постепенно, не создавая высокой пиковой концентрации лекарства в крови в момент введения, но обеспечивая необходимый терапевтический уровень лекарства на протяжении длительного времени. Подобные преимущества очень привлекательны, однако использование эритроцитов как носителей биологически активных компонентов (БАК) ограничивается отсутствием надежных рутинных методов включения БАК в эритроциты. Это делает актуальной задачу разработки автоматического устройства для стерильного включения БАК в эритроциты, которое обеспечивало бы высокоэффективное стандартное включение этих препаратов в клетки в автоматическом режиме без участия оператора.

В настоящей работе в эритроциты были включены два низкомолекулярных противоопухолевых препарата широкого спектра действия – дексаметазон-21-фосфат (ДМ-21-Ф) и Винкристин. Оба препарата обладают высоким противоопухолевым эффектом, однако их применение ограничено высокой токсичностью. 

Дексаметазон-21-фосфат является глюкокортикоидом - стероидным гормоном, синтезируемым корой надпочечников, который широко используется в лечении всевозможных патологических состояний. Он обладает противовоспалительным, десенсибилизирующим, антиаллергическим иммуносупрессивным, антишоковым и антитоксическим эффектами, используется при лечении аутоиммунных ревматологических заболеваний. Лекарство имеет хорошую биодоступность, но быстро элиминируется из организма (за 3-4 часа), поэтому необходимо частое введение высоких доз препарата, а это вызывает гормональную зависимость и серьезные побочные эффекты, такие как подавление иммунитета и диабет. Хорошим решением этих проблем является создание пролонгированной формы лекарства на основе эритроцитов-носителей, которые постепенно освобождают в кровоток относительно низкие, но достаточные для терапии дозы препарата. 

Противоопухолевый препарат Винкристин один из низкомолекулярных терпено-индольных алкалоидов, экстрагируемых из растения Vinca rosea Linn (Catharanthus roseus G. Don.), которое называют розовый катарантус или розовый барвинок. Механизм противоопухолевого действия этого алкалоида основан на том, что, связываясь с тубулином, он блокирует способность тубулина полимеризоваться, в результате чего блокируется деление клеток в метафазе. Винкристин применяют в терапии целого ряда самых разнообразных онкологических заболеваний. Однако, несмотря на его высокую противоопухолевую активность, препарат имеет большое количество побочных эффектов и обладает высокой токсичностью. Ранее было высказано предположение, что снизить эти побочные эффекты можно, если включить Винкристин в эритроциты, т.к. это частично понижает пиковые концентрации препарата в плазме.

Таким образом, получение фармакоцитов, нагруженных данными противоопухолевыми препаратами является актуальной задачей.

На данном этапе был разработан одноразовый сменный стерильный комплект для проведения процедуры включения БАК в эритроциты и создана компьютерная программа, обеспечивающая полное управление процессом без участия оператора. Использование данного устройства приводит к более высоким выходам включения для различных ферментов, чем в ранее запатентованных устройствах. 

Включение ДМ-21-Ф в эритроциты ранее проводили только методом пресвеллинга (41). В России фармакоциты с ДМ-21-Ф ранее получены не были. Винкристин был включен в эритроциты российскими исследователями (42, 43), но для этого также был использован только метод пресвеллинга. В настоящей работе оба препарата были включены в эритроциты методом обратимого гипоосмотического лизиса с помощью собственной установки для автоматического включения БАК в эритроциты.

Была создана работающая лабораторная модель полностью автоматического устройства для включения в эритроциты различных БАК. 

Все элементы устройства работают в автоматическом режиме и регулируются посредством блока управления, с разработанной нами на данном этапе работы компьютерной программой. 

В одноразовый набор необходимых для работы устройства элементов, который также был разработан на данном этапе работы, входят пластиковые мешки для различных растворов, диализатор, центрифужный конус для отмывания эритроцитов, специально разработанный нами стерильный комплект кровопроводящих магистралей, а также шприцы для шприцевых насосов.

Разработанное устройство было запатентовано. Его использование позволило повысить выходы включения ферментных препаратов в эритроциты по сравнению с другими запатентованными устройствами (Таблица 7).

В качестве показателя эффективности включения были рассчитаны либо относительная эффективность включения (R) (т.е. какой процент включенная в клетки удельная активность составляет от максимально возможной в данных условиях), либо суммарный процент инкапсуляции вещества (E) (т.е. суммарный процент вещества, включенный в эритроциты с помощью использованного устройства), рассчитанные по формулам (1) и (2), соответственно. 
R (в %) = Асусп. ЭН×100/ (Аисх. сусп. ЭР×Htсусп. ЭН)

(1),
E (в %) = Aсусп. ЭН×Vсусп. ЭН×100/ (Aисх. сусп. ЭР ×Vисх. сусп. ЭР)

(2),

где Aисх. сусп. ЭР и Aсусп. ЭН – активности фермента в исходной суспензии отмытых эритроцитов и в конечной суспензии эритроцитов-носителей с включенным ферментом, соответственно, Vисх. сусп. ЭР и Vсусп. ЭН – объемы, а Htисх. сусп. ЭР и Htсусп. ЭН — гематокриты этих суспензий соответственно. 

При этом за максимально возможную включенную удельную активность принимали активность включаемого вещества в суспензии исходных эритроцитов сразу после его внесения в суспензию (до начала процедуры включения), т.к. именно такая активность должна установиться в клетках и окружающей среде, если вещество полностью уравновешивается между этими фазами.
Таблица 7. Эффективность включения ферментных препаратов в эритроциты с помощью различных устройств*).
	№
п/п
	Использованное
устройство
(патент)
	Включенный фермент
	Эффективность включения
	Ссылка

	
	
	
	R, %
	E, %
	

	1
	US 4,752,586
	L-аспарагиназа
	43.6 ± 14.2%
	16.6 ± 3.6%
	(44)

	2
	EP 0 882 448;
RU 2 595 844;
RU 2 670 070
	Гексокиназа
	-
	16%
	(41)


	3
	US 10, 273, 444
	L-аспарагиназа
	29.8 ± 2.4%
	-
	(45)

	4
	Разработанное устройство
	L-аспарагиназа
	51.8 ± 9.6%
	22.5 ± 4.4
	


*)
Для устройства 2 приведены данные по включению фермента гексокиназы, молекула которого по размеру близка к молекуле аспарагиназы. Для всех параметров представлены средние величины и стандартные отклонения (Mean ± SD). 

Включение ДМ-21-Ф и Винкристина было проведено с использованием разработанной автоматической установки для проведения обратимого гипоосмотического диализа. В качестве исходного материала в обоих случаях была использована полученная стандартным образом на станции переливания крови предварительно отмытая эритроцитарная масса. При включении ДМ-21-Ф были использованы фармакологические растворы препарата ДМ-21-Ф фирм KRКА (Словения) или РЕНЕВАЛ (Россия) с концентрацией 4 мг/мл. При включении Винкристина был использован его фармакологический раствор с концентрацией 1 мг/мл фирмы Teva (Нидерланды). Для каждого препарата было проведено по n=5 экспериментов.
Условия проведения включения были одинаковы для обоих препаратов и соответствовали оптимальным условиям включения, подобранным на предыдущих этапах работы: 
- температура при отмывании клеток: комнатная;
- температура при концентрировании и лизисе клеток: 4 оС; 
- температура при запечатывании загруженных препаратом эритроцитов: + 37 о С; 
- скорость подачи физиологического раствора во внешний контур диализатора на стадии концентрирования суспензии эритроцитов одним насосом составляла 20 мл/мин, а скорость выкачивания этого раствора из внешнего контура вторым насосом была исходно выше, но быстро устанавливалась автоматически таким образом, чтобы трансмембранное давление в диализаторе соответствовало 100 мм рт. ст.; 
- скорость прохождения суспензии по внутреннему контуру диализатора в процессе концентрирования составляла 30 мл/мин.
- скорость насоса на внутреннем контуре диализатора на стадии лизиса эритроцитов исходно составляла 6.4 мл/мин, а скорость обоих насосов на внешнем контуре диализатора была одинаковой и составляла 30 мл/мин. Процесс происходил с автоматическим поддержанием трансмембранного давления в диализаторе на уровне 170 мм рт. ст., для чего постепенно автоматически снижалась скорость работы насоса на внутреннем контуре диализатора с тем, чтобы поддерживалось нужное трансмембранное давление, и разность давлений на входе и выходе из диализного патрона не превышала 120 мм рт. ст.

Включение в эритроциты ДМ-21-Ф

К эритроцитарной массе с гематокритом 60% (66.1±2.7 мл) добавляли в среднем 28.8 ±3.3 мг препарата.

Для измерения концентрации ДМ-21-Ф в приготовленных эритроцитах-носителях сначала были приготовлены лизаты этих фармакоцитов. Для этого к 100 мкл суспензии фармакоцитов добавляли 900 мкл воды mQ, после чего полученные пробы замораживали и хранили до дня измерения при -20 оС. В день измерения пробы размораживали и вместе с калибровочными пробами чистого раствора ДМ-21-Ф нагревали при 100 оС в твердотельном термостате в течение 5 мин. Далее пробы охлаждали в течение 5 мин в холодильнике, после чего центрифугировали 3 мин при 7000 g, отбирали надосадок и профильтровывали его через фильтр с порами диаметром 0,22 мкм. Измерения проводили с помощью метода высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с УФ детекцией, используя хроматографическую систему Waters Acquity UPLC H-Class System (Waters Corp., США), согласно ранее опубликованной методике (46). 

Параметры измерения:
Подвижная фаза: 
А: KH2PO4, 10 мМ, рН 5;
B: Буфер А+70% ацетонитрила;
Колонка: Luna (Phenomenex Inc., США), С18, 250×4,6 мм, поры 5мкм; 
Длина волны: 240 нм;
Время удержания: ~13 мин;
Время анализа: 30 мин;
Объем забираемого образца: 4 мкл.
Калибровочные пробы:
Использованную в каждом опыте эритроцитарную массу отмывали 3 раза в физиологическом растворе. К 100 мкл отмытой суспензии эритроцитов с Ht 40-50% добавляли от 3 до 40 мкл раствора дексаметазона (4 мг/мл) и доводили объем до 1000 мкл водой mQ. Полученные пробы далее обрабатывали также, как и пробу для измерения (см. выше). 
Калибровку осуществляла каждый раз при новом измерении образца.

Включение в эритроциты Винкристина

К эритроцитарной массе с гематокритом 60% (66.4±2.4 мл) добавляли в среднем 3.80±0.84 мг препарата (в виде раствора с концентрацией препарата 1 мг/мл). 
Для измерения концентрации Винкристина был использован метод тандемной жидкостной хромато-масс-спектрометрии (LC-MS-MS) с применением хромато-масс-спектрометра SHIMADZU-LC-MS (Япония) 
Подготовка проб для измерения
Суспензию полученных фармакоцитов (100 мкл) замораживали при -80 оС и сохраняли при этой температуре до дня измерения. В день измерения пробу размораживали и добавляли к ней 500 мкл метанола. Перемешивали на вортексе в течение 30 сек и центрифугировали 10 мин при 5000 g. Отбирали надосадок, который использовали для измерения концентрации Винкристина.
Подготовка калибровочных проб
Эритроцитарную массу, использованную для включения Винкристина, отмывали 3 раза в физиологическом растворе. К 100 мкл отмытой суспензии эритроцитов с Ht 40-50% добавляли от 3 до 40 мкл раствора Винкристина в метаноле (50 мкг/мл) и доводили объем до 600 мкл метанолом. Полученные пробы далее обрабатывали также, как и пробу для измерения (описано выше).
Параметры измерения:
Подвижная фаза: 
А: 0,1% муравьиная кислота в воде; 
В: ацетонитрил 100%; 
Колонка: Luna (Phenomenex Inc., США), С18, 150×4,6 мм, поры 5мкм; 
Время удержания: ~4-4,6 мин;
Время анализа: 10 мин;
Объем забираемого образца: 10 мкл.
Детектировали масс-переходы: 825=>807; 825=>168; 413=>123; 413=>392; 413=> 122,8.
Температура колонки: комнатная.
В каждом из опытов были рассчитаны процент инкапсуляции (Е) и относительный выход инкапсуляции (R), в соответствии с формулами (1, 2), а также выход клеток (С), сохранившихся после процедуры, по формуле (3).

С (в %) = Vсусп. ЭН×Htсусп. ЭН×100/(Vисх. сусп. ЭР×Htисх. сусп. ЭР)


(3).

Усредненные результаты проведенных экспериментов приведены в Таблице 8.

Таблица 8. Эффективность включения дексаметазон-21-фосфата и Винкристина в эритроциты с помощью проточного гипоосмотического диализа*.
	 Включенный в эритроциты 
препарат
	Эффективность инкапсуляции (Е), %
	Относительная эффективность включения (R), %
	Выход клеток (С), %
	Число опытов (n)

	Дексаметазон-21-фосфат 
(М.в. 516.4)
	13.77±5.82
	51.69±19.63
	51.32±6.86
	5

	Винкристин 
(М.в. 825.0)
	6.09±1.80
	18.48±6.74
	59.20±4.21
	5


* - Представлены средние величины и стандартные отклонения (Mean ± SD).
Полученные результаты показали, что оба исследованных препарата могут быть включены в эритроциты с помощью метода обратимого гипоосмотического диализа, однако эффективность включения для этих соединений была различной. Снижение этой эффективности в случае Винкристина могло быть связано, с одной стороны, с тем, что нам был доступен только исходный раствор Винкристина с низкой концентрацией, позволяющей достичь исходной концентрации Винкристина при включении только 0.054±0.010 мг/мл (для ДМ-21-Ф эта величина составляла 0.392±0.037 мг/мл). С другой стороны, для Винкристина был использован другой способ подготовки образца для анализа. В случае Винкристина белки эритроцитов были денатурированы метанолом и просто отцентрифугированы. При этом часть препарата, ассоциированная с осадком денатурированных белков, могла быть потеряна. 

Согласно (41) эффективность инкапсуляции ДМ-21-Ф повышается при увеличении количества препарата, внесенного в кровь при включении (с 11.6 до 17.92% при внесении от 50 до 250 мг препарата на 50 мл крови). В наших экспериментах количество внесенного препарата было гораздо меньше, однако эффективность инкапсуляции (величина Е) была достаточно высока и сравнима с полученной в работе (41) (13.77±5.82%). 

3.2. Разработка лабораторной автоматической установки для включения в эритроциты различных биологически активных компонентов и создание с помощью данной установки новых лекарственных форм низкомолекулярных противоопухолевых препаратов на основе эритроцитов-носителей.

Эритроциты могут быть нагруженные ферментами, которые обычно не присутствуют внутри этих клеток. Если субстраты и продукты реакций, которые катализируют данные ферменты, могут легко проходить через эритроцитарную мембрану, то ферменты могут эффективно функционировать внутри клетки. Такие эритроциты-носители называются эритроцитами-биореакторами (ЭБР). Создание ЭБР на основе включения некоторых лечебных ферментных препаратов в эритроциты, может сильно улучшить их фармакокинетику и фармакодинамику по сравнению с прямым введением данных ферментов в кровоток. В первую очередь это связано с удлинением времени жизни препарата в крови, отсутствием выраженных аллергических реакций на его введение и снижением токсичности препарата за счет снижения пиковой концентрации фермента в крови в момент введения. Мерой эффективности таких ЭБР является скорость производства или потребления метаболита-мишени, содержание которого необходимо скорректировать. Эта эффективность может быть ограничена факторами двух типов. Во-первых, это проницаемость эритроцитарной мембраны для субстратов и продуктов встроенных реакций, а во-вторых, возможное взаимодействие встроенной метаболической системы с метаболизмом самого эритроцита. Ферменты, включенные в эритроциты, могут влиять на клеточный метаболизм, и, наоборот, эффективность встроенных реакций может зависеть от метаболизма эритроцитов. Однако, такое взаимодействие до настоящего времени еще не было до конца изучено. Помочь в исследовании этих взаимодействий может математическое моделирование происходящих в клетке процессов, поэтому исследование принципов такого моделирования является актуальной задачей. 

Проблема потребления алкоголя является довольно важной в современном обществе, поэтому борьба с алкогольной интоксикацией – это не только важный социальный вопрос, но и важная медицинская задача. Быстродействующих медикаментозных средств для удаления из крови этанола пока не существует, поэтому в качестве решения проблемы были предложены эритроциты-носители ферментов, способных перерабатывать этанол.

В настоящей работе была продолжена работа по анализу математической модели ЭБР для удаления из крови этанола и токсичного продукта его разложения – ацетальдегида. Данные ЭБР содержат два фермента: алкогольдегидрогеназу (ADH) и ацетальдегиддегидрогеназу (ALDH). Полная усовершенствованная математическая модель этой системы включает не только описание встроенной системы реакций, но и подробное описание реакций гликолиза в эритроците, а также точное описание транспорта метаболитов, способных проходить через эритроцитарную мембрану. В модели были уточнены уравнения реакций для всех ферментов, входящих в гликолиз в соответствии с их известными механизмами. Кроме того, были проанализированы факторы, ограничивающие эффективность данных ЭБР. На предыдущих этапах работы было показано, что при слишком высокой активности включенных в эритроциты ADH и ALDH гликолиз в эритроцитах теряет стационарное состояние, что связано с тем, что данные реакции конкурируют с гликолизом за использование никотинамидадениндинуклеотида (NAD). В настоящей работе впервые было обнаружено, что при определенных промежуточных уровнях активности встроенных ферментов в гликолизе возникают метаболические осцилляции. При дальнейшем повышении уровня активности встроенных ферментов происходит потеря стационарности в гликолизе, которая не только снижает эффективность работы ЭБР, но и может вызвать их гибель.  

Ранее в литературе уже были предложены ЭБР, для борьбы с алкогольной интоксикацией (47-52). В работах (47-49) в эритроциты был инкапсулирован единственный фермент – ALDH. Эти ЭБР не удаляли из крови сам этанол, но снижали концентрацию в организме токсического продукта его переработки – ацетальдегида. В других работах ADH или ALDH были введены в эритроциты либо по отдельности (50, 51), либо совместно (50-52). Было показано, что при включении только ADH ЭБР эффективно перерабатывают этанол, но токсичный ацетальдегид накапливается в крови. Скорость утилизации этанола была лишь немного выше при включении в эритроциты обоих ферментов совместно, но в этом случае ацетальдегид также удалялся из кровотока. Таким образом, наиболее эффективными и перспективными для борьбы с алкогольной интоксикацией были ЭБР, содержащие совместно ADH и ALDH (50-52). В таких ЭБР этанол окисляется до ацетальдегида в ADH реакции (4), после чего ацетальдегид, образовавшийся в этой реакции, окисляется до ацетата в ALDH реакции (5): 

ADH:
ETH + NAD ↔ ACALD + NADH






(4),

ALDH:
ACALD + NAD ↔ ACT + NADH





(5),

где ETH - этанол, ACALD - ацетальдегид, ACT - ацетат, а NAD и NADH – окисленная и восстановленная форма никотинамидадениндинуклеотида, соответственно. 

Так как гликолиз и встроенные реакции ADH и ALDH спользуют NAD одновременно, они могут влиять друг на друга через этот метаболит. 

Построение математической модели ЭБР для удаления этанола 

В литературе существует описание простейшей математической модели ЭБР для удаления этанола, включающих ADH и ALDH. Система состоит только из трех уравнений: для описания скоростей изменения концентраций NAD, этанола и пирувата (52). При этом гликолиз в модели подробно не рассматривался, т.к. он задавался только как постоянный вток пирувата в систему. Это не позволяло исследовать взаимное влияние реакций гликолиза и встроенных в эритроциты ферментов. На предыдущих этапах работы нами была разработанная математическая модель алкоцитов (ЭБР для удаления этанола), которая состоит из 17 обыкновенных дифференциальных уравнений (ОДУ), описывающих динамику внутриклеточных концентраций метаболитов гликолиза, этанола, ацетальдегида и ацетата, которые основаны на схеме реакций, представленных на Рис. 44. 

На данном этапе работы было продолжено уточнение уравнений реакций модели. Уравнения для скоростей реакций в гликолизе и потребления АТР были взяты из работ (53, 54), а уравнения скоростей встроенных ферментов из работы (52). Основные предположения модели, касающиеся гликолиза, совпадали с предположениями, сделанными в работах (53, 54). Они были также дополнены условиями, относящимися к этанолу, ацетальдегиду и ацетату. Кратко эти предположения были следующими: 

1. Скорость гексокиназной реакции не зависит от концентрации глюкозы, которая в норме в десятки раз выше, чем константа Михаэлиса гексокиназы по отношению к глюкозе (54, 55).

2. Мембрана эритроцита непроницаема для всех метаболитов гликолиза за исключением глюкозы, лактата и пирувата (56).

3. Концентрации лактата, пирувата и лактата во внешней среде постоянны.

4. Транспорт этанола, ацетальдегида и ацетата происходит настолько быстро, что концентрации этих метаболитов внутри и снаружи эритроцита находятся в равновесии в любой момент времени, т.к. проницаемость эритроцитарной мембраны для этих метаболитов очень высока (57, 58).

5. Объем эритроцитов, концентрация ионов фосфата, а также величины пулов аденилатов ([ATP]+[ADP]+[AMP]) и никотинамидадениндинуклеотидов ([NAD]+[NADH]) постоянны.

6. Влияние трансмембранного потенциала на транспорт метаболитов не учитывали.

Исходные условия для решения системы ОДУ соответствовали стационарным концентрациям метаболитов гликолиза, рассчитанным ранее в работе (54) для нормального физиологического состояния эритроцитов.

Система уравнений была решена методом Рунге-Кутта 4-5 порядков с помощью программы МАТLAB.
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Рис. 44. Реакции гликолиза и инкапсулированных в эритроциты ферментов (ADH и ALDH). Встроенные реакции отмечены синей рамкой. Использованы следующие сокращения: GLC, глюкоза; G6P, глюкозо-6-фосфат; F6P, фруктозо-6-фосфат; FDP, фруктозо-1,6-дифосфат; DAP, дигидроксиацетонфосфат; GAP, глицеральдегидфосфат; 1,3-DPG, 1,3-дифосфоглицерат; 2,3-DPG, 2,3-дифосфоглицерат; 3-PG, 3-фосфоглицерат; 2-PG, 2-фосфоглицерат; PEP, фосфоенолпируват; PYR, пируват; LAC, лактат; NAD и NADH, окисленный и восстановленный никотинамидадениндинуклеотид, соответственно; ATP, аденозинтрифосфат; ADP, аденозиндифосфат; ACT, ацетат; ACALD, ацетальдегид; Ethanol, спирт (этанолl); PO4-3, ион фосфата; HK, гексокиназа; GPI, глюкозо-6-фосфатизомераза; PFK, фосфофруктокиназа; ALD, альдолаза; TPI, триозофосфатизомераза; GAPDH, глицеральдегидфосфатдегидрогеназа; PGK, фосфоглицераткиназа; PGM, фосфоглицератмутаза; ENO, енолаза; PK, пируваткиназа; LDH, лактатдегидрогеназа; ADH, алкогольдегидрогеназа; ALDH, ацетальдегиддегидрогеназа.

Анализ уточненной модели алкоцитов

Решение модельной системы уравнений показало, что эта метаболическая система способна утилизировать этанол. Рис. 45а представляет скорости потребления этанола (в ммоль/ч×лэр-тов), рассчитанные с использованием разработанной модели при различных (но равных друг другу) активностях ADH и ALDH включенных в эритроциты. Концентрации этанола во всех случаях в присутствии алкоцитов изменялись во времени линейно, что соответствовало выводам ранее опубликованной работы (51), о том, что скорость утилизации этанола в данной системе соответствует уравнению нулевого порядка, т.е. не зависит от концентрации этанола в системе. При этом авторы работы (51) базировались на данных еще раньше опубликованной работы (59) о скорости выведения этанола из организма в отсутствии алкоцитов, и объясняли независимость скорости утилизации этанола от концентрации этанола тем, что в данном случае скорость утилизации этанола лимитируется не его концентрацией, а гораздо более низкой концентрацией NAD в системе. Пример кинетики снижения концентрации этанола в системе с алкоцитами представлен на Рис. 45б. Кинетика (сплошная линия) была рассчитана с использованием разработанной нами модели алкоцита при условиях, описанных в работе (51) (активности ADH и ALDH составляют 13 и 0.3 МЕ/млэр-тов, соответственно, концентрации NAD и этанола раны 5 мкМ и 30 мМ, соответственно, гематокрит составляет 25%). Точки на Рис. 45б представляют экспериментальные данные, полученные в работе (51). Ясно видно, что модель описывает эксперимент достаточно хорошо. Тем не менее, чтобы исключить влияние на кинетику реакции концентрации этанола, все последующие расчеты были сделаны при условии постоянной концентрации этанола, равной 10 мМ (для этого скорость изменения этой концентрации в соответствующем уравнении модели была приравнена к нулю).

Дальнейший анализ математической модели во всех случаях проводился при условии, что активности инкапсулированных ADH и ALDH равны друг другу. Показано, что при повышении активности встроенных ферментов метаболическая система ЭБР, включающая реакции гликолиза, различные АТФ-азы и реакции этанол-утилизирующей системы, последовательно проходит через три состояния. На первой стадии (при активности ADH и ALDH от 0 до 30 ммоль/ч×лэр-тов, и концентрациях всех остальных метаболитов, в том числе пирувата во внешней среде, соответствующих физиологическим) система существует в стационарном состоянии близком к физиологическому. При этом концентрации всех метаболитов стационарны (хотя для FDP величина этой стационарной концентрации возрастает с увеличением активности вводимых ферментов) (Рис. 46). Величина энергетического заряда в рассматриваемом диапазоне активностей остается неизменной и равна 0,94. На второй стадии (с активностью ADH и ALDH около 30-60 ммоль/ч×лэр-тов) в гликолизе возникает колебательный режим (Рис. 47). При этих значениях активности наблюдались колебания концентраций некоторых метаболитов гликолиза, в том числе аденилатов и NAD, а также энергетического заряда. На третьем этапе (при активности включаемых ферментов выше 60 ммоль/ч×лэр-тов) стационарное состояние в гликолизе терялось и начинали увеличиваться концентрации FDP, GAP и DAP. При этом 3-PG, NAD и энергетический заряд были значительно снижены (Рис. 48). В результате часть метаболитов гликолиза (FDP, DAP и GAP - см. Рис. 46) со временем накапливается (Рис. 48а), а концентрации остальных метаболитов (ниже GAP и выше FDP) остаются с течением времени постоянными или изменяются незначительно, выходя на новое стационарное значение (Рис. 48б). Граничные значения активности встроенных ферментов, при которых происходит переход из одного состояния в другое, зависят от концентрации пирувата во внешней среде. 

[image: image56.png]MMOJb/Y X N

Ve
L
b

0 100 200 300 400 500 600
AxktuBHoctu ADH uALDH mmonb/M xnapm

JTaHorn,

Vzm= 1.7 Mmonb/y X N

3p-TOB

T T T

0 10

20

T T T

30 40
Bpemsa, 4

T

50

60




Рис. 45. Потребление этанола в присутствии ЭБР, содержащих ADH и ALDH, рассчитанное с помощью модели алкоцитов. a – Зависимость скорости потребления этанола от активности инкапсулированных в эритроциты ферментов (которые считали равными друг другу). б – Теоретическая кинетика снижения концентрации этанола, рассчитанная с помощью модели (непрерывная линия) для условий, использованных в работе (51) (см. в тексте), а также точки, полученные в этой работе экспериментально. Исходные концентрации всех метаболитов гликолиза в расчете соответствовали стационарным концентрациям данных метаболитов в гликолизе при физиологических условиях. Концентрацию пирувата считали равной 0.1 мМ.
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Рис. 46. Зависимости стационарных концентраций фруктозо-1,6-дифосфата (FDP), 3-фосфоглицерата (3-PG), NAD и энергетического заряда (φ) от активности инкапсулированных в эритроциты ADH и ALDH в области активности от 0 до 30 ммоль/ч×лэр-тов, когда в гликолизе существует стационарное состояние. Активности ADH и ALDH равны друг другу. Концентрация этанола в системе постоянна и равна 10 мМ. Исходные концентрации остальных метаболитов соответствуют концентрациям этих метаболитов в физиологическом состоянии.

Параллельно имеет место падение уровня NAD ниже физиологического (который составляет около 0,05 ммоль/лэр-тов) и энергетического заряда (Рис. 48в и г). При дальнейшем повышении активности встроенных ферментов поведение системы качественно не меняется. Концентрации NAD и 3-PG, а также энергетический заряд остаются постоянными, но их значения снижаются с увеличением активности ADH и ALDH.

Подтверждением потери стационарного состояния в процессе гликолиза при активности ADH и ALDH выше 60 ммоль/ч×лэр-тов может служить сравнение зависимости скоростей реакций PFK и GAPDH от активности встроенных ферментов. Очевидно, что для существования стационарного режима необходимо, чтобы весь GAP, образующийся в верхней части гликолиза (см. Pис. 44), использовался в реакции GAPDH (т. е. чтобы потоки в этих реакциях были равны). Это возможно, если скорость реакции GAPDH в 2 раза превышает скорость реакции FPK (поскольку из одной молекулы FDP образуются 2 молекулы GAP).
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Рис. 47. Изменение концентраций FDP (a), 3-PG (б), NAD (в) и энергетического заряда (г) во времени при активности ADH и ALDH равной 42 ммоль/ч×лэр-тов. Исходные концентрации всех метаболитов при расчете соответствуют физиологическим. Концентрация этанола постоянна и равна 10 мМ.
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Рис. 48. Изменения концентраций FDP (а), 3-PG (б), NAD (в), а также энергетического заряда (г) от времени при активностях ADH и ALDH 60 (черные линии) или 90 (красные линии) ммоль/ч×лэр-тов. Исходные концентрации всех метаболитов при расчете равны физиологическим. Концентрация этанола постоянна и равна 10 мМ.

На Рис. 49 представлены кривые зависимости удвоенной скорости реакции PFK и реакции GAPDH от активности встроенных в эритроциты ферментов. Отчетливо видно, что при активности ферментов до 30 ммоль/ч×лэр-тов представленные кривые полностью совпадают, что соответствует наличию стационарного состояния в гликолизе. Далее, в области активности от 30 до 60 ммоль/ч×лэр-тов (заштрихованная область) кривые не совсем репрезентативны, так как в этой области невозможно точно нарисовать значения скоростей исследуемых реакций, поскольку эта область активности соответствует наличию колебательного режима в гликолизе. После того, как активность встроенных ферментов становится >60 ммоль/ч×лэр-тов, кривая удвоенной скорости PFK везде идет выше кривой для GAPDH. Это означает, что GAP, образующийся в верхней части гликолиза, не может быть полностью переработан в реакции GAPDH и будет накапливаться (также, как и находящиеся в равновесии с ним FDP и DAP), что соответствует потере стационарного состояния в гликолизе.
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Рис. 49. Сравнение скоростей верхней (2×VPFK) и нижней (VGAPDH) части гликолиза при различных активностях ферментов (ADH и ALDH), встроенных в эритроциты. При сравнении была использована удвоенная скорость PFK реакции, т.к. из одной модекулы FDP получается две молекулы GAP. Активности ADH и ALDH равны друг другу. Концентрация пирувата в системе равна физиологический.

Анализ причин исчезновения стационарного состояния в гликолизе в присутствии высоких активностей встроенных ADH и ALDH 

Поскольку единственными метаболитами, общими для гликолиза и системы потребления этанола, являются NAD и NADH, вероятной причиной потери стационарного состояния при гликолизе является снижение концентрации NAD, наблюдаемое при повышении активности встроенных ферментов в системе, т.е. снижение доли NAD (γ) в общем пуле никотинамидадениндинуклеотидов (γ=[NAD]/([NAD]+[NADH])). Как показано выше, стационарное состояние при гликолизе теряется, когда активность встроенных ферментов составляет >60 ммоль/ч×лэр-тов. Это соответствует отношению γ примерно 0,8. Если произвести расчет для эритроцита, не содержащего включенных ферментов, но при различных стационарных концентрациях NAD в системе, то потеря стационарного состояния при гликолизе (т. е. накопление метаболитов верхней части гликолиза FDP, DAP и GAP) также происходит при снижении значения γ ниже 0,8. 

Таким образом, причиной потери стационарности в гликолизе является снижение концентрации NAD ниже определенного уровня. Из модельных расчетов следует, что этот уровень не должен опускаться ниже 0,04 ммоль/лэр-тов, что соответствует отношению γ=[NAD]/([NAD]+[NADH]), равному примерно 0,8. До этого значения в гликолизе наблюдается стационарный режим, затем после небольшого переходного участка значений γ, соответствующих колебательному режиму, начинается область нестационарного гликолиза. При этом концентрация FDP (а также GAP и DAP) начинает резко увеличиваться (Рис. 48а). 

Концентрация NAD (и, следовательно, отношение γ) в клетке поддерживается путем окисления NADH в лактатдегидрогеназной (LDH) реакции, субстратом которой является пируват (6): 

LDH:
PYR + NADH ↔ LAC + NAD 





(6).

Следовательно, скорость окисления NADH зависит от концентрации пирувата в клетке. Так как в стационарном гликолизе каждая образовавшаяся молекула NADH снова окисляется до NAD, окисление дополнительного NADH, восстановленного при окислении этанола, может происходить только за счет пирувата, входящего в клетку из внешней среды.

Уравнения для скоростей изменения концентраций пирувата и NAD имеют следующий вид:
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(7),
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(8),

где величины V обозначают скорости реакций соответствующих ферментов, а VtrPYR – скорость транспорта пирувата из среды внутрь эритроцита.

Но, при стационарном состоянии гликолиза 
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(9),

а скорость гликолиза (VGLY) равна:

VGLY=VPK=VGAPDH









(10),

где VPK и VGAPDH – скорости реакций пируваткиназы и глицеральдегидфосфатдегидрогеназы, соответственно.

Учитывая, что VETH=VADH=VALDH, для стационарного состояния можно написать: 
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(11),
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(12),

или:
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(13),

откуда видно, что стационарное состояние в системе с алкоцитами возможно только если скорость входа пирувата в клетку равна удвоенной скорости окисления этанола. 

Чем выше концентрация пирувата в среде, тем выше скорость его входа в клетку, и, следовательно, при более высокой активности встроенных ферментов достигается граничная величина γ, которая еще соответствует стационарному состоянию в гликолизе (Рис. 50а). Зависимость максимальной активности встроенных ферментов, при которой достигается пороговая величина γ=0.8, от концентрации пирувата в плазме крови представлена на Рис. 50б. Фактор, лимитирующий эффект внешнего пирувата на систему –ограниченная способность транспортной системы для переноса пирувата из плазмы внутрь эритроцита. Это объясняет присутствие насыщения на кривой Рис. 50б.
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Рис. 50. Корреляции между активностью ферментов этанол-окисляющей системы, величиной γ=[NAD]/([NAD]+[NADH]) и концентрацией пирувата в плазме крови. a – Зависимость γ от активности встроенных ферментов при концентрациях пирувата в плазме равных 0.07, 0.35, 0.7 и 1.4 мM (кривые 1, 2, 3 и 4, соответственно). b – Зависимость максимальной разрешенной активности перерабатывающих этанол ферментов (AMAX) от концентрации пирувата во внешней среде.

3.3. Исследование причин возникновения гемолитической анемии у пациентов с дефицитом пируваткиназы.

Дефицит эритроцитарной пируваткиназы (ПК) был впервые описан в 1961 году. Эта патология широко географически распространена, частота встречаемости по различным данным варьирует от 3/1 000 000 до 1/20 000. Дефицит ПК является самым частым ферментативным нарушением гликолиза, а также является причиной от 80 до 90 % случаев врожденной хронической несфероцитарной гемолитической анемии. Заболевание возникает вследствие мутации гена PKLR и является аутосомно-рецессивным. Клинические проявления, как правило, обнаруживаются у гомозигот и кампаунд-гетерозигот.

Дефицит ПК может сопровождаться пониженным уровнем аденозинтрифосфата (АТР) и накоплением промежуточных метаболитов гликолиза, таких как 2,3-дифосфоглицерат (2,3-DPG). Эти нарушения приводят к увеличению объема эритроцита и сокращению длительности его циркуляции в кровотоке. Степень гемолиза широко варьируется от легких компенсируемых форм до угрожающих жизни анемий новорожденных, требующих регулярных гематологических трансфузий. Организм компенсирует снижение количества эритроцитов в кровотоке усилением гемопоэза, который сопровождается ретикулоцитозом. Для увеличения длительности циркуляции эритроцитов в более 50% случаев проводится спленэктомия, которая, в свою очередь, имеет риски тромботических осложнений. Наиболее частыми осложнениями при дефиците ПК являются перегрузка железом, желчные камни, но встречаются и такие осложнения как апластический криз, остеопения, экстрамедуллярный эритропоэз, сепсис и легочная гипертензия. В 40% случаев помимо спленэктомии требуется холецистэктомия. В литературе описан только один случай успешной пересадки костного мозга пациенту с дефицитом ПК. 

Золотым стандартом для первичного исследования дефицита ПК является измерение активности ПК. Активность ПК у пациентов с клиническими проявлениями, как правило, снижена, но также может находится в диапазоне нормы или даже может быть повышена. Генетические мутации ПК, кроме нарушения функциональной активности фермента, могут вызывать снижение стабильности фермента и, таким образом, снижать уровень его содержания в эритроцитах. Тем не менее, в научной литературе отмечается, что тяжесть заболевания не коррелирует прямо с активностью фермента или его стабильностью. Отмечаются случаи, при которых нормальная или повышенная активность фермента сопровождается тяжелой анемией и наоборот, низкая активность фермента может сопровождаться легкой анемией. 

Таким образом, текущие мировые представления о дефиците ПК не полностью объясняют клинические проявления пациентов. Единственным надежным подтверждением диагноза дефицит ПК является результат генетического тестирования. Доступные терапевтические меры ограничиваются набором оперативных вмешательств, которые несут риски осложнений. При этом они позволяют осуществлять только симптоматическую поддержку, не позволяя пациентам выйти на уровень качества жизни здорового человека. Все это делает изучение причин несоответствия уровня измеряемой активности ПК и тяжести наблюдаемой гемолитической анемии актуальной научной задачей. 

Выяснение причин несоответствия свойств фермента, генетических мутаций и клинического состояния пациента представляют собой научный и медицинский интерес.

В России пока отсутствовала базы данных о пациентах с дефицитом ПК, что мешает исследованиям по выявлению искомых корреляций. В настоящей работе начато создание такой базы. При этом были определены как генетические мутации исследованных пациентов, так и присутствующий в их крови уровень общей активности ПК. 

В результате работы была создана первая в России база данных о пациентах с дефицитом ПК, содержащая информацию о клиническом состоянии пациента, его стандартных гематологических показателях, генетике и свойствах фермента ПК. В данный момент база состоит из 57 пациентов с подтвержденной мутацией гена PKLR. Среди них у 31 пациента исследована активность фермента и у 12 исследована стабильность фермента. Также исследованы 18 родственников пациентов, что представляет интерес в силу генетической детерминированности заболевания. Генетическое исследование еще 6 пациентов находится в работе. Набрана контрольная группа здоровых доноров в количестве 73 человек.

На Рис. 51 представлены данные об активности ПК у пациентов с подтвержденным диагнозом дефицита ПК, тяжестью проявления гемолитической анемии (указана в рамочке у каждой точки), а также содержанием гемоглобина у каждого из этих пациентов. Кроме того, каждая точка окрашена (см. шкалу справа от рисунка) в соответствии с содержанием у пациента ретикулоцитов.

На Рис. 51 можно видеть 3 пациентов, активность ПК которых попадает в нормальный диапазон. Уровень гемоглобина этих пациентов снижен, а тяжесть состояния средняя или, в двух случаях, тяжелая. Также можно отметить двух пациентов со сниженной активностью ПК, уровень гемоглобина которых не снижен, при этом состояние пациентов тяжелое. Эти 5 пациентов представляют особый интерес для исследования. 

На данный момент мы рассматриваем несколько причин такого несоответствия. Одной из причин может быть повышенное содержание ретикулоцитов крови, которое может искажать данные эритроцитарной активности ПК. Известно, что активность ПК ретикулоцитов более, чем в 15 раз превышает активность ПК зрелых эритроцитов. Следовательно, при стандартном исследовании общей активности ПК в крови пациента, сниженная активность эритроцитарной ПК может компенсироваться активностью ПК ретикулоцитов, особенно у пациентов с ретикулоцитозом. Другой причиной такого несоответствия может быть нарушение регуляции фермента. Фруктозо-1,6-дифосфат (FDP), метаболит верхней части гликолиза, является аллостерическим активатором ПК. Наличие мутации, влияющей на присоединение FDP к аллостерическому центру связывания этого активатора, может внести в фермент конформационные изменения, снижающие сродство аллостерического центра к активатору, и, таким образом, снижать активацию ПК. В пользу того, что в части случаев подобный механизм имеет место, говорит эффективность нового препарата Mitapivat (Pyrukind), который в конце 2022 года, после завершения клинических испытаний, вышел на рынок в США и ЕС. Этот препарат является аллостерическим активатором ПК. Препарат показал снижение трансфузионной зависимости в 37% случаев применения у пациентов с дефицитом ПК. Аналогичным образом мутация может повлиять на центр присоединения АТР, который является продуктом реакции, катализируемой ПК, и аллостерическим ингибитором ПК. Если сродство мутантного фермента к АТР выше, чем у фермента дикого типа, это может приводить к снижению активности ПК. Исследование вышеуказанных гипотез требует более тщательного изучения кинетики реакции ПК. Особый интерес представляют те клинические случаи, когда состояние пациента нельзя объяснить снижением или повышением активности ПК. 

Для тех пяти пациентов, представленных на Рис. 51, для которых мы наблюдаем явное несоответствие, между уровнем активности ПК и тяжестью гемолитической анемии, мы планируем в дальнейшем повторно исследовать эритроцитарную активность ПК, ретикулоцитарную активность ПК, стабильность фермента, уровни метаболитов (2,3-DPG и АТP) и оценить аллостерическую регуляцию ПК посредством FDP и АТP.
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Рис. 51. Зависимость активности ПК пациентов с генетически подтвержденным дефицитом ПК от уровня гемоглобина и количества ретикулоцитов (см. описание в тексте). Области нормальных значений активности ПК и концентрации гемоглобина закрашены зеленым и выделены пунктирными линиями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследования

Молекулярные механизмы тромбоэмболии амниотической жидкостью

В этом исследовании мы впервые выяснили, ответственны ли эти эмбрионально-почечные ВВ за прокоагулянтную активность амниотической жидкости. Чтобы выяснить, может ли состояние плода влиять на состав ВВ и прокоагулянтную активность ФС, мы собрали образцы амниотической жидкости у здоровых беременных и беременных с СД, проанализировали фенотип и количество прокоагулянтных ВВ в амниотической жидкости и провели модифицированные тесты на свертывание, чтобы выяснить механизм активации коагуляции. Впервые мы показываем, что примерно половина ТФ-положительных ВВ в АЖ ко-экспрессирует CD24, который обнаруживается исключительно в микрочастицах, полученных из почек плода. Кроме того, мы обнаружили значительную разницу между составом ВВ амниотической жидкости от здоровой беременности и беременности с синдромом Дауна.

Характеристика роли интегрина α5β1 в функции тромбоцитов, гемостазе и экспериментальном тромбозе

Наше исследование показывает, что интегрин тромбоцитов α5β1 является ключевым рецептором фибриллярного клеточного фибронектина, но он незаменим при гемостазе и артериальном тромбозе.

Взаимодействие фактора IXa с субпопуляциями активированных тромбоцитов

Было количественно охарактеризовано связывание фактора IXa c субпопуляциями активированных тромбоцитов, а также выявлена роль фактора VIIIa в данном взаимодействии.

Влияние ориентации волокон коллагена на тромбообразование

Полученные результаты позволили не только впервые установить существенное влияние ориентации волокон на тромбообразование в условиях высоких скоростей сдвига, но и на основе разработанного метода анализа первичной адгезии установить механизм наблюдаемых явлений.

Стабилизация тромбоцитарных агрегатов в отсутствие физиологической концентрации ионов кальция

Исследование механизма возникновения обратимой агрегации тромбоцитов при проведении теста оптической агрегометрии показало, что явление в основном определяется уровнем внеклеточного кальция и не зависит от антикоагулянтов, а разница в агрегации в основном вызвана разным уровнем синтеза тромбоксана A2 из арахидоновой кислоты, производимой кальций-независимой фосфолипазой A2 (iPLA2γ), которая активируется в результате опустошения кальциевых депо тромбоцитов.

Анализ состояния системы гемостаза у пациентов при операции трансуретральной резекции

Применение современных лабораторных методов исследования гемостаза позволило обнаружить маркеры кровотечения у пациентов после трансуретральной резекции аденомы простаты: с кровоточивостью коррелируют время свертывания плазмы крови, определяемое в методе Тромбодинамика, максимум агрегации тромбоцитов в ответ на 1 мкМ АДФ и изменение гранулярности тромбоцитов в ответ на активацию через GPVI и PAR1 рецепторы.

Системно-биологический подход при коррекции гемостаза

Мы предлагаем метод моделирования результатов общего анализа гемостаза в случае индивидуального ответа на терапию НМГ, который потенциально может помочь с коррекцией гемостаза на основе результатов общих тестов.

Исследование состояния системы гемостаза условно здоровых домашних животных

Была разработана модификация лабораторного глобального теста гемостаза тромбодинамика для диагностики системы свертывания крови собак.

Моделирование взаимодействий с лигандом колхицинового сайта на поверхности тубулина

Поиск ингибитора динамики микротрубочек до сих пор является важной задачей, которая должна решать проблемы резистентности и высокой токсичности существующих аналогов. Чтобы пролить свет на механизм связывания обнаруженных соединений с тубулином, мы использовали подход молекулярного докинга и постдокинг анализа SPLIF, комбинация которых дала надежное предсказание поз тестовых веществ. Данная методика была применена в отношении новых ингибиторов, которые связываются с колхициновым сайтом тубулина.

Иммуноферментное окрашивание лейкоцитов, связанных с клеточным биочипом, на внутриклеточные маркеры

Разработанный протокол позволяет проводить иммуноферментное окрашивание связавшихся с антителами на клеточном биочипе клеток на цитоплазматические маркеры. Получаемые результаты хорошо согласуются с данными стандартных диагностических методов, включая проточную цитометрию.

Регуляция объёма эритроцитов человека. Роль трансмембранных градиентов Na+ и K

Наши результаты, полученные на основе математического моделирования регуляции объема эритроцита, показывают, что наличие двух противоположно направленных активных трансмембранных градиентов ионов (Na+ и K+) и транспортная Na/K-АТФаза, активируемая внутриклеточным натрием, принципиально важны для стабилизации клеточного объема в эритроцитах человека. В этих условиях наиболее эффективная стабилизация объема клетки обеспечивается при неизбирательном повышении проницаемости клеточной мембраны.

Изучение патогенеза болезни Паркинсона и депрессии

В ходе изучения влияния повышенного содержания гистамина в паллиларной ткани крыс на развитие каталепсии (экспериментальной модели паркинсонической брадикинезии и ригидности) было установлено, что накопление гистамина в globus pallidus инициирует паркинсоноподобную реакцию у крыс, итрапаллидарный гистамин инициирует паркинсоноподобную реакцию у крыс за счет стимуляции гистаминовых H2-рецепторов в globus pallidus и каталептогенное действие интрапаллидарного гистамина у крыс регулируется CRF1–рецепторами.

Изучение экспрессии генов TNFα, IL-6 и TLR9 в иммунных клетках больных псориазом и псориатическим артритом

Больные псориазом с тяжелой степенью поражения по уровню экспрессии генов TLR9, TNFα и IL-6 в мононуклеарных клетках, приближены к состоянию пациентов с псориатическим артритом, что может стать маркером поражения суставов. 

Влияние лазерного излучения низкой интенсивности на уровень экспрессии гена RORC у больных псориазом

Высокая экспрессия гена RORC в псориатических бляшках может указывать на его важную роль в псориатическом процессе, а снижение экспрессии после воздействием лазерным излучением позволяет использовать его как молекулярный индикатор эффективности лечения.

Разработка лабораторной автоматической установки для включения в эритроциты различных биологически активных компонентов и создание с помощью данной установки новых лекарственных форм низкомолекулярных противоопухолевых препаратов на основе эритроцитов-носителей

Впервые было показано, что низкомолекулярные противоопухолевые препараты широкого спектра действия дексаметазон-21-фосфат и Винкристин включены в могут быть включены в эритроциты с помощью метода обратимого гипоосмотического диализа.

Разработка лабораторной автоматической установки для включения в эритроциты различных биологически активных компонентов и создание с помощью данной установки новых лекарственных форм низкомолекулярных противоопухолевых препаратов на основе эритроцитов-носителей

В ходе анализа математической модели эритроцита-биореактора для удаления из крови этанола и ацетальдегида были проанализированы факторы, ограничивающие эффективность данных биореакторов: впервые было обнаружено, что при определенных промежуточных уровнях активности встроенных ферментов в гликолизе возникают метаболические осцилляции и при дальнейшем повышении уровня активности встроенных ферментов происходит потеря стационарности в гликолизе, которая не только снижает эффективность работы ЭБР, но и может вызвать их гибель.  

Исследование причин возникновения гемолитической анемии у пациентов с дефицитом пируваткиназы

В результате работы была создана первая в России база данных о пациентах с дефицитом пируваткиназы, содержащая информацию о клиническом состоянии пациента, его стандартных гематологических показателях, генетике и свойствах фермента пируваткиназы. В данный момент база состоит из 57 пациентов с подтвержденной мутацией гена PKLR. Среди них у 31 пациента исследована активность фермента и у 12 исследована стабильность фермента. Также исследованы 18 родственников пациентов, что представляет интерес в силу генетической детерминированности заболевания. Генетическое исследование еще 6 пациентов находится в работе. Набрана контрольная группа здоровых доноров в количестве 73 человек.

Значимость и потенциал практического применения полученных результатов

Молекулярные механизмы тромбоэмболии амниотической жидкостью

Поскольку маркер CD24 является высокоспецифичным для внеклеточных везикул мочи плода, даже косвенные эффекты СД могут повлиять на развитие почек и, следовательно, на состав внеклеточных везикул. Таким образом, существует возможность того, что наши предварительные результаты отражают не только дефекты почек, но и состояние плода в целом. Исследование закладывает основу для анализов внеклеточных везикул в амниотической жидкости в качестве новых биомаркеров заболеваний плода.

Характеристика роли интегрина α5β1 в функции тромбоцитов, гемостазе и экспериментальном тромбозе

Исследование роли интергина α5β1 в мегакариопоэзе, функции тромбоцитов и определить его значение в гемостазе и артериальном тромбозе поможет для разработки новых антитромботических препаратов. 

Взаимодействие фактора IXa с субпопуляциями активированных тромбоцитов

Исследование взаимодействия фактора IXa с субпопуляциями активированных тромбоцитов может быть полезно для разработки новых антитромботических препаратов. 

Влияние ориентации волокон коллагена на тромбообразование

Вывод о высокой гемостатической активности продольных волокон коллагена в условиях высоких скоростей сдвига позволяет не только предложить объяснение наблюдаемых особенностей организации коллагена в субэндотелиальном матриксе, но и в будущем создавать более качественные искусственные сосуды для различных задач. Более того, полученный вывод о существенном влиянии примеси коллагена третьего типа на тромбообразование при высоких скоростях сдвига заставляет пересмотреть полученные ранее выводы о механизмах тромбообразования и предложить новые подходы к моделированию тромбоза и гемостаза in vitro.

Стабилизация тромбоцитарных агрегатов в отсутствие физиологической концентрации ионов кальция

Полученная информация о механизме стабилизации агрегатов тромбоцитов в отсутствии физиологической концентрации ионов кальция позволит в дальнейшем проводить более корректную диагностику состояния тромбоцитарного гемостаза.

Анализ состояния системы гемостаза у пациентов при операции трансуретральной резекции

Полученные корреляции показателей свертывания крови и агрегации тромбоцитов с кровопотерей при операции ТУР позволят в будущем предложить калькулятор риска кровопотери, что позволит снизить опасность операции ТУР.

Системно-биологический подход при коррекции гемостаза

Моделирование in silico вместо реальных тестов гемостаза может снизить финансовые и временные затраты на лечение и облегчить корректировку терапии, так как может прогнозировать состояние гемостаза на основе индивидуальных параметров пациента. Наш подход, описанный для НМГ, может быть использован для других препаратов, корректирующих гемостаз, таких как антигемофилические препараты, пероральные антикоагулянты и т. д. Возможным дальнейшим шагом может быть комбинация моделирования плазменного гемостаза с более сложными модели тромбоцитарного гемостаза, которые могут повысить точность прогнозирования и расширить спектр исходных параметров.

Исследование состояния системы гемостаза условно здоровых домашних животных

Внедрение новых лабораторных методов диагностики состояния системы гемостаза, таких как тромбодинамика, в ветеринарии поможет значительно расширить возможности лабораторной диагностики/прогностики.

Моделирование взаимодействий с лигандом колхицинового сайта на поверхности тубулина

Возможность практического применения результатов состоит в конкретных предсказаниях возможных улучшений новых веществ-ингибиторов, которые могут быть проверены в эксперименте на влияние на аффинность, а также токсичность. В конечном итоге, работа может привести к созданию новых высокоспецифичных противоопухолевых препаратов.

Иммуноферментное окрашивание лейкоцитов, связанных с клеточным биочипом, на внутриклеточные маркеры

Использование разработанного протокола окраски на внутриклеточные маркеры в дополнение к исследованию морфологии и иммунофенотипа мононуклеаров костного мозга позволит использовать клеточный биочип для диагностики более широкого спектра гемобластозов.

Регуляция объёма эритроцитов человека. Роль трансмембранных градиентов Na+ и K

Понимание механизмов регуляции объёма клеток млекопитающих приведёт к возможности корректировать нарушения регуляции объёма у человека, которые встречается при некоторых патологиях и генетических нарушениях, а также к возможности в будущем конструировать искусственные клетки – аналоги клеток млекопитающих – с заданными параметрами.

Изучение патогенеза болезни Паркинсона и депрессии

Полученные результаты изучения патогенеза болезни Паркинсона и депрессии расширяют представления о возможном патогенезе паркинсонизма и позволяют рассматривать гистаминэргические и стресс-зависимые процессы в globus pallidus в качестве потенциальных мишеней антипаркинсонической терапии.

Изучение экспрессии генов TNFα, IL-6 и TLR9 в иммунных клетках больных псориазом и псориатическим артритом

Высокий уровень экспрессии гена TLR9, TNFα или IL-6, может стать маркером возможного поражения суставов у больных псориазом и сигналом для пересмотра терапевтического подхода к конкретному пациенту.

Влияние лазерного излучения низкой интенсивности на уровень экспрессии гена RORC у больных псориазом

Высокая экспрессия гена RORC в псориатических бляшках может указывать на его важную роль в псориатическом процессе, а снижение экспрессии после воздействием лазерным излучением позволяет использовать его как молекулярный индикатор эффективности лечения.

Разработка лабораторной автоматической установки для включения в эритроциты различных биологически активных компонентов и создание с помощью данной установки новых лекарственных форм низкомолекулярных противоопухолевых препаратов на основе эритроцитов-носителей

Впервые была продемонстрирована возможность включать в эритроциты-носители низкомолекулярные противоопухолевые препараты с высокой эффективностью их включения с помощью метода обратимого гипоосмотического диализа. Это делает данный подход перспективным для дальнейшего клинического применения.

Разработка лабораторной автоматической установки для включения в эритроциты различных биологически активных компонентов и создание с помощью данной установки новых лекарственных форм низкомолекулярных противоопухолевых препаратов на основе эритроцитов-носителей

Исследования математической модели эритроцитов-биореакторов для утилизации этанола помогают выбрать дальнейшие направления экспериментальной работы для создания новых медикаментозных средств для удаления из крови этанола на основе эритроцитов-биореакторов.

Исследование причин возникновения гемолитической анемии у пациентов с дефицитом пируваткиназы

Изучение причин несоответствия уровня измеряемой активности пируваткиназы и тяжести наблюдаемой гемолитической анемии при дефиците пируваткиназы позволит усовершенствовать методы диагностики подбора терапии пациентам.
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