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Общая характеристика работы 

Актуальность исследования 

Терапия опухолевых заболеваний очень часто характеризуется развитием 

серьёзных побочных эффектов, оказывающих влияние на разные системы организма, в 

том числе на систему гемостаза [1]. Причём применение противоопухолевой терапии 

может привести как к увеличению числа тромбоцитов в кровотоке (тромбоцитоз), так и 

снижением их общего количества относительно нормальных показателей 

(тромбоцитопения) [1, 2]. Оба этих состояния представляют серьёзную проблему с точки 

зрения проведения терапии, поскольку могут привести к развитию неблагоприятных 

побочных эффектов, включающих как образование тромбов, так и серьёзные 

кровотечения. При это развитие тромбоцитоза требует дополнительного 

медикаментозного вмешательства, тогда как тромбоцитопения лечится только путём 

трансфузии тромбоцитов, что влечёт за собой определенные риски [2]. Оба этих состояния 

влияют на эффективность терапии, поскольку заставляют откладывать терапию или 

уменьшать дозировку препаратов, что в конечном итоге влияет на выживаемость и 

качество жизни больных [1, 2]. Причём механизм действия противоопухолевых агентов 

сильно зависит от их химической структуры, что затрудняет определение механизма их 

воздействия на тромбоциты и купирование побочного действия. В связи с этим 

необходимым является проведение исследований, направленных на раскрытие 

молекулярного механизма действия на тромбоциты противоопухолевых препаратов или 

веществ, обладающих противоопухолевой активностью, которые могут быть 

использованы в терапии. 

Для проведения данного исследования были выбраны 8 веществ различной 

химической природы, относящиеся к разным классам. Первая группа представлена 

низкомолекулярными ингибиторами белков семейства BCL-2, характеризующимися 

разной аффинностью к основному антиапоптотическому белку в тромбоцитах BCL-XL 

(ABT-737, WEHI-539, обатоклакс и госсипол). Во вторую группу вошли вещества 

растительного происхождения (ресвератрол, нобилетин и куркумин), а в третью – 

селективный ингибитор липоксигеназы-12 (12-LOX) ML355. Все эти соединения 

обладают противоопухолевой активностью и либо находят в стадии разработки, либо 

проходят клинические испытания.  

Цель работы: исследовать молекулярные механизмы действия противоопухолевых 

веществ на тромбоциты. 



 

 

Задачи исследования: 

1) Оценить влияние исследуемых веществ на активацию тромбоцитов по уровню 

активации интегринов αIIbβ3. 

2) Определить влияние исследуемых веществ на ключевые сигнальные молекулы, 

участвующие в активации тромбоцитов (PI3K, PKB, Syk, p38, Erk1/2). 

3) Проанализировать влияние исследуемых веществ на жизнеспособность 

тромбоцитов, которая может измеряться по уровню экстернализации фосфатидилсерина, 

активации капсазы-3 и активности внутриклеточных эстераз. 

4) Определить активность основных ингибирующих АЦ/цАМФ/PKA и 

ГЦ/цГМФ/PKG сигнальных путей в тромбоцитах по уровню фосфорилирования белка 

VASP, и по возможности выявить механизм их активации после введения исследуемых 

веществ. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Ингибиторы белков семейства BCL-2, обладающие высокой аффинностью к белку 

BCL-XL (ABT-737, WEHI-539) вызывают апоптоз тромбоцитов и блокируют их 

активацию за счет каспаз-зависимой активации PKA, тогда как действие на тромбоциты 

веществ с низкой аффинностью к белку BCL-XL (обатоклакс и госсипол) опосредовано 

каспаз-независимой гибелью тромбоцитов. 

2. Вещества растительного происхождения, обладающие противоопухолевой 

активностью (куркумин, ресвератрол и нобилетин), блокируют активацию тромбоцитов 

разными механизмами. Куркумин и нобилетин вызывают активацию АЦ/цАМФ/PKA 

сигнальной системы за счет активации рецептора A2A к аденозину, при этом куркумин 

индуцирует образование прокоагулянтных. Основной ингибирующий эффект 

ресвератрола связан с блокирование образования реактивных форм кислорода в 

тромбоцитах. 

3. 12-LOX ингибитор ML355 в низких дозах снижет активацию тромбоцитов за счет 

действия на 12-LOX и блокирования образования ROS, тогда как в высоких дозах 

вызывает активацию АЦ/цАМФ/PKA сигнальной системы  

Научная новизна работы 

В ходе исследования влияния противоопухолевых веществ на тромбоциты было 

показано, что действие веществ может быть обусловлено запуском разных сигнальных 



каскадов и воздействием на различные сигнальные системы. Так, ингибиторы белков 

семейства BCL-2 могли вызывать апоптоз тромбоцитов, который был связан с активацией 

PKA, либо вызывать каспаз-независимую гибель тромбоцитов. Действие куркумина и 

нобилетина было опосредовано активацией рецептора A2A к аденозину, и последующим 

увеличением цАМФ, который вызывал активацию PKA. Основной ингибирующий 

механизм ресвератрола на тромбоциты был опосредован снижением уровня ROS в 

активированных тромбоцитах. Специфический ингибитор 12-LOX ML355, в низких дозах 

блокировал активацию тромбоцитов за счёт снижения уровня ROS, тогда как в высоких 

дозах вызывал активацию АЦ/цАМФ/PKA сигнальной системы в тромбоцитах. 

Описанные оригинальные данные демонстрируют важность проведения доклинических 

исследований по определению механизмов действия противоопухолевых веществ на 

функциональную активность тромбоцитов.   

Теоретическая и практическая значимость работы 

Практическая значимость данной работы заключается в получении новых данных о 

влиянии противоопухолевых веществ на тромбоциты, которые помогут разработать 

подходы, позволяющие избежать неблагоприятных побочных эффектов 

противоопухолевых веществ на систему гемостаза. Также полученные данные могут быть 

использованы для дальнейших исследований эффектов этих веществ на другие системы 

организма. Полученные данные представляют также ценность и для фундаментальной 

науки, поскольку позволяют развить представления о функционировании и связи 

различных сигнальных систем в тромбоцитах.  

Апробация полученных результатов 

Результаты, вошедшие в диссертационную работу, представлены в виде устных и 

стендовых докладов на следующих конференциях: XXIV Всероссийская конференция 

молодых учёных с международным участием «Актуальные проблемы биомедицины». 

(2018 г. Санкт-Петербург, Россия); Всероссийская молодежная медицинская конференция 

с международным участием «Алмазовские чтения 2018». (2018 г. Санкт-Петербург, 

Россия); 26th Euroconference on Apoptosis. (2018, St. Petersburg, Russia); 10-я 

международная конференция «Рецепторы и внутриклеточная сигнализация». (2019 г. 

Пущино, Россия); «II объединённый научный форум. VI съезд физиологов СНГ. VI съезд 

биохимиков России. IX Российский симпозиум «Белки и пептиды». (2019 г. Сочи-

Дагомыс, Россия); International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) Virtual 



Congress 2020 (2020, Milan, Italy); International Society on Thrombosis and Haemostasis 

(ISTH) Virtual Congress 2021 (2021, Philadelphia, USA). 

Публикации 

Всего по теме диссертации было опубликовано 18 работ, 6 из которых являются статьями 

в рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК, остальные – тезисы конференций. 

Материалы и методы 

Материалы 

В работе использовались следующие реактивы: госсипол, куркумин, нобилетин 

SQ22536, ODQ, форсколин, L161 982, ZM 241385 (Sigma-Aldrich, Германия); ABT-737, 

обатоклакс (Selleck Chemicals, Германия); ML355, U46619 (Cayman Chemical, США), 

WEHI-539 (MedChem Express, Германия); Z-DEVD, Z-VEID (Calbiochem, Germany); Rp-8-

BrcAMPS и Rp-8-BrcGMPS (BioLog, Germany); ресвератрол (EMD Millipore Corp, USA); 

тромбин, выделенный из человеческой плазмы (Roche, Германия); перекрестно-сшитый 

родственный коллагену пептид (CRP-XL), любезно предоставленный проф. М.А. 

Пантелеевым (Центр теоретических проблем физико-химической фармакологии РАН, 

Москва); фибриноген, меченый Alexa- Fluor 647 (Molecular Probes, Германия); кальцеин-

AM (Molecular Probes, Германия); конъюгированный с R-фикоэритрином (PE) аннексин V, 

конъюгированный с PE CD62P, конъюгированный с PE аннексин-V, конъюгированный с 

FITC CD41 (BD Bioscience, Германия); TMRE (Invitrogen, USA); 2`,7`-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCF-DA) (Calbiochem, Германия); индуктор апоптоза 

ABT-737 (Selleckchem, Германия); SNP (Alexis Biochemicals, Германия); Cay 10441, BW 

A868C (Cayman Chemical, США); моноклональные фосфо-VASPser239 и фосфо-

VASPser157 антитела (Nano Tools, Германия); антитела к каспазе 3 (арт. 9662), фосфо-Act 

(арт. 4060), фосфо-PI3K (арт. 17366), фосфо-Erk1/2 (art. 4370), фосфо-p38 (арт. 9216), 

фосфо-Syk (арт. 2710) антитела, и антитела к актину (арт. 4970) (Cell Signaling, Германия); 

конъюгированные с пероксидазой хрена anti-mouse и anti-rabbit IgG вторичные антитела 

(Amersham, Германия). 

Выделение тромбоцитов 

Все эксперименты проводились на тромбоцитах человека, которые были выделены 

из крови здоровых добровольцев. Все экспериментальные протоколы были утверждены и 

одобрены этическим комитетом Института эволюционной физиологии и биохимии РАН 



(протокол № 3-03 от 02.03.20) и соответствуют Хельсинкской декларации. Кровь 

отбиралась в пробирку S-Monovette© с цитратным буфером (12 мМ лимонной кислоты, 15 

мМ цитрата натрия, 25 мМ D-глюкозы, 2 мкМ EGTA), после чего проводился анализ 

цельной крови при помощи гематологического счётчика Medonic-M20 (Boule Medical AB, 

Швеция), и цельная кровь центрифугировалась 7 мин при 200 g (центрифуга CM-6M 

ELMI). Далее, для экспериментов, проводимых на плазме, обогащенной тромбоцитами 

(platelet-rich plasma, PRP), PRP разводили в HEPES-буфере (150 мМ хлорида натрия, 5 мМ 

хлорида калия, 1 мМ хлорида магния, 1 мМ хлорида кальция, 5 мМ D-глюкозы, 10 мМ 

HEPES, pH 7.4) в соотношении 1:15. Для экспериментов на отмытых тромбоцитах PRP 

разводили раствором CGS (120 мМ хлорида натрия, 12 мМ тринатрий цитрата, 10 мМ D-

глюкозы, pH 6.5) в пропорции 1:1 и центрифугировали при 330 g в течение 4 мин. 

Полученный осадок растворяли в 1.5 мл раствора CGS и вновь центрифугировали 4 мин 

при 330 g, после чего осадок ресуспендировали в 0.5 мл HEPES-буфера. Далее к отмытым 

тромбоцитам добавляли CaCl2 в конечной концентрации 1 мМ. Для проведения опытов 

использовали рабочую концентрацию тромбоцитов 1 × 108/мл для проточной цитометрии 

и 3-6 × 108/мл для Вестерн-блот анализа. 

Проточная цитометрия 

Анализ проводился на проточном цитометре NaviousTM (Beckman Coulter, США; 

прибор ЦКП ИЭФБ РАН) или на проточном цитометре CytoFLEX (Beckman Coulter, 

USA). Каждый образец оценивался по 15000 событиям. Полученные данные 

обрабатывались при помощи Cytometry List Mode Data Aquisition & Analysis Software for 

Navios cytometer 1.2. 

а) Оценка активации тромбоцитов 

  Активация тромбоцитов оценивалась по степени связывания активированных 

интегринов αIIbβ3 с фибриногеном, меченым флуоресцентным красителем Alexa-Fluor 

647 и по связыванию P-селектина с CD62, меченого PE. Для оценки активации интегринов 

αIIbβ3 к отмытым тромбоцитам (1 × 108/мл) добавляли фибриноген (15 µг/мл, конечная 

концентрация), после чего вводили исследуемые вещества в нужных концентрациях и 

инкубировали тромбоциты на термостате при 37°C в течение установленного времени. 

Затем в пробы добавляли активаторы тромбин (50 mU/мл, конечная концентрация), 

U46619 (10 µМ, конечная концентрация)  или CRP-XL (0.5 µг × мл–1, конечная 

концентрация), инкубировали еще 2 мин при 37°C и останавливали реакцию в фосфатном 

буфере (PBS) в соотношении 1:40.  



Для оценки высвобождения α-гранул тромбоциты сперва инкубировали с 

исследуемыми веществами в течение нужного времени на термостате при 37°C, после 

чего добавляли активатор (тромбин, U46619 или CRP-XL) и через 2 мин вводили CD62-PE 

(1:10). Через 5 мин реакцию останавливали в 400 µл PBS буфера и измеряли 

интенсивность флуоресценции на проточном цитометре.  

Для экспериментов на PRP в разбавленную в Hepes буфере плазму при комнатной 

температуре вводили фибриноген (15 µг/мл, конечная концентрация) и необходимые 

вещества в нужной концентрации, и инкубировали установленное время. Для активации 

тромбоцитов в пробы добавляли ADP (5 µМ, конечная концентрация), инкубировали еще 

2 мин и в каждую пробирку добавляли CaCl2 в конечной концентрации 1 мМ (1 мин), 

после чего останавливали реакцию PBS буфере (1:40) и анализировали интенсивность 

флуоресценции при помощи проточного цитометра.  

б) определение мембранного потенциала митохондрий 

Для определения мембранного потенциала митохондрий в пробы с отмытыми 

тромбоцитами добавляли TMPE краситель (1:10), после чего добавляли исследуемые 

вещества в нужных концентрациях, инкубировали в течение указанного времени, после 

чего останавливали реакцию 400 µл фосфатного буфера и анализировали на проточном 

цитометре. 

в) оценка экстернализации фосфатидилсерина (PS) 

Для оценки экстернализации PS использовали аннексин V, конъюгированный с PE. 

Отмытые тромбоциты инкубировали с исследуемыми веществами в течение 

установленного времени, после чего к пробам добавляли аннексин V–PE (1 : 10), далее 

суспензию сразу разбавляли аннексин V связывающим буфером (1:20) (140 мM NaCl, 10 

мM HEPES, 2.5 мM CaCl2), необходимого для связывания аннексина V–PE с PS, после 

чего пробы инкубировали 10 мин при комнатной температуре в темноте и анализировали 

на проточном цитометре. 

г) определение жизнеспособности тромбоцитов 

Для определения жизнеспособности тромбоцитов использовался флуоресцентный 

краситель кальцеин-AM. Кальцеин-AM свободно проходит через клеточную мембрану и в 

связанном с ацетометильным эфиром (AM) состоянии не обладает флуоресцентными 

свойствами. В живых клетках кальцеин-AM претерпевает изменения посредством 



гидролиза внутриклеточными эстеразами ацетометильного остатка, после которого 

кальцин приобретает флуоресцентные свойства с длиной волны испускания в зеленом 

диапазоне спектра.  

Для определения жизнеспособности тромбоцитов в пробы с отмытыми 

тромбоцитами добавляли кальцеин-AM (0,2 µМ/мл, конечная концентрация), далее 

вводили исследуемые вещества и инкубировали установленное время на термостате при 

37°C. При этом с кальцеин-AM клетки инкубировали не менее получаса перед 

измерениями. Далее пробы разбавляли в PBS (1:40) и анализировали на проточном 

цитометре. 

д) определение уровня реактивных форм кислорода (ROS) в тромбоцитах 

Для определения уровня ROS в тромбоцитах использовался флуорогенный 

краситель 2’,7’ – дихлорфлуоресцин диацетат (DCF-DA или H2DCF-DA), свободно 

проникающий через клеточную мембрану. После попадания в клетку DCF-DA 

подвергается деацетилированию внутриклеточными эстеразами, после чего может быть 

оксидирован ROS до 2’, 7’ – дихлорфлуоресцина (DCF), который обладает выраженными 

флуоресцентными свойствами с волной испускания в 535 нм (зеленый диапазон спектра). 

Для определения уровня ROS в тромбоцитах в пробы с отмытыми тромбоцитами 

добавляли DCF-DA (10 µМ, конечная концентрация), далее вводили исследуемые 

вещества и инкубировали установленное время на термостате при 37°C. При этом с DCF-

DA клетки инкубировали не менее получаса перед измерениями. Далее пробы разбавляли 

в PBS (1:40) и анализировали на проточном цитометре. 

е) определение количества молекул рецептора αIIbβ3 на тромбоцитах  

Для определения количества αIIbβ3 на тромбоцитах использовали антитела CD41, 

конъюгированные с флуоресцентным красителем, которые специфично связываются с α-

цепью рецептора (αIIb). В отмытые тромбоциты добавляли CD41, после чего 

инкубировали с исследуемыми веществами в течение установленного времени, 

разбавляли пробы в буфере PBS (1:40) и анализировали на проточном цитометре. 

Вестерн блот анализ 

Для определения активации каспазы 3 и уровня фосфорилирования белков пробы 

инкубировали с исследуемыми веществами в течение указанного времени мин при 37°C, 

после чего в пропорции 1 : 1 добавляли лизирующий буфер, содержащий додецил сульфат 

натрия (SDS) и меркаптоэтанол (10%). Затем пробы кипятились 5 мин при 95°C. Белки 



разделяли при помощи электрофореза в SDS полиакриламидном геле (SDS-PAGE), затем 

переносили на нитроцеллюлозную мембрану при помощи мокрого переноса (wet transfer). 

Далее мембрану отмывали в растворе TBS-T (20 мM трис(гидроксиметил)аминометана, 

150 мM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5) в течение 30 мин, после чего мембрану 

инкубировали с первичными антителами в течение ночи при 4°C. Неспецифическое 

связывание блокировали 3% раствором обезжиренного молока, растворенного в TBS-T 

буфере. Для визуализации сигнала применялись вторичные антитела, конъюгированные с 

пероксидазой хрена.  

Проявка мембран осуществлялась при помощи сканера C-DiGit (Li-COR, США). 

Анализ хемилюминесценции проводили с использованием Image Studio Digits Ver.5.2. 

Статистическая обработка 

Все эксперименты на проточном цитометре были выполнены в количестве не менее 

7. Данные выражались как среднее арифметическое ± стандартное отклонение. Вестерн 

блот эксперименты были выполнены ы количестве не менее 4. Полученные блоты 

анализировали при помощи Image Studio Digits Ver.5.2. Для каждого блота определяли 

оптическую плотность относительно актина, которую выражали по отношению к 

контролю, принятому за единицу. Данные представлены как среднее арифметическое ± 

стандартное отклонение. 

Статистическая обработка проводилась с помощью программы GraphPadPrism v8. 

Достоверность различий средних значений между двумя группами определялась при 

помощи U-критерия Манна-Уитни. Значения p < 0.05 принимались как статистически 

значимые.  

В случае необходимости проведения множественных сравнений все переменные 

были приведены к нормальному распределению при помощи критерия Шапиро-Уилка (p 

< 0.05) и разница между группами определялась при помощи однофакторного 

дисперсионного анализа (one-way ANOVA). В случае гомоскедастичности групп 

(критерий Левена, p < 0.05) для post hoc анализа использовался критерий действительно 

значимого различия Таки. В случае, когда гомоскедастичность подтвердить не удавалось, 

для post hoc анализа использовали Tamhane’s T2 тест. Значения p < 0.05 принимались как 

статистически значимые. 

 

 



 

Результаты и обсуждение 

1. Влияние ингибиторов BCL-2 белков на функциональную активность тромбоцитов 

Белки семейства BCL-2 давно привлекают внимание учёных благодаря участию в 

регулировании апоптоза в клетках. Однако применение некоторых BCL-2 ингибиторов 

приводило к сильной тромбоцитопении у пациентов [3]. При этом для некоторых из них 

показана способность влиять на кальциевый ответ тромбоцитов на агонисты, что 

препятствует активации тромбоцитов [4]. Однако влияние ингибиторов белков BCL-2 на 

другие сигнальные системы тромбоцитов не было изучено. В данной работе 

использовались 4 различных соединения, обладающих разной аффинностью к основному 

антиапоптотическому белку в тромбоцитах BCL-XL. WEHI-539 и ABT-737 связывают 

белок BCL-XL с высокой аффинностью, тогда как обатоклакс и госсипол характеризуются 

низким уровнем аффинности к этом белку [5]. 

1.1 Ингибиторы BCL-2 белков блокируют активацию тромбоцитов и вызывают их 

гибель разными механизмами 

 

Рис. 1. Ингибиторы BCL-2 белков блокируют активацию тромбоцитов и вызывают их 
гибель разными механизмами.  



Отмытые тромбоциты (1×108/мл для проточной цитометрии и 3×108/мл для вестерн 
блоттинга) инкубировали с госсиполом (Госс, 40 µМ), обатоклаксом (Обат, 40 µМ), ABT-
737 (1 µМ) или WEHI-539 (1 µМ) в течение указанного времени, после чего 
анализировали на проточном цитометре. (А) К отмытым тромбоцитам добавляли 
фибриноген, конъюгированный с Alexa-647 (15 µг/мл, конечная концентрация) за 15 мин 
до активации. В качестве активатора использовали тромбин (10 мU/мл, 2 мин). (Б) Для 
определения уровня экстернализации PS в пробы добавляли аннексин-V (1:10) и далее 
разбавляли аннексин-связывающим раствором (1:20), инкубировали пробы 10 мин в 
темноте и анализировали на проточном цитометре. (В) Кальцеин-AM (1 µM) добавляли за 
30 мин до измерения. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (SD). n 
= 6, * – p < 0.05 по сравнению с контролем, принятым (Б) за 1 или (В) за 100%.  В (А) 
активация тромбоцитов тромбином принята за 100%. (Г) Вестерн блот каспазы-3. n = 4. 

Все выбранные BCL-2 ингибиторы вызывали блокирование активации 

интегринов αIIbβ3 в тромбоцитах, активированных тромбином (10 мU/мл) (Рис.1А). При 

этом низкоаффинные ингибиторы BCL-XL (обатоклакс и госсипол) вызывали снижение 

активации через 10 мин, а высокоаффинные ингибиторы (ABT-737 и WEHI-539) – через 1 

час. В то же время, ABT-737 и WEHI-539 вызывали экстернализацию PS (Рис. 1Б), 

снижение активности эстераз (Рис.1В) и расщепление каспазы-3 (Рис. 1Г) в тромбоцитах, 

тогда как обатоклакс и госсипол вызывали экстернализацию PS (Рис. 1Б), снижали 

активность внутриклеточных эстераз (Рис. 1В), но не влияли на активность каспазы-3 

(Рис. 1Г). Эти данные позволяют сделать вывод, что выскоаффинные ингибиторы BCL-XL 

вызывают апоптоз тромбоцитов, а ингибиторы с низкой аффинностью к BCL-XL 

вызывают каспаз-независимую гибель тромбоцитов. 

1.2 Высокоаффинные ингибиторы BCL-XL белка вызывают каспаз-зависимую 

активацию PKA в тромбоцитах 

Основными ингибирующими системами в тромбоцитах являются аденилат- (АЦ) 

и гуанилатциклазная (ГЦ) сигнальные системы, которые активируются специальными 

молекулами, выделяемыми эндотелиальными клетками кровеносных сосудов для 

предотвращения нежелательной активации тромбоцитов. Основной путь активации АЦ 

связан с рецепторами, ассоциированными с G-белком (GPCR) и содержащими Gαs 

субъединицу в своём составе. Главным активатором АЦ в сосудах является простациклин 

(или простагландин I2), который связываясь со специфическим IP рецептором активирует 

АЦ, запуская таким образом синтез циклического аденозинмонофосфата (цАМФ), 

активирующего цАМФ-зависимую протеинканазу A (PKA) [6]. Второй сигнальный путь 

активируется молекулой оксида азота (NO), которая также выделяется клетками 

эндотелия и, свободно проникая через мембрану тромбоцитов в цитозоль, активирует ГЦ, 



запускающую синтез циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) и последующую 

активацию цГМФ-зависимой протеинкиназы G (PKG) [6]. Оба этих сигнальных пути 

воздействуют на ключевые сигнальные события в передаче активационного сигнала в 

тромбоцитах, блокируя их адгезию, агрегацию и реакцию shape change. Активность этих 

сигнальных систем в тромбоцитах можно определить по фосфорилированию субстратных 

белков. Одним из установленных субстратов PKA и PKG является белок VASP, который 

фосфорилируется этими киназами по двум сайтам – Ser157 и Ser239 [7]. Причем PKА 

фосфорилирует VASP преимущественно по Ser157, а PKG – по Ser239, тогда как при 

сильной активации любой из киназ фосфорилированию подвергаются оба сайта [8]. 

 

Рис. 2. Высокоаффинные ингибиторы BCL-XL белка вызывают каспаз-зависимую 
активацию PKA в тромбоцитах 

Отмытые тромбоциты (3×108/мл) (А) инкубировали с госсиполом (Госс, 40 µМ), 
обатоклаксом (Обат, 40 µМ), ABT-737 (1 µМ) или WEHI-539 (1 µМ) в течение указанного 
времени, после чего анализировали при помощи вестерн блоттинга. (Б) Тромбоциты 
преинкубировали с SQ22536 (SQ, 100 µМ) или ODQ (1 µМ) в течение 10 мин, затем 
вводили ABT-737 (1 µМ) и через 60 мин анализировали при помощи вестерн блоттинга. 



Активатор АЦ форсколин (Форс, 5 µМ, 2 мин) и донор NO SNP (1 µМ, 2 мин) 
использовали в качестве позитивного контроля. (В) Тромбоциты преинкубировали с 
ингибитором PKA Rp-8-BrcAMPS (200 µМ) в течение 10 мин, затем вводили ABT-737 (1 
µМ) или WEHI-539 (1 µМ), инкубировали ещё 60 мин, после чего анализировали при 
помощи вестерн блоттинга. (Г, Д) Тромбоциты преинкубировали с ингибиторами Z-DEVD 
(100 µМ) или Z-VEID в указанных концентрациях в течение 10 мин, далее вводили ABT-
737 (0,3 µМ), инкубировали еще 60 мин, после чего анализировали при помощи вестерн 
блоттинга. Актин использовался для контроля количества белка. Все данные были 
получены минимум из 4 независимых экспериментов. 

 Согласно полученным нами данным, высокоаффинные блокаторы BCL-XL (ABT-

737 и WEHI-539) вызывали фосфорилирование белка VASP через 1 час после введения, 

что совпадает по времени с индукцией апоптоза в тромбоцитах и свидетельствует об 

активации PKА или PKG (Рис.2А). Низкоаффинные блокаторы BCL-XL (обатоклакс и 

госсипол) не влияли на уровень фосфорилирования VASP (Рис. 2А) и, следовательно, не 

вызывали активацию PKА/PKG ингибиторных систем. Для определения механизма 

активации PKА/PKG систем в тромбоцитах после воздействия ABT-737 или WEHI-539, 

использовали ингибиторы АЦ SQ22536 и ГЦ ODQ. Ни SQ22536, ни ODQ не блокировали 

фосфорилирование VASP, вызванное ABT-737 (Рис. 2Б), из чего можно сделать вывод о 

том, это фосфорилирование не связано с повышением уровня циклических нуклеотидов. 

Поэтому следующим шагом стала проверка того, могут ли высокоаффинные блокаторы 

BCL-XL влиять на активность самих PKA или PKG. Оказалось, что введение ингибитора 

PKA Rp-8-BrcAMPS вызывало снижение фосфорилирования VASP (Рис. 2В), что 

свидетельствует об активации PKA после введения ABT-737. Поскольку активация PKA 

совпадает по времени с запуском апоптоза тромбоцитов, следующим шагом стало 

исследование взаимосвязи между активностью каспаз, являющихся основными 

эффекторными белками апоптоза, и запуском PKA-зависимых эффектов в тромбоцитах. 

При помощи метода фосфопротеомики было показано, что в тромбоцитах содержится 

довольно большое количество двух эффекторных каспаз – каспазы-3 и каспазы-6 [9]. Не 

смотря на то, что обе эти каспазы являются эффекторными, каспаза-6 выделяется на фоне 

остальных белков семейства за счёт того, что активируется каспазой-3, а не другими 

эффекторными каспазами [10]. Также для каспазы-6 в некоторых случаях показана 

способность к самоактивации, что играет существенную роль в развитии различных 

нейродегенеративных процессов [10]. 

 Для того, чтобы проверить связь между апоптозом тромбоцитов и активацией PKA, 

использовали два ингибитора каспаз – Z-DEVD, ингибирующий каспазу-3 и Z-VEID, 

ингибирующий каспазу-6.  На удивление, оба этих ингибитора вызывали блокирование 

фосфорилирования VASP, вызванного ABT-737 (Рис. 2Г, Д). Эти данные свидетельствуют 



о каспаз-зависимой активации PKA в тромбоцитах, индуцируемой высокоаффинными 

ингибиторами белка BCL-XL. Поскольку каспаза-6 является нижележащим белком в 

сигнальном пути активации каспаз, можно сделать вывод о каспаз-6-зависимой активации 

PKA. Однако механизм этой активации неясен и требует дальнейших исследований. 

2. Влияние нобилетина на функциональную активность тромбоцитов 

 Нобилетин относится к полиметоксилированным флавонам и содержится в кожуре 

многих неспелых цитрусовых. Это соединение обладает множеством полезных свойств, 

среди которых описаны противоопухолевая и антитромбоцитарная активности [11, 12]. 

Нобилетин исследуется в качестве потенциального противоопухолевого препарата как в 

монотерапии, так и в комбинации с другими веществами, поскольку способствует 

преодолению множественной лекарственной резистентности опухолевых клеток, 

индуцируя их гибель [13]. Также нобилетин обладает выраженной антитромбоцитраной 

активностью благодаря способности блокировать адгезию и агрегацию тромбоцитов [12, 

14]. Однако молекулярный механизм действия этого соединения на тромбоциты остаётся 

плохо изученным. 

2.1 Нобилетин блокирует активацию тромбоцитов за счёт запуска АЦ/цАМФ/PKA 

сигнального пути  

В экспериментах по оценке влияния нобилетина на активность тромбоцитов 

нобилетин блокировал активацию тромбоцитов, индуцированную активатором 

коллагенового рецептора GPVI Crp-XL или тромбином (Рис. 3А, Б). Анализ 

фосфорилирования белка VASP показал, что ингибирующее влияние нобилетина на 

тромбоциты опосредовано активацией PKA/PKG ингибирующих сигнальных систем (Рис. 

3В), которое возрастало со временем (Рис. 3Г). При помощи ингибиторов АЦ и ГЦ 

удалось показать, что влияние нобилетина опосредовано активацией АЦ/цАМФ/PKA, но 

не ГЦ/цГМФ/PKG сигнальной системы (Рис. 3Д). 

2.2 Блокирующее действие нобилетина на активацию тромбоцитов опосредовано 

активацией рецептора А2А к аденозину 

Активация АЦ в клетках в основном связана с работой поверхностных рецепторов, 

относящихся к семейству GPCR и содержащих Gαs-субъединицу в своём составе. В 

тромбоцитах АЦ активируется после воздействия различных простагландинов, 

связывающихся с простагландиновыми рецепторами. Так, на тромбоцитах присутствуют 

рецептор DP1 к простагландину D (PGD), упоминавшийся ранее рецептор IP к проста- 



 

Рис. 3. Нобилетин блокирует активацию тромбоцитов за счёт запуска АЦ/цАМФ/PKA 
сигнального пути. 

(А, Б) В отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) добавляли фибриноген, конъюгированный с 
Alexa-647 (15 µг/мл, конечная концентрация) за 15 мин до активации и инкубировали с 
нобилетином в концентрациях 12.5, 25 и 75 µМ в течение 10 мин, далее добавляли 
тромбин или Crp-XL, инкубировали ещё 2 мин, после чего разбавляли пробы PBS 
буфером (1:40) и анализировали на проточном цитометре. Данные представлены как 
среднее ± стандартное отклонение (SD). Активация интегринов αIIbβ3, вызванная 
тромбином или CRP-XL (Ø), принята за 100%, n = 6, * – p < 0.05 по сравнению с 
контролем, ** – p < 0.01 по сравнению с контролем. (В-Д) Отмытые тромбоциты (3 × 
108/мл) инкубировали с нобилетином (В) в указанных концентрациях и (Г) указанное 
время. Форсколин (Ф) использовали в качестве позитивного контроля. (Д) Тромбоциты 
инкубировали с SQ 22536 (100 µМ) или ODQ (20 µМ) в течение 10 мин, после чего 
вводили нобилетин и инкубировали еще 30 мин. Активность PKA/PKG определяли по 



форфорилированию белка VASP. В качестве позитивного контроля использовали 
форсколин и SNP. Актин использовали для контроля количества белка. К – контроль. 

циклину (PGI2) и рецепторы EP2 и EP4 к PGE2 [15]. Кроме того, активация АЦ может 

запускаться вследствие взаимодействия аденозина с аденозиновым рецептором А2А на 

тромбоцитах [16]. Для того, чтобы определить, связано ли действие нобилетина на 

тромбоциты с воздействием на поверхностные рецепторы, в работе использовались 

ингибиторы упомянутых выше рецепторов. По степени фосфорилирования белка VASP 

удалось определить, что ингибиторы рецепторов IP (Cay10441), DP1 (BW A868C) и EP4 (L-

161,982) не влияют на активацию АЦ/цАМФ/PKA сигнальной системы нобилетином, 

тогда как (Рис.4Б-Г), тогда как ингибитор рецептора А2А (ZM 241385) блокирует действие 

нобилетина (рис. 4А). 

 

Рис. 4. Ингибирующее действие нобилетина на тромбоциты опосредовано активацией 
аденозинового рецептора А2А. 



Отмытые тромбоциты (3 × 108/мл) инкубировали с ингибиторами рецепторов (А) ZM 
241385, (Б) BW A868C, (В) L161,982 и (Г) Cay10441 в указанных концентрациях в течение 
10 мин, после чего вводили нобилетин и инкубировали еще 30 мин. Актин использовали 
для контроля количества белка. (Д) В плазму, обогащенную тромбоцитами, добавляли 
фибриноген, конъюгированный с Alexa-647 (15 µг/мл, конечная концентрация), 
инкубировали с ингибитором аденозинового A2A-рецептора (ZM 241385) в течение 10 
мин, после чего вводили нобилетин (50 µМ) и инкубировали еще 10 мин. Далее 
тромбоциты активировали АДФ (5 µМ, 5 мин) и анализировали на проточном цитометре. 
Данные представлены как среднее ± SD. Активация интегринов αIIbβ3, вызванная ADP 
(Ø), принята за 100%, n = 9; + различия между ADP (Ø) и Ноб достоверны при p < 0.01, * – 
различия между Ноб и Ноб+ZM 241385 достоверны при p < 0.01. Ноб – нобилетин, К – 
контроль 

Для того, чтобы убедиться, что ингибирующий эффект нобилетина действительно 

связан с действием на рецептор A2A, было проверено, восстанавливает ли ZM 241385 

активацию тромбоцитов после введения нобилетина. Для этого на проточном цитометре 

была проведена серия экспериментов по определению активации интегринов αIIbβ3, где 

было показано, что блокирование рецептора A2A частично восстанавливало 

фибриногеновое связывание тромбоцитов, активированных АДФ, после введения 

нобилетина (Рис. 4Д). При этом совместное введение ZM 241385 и АДФ вызывало 

небольшое потенцирование активации (11.8 ± 7.01%), которое может наблюдаться 

вследствие снижения базальной активации АЦ после блокады рецептора A2A. Эти данные 

служат подтверждением того, что основной ингибирующий эффект нобилетина на 

тромбоциты связан с активацией аденозинового рецептора A2A на тромбоцитах. 

3. Влияние куркумина на функциональную активность тромбоцитов 

Куркумин относится к полифенольным соединениям, широко используемым в 

Азии в качестве специи и в традиционной медицине, которое выделяют из растения 

Curcuma longa. Так же как и для нобилетина для куркумина описано множество полезных 

активностей, среди которых присутствуют противоопухолевая [17, 18] и 

антитромбоцитарная [19]. Куркумин используется в противовоопухолевой терапии как 

моноагент и в комбинации с другими противоопухолевыми препаратами [20, 21]. Однако 

из-за низкой биологической доступности куркумин чаще всего используется в качестве 

адъюванта [22]. При этом установлено, что куркумин влияет на активность тромбоцитов 

путём модуляции цикло- и липоксигеназного сигнальных путей [23, 24], а также путём 

воздействия на киназу Syk, которая является ключевым белком в передаче сигнала от 

гликопротеиновых рецепторов [24]. Однако влияние куркумина на жизнеспособность 

тромбоцитов и активность PKA/PKG ингибиторных систем не было изучено. 



3.1 Куркумин блокирует активацию тромбоцитов и не вызывает их гибель 

 

Рис. 5. Куркумин блокирует активацию тромбоцитов, вызванную тромбином, и не 
вызывает гибель тромбоцитов. 

Отмытые тромбоциты (1 x 108/мл для проточной цитометрии и 3 x 108/мл для Вестерн 
блоттинга) инкубировали с куркумином в указанных концентрациях и (А) анализировали 
фибриногеновое связывание, (Б) уровень экстернализации фосфатидилсерина (PS) (В) 
активность внутриклеточных эстераз и (Г) определяли расщепление каспазы-3. (А) Анализ 
активации интегринов αIIbβ3 (связывание с фибриногеном-Alexa-647) проводился при 
помощи проточного цитометра. Фибриноген (15 µг/мл, конечная концентрация) был 
добавлен за 15 мин до активации. (Б) Тромбоциты инкубировали с куркумином, затем 
добавляли аннексин-V (1:10) и аннексин-связывающий буфер (1:20), инкубировали 10 
минут и анализировали при помощи проточного цитометра. (В) Тромбоциты 
инкубировали с кальцеином-AM (0.2 µM, 30 мин), затем вводили куркумин и 
инкубировали ещё 60 мин. Далее пробы разбавляли в PBS буфере (1:40) и анализировали 
на проточном цитометре. По оси X представлена интенсивность флуоресценции, по оси Y 



– гранулярность клеток. Значения представлены в логарифмической шкале. Поле «А» на 
каждом графике отражает кальцеин-AM-позитивные тромбоциты, поле «B» отражает 
тромбоциты со сниженной интенсивностью флуоресценции кальцеин-AM. n = 6. (Г) 
Вестерн блот анализ каспазы 3, ABT-737 (1 µM, 60 мин) использовали как позитивный 
контроль. Актин использовали как контроль количества белка. К- контроль. (Д)  

Прежде всего было проверено влияет ли куркумин на активацию тромбоцитов. В 

экспериментах по определению активности интегринов αIIbβ3 было установлено, что 

куркумин блокирует активацию тромбоцитов, вызванную тромбином (Рис. 5А). При этом 

блокирование активации сопровождалось экстернализацией PS на тромбоцитах (Рис. 4Б). 

Поскольку экстернализация PS может быть признаком гибели тромбоцитов, было 

проверено влияние куркумина на активность внутриклеточных эстераз по степени 

флуоресценции кальцеина-AM и на расщепление каспазы-3. Куркумин в низкой 

концентрации (5 µM) не вызывал снижение активности эстераз, тогда как в высокой 

концентрации (50 µM) только частично снижал флуоресценцию кальцеина-AM (Рис. 4В). 

При этом куркумин не влиял на активность каспазы-3 в тромбоцитах, что свидетельствует 

об образовании прокоагулянтных тромбоцитов после воздействия куркумина, но не их 

гибели. 

3.1 Действие куркумина на тромбоциты опосредовано активацией АЦ/цАМФ/PKA 

сигнального пути за счёт воздействия на рецептор A2A к аденозину 

 Следующим шагом было проверено влияет ли куркумин на активность PKA/PKG 

сигнальных путей в тромбоцитах. Куркумин вызывал фосфорилирование белка VASP 

(Рис. 6А), что говорит об активации PKA или PKG в тромбоцитах. Использование 

ингибиторов АЦ и ГЦ позволило установить, что фосфорилирование VASP опосредовано 

активацией АЦ, но не ГЦ (Рис. 6Б). Далее, по аналогии с нобилетином, было исследовано, 

связана ли активность АЦ после введения куркумина с активацией поверхностных 

рецепторов на тромбоцитах. Для этого использовали ингибиторы простагландиновых 

рецепторов DP1 (BW A868C), IP (Cay10441), EP4 (L-161,982) и ингибитор аденозинового 

рецептора А2А (ZM 241385). Оказалось, что фосфорилирование белка VASP по обоим 

Ser157 и Ser239 после введения куркумина, так же, как и в случае нобилетина, 

блокируется ингибитором аденозинового рецептора А2А (Рис. 6В), но не ингибиторами 

простагландиновых рецепторов (Рис. 14Г-Е). Исходя из этих данных, был сделан вывод о 

том, что ингибирующее действие куркумина на тромбоциты, по крайней мере частично, 

опосредовано активацией аденозинового рецептора А2А. 



 

Рис. 6. Куркумин вызывает цАМФ-зависимую активацию PKA в тромбоцитах. 

Отмытые тромбоциты (3 x 108/мл) (А) инкубировали с указанными концентрациями 
куркумина в течение 15 мин и анализировали при помощи Вестерн блоттинга 
фосфорилирование VASP по Ser239. Интенсивность сигнала была нормализирована 
сигналом от актина. Для каждого образца это соотношение выражено в условных 
единицах (у.е.) по отношению к контролю, принятому за 1. Данные представлены как 
среднее ± SD. * – p≤0,05, n = 4. (Б) Репрезентативный блоты фосфорилирования VASP. 
Тромбоциты преинкубировали с (Б) ингибитором АЦ SQ22536 (SQ, 100 µM) или с 
ингибитором ГЦ ODQ (20 µM) в течение 10 мин, (В) ZM 241385, (Г) BW A868C, (Д) 
L161,982 и (Е) Cay10441 в указанных концентрациях, затем вводили куркумин (50 µM) и 
инкубировали ещё 15 мин, после чего анализировали фосфорилирование белка VASP по 
Ser157 и Ser239 при помощи вестерн блоттинга. Актин использовали для контроля 
количества белка. 

 

 

 

 



4. Влияние ресвератрола на функциональную активность тромбоцитов 

Ресвератрол по своей химической структуре относится к стильбенам и выделяется 

из ягод, арахиса, винограда и некоторых других компонентов растений [25]. Ресвератрол 

обладает множеством полезных свойств, среди которых описаны противоопухолевая и 

антитромбоцитарная активности [26]. Показано влияние ресвератрола на рост, клеточный 

цикл и апоптоз опухолевых клеток [27]. При этом ресвератрол может модулировать 

активность тромбоцитов путём воздействия на циклооксигеназный (COX-1) и 

липоксигеназный (12-LOX) сигнальные пути в тромбоцитах [28]. Однако влияние 

ресвератрола на другие ингибирующие сигнальные пути не было изучено. 

4.1 Ресвератрол блокирует активацию тромбоцитов и не влияет на активность PKA/PKG 

сигнальных систем 

Анализ активности интегринов αIIbβ3 позволил установить, что ресвератрол 

дозозависимо блокировал активацию тромбоцитов, вызванную агонистами тромбином 

или Crp-XL (Рис. 7А, Б). При помощи анализа фосфорилирования белка VASP методом 

вестерн блоттинга было установлено, что действие ресвератрола на тромбоциты не 

связано с активацией ингибирующих PKA/PKG сигнальных систем (Рис. 7В). 

 



Рис. 7. Ресвератрол ингибирует тромбин- и CRP-XL опосредованную активацию 
тромбоцитов и не влияет на активность PKA/PKG сигнальных систем. 

(А, Б) В отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) добавляли фибриноген, конъюгированный с 
Alexa-647 (15 µг/мл, конечная концентрация) за 15 мин до активации и инкубировали с 
ресвератролом в указанных концентрациях в течение 10 мин, далее добавляли тромбин 
или Crp-XL (Ø), инкубировали ещё 2 мин, после чего разбавляли пробы PBS буфером 
(1:40) и анализировали на проточном цитометре. Данные представлены как среднее ± 
стандартное отклонение (SD). Активация интегринов αIIbβ3, вызванная тромбином или 
CRP-XL (Ø), принята за 100%, n = 6, * – p < 0.05 по сравнению с контролем. (В) Отмытые 
тромбоциты (3 × 108/мл) инкубировали с ресвератролом (20 µМ) в течение указанного 
времени, после чего анализировали фосфорилирование белка VASP по Ser157 и Ser239 
при помощи вестерн блоттинга. В качестве позитивного контроля использовали 
форсколин (Ф) (5 µМ, 2 мин). Актин использовали для контроля количества белка. n=4. 

4.2 Ресвератрол не влияет на жизнеспособность тромбоцитов 

Поскольку ингибирование активации тромбоцитов может быть связано с 

образованием прокоагулянтных тромбоцитов или с их апоптозом, было проверено, влияет 

ли ресвератрол на жизнеспособность тромбоцитов. Для этого проверили, вызывает ли 

ресвератрол экстернализацию PS на тромбоцитах и расщепление каспазы-3.  

 

Рис. 19. Ресвератрол не влияет на жизнеспособность тромбоцитов. 



Отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) (А) инкубировали с ресвератролом в указанных 
концентрациях в течение 15 мин, после чего анализировали на проточном цитометре. 
Активатор апоптоза ABT-737 (1 µМ, 60 мин) использовали в качестве позитивного 
контроля. Уровень экстернализации PS оценивался по степени связывания с аннексином 
V-PE. Данные представлены как среднее ± SD, n = 6, * –  p < 0.05 по сравнению с 
контролем, принятым за 1. (Б) Тромбоциты инкубировали с ресвератролом в указанных 
концентрациях в течение 15 мин, после чего анализировали на проточном цитометре. 
Арахидоновую кислоту (АА, 10 µМ, 5 мин) использовали в качестве позитивного 
контроля. Уровень жизнеспособности тромбоцитов оценивался по степени 
флуоресценции кальцеина-AM (0.2 µМ). Данные представлены как среднее ± SD, n = 6, * 
–  p < 0.05 по сравнению с контролем, принятым за 100 %. (В) Вестерн-блот каспазы 3. 
Отмытые тромбоциты (3 × 108/мл) инкубировали с ресвератролом в указанных 
концентрациях, после чего анализировали при помощи вестерн блоттинга. и активатором 
апоптоза ABT-737 (1 µМ, 60 мин) использовали как позитивный контроль. Актин 
использовали для контроля количества белка.  

Оказалось, что ресвератрол не влияет на активность каспазы-3 (Рис. 8В) и 

экстернализацию PS (Рис. 8А). При этом также не снижалась флуоресценция кальцеин-

AM после введения ресвератрола (Рис. 8Б), что свидетельствует о том, что ресвератрол не 

влияет на жизнеспособность тромбоцитов. 

4.3 Ресвератрол блокирует образование реактивных форм кислорода в тромбоцитах 

Образование реактивных форм кислорода (ROS) играет важную роль в процессах 

активации и агрегации тромбоцитов [29]. Поскольку для ресвератрола описана 

выраженная антиоксидантная активность, было проверено, влияет ли это соединение на 

образование ROS при активации тромбоцитов различными агонистами. 

 

Рис. 9. Ресвератрол блокирует образование реактивных форм кислорода в тромбоцитах 
при активации.  



Отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) инкубировали с ресвератролом в указанных 
концентрациях и DCF-DA (10 µM) в течение 30 мин, затем активировали (А) тромбином 
(50 мU/мл, 2 мин) или (Б) Crp-XL (0,5 µг/мл-1) после чего реакцию останавливали 
разбавлением в PBS буфере (1:40). Данные представлены как среднее ± SD, значение 
контроля было принято за 100%. n = 6; * –  p < 0.05 по сравнению с тромбином или Crp-
XL (Ø), n = 6.  

Для этого использовали краситель DCF-DA, который приобретает флуоресцентные 

свойства после окисления, индуцированного ROS. Ресвератрол блокировал образование 

ROS в тромбоцитах, активированных тромбином (Рис. 8А) или Crp-XL (Рис. 8Б), причем 

значимое блокирование наблюдалось даже при введении самых низких доз (1 µM) 

ресвератрола. Исходя из этих данных, был сделан вывод о том, что основной 

ингибирующий эффект ресвератрола на тромбоциты связан с его антиоксидантной 

активностью и блокированием ROS в тромбоцитах. 

5. Влияние ML355 на функциональную активность тромбоцитов 

 Фермент 12-LOX участвует в метаболизме арахидоновой кислоты и катализирует 

образование метаболита 12(S)- гидропероксиикоса-5,8,10,14-тетраеновой кислоты (12-

HpETE), который очень быстро метаболизируется глутатионовыми пероксидазами до 12-

гидроксиэйкозатетраеновой кислоты (12(S)-HETE) [30]. Метаболиты, образующиеся 

вследствие активности 12-LOX, играют важную роль в активации тромбоцитов [31, 32] и 

ингибирование этого белка снижает агрегационную активность тромбоцитов [33]. Помимо 

этого, оверэкспрессия 12-LOX часто наблюдается в опухолевых клетках различного 

происхождения [34, 35] и связана с прогрессией опухоли и опухолевым ангиогенезом, а 

ингибирование 12-LOX приводит к апоптозу раковых клеток и блокированию их 

пролиферации [36]. В связи с этим 12-LOX рассматривается в качестве мишени в 

противоопухолевой терапии [37, 38]. Однако изучение 12-LOX и её роли в метаболизме 

тромбоцитов и опухолевых клеток недостаточно изучена из-за неспецифического 

действия существующих 12-LOX ингибиторов. Появление соединения ML355, которое 

селективно ингибирует 12-LOX, позволяет ближе подойти к изучению роли 12-LOX в 

процессах активации тромбоцитов и участии этого белка в развитии опухолей. Однако 

молекулярные механизмы действия этого соединения на тромбоциты не были изучены. 

5.1 ML355 блокирует активацию тромбоцитов, вызванную тромбином или TxA2, 

но не Crp-XL 

В одной из работ было показано, что ML355 может снижать агрегацию 

тромбоцитов [39], поэтому было исследовано действие этого соединения на активацию 



тромбоцитов, вызванную различными агонистами. Анализ активности интегринов αIIbβ3 

по связыванию с меченым фибриногеном позволил установить, что ML355 вызывает 

снижение активации тромбоцитов после введения тромбина или TxA2 (U46619), но не 

Crp-XL (Рис. 10А-В). При этом ингибирующая активность ML355 возрастала со временем 

инкубации, и значимое блокирование фибриногенового связывания наблюдалось только 

через 30 мин после ведения ML355 (Рис. 10Г). 

 

Рис. 10. ML355 блокирует тромбин- или U46619-, но не Crp-XL-индуцированную 
активацию тромбоцитов.  

Отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) инкубировали с ML355 (А-В) в указанных 
концентрациях и (Г) указанное время (50 µМ) и затем активировали тромбином (50 
мU/мл, 2 мин) U46619 (1 µM, 2 мин) или (Crp-XL 0,5 µг/мл-1, 2 мин). Анализ активации 
интегринов αIIbβ3 (связывание с фибриногеном-Alexa-647) проводился при помощи 
проточного цитометра. Фибриноген (15 µг/мл, конечная концентрация) был добавлен за 
15 мин до активации. Для анализа на проточном цитометре пробы разбавлялись PBS 
буфером (1:40). Данные представлены как среднее ± SD. Активация, вызванная 
тромбином, U46619 или Crp-XL (Ø), принята за 100%, n = 9; * – по сравнению с 
позитивным контролем (тромбином, U46619 или Crp-XL), p < 0.05.  

Анализ фосфорилирования белков PI3K, Erk1/2, Akt, p38 и Syk, участвующих в 

активации тромбоцитов, позволил установить, что ML355 блокирует фосфорилирование 

белков PI3K, Erk1/2 и Akt, но не p38 и Syk (Рис.11А-В). Эти данные могут объяснить 



отсутствие ингибирующего влияния ML355 на активацию тромбоцитов, индуцированную 

Crp-XL, поскольку Syk является основной киназой в пути передачи активационного 

сигнала от рецептора GPVI. Более того, ML355 в больших дозах даже потенцировал 

фосфорилирование Syk после введения Crp-XL (Рис. 11В), однако сам по себе не влиял на 

базальное фосфорилирование Syk (Рис. 11Г) 

 

Рис. 11. ML355 блокирует фосфорилирование белков Akt, PI3K и ERK, но не p38 и Syk.  

Отмытые тромбоциты (3 x 108/мл) инкубировали с ML355 в указанных концентрациях в 
течение 30 мин и затем активировали тромбином (Thr, 50 мU/мл, 2 мин), после чего 
анализировали при помощи Вестерн блоттинга. Актин использовали как контроль 
количества белка. (А, Б) Количественный анализ фосфорилирования белков Akt, PI3K, 
ERK и p38. Интенсивность сигнала была нормализирована сигналом от актина. Данные 
представлены как среднее ± SD. Для каждого образца это соотношение выражено в 



условных единицах (у.е.) по отношению к контролю, принятому за 1. (В, Г) 
Репрезентативные блоты четырех независимых экспериментов. 

5.2 ML355 блокирует образование ROS в активированных тромбоцитах 

Поскольку ингибиторы 12-LOX обладают выраженными антиоксидантными 

свойствами [40, 41], было проверено, влияет ли ML355 на уровень ROS в активированных 

тромбоцитах. Для этого использовали тот же краситель DCF-DA, что и в случае с 

ресвератролом. ML355 вызывал снижение уровня ROS в тромбоцитах, активированных 

тромбином (Рис. 12).  При этом ML355 в концентрации 50 µM возвращал уровень 

флуоресценции DCF-DA к контрольным значениям 

 

Рис. 12. ML355 блокирует образование реактивных форм кислорода (ROS) в тромбоцитах.  

Отмытые тромбоциты (1 × 108/мл) инкубировали с ML355 в указанных концентрациях и 
DCF-DA (10 µM) в течение 30 мин, затем активировали тромбином (50 мU/мл, 2 мин), 
после чего реакцию останавливали разбавлением в PBS буфере (1:40). Данные 
представлены как среднее ± SD, значение контроля было принято за 1. n = 6; * –  p < 0.05 
по сравнению с тромбином (Ø), n = 8.  

5.3 ML355 вызывает цАМФ-зависимое фосфорилирование VASP в тромбоцитах 

Для того чтобы определить связан ли ингибирующий эффект ML355 на 

тромбоциты с активацией АЦ/цАМФ/PKA или ГЦ/цГМФ/PKG сигнальных путей, был 

проанализирован уровень фосфорилирования VASP после введения ML355. Оказалось, 

что высокая доза ML355 (50 µM) вызывает фосфорилирование VASP (Рис. 13А). Для того 

чтобы определить, связано ли это фосфорилирование с активацией PKA/PKG 



ингибирующих сигнальных путей, использовали ингибиторы АЦ SQ22536 и ГЦ ODQ. 

Фосфорилирование VASP, вызванное ML355, блокировалось ингибитором АЦ, но не 

ингибитором ГЦ (Рис 13Б, В), что свидетельствует об активации АЦ в тромбоцитах после 

введения высоких доз ML355. Исходя из этих данные можно сделать вывод о том, что 

ингибирующее действие ML355 в низких дозах связано с блокированием образования 

ROS, тогда как высокие концентрации ML355 могут вызвать активацию АЦ/цАМФ/PKA 

сигнальной системы в тромбоцитах. 

 

Рис. 13. ML355 активирует AC/cAMP/PKA ингибиторную систему в тромбоцитах. 

(А) Отмытые тромбоциты (3 x 108/мл) инкубировали с ML355 в указанных концентрациях 
в течение 30 мин и затем анализировали при помощи Вестерн блоттинга. (Б, В) Отмытые 
тромбоциты (3 x 108/мл) преинкубировали с ODQ (20 µM) или SQ22563 (SQ, 100 µM) в 
течение 10 мин, затем добавляли ML355 (50 µM) и инкубировали ещё 30 мин. SNP (1 µM) 
и форсколин (Форс, 1 µM) использовали в качестве позитивного контроля. Актин 
использовали как контроль количества белка. Интенсивность сигнала была 



нормализирована сигналом от актина. Для каждого образца это соотношение выражено в 
условных единицах (у.е.) по отношению к контролю, принятому за 1. Данные 
представлены как среднее ± SD. * – p≤0,05 по сравнению с контролем, + –  p≤0,05 по 
сравнению с ML355, n = 4. К – контроль. 

 

ВЫВОДЫ 
 

1. Высокоаффинные ингибиторы белка BCL-XL ABT-737 и WEHI-539 вызывают 

апоптоз тромбоцитов и блокируют их активацию за счёт каспаз-зависимой 

активации PKA. 

2. Низкоаффинные ингибиторы  белка BCL-XL обатоклакс и госсипол блокируют 

активацию тромбоцитов и вызывают их гибель каспаз-независимым путём. 

3. Ингибирующее действие нобилетина на тромбоциты опосредовано активацией 

рецептора A2A к аденозину и запуском АЦ/цАМФ/PKA сигнального пути в 

тромбоцитах. 

4. Куркумин вызывает образование прокоагулянтных тромбоцитов и блокирует их 

активацию через воздействие на аденозиновый рецептор A2A, что приводит к 

запуску АЦ/цАМФ/PKA сигнального пути. 

5. Ресвератрол блокирует активацию тромбоцитов, вызванную различными 

агонистами, за счёт снижения уровня ROS. 

6. ML355 блокирует тромбин- или TxA2-индуцированную активацию тромбоцитов, 

но не влияет на активацию тромбоцитов, вызванную Crp-XL. Основной 

ингибирующий эффект ML355 в низких дозах опосредован снижением уровня ROS 

в тромбоцитах, тогда как ML355 в высокой дозе вызывает активацию 

ингибиторного АЦ/цАМФ/PKA сигнального пути. 
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