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ВВЕДЕНИЕ
Тромбоциты – это мелкие, размером в 2-4 мкм, безъядерные дискообразные клеточные фрагменты, циркулирующие в кровотоке и играющие ключевую роль в гемостазе и тромбообразовании. Процесс первичного (сосудисто-тромбоцитарного) гемостаза – многоступенчатый каскад, начинающийся с адгезии тромбоцитов к поврежденному сосудистому эндотелию или субэндотелиальному матриксу и завершающийся образованием стабильного тромбоцитарного сгустка. 
При повреждении сосуда циркулирующие тромбоциты приходят в контакт с множеством растворимых и нерастворимых активаторов, которые вызывают их активацию и прикрепление к зоне повреждения, а последующая активация интегринов на поверхности тромбоцитов обеспечивает их более прочную адгезию и вызывают дальнейшую активацию посредством запуска каскада внутриклеточных сигналов. Происходит изменение формы с дисковидной на округлую с филоподиальными выростами, высвобождение содержимого плотных и α-гранул, содержащих дополнительные активаторы, в частности аденозиндифосфат (АДФ). Высвобожденный АДФ вызывает последующую активацию дополнительных тромбоцитов в районе растущего тромба. В здоровом сосуде активация тромбоцитов ингибируется посредством постоянно секретирующихся эндотелиальных факторов, в первую очередь простациклина и оксида азота.
Нарушения функции тромбоцитов называются тромбоцитопатиями. Они могут быть как врожденными (такие как синдром Бернара-Сулье, тромбастения Гланцманна), так и приобретенными (лекарственно-индуцированными или связанными с иммунными эффектами при миелопролиферативных заболеваниях). Тромбоцитопатии относятся к наиболее частым причинам повышенной кровоточивости, поэтому точное определение состояния активации тромбоцитов является желаемым клиническим показателем для распознавания и предотвращения возможных осложнений, вызванных лекарственными препаратами или дисфункцией тромбоцитов.
Лабораторная диагностика тромбоцитопатий представляет собой многоэтапный процесс, требующий комплексного подхода и включающий в себя скрининговые и уточняющие тесты. Несмотря на то, что агрегометрия остается «золотым стандартом» диагностики, ряд ограничений метода, как, например, невозможность применения при тромбоцитопении ввиду установленного определенного количества клеток для надежных результатов, вынуждают искать менее требовательные и более чувствительные методы для исследования функции тромбоцитов.
Согласно рекомендациям ВОЗ при назначении двойной пациентам антитромбоцитарной терапии рекомендуется использовать так называемый индекс реактивности тромбоцитов, базирующийся на определении уровня фосфорилирования белка VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein), как маркера степени заингибированности функций тромбоцитов и подавления агрегации. В настоящее время методики анализа фосфорилирования VASP продолжают развиваться и модифицироваться.
Вестерн-блоттинг (иммуноблоттинг) является важным аналитическим методом в исследовании тромбоцитов, позволяющим выявлять качественные и количественные дефекты белков тромбоцитов. В контексте мониторинга антитромбоцитарной терапии вестерн-блоттинг используется преимущественно в исследовательских целях, в то время как в клинической практике предпочтение отдается проточной цитометрии. Однако принципы иммунодетекции, лежащие в основе вестерн-блоттинга, составляют фундамент для разработки специфических диагностических тестов, включая анализ фосфорилирования VASP.
Проточная цитометрия является быстрым и универсальным инструментом для диагностики нарушений функции тромбоцитов. Именно оценка фосфорилирования VASP методом проточной цитофлуориметрии применятся в клинической практике для надежного определения уровня остаточной реактивности тромбоцитов и мониторинга антитромботической терапии. Однако существующий коммерческий тест не всегда доступен и имеет ряд аспектов, требующих модификации.
В связи с этим, настоящая работа посвящена исследованию уровня фосфорилирования белка VASP у здоровых доноров, в ответ на фармакологические средства, и при тромбоцитопатиях, которое актуально тем, что позволит повысить эффективность мониторинга терапии сердечно-сосудистых патологий и в дальнейшем предложить дополнительный метод диагностики нарушений функций тромбоцитов.
Целью работы является:
Исследование взаимосвязи уровня фосфорилирования белка VASP в крови здоровых доноров с фармакологически индуцированной рефрактерностью тромбоцитов и пациентов с тромбоцитопатиями или патологически индуцированной рефрактерностью тромбоцитов посредством разработки аналога метода определения индекса реактивности тромбоцитов (Platelet Reactivity Index, PRI) проточной цитометрией.  
Поставленные задачи:
1.	Подобрать концентрации активаторов и ингибиторов тромбоцитов, а также режимов фиксации и наблюдения для определения фосфорилирования белка VASP и индекса реактивности тромбоцитов с использованием проточной цитофлуориметрии образцов цельной крови.
2.	Определить вариабельность индекса реактивности тромбоцитов у взрослых здоровых доноров и условно-здоровых педиатрических пациентов без признаков тромбоцитопатии.
3.	Определить индекс реактивности тромбоцитов у пациентов с хроническими миелопролиферативными заболеваниями, характеризующимися рефрактерностью тромбоцитов.
4. Определить индекс реактивности тромбоцитов у пациентов с фармакологически-индуцированной рефрактерностью тромбоцитов


Глава 1. Обзор литературы
Морфофункциональная характеристика тромбоцитов
Тромбоциты представляют собой мелкие безъядерные фрагменты цитоплазмы мегакариоцитов. Они играют ключевую роль в поддержании гемостаза, а также участвуют в процессах воспаления, ангиогенеза и регенерации тканей, циркулируют в крови в течение 9-10 дней, затем разрушаются в селезенке и печени [1]. Нормальная концентрация тромбоцитов в периферической крови человека составляет 150-350 тыс./мкл [2]. Поддержание тромбоцитарной массы контролируется тромбопоэтином: при снижении количества тромбоцитов концентрация свободного тромбопоэтина в плазме возрастает, стимулируя продукцию и созревание мегакариоцитов [3]. Несмотря на отсутствие ядра, тромбоциты обладают сложной организацией, позволяющей им быстро активироваться в ответ на повреждение сосудистой стенки.
Морфология тромбоцитов
В покоящемся состоянии тромбоциты имеют характерную двояковыпуклую дискоидную форму около 3 мкм в диаметре и толщиной 0,5 мкм [4]. Согласно классическому представлению о структурной организации тромбоцита, его строение может быть разделено на четыре основных компонента: периферическая зона, зона зол-геля (матрикс цитоплазмы), органельная зона и мембранные системы [5].
Периферическая зона 
Периферическая зона включает плазматическую мембрану и тесно связанные с ней структуры. Наружный слой представлен гликокаликсом, богатым гликопротеинами (ГП), которые выполняют функцию рецепторов для стимулов, запускающих активацию тромбоцитов, и субстратов для реакций адгезии и агрегации [6]. Среди важнейших ГП мембраны тромбоцита можно выделить GPIb/IX/V (glycoprotein Ib/IX/V), комплекс, образующий рецептор фактора фон Виллебранда (фВ) [7], и интегрин αIIbβ3 (GPIIb/IIIa), главный рецептор агрегации, связывающий фибриноген и фВ[2]. 
Средний слой – плазматическая мембрана, построенная по типу липидного бислоя. При активации тромбоцитов негативно заряженные фосфолипиды могут экспонироваться на внешней стороне мембраны, создавая поверхность для взаимодействия с факторами свертывания крови и служат источником арахидоновой кислоты для синтеза простагландинов [6]. Также плазмолемма образует многочисленные инвагинации – открытую канальциевую систему (ОКС), представляющую собой сложную сеть соединенных между собой каналов, сообщающихся с внеклеточной средой [8].
Мембранные системы
Плотная тубулярная система (ПТС) в тромбоцитах является эквивалентом эндоплазматического ретикулума в ядерных клетках в тромбоцитах. Она происходит из гладкого эндоплазматического ретикулума мегакариоцита и не сообщается ни с плазматической мембраной, ни с ОКС [8]. ПТС является основным депо ионов кальция, а также местом локализации ферментов синтеза простагландинов (циклооксигеназы) и играет ключевую роль в регуляции кальциевого сигнала при активации тромбоцитов [6]. Также, ПТС является местом локализации ферментов синтеза простагландинов (циклооксигеназы и тромбоксансинтазы) [9].
Открытая канальциевая система представляет собой уникальную для тромбоцитов мембранную структуру, которая формируется путем инвагинации плазматической мембраны и является сетью каналов, пронизывающих цитоплазму тромбоцита и сообщающихся с внеклеточным пространством. Липидный состав ОКС идентичен составу плазматической мембраны, а гликопротеиновые рецепторы (GPIb, интегрин αIIbβ3, GPVI) представлены на обеих мембранах в сходных количествах. ОКС обеспечивает транспорт веществ внутрь тромбоцита, секрецию содержимого гранул наружу, участвует в кальциевом сигналинге и регуляции поверхностных рецепторов, служит источником дополнительной мембраны для распластывания тромбоцита [3,6,8].
Зона зол-геля (цитоплазматический матрикс)
Цитоплазматический матрикс содержит несколько систем филаментов в различных состояниях полимеризации: актиновые микрофиламенты, структурные филаменты и микротрубочки. Организованные в кольцо микротрубочки ответственны за поддержание дискоидной формы покоящегося тромбоцита [3]. 
Также целостность тромбоцита поддерживается разветвленной сетью актиновых филаментов (F-актина), которая может быть разделена на два компонента: примембранный скелет (ламинарная сеть, подстилающая плазматическую мембрану, состоящая из спектрина, аддуцина, филамина и актина) и цитоплазматический актиновый каркас. Филамин связывает гликопротеин Ibα с актиновым цитоскелетом, что обеспечивает структурную целостность тромбоцита и его эластичность [3].
Органеллы тромбоцита
Зона органелл представлена несколькими типами секреторных гранул и органелл, рассеянных в цитоплазме.
α-гранулы являются наиболее многочисленными секреторными органеллами тромбоцита (приблизительно 50-80 гранул на тромбоцит), размер варьируется в пределах 200–500 нм [10]. Они ограничены мембраной, содержащей характерные маркерные белки (например, P-селектин — CD62P). В матриксе α-гранул содержатся адгезивные белки (такие как фибриноген, фВ, фибронектин), факторы свертывания (фактор V), хемокины, ростовые факторы и другие белки [2,7]. 
Плотные гранулы (δ-гранулы) представлены меньшим числом, чем α-гранулы (в среднем 8-10 на тромбоцит), а также меньше по размеру (диаметром около 150 нм), чем α-гранулы [11,12]. Плотные гранулы содержат: АДФ, аденозинтрифосфат (АТФ), серотонин, ионы кальция, магния и полифосфаты [13]. Выброс содержимого плотных гранул усиливает активацию и агрегацию тромбоцитов по механизму положительной обратной связи, так как находящиеся в них АДФ является агонистом тромбоцитарных пуринергических рецепторов. Сами гранулы располагаются преимущественно на периферии тромбоцита, что, вероятно, способствует быстрому высвобождению их содержимого при активации [11].
Лизосомы являются третьим типом секреторных гранул, содержащих кислые гидролазы (β-гексозаминидазу) и протеазы, которые могут участвовать в растворении тромба на поздних стадиях [14].
Митохондрии обнаруживаются в количестве около 8-10 на тромбоцит и обеспечивают энергией процессы активации и секреции [11].
Мембранные системы
Плотная тубулярная система является эквивалентом эндоплазматического ретикулума в тромбоцитах. Она происходит из гладкого эндоплазматического ретикулума мегакариоцита и не сообщается ни с плазматической мембраной, ни с ОКС [8]. Эта система является депо ионов кальция, а также местом локализации ферментов синтеза простагландинов (циклооксигеназы) и играет ключевую роль в регуляции кальциевого сигнала при активации тромбоцитов [6].
Функции тромбоцитов
Гемостатическая функция
Основная функция тромбоцитов – остановка кровотечения при повреждении сосудистой стенки. Этот процесс включает несколько последовательных этапов.
Пусковым этапом тромбообразования в условиях повреждения стенки сосуда выступает адгезия неактивированных тромбоцитов. Она происходит за счет связывания с фактором Виллебранда – белком плазмы крови, ассоциированным либо с коллагеном межклеточного матрикса, либо с поверхностью воспаленного эндотелия [15]. В условиях высоких скоростей сдвига фВ разворачивается под действием потока крови, открывая сайт связывания для тромбоцитарного гликопротеинового комплекса GPIb-IX-V [16]. Это взаимодействие обеспечивает первичное прикрепление тромбоцитов к месту повреждения. После замедления тромбоцита происходит его прочная адгезия через взаимодействие коллагеновых рецепторов GPVI и интегрина α2β1 с коллагеном [7,17].
Связывание GPVI с коллагеном приводит к активации тромбоцитов, инициируя каскад внутриклеточной сигнализации, ключевым регулятором которого выступает повышение внутриклеточного кальция. Происходит изменение формы тромбоцитов (с дисковидной на округлую с длинными филоподиальными выростами), высвобождение содержимого альфа- и плотных гранул, а также синтез и выделение тромбоксана A₂ (TXA₂). Высвобожденный из плотных гранул АДФ, связываясь с рецепторами P2Y1 и P2Y12 на поверхности тромбоцитов, и TXA₂ вызывают дальнейшую активацию и привлечение дополнительных тромбоцитов к месту повреждения по каскаду положительной обратной связи [12,18] (рисунок 1). Активация тромбоцитов приводит экспонированию отрицательно заряженных фосфолипидов (фосфатидилсерина) на наружную поверхность стороне плазматической мембраны, что создает прокоагулянтную поверхность для сборки комплексов свертывания крови [19].
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Рисунок 1. Схематическое представление основных рецепторов и сигнальных путей тромбоцита, участвующих в активации, агрегации и ингибировании тромбоцитов [7]
Конечным этапом является активация интегрина αIIbβ3 (рецептора фибриногена), который переходит из низкоаффинного состояния в высокоаффинное, связывает фибриноген, и это приводит к агрегации тромбоцитов, формирующих стабильную гемостатическую пробку [18].
Другие функции
Помимо участия в гемостазе функции тромбоцитов включают в себя ангиотрофическое действие, репарацию тканей и участие в воспалительно-иммунных реакциях. 
Выделяемые из α-гранул факторы роста стимулируют пролиферацию эндотелиоцитов, гладкомышечных клеток и фибробластов, обеспечивая репарацию и поддержание целостности сосудистой стенки и заживление ран. Также тромбоциты способны взаимодействовать с бактериями, их экспрессия P-селектина опосредует взаимодействие с моноцитами, нейтрофилами и лимфоцитами, а хемокины α-гранул рекрутируют иммунные клетки к очагу воспаления, таким образом участвуя в ранних этапах защитных реакциях [10,13].
Биофизические механизмы активации тромбоцитов
Механическая активация тромбоцитов
Активация тромбоцитов – основной процесс гемостаза, который традиционно принято представлять в виде лиганд-рецепторных взаимодействий. Однако последние исследования установили, что наряду с биохимической стимуляцией существует фундаментальный биофизический механизм – механотрансдукция, позволяющая тромбоцитам реагировать на физические силы [20]. Более того, ответ тромбоцитов не является бинарным (активирован/не активирован), а представляет собой градиент состояний, разделяемый в специализированной литературе на сильную и слабую активацию в зависимости от дозы и типа агониста [21].
Процесс биохимической активации, как было сказано ранее, начинается со связывания агонистов со своими специфическими мембранными рецепторами. Биофизический аспект активации заключается в способности тромбоцитов преобразовывать механические стимулы в биохимические сигналы через механосенсорные рецепторные комплексы: GPIb-IX-V (рецептор фВ) [21], ионные каналы (например, канал Piezo1) [22], механочувствительность интегрина αIIbβ3 [23]. Так, канал Piezo1 позволяет свободно циркулирующим тромбоцитам активироваться в условиях ускорения потока независимо от адгезивных рецепторов, обеспечивая приток Ca²⁺ и последующую активацию интегринов [22]. 
В свою очередь, высокое сдвиговое напряжение (например, в артериолах) вызывает конформационное изменение фВ, присутствующего в плазме крови в значительных количествах, обнажая его домен А1. Активированный фВ связывается с рецепторным комплексом GPIb-IX-V, инициируя адгезию тромбоцитов [20]. Механическое воздействие через фВ вызывает конформационные изменения в механочувствительном домене GPIbα [24,25]. Механочувствительный домен разворачивается под действием сдвиговой силы, вызывая сильную кальциевую сигнализацию [26] и приводя к активации интегрина αIIbβ3 [27]. Сила и продолжительность воздействия определяют кальциевый ответ, при этом длительное воздействие вызывает более сильные сигналы. Эти механизмы позволяют GPIb-IX «ощущать» механические силы и преобразовывать их в сигналы, активирующие секрецию гранул и интегрин αIIbβ3 [28], важные для стабильной адгезии тромбоцитов и участия тромбоцитов в тромбо-воспалительных реакциях.
Сильная и слабая активация тромбоцитов
Концепция сильной и слабой активации была введена на основе анализа агрегации и секреции тромбоцитов в ответ на различные типы агонистов и их дозы [29].
Слабая активация
Слабая степень активации подразумевает собой ранее упомянутые активацию интегринов, выход гранул и изменение формы тромбоцитов. Это обратимая (в отсутствие механического напряжения или при снижении концентрации агониста) или ограниченная форма ответа, которая in vivo позволяет запускать образование тромба именно в месте повреждения, минимизируя риск генерализованной активации всей циркулирующей популяции тромбоцитов. 
Основными индукторами слабой активации считаются АДФ, эпинефрин (адреналин), ТХА₂ и его аналоги. Адреналин – гормон, который сам по себе часто не вызывает полной агрегации, но значительно усиливает ответ на первичные агонисты, выступая в роли потенцирующего агониста. ТХА₂, взаимодействуя с ТР-рецептором тромбоцитов, вызывает изменение формы, тромбоциты становятся способны к агрегации, повышается внутриклеточный уровень Ca²⁺, начинается фосфорилирование белков [30]. 
Активация тромбоцитов АДФ осуществляется через два пуринергических рецептора: P2Y1 и P2Y12. При этом для нормальной активации необходима экспрессия обоих типов рецепторов. P2Y1 передает сигнал через Gq-белок и фосфолипазу C, обеспечивая изменение формы и начальную агрегацию. P2Y12, сопряженный с Gi-белком, ингибирует аденилатциклазу, снижая уровень циклического аденозинмонофосфата (цАМФ) и усиливая ответ, завершая агрегацию (рисунок 2) [29,31] Примечательно, что при активации тромбоцита сильными индукторами количество этих рецепторов на поверхности может увеличиваться за счет рекрутирования их из α-гранул [32].
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Рисунок 2. Действие АДФ на тромбоциты через P2-рецепторы, сопряженных с G-белком, P2Y1 и P2Y12 [33]
Слабые агонисты, описанные выше, определяют основную характеристику слабой активации: обратимая агрегация, частичная секреция гранул, отсутствие прокоагулянтной активности. Критическое различие между слабой и сильной активацией заключается в том, что слабые агонисты не способны индуцировать появление прокоагулянтной поверхности на тромбоците, то есть не вызывают экспозицию фосфатидилсерина.
Сильная активация
Сильная активация представляет собой каскад необратимых событий, направленный на быструю и эффективную остановку кровотечения. Она вызывается высокими концентрациями мощных агонистов, таких как тромбин, коллаген [34].
Характеризуется лавинообразным нарастанием внутриклеточного Ca²⁺, необратимым изменением формы, полной дегрануляцией всех типов гранул, полной активацией интегринов, и, что наиболее важно, экспозицией фосфатидилсерина на наружном слое плазматической мембраны [20]. Тромбоциты в состоянии сильной активации формируют основу тромба и проявляют прокоагулянтную активность. Именно прокоагулянтные тромбоциты усиливают генерацию тромбина – самого сильного активатора тромбоцитов и ключевого фермента каскада свертывания [35].
Важно понимать, что слабая и сильная активации не являются полностью изолированными процессами. В физиологических условиях они действуют совместно. Слабые агонисты (например, АДФ, выделившийся из поврежденных клеток) могут инициировать начальную, обратимую активацию и агрегацию тромбоцитов. Эта начальная активация стимулирует секрецию содержимого гранул, включая еще большее количество АДФ, ТХА₂ и других медиаторов, что, в свою очередь, привлекает и активирует новые тромбоциты по принципу амплификации даже при наличии минимальных концентраций тромбина [34]. Таким образом, для перехода к необратимой агрегации и формированию стабильного тромба часто необходимо одновременное или последовательное действие как слабых, так и сильных агонистов. 
Ограничение активации тромбоцитов
В норме процессы активации и адгезии строго регулируются, как ограничиваясь в пространстве и времени при повреждении сосудистой стенки, чтобы не привести к полной закупорке сосуда тромбом (окклюзивному тромбозу), так и подавляясь в кровотоке при наличии целостной сосудистой стенки. Поддержание неактивированного состояния тромбоцита и ограничение его активации являются сложными процессами, в которых участвуют как эндотелиальные клетки, так и внутриклеточные механизмы самих тромбоцитов.
Инактивация и рефрактерность
После активации тромбоциты могут переходить в рефрактерное состояние, при котором их ответ на повторную стимуляцию снижен. В работе [36] описан феномен "инактивации после активации" при низких и высоких скоростях сдвига. В экспериментах in vitro после начальной активации и агрегации в ответ на АДФ тромбоциты спонтанно дезагрегируют даже в присутствии агониста. При высоких скоростях сдвига активация также сменяется инактивацией. In vivo это проявляется в ограничении роста гемостатической пробки [36].
Пространственная гетерогенность и микроокружение
Внутри гемостатической пробки формируется иерархическая структура: "ядро" из высокоактивированных, дегранулированных, плотноупакованных тромбоцитов и "оболочка" из менее активированных, рыхло связанных тромбоцитов [37]. Эта гетерогенность возникает из-за градиентов агонистов, формирующихся внутри тромба, и играет ключевую роль в ограничении роста тромбоцитарного агрегата.
По мере роста тромба, поток крови внутри него становится пренебрежимо малым. Транспорт растворенных веществ переходит из конвекции к диффузии. Это ограничивает проникновение крупных молекул (тромбин, ~37 кДа) в центральные зоны, тогда как мелкие молекулы (АДФ, ~0,5 кДа) диффундируют дальше. В ядре тромба транспорт может быть полностью заблокирован из-за плотной упаковки тромбоцитов и задержки фибрином [37].
Тромбин, благодаря ограничению диффузии и наличию плазменных ингибиторов (антитромбин, активированный протеин C), действует преимущественно в ядре тромба и в прилежащем экстраваскулярном пространстве [38]. АДФ и TxA₂, напротив, более диффузны и рекрутируют тромбоциты в оболочку. Оболочка – периферическая зона из слабо активированных, рыхло связанных тромбоцитов, проявляет чувствительность к антитромбоцитарной терапии (ингибиторам P2Y12 и аспирину) [37].
Эндотелиальные механизмы ограничения
В норме эндотелий сосудов является главным барьером, предотвращающим спонтанную активацию тромбоцитов. Эндотелиальные клетки секретируют три основные группы молекул, подавляющих активацию тромбоцитов: оксид азота, простациклин и экто-АДФазу CD39 [7].
Оксид азота (NO) благодаря малым размерам и липофильной природе легко проникает через мембрану тромбоцитов, где активирует растворимую гуанилатциклазу, что приводит к повышению уровня циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) [38]. цГМФ, в свою очередь, активирует цГМФ-зависимую протеинкиназу G (PKG), которая приводит к снижению уровня внутриклеточного Ca²⁺ [38], фосфорилирует вазодилататор-стимулированный фосфопротеин (VASP) [7], фосфорилирует TP-рецептор тромбоксана A₂, предотвращая тромбоксан-зависимую активацию тромбоцитов. 
Экто-АДФаза CD39 – мембраносвязанный фермент эндотелиальных клеток, который гидролизует АТФ и АДФ до АМФ [39]. CD39 «удаляет» АДФ из внеклеточной среды, тем самым предотвращая дальнейшую активацию и рекрутирование тромбоцитов [40]. 
Простациклин (PGI₂) синтезируется эндотелиальными клетками из арахидоновой кислоты под действием циклооксигеназы-2 и простациклин-синтазы [40]. Период полужизни PGI₂ в плазме составляет около 60 минут. PGI₂ связывается со специфическим IP-рецептором на тромбоцитах, который сопряжен с Gs-белком, стимулирующим аденилатциклазу. Это приводит к повышению уровня цАМФ и активации протеинкиназы А (PKA) [7]. PKA, в свою очередь, также фосфорилирует VASP, ингибируя активацию интегрина αIIbβ3 и связывание фибриногена [16], подавляет высвобождение Ca²⁺ из внутриклеточных депо, стимулирует активность Ca²⁺-АТФазы плазматической мембраны, ускоряя выведение Ca²⁺ из тромбоцита [7].
Выделение сигнальных путей тромбоцитов имеет не только теоретическое, но и важное практическое значение. Детальное понимание сигнальных механизмов слабой и сильной активации, а также их ограничения необходимо для разработки диагностики и таргетной терапии тромботических и геморрагических состояний различного генеза. 
Патологии, для которых характерна дисфункция тромбоцитов
Патологии тромбоцитов представляют собой группу заболеваний, которые проявляются в виде как геморрагических, так и тромботических осложнений. Традиционно нарушения тромбоцитов разделяют на количественные (тромбоцитопения и тромбоцитоз) и качественные (тромбоцитопатии – дисфункции тромбоцитов) [41]. Качественные дефекты, в свою очередь, могут быть врожденными (наследственными) или приобретенными [42].
Хронические миелопролиферативные заболевания (ХМПЗ) представляют собой группу гематологических заболеваний, характеризующихся избыточной продукцией одного или нескольких зрелых миелоидных ростков крови. ХМПЗ классифицируются на: хронический миелолейкоз с филадельфийской хромосомой (BCR-ABL1-позитивный), истинную полицитемию (ИП), эссенциальную тромбоцитемию (ЭТ), первичный миелофиброз (ПМФ), хронический нейтрофильный лейкоз, хронический эозинофильный лейкоз [43].
Молекулярный патогенез определяется драйверными мутациями (JAK2, CALR, MPL), приводящими к активации JAK-STAT сигнального пути, в сочетании с кооперирующими мутациями, определяющими фенотип, прогноз и риск трансформации в острый лейкоз [44]. Важно отметить, что мутации в генах JAK2, CALR и MPL являются взаимоисключающими и обнаруживаются в совокупности у более чем 90% пациентов с Ph-негативными ХМПЗ (с отсутствием филадельфийской хромосомы). Пациенты, не имеющие ни одной из этих мутаций, относятся к категории «тройных негативных» форм и имеют наиболее неблагоприятный прогноз, особенно при ПМФ [45,46,47].
Тромбоцитарные нарушения при ХМПЗ вносят существенный вклад в развитие как тромботических, так и геморрагических осложнений [48]. 
Так, у пациентов с ХМПЗ у тромбоцитов наблюдаются рецепторные аномалии, приводящие к снижению экспрессии рецепторов к адреналину и TXA₂, а также рецептора тромбопоэтина при ИП и миелофиброзе [49]. Показано также снижение экспрессии GPIIb/IIIa (а также нарушение его активации при сохранном количестве) и GPIb на поверхности тромбоцитов и часто наблюдается приобретенный дефицит плотных гранул со снижением содержания ADP и серотонина, что определяет риск кровотечений [48]. Вероятно, риск кровотечений, также может быть связан с приобретенным синдромом Виллебранда, возникающего на фоне экстремального тромбоцитоза (>1000 тыс./мкл) [49].
С другой стороны, при ИП и ЭТ значительно повышена экскреция метаболитов TХA₂, что отражает стойкую активацию тромбоцитов in vivo [49]. Уровень активации сопоставим с таковым при нестабильной стенокардии и превышает показатели при многих других состояниях с высоким сердечно-сосудистым риском [49]. Повышенное количество незрелых тромбоцитов, выявляемое при ЭТ, коррелирует с риском тромбозов независимо от уровня тромбоцитоза [9. Мутация JAK2_V617F ассоциирована с более высоким числом незрелых тромбоцитов и гиперреактивностью на тромбин и коллаген, что также приводит к риску тромбоза [50,49].
Основными целями лечения ХМПЗ остаются профилактика тромбогеморрагических осложнений, контроль симптомов и улучшение качества жизни пациентов [51].
Ишемическая болезнь сердца (ИБС) представляет собой поражение миокарда, обусловленное нарушением равновесия между потребностью сердечной мышцы в кислороде и его доставкой по коронарным артериям. При ИБС, особенно в рамках острого коронарного синдрома, наблюдается значительная активация тромбоцитов. Исследования показывают, что у пациентов с инфарктом миокарда с подъемом сегмента ST на электрокардиограмме, примерно у 50% больных, обнаруживаются признаки повышенной активации тромбоцитов в системном кровотоке по сравнению со здоровыми лицами [52].
Механизмы активации тромбоцитов при ИБС многообразны. Разрыв атеросклеротической бляшки обнажает субэндотелиальный матрикс, что приводит к адгезии и активации тромбоцитов. Локально генерируемый тромбин, высвобождаемые из активированных тромбоцитов ADP и TxA₂ усиливают активацию [52,53]. Важную роль играет образование тромбоцитарно-лейкоцитарных агрегатов, обнаруживаемых при остром коронарном синдроме, ишемическом инсульте, и высвобождение CD40L (лиганд CD40, индуцирует воспалительный ответ эндотелия) и P-селектина, которые способствуют воспалению и тромбозу [52,53].
Кроме того, активированные тромбоциты способствуют прогрессированию атеросклероза. Показано, что P-селектин тромбоцитов и GPIbα участвуют в рекрутировании лейкоцитов в атеросклеротическую бляшку [53]. Высвобождение IL-1β (интерлейкин-1 бета, провоспалительный цитокин) активированными тромбоцитами поддерживает хроническое воспаление в сосудистой стенке [53]. При атеросклерозе также наблюдается снижение биодоступности NO, нарушение чувствительности тромбоцитов к NO и снижение продукции PGI₂ [38,54], что наряду с вышеописанным ведет к гиперактивации тромбоцитов и повышению тромботического риска.
В стратегию лечения ИБС входит модификация образа жизни (отказ от вредных привычек, диета), медикаментозная терапия (антитромбоцитарными препаратами, β-адреноблокаторами, блокаторами рецепторов ангиотензина II, статинами и др.) и реваскуляризация миокарда [55,56]. Чрескожное коронарное вмешательство (ЧКВ) со стентированием показано при гемодинамически значимых стенозах магистральных артерий. 
Ключевым компонентом медикаментозного сопровождения после ЧКВ является двойная антитромбоцитарная терапия (ДАТТ), которая обычно включает ингибитор циклооксигеназы (ацетилсалициловая кислота) и ингибитор P2Y12-рецепторов (клопидогрел, прасугрел или тикагрелор). ДАТТ необходима для предотвращения тромбоза стента и снижения риска ишемических событий, однако ее применение сопряжено с повышением риска геморрагических осложнений [57,58]. 
Немаловажным в клинической практике также является недостаточное ингибирование P2Y12 рецептора тромбоцитов или высокая остаточная реактивность тромбоцитов (ВОРТ). Данное состояние определяется как неадекватное подавление АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов, несмотря на регулярный прием ингибитора P2Y12 в стандартной терапевтической дозе [59]. ВОРТ ассоциирована с повышенным риском ишемических осложнений и требует персонализированного подхода, включающего своевременную лабораторную диагностику и коррекцию антитромбоцитарной терапии [60].
Современные подходы к диагностике тромбоцитопатий
Методы определения активности тромбоцитов
Диагностика тромбоцитопатий требует многоэтапного лабораторного исследования, начиная со скрининговых тестов и заканчивая специализированными методами оценки функции и активации тромбоцитов. Ключевым звеном является не только выявление самого дефекта тромбоцитов, но и количественная оценка степени их активации ex vivo и in vivo для установления рисков кровоточивости или тромбозов, коррекции терапии и определения прогнозов.
Помимо стандартных клинических тестов – агрегометрии и проточной цитометрии – в практике для оценки функций тромбоцитов применяются специализированные коммерческие системы (VerifyNow, PLT VASP/P2Y12 и аналогичные). Кроме того, лаборатории нередко используют собственные модификации базовых методик. К ним относятся, например, тесты, анализирующие способность тромбоцитов образовывать агрегаты в проточных камерах, а также усовершенствованные варианты проточной цитометрии [61].
Световая трансмиссионная агрегометрия
Золотым стандартом диагностики нарушений функции тромбоцитов остается световая трансмиссионная агрегометрия (LTA). Метод основан на измерении увеличения светопропускания в богатой тромбоцитами плазме (БТП) после добавления агонистов агрегации [62,63].
Стандартная панель агонистов включает: АДФ (в концентрациях 2–20 мкМ), коллаген (1–5 мкг/мл), адреналин (10–50 мкМ), арахидоновую кислоту (0,5–1,6 мМ) и ристоцетин (0,5–1,5 мг/мл)[64,65]. Агрегационные паттерны позволяют дифференцировать различные формы тромбоцитопатий [66].
Однако, LTA ограничена отсутствием стандартизации между лабораториями, трудоемкостью, необходимостью в квалифицированном персонале и невозможностью исследования при выраженной тромбоцитопении [63,64]. Результаты могут интерпретироваться только с учетом лекарственного анамнеза, поскольку многие препараты (например, антиагреганты) влияют на агрегацию [64,66].
Анализатор функции тромбоцитов PFA-100
Система PFA (Platelet Function Analyzer) моделирует первичный гемостаз in vitro в условиях высокого сдвигового напряжения [67,65]. Цитратная цельная кровь пропускается через капилляр, оканчивающийся мембраной с апертурой 150 мкм, покрытой коллагеном/АДФ или коллагеном/адреналином. Измеряется время закрытия апертуры тромбоцитарным тромбом, которое является показателем функциональной активности тромбоцитов [67,65]. 
PFA-100 обладает высокой чувствительностью для выявления болезни Виллебранда и тяжелых дефектов тромбоцитов (тромбастения Гланцмана, синдром Бернара-Сулье), но недостаточно чувствителен для выявления легких нарушений, особенно болезней гранул [67]. Результаты зависят от количества тромбоцитов, уровня гематокрита и фактора Виллебранда [65].
Оценка активности тромбоцитов коммерческим методом VerifyNow
Метод VerifyNow представляет собой стандартизированную систему экспресс-агрегатометрии, предназначенную для количественной оценки функциональной активности тромбоцитов in vitro. Разработан для мониторинга эффективности антитромбоцитарной терапии и позволяет оценивать ответ на три основные группы препаратов: аспирин, ингибиторы P2Y12-рецептора (клопидогрел, прасугрел, тикагрелор) и ингибиторы гликопротеинового рецептора IIb/IIIa (GP IIb/IIIa) [68].
В основе работы системы VerifyNow лежит турбидиметрический оптический принцип детекции агрегации тромбоцитов в цельной крови [68,69]. При добавлении образца цитратной крови в картридж происходит автоматическое смешивание тромбоцитов с тремя лиофилизированными реагентами в нем: агонистом (АДФ в случае P2Y12-анализа, арахидоновая кислота), фибриноген-покрытыми микросферами и буферной системой с консервантами [68].
Накопление агрегатов в реакционной ячейке сопровождается увеличением светопропускания, которое регистрируется оптическим детектором. Скорость и степень увеличения светопропускания прямо пропорциональны функциональной активности тромбоцитов. Результат выражается в условных единицах реактивности [68].
Модификация VerifyNow P2Y12 Assay специфически определяет степень блокады P2Y12-рецепторов тромбоцитов при приеме тиенопиридинов (клопидогрел, прасугрел) и обратимого ингибитора тикагрелора. Помимо условных единиц реактивности позволяет рассчитать процент ингибирования [68]. 
К недостаткам метода относится его высокая стоимость, ограниченная доказательная база по клиническим исходам [70] и чувствительность к гематокриту [68].
Проточная цитофлуориметрия в оценке функциональной активности тромбоцитов
Проточная цитофлуориметрия позволяет анализировать отдельные клетки в цельной крови, что обеспечивает более физиологичные условия и минимальную артефактную активацию [71,72]. Метод дает возможность одновременно измерять несколько параметров активации тромбоцитов, используя панели моноклональных антител, меченных различными флуорохромами.
Проточная цитофлуориметрия основана на анализе оптических и флуоресцентных характеристик отдельных клеток, собранных потоком обжимающей жидкости цитометра в ламинарный поток и проходящих через источник монохромного излучения. Для оценки тромбоцитарной функции клетки идентифицируют по характерному светорассеянию (пропорциональное размеру прямое, forward scatter, FSC и зависящее от внутренней сложности клетки боковое, side scatter, SSC) и/или по связыванию с тромбоцит-специфическими антителами (например, к CD41, CD42b, CD61), конъюгированными с флуоресцентными красителями [71].
В момент, когда луч лазера с определенной длиной волны проходит через клетку, флуоресцентная молекула (флуорофор) поглощает свет (фотон) и переходит из основного состояния в возбужденное, испуская фотон с большей длиной волны (меньшей энергией), чем поглощенный [73]. 
Этот процесс представлен на диаграмме Яблонского и описывается последовательными событиями. Происходит поглощение фотона – электрон переходит с основного синглетного уровня S0 на более высокий колебательный подуровень возбужденного состояния S1 (занимает ~10⁻¹⁵ с). Затем наступает быстрая (~10⁻¹² с) релаксация на низший колебательный уровень S1 с потерей энергии в виде тепла – внутренняя конверсия. После чего большинство молекул возвращаются в основное состояние S0 с испусканием фотона и образованием флуоресцентного излучения.
Поскольку часть энергии теряется при внутренней конверсии, испущенный свет всегда имеет большую длину волны (меньшую энергию), чем поглощенный. Это явление называется сдвигом Стокса – разницей между максимумами поглощения и испускания [73] (рисунок 3). 
[image: ]
Рисунок 3. Сдвиг Стокса.1 – возбуждение. 2 – конверсия. 3 – эмиссия. Разница между максимумами возбуждения, A, и максимумами излучения, C, флуорофора называется сдвигом Стокса, B [74]
Применение набора флуорохромов, характеризующихся сходными длинами волн возбуждения при различиях в длинах волн эмиссии, обеспечивает возможность параллельной оценки нескольких параметров клетки в рамках одного эксперимента. Наиболее популярными ковалентными метками для антител и других молекул являются флуоресцеин изотиоцианат (FITC) и фикобилипротеины (фикоэритрин, PE) [75]. Однако при многоцветном анализе возникает проблема перекрытия эмиссионных спектров разных флуорохромов. Для коррекции используется компенсация – математическое вычитание вклада одного флуорохрома из сигнала другого. Для двухцветного анализа с FITC и PE [75]:


где – коэффициент вклада флуорохрома i в детектор на длине волны λ, а – измеренная интенсивность на этой длине волны.
Проточная цитофлуориметрия является методом выбора для диагностики наследственных таких нарушений функции тромбоцитов, как тромбастения Гланцмана, синдром Бернара-Сулье, дефицит α-гранул [76]. Также проточная цитометрия, в отличие от агрегометрии, позволяет оценивать функциональную активность тромбоцитов даже при выраженной тромбоцитопении, так как может анализировать единичные клетки из цельной крови [77]. Особый интерес представляет развитие протоколов для диагностики нарушений внутриклеточной сигнализации, включая оценку фосфорилирования VASP для мониторинга эффективности ингибиторов P2Y12 [78].
Однако несмотря на ряд преимуществ, метод имеет и некоторые недостатки, выражающиеся в отсутствии стандартизации между лабораториями [77], высокой стоимости оборудования и реагентов [79] и чувствительности к преаналитическим факторам (условим забора крови, времени хранения, температуре) [72,78].
Определение уровня фосфорилирования белка VASP как метод оценки рефрактерности тромбоцитов
VASP как показатель активации тромбоцита
Vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) – это внутриклеточный белок, который был впервые выделен из тромбоцитов человека как основной субстрат для цАМФ- и цГМФ-зависимых протеинкиназ (PKA и PKG соответственно) [80]. VASP является основополагающим членом семейства белков Ena/VASP, которое включает VASP, Drosophila Enabled (Ena), млекопитающий гомолог Mena и Ena-VASP-подобный белок EVL [80].
VASP представляет собой белок с молекулярной массой 46 кДа. Структурно он содержит центральную пролин-богатую область, фланкированную двумя гомологичными доменами – EVH1 (Ena-VASP homology domain 1) и EVH2 (Ena-VASP homology domain 2) [80] (рисунок 4).
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Рисунок 4. Организация доменов и сайты фосфорилирования VASP. EVH1: гомология Ena/VASP 1, PRR: область, богатая пролином, EVH2: гомология Ena/VASP 2, GAB: сайт связывания с G-актином, FAB: сайт связывания с F-актином, CoCo: спираль, необходимая для тетрамеризации. Указаны сайты фосфорилирования серина, треонина и тирозина, а также соответствующие киназы [81]
VASP имеет три сайта фосфорилирования (в человеческом белке): серин 157 (Ser157), серин 239 (Ser239) и треонин 278 (Thr278). Фосфорилирование по Ser157 вызывает заметное замедление электрофоретической подвижности и сдвиг кажущейся молекулярной массы с 46 до 50 кДа [80].
Экспрессируется в высоких концентрациях в тромбоцитах, эндотелиальных клетках сосудистой стенки, гладкомышечных клетках и фибробластах. Играет важную роль в организации актинового цитоскелета: скорость образования ламеллоподий положительно коррелирует с интенсивностью сигнала VASP на ведущем крае клетки [80].
В тромбоцитах VASP является критическим негативным регулятором адгезии и активации, располагаясь на пересечении двух основных ингибирующих сигнальных путей в тромбоцитах – NO (цГМФ-зависимого, через активацию протеинкиназы G) и простациклинового (цАМФ-зависимого, через активацию протеинкиназы А) [82]. Оба этих пути ингибируют активацию тромбоцитов, и VASP служит их общим эффектором. Именно это положение в сигнальном каскаде тромбоцитов позволило VASP стать ценным диагностическим маркером для оценки действия антиагрегантных препаратов, таких как ингибиторы рецептора P2Y12. Показано, что фосфорилирование VASP коррелирует с уменьшением сборки актина и агрегации тромбоцитов, в то время как его нефосфорилированное состояние соответствует активной сигнализации P2Y12 [83,84].
Вестерн-блот
Вестерн-блоттинг (иммуноблоттинг) является важным аналитическим методом в исследовании тромбоцитов, позволяющим выявлять качественные и количественные дефекты белков тромбоцитов. В клинической лабораторной практике этот метод играет вспомогательную, но существенную роль как в диагностике наследственных тромбоцитопатий (болезнь Бернара-Сурье, тромбастения Гланцмана, синдром Вискотта-Олдрича), так и (в меньшей степени) в мониторинге антитромбоцитарной терапии.
В отличие от методов, требующих радиоактивного мечения поверхностных белков тромбоцитов, вестерн-блоттинг может быть выполнен на лизатах немеченых тромбоцитов [85]. После электрофоретического разделения белков в полиакриламидном геле в присутствии SDS, они переносятся на мембрану, которая затем инкубируется со специфическими первичными антителами, визуализируемыми с помощью вторичных антител [85].
Именно анализ фосфорилирования VASP является наиболее прямым применением принципов вестерн-блоттинга в мониторинге антитромбоцитарной терапии и используется для прямого определения уровня фосфорилирования VASP в лизатах тромбоцитов для оценки активности тромбоцитов и мониторинга эффекта P2Y12-ингибиторов [84]. Хотя для рутинного мониторинга терапии этот метод используется редко из-за трудоемкости и сложности стандартизации, он остается ценным исследовательским инструментом, так как принципы иммунодетекции, лежащие в основе вестерн-блоттинга, составляют фундамент для разработки специфических диагностических тестов, включая анализ VASP-фосфорилирования.
Коммерческий набор для определения индекса реактивности тромбоцитов
В клинической практике мониторинг антитромбоцитарной терапии в основном осуществляется с помощью ранее упомянутых агрегометрических методов (LTA, VerifyNow) и проточной цитометрии VASP-анализом с использованием коммерческого набора PLT VASP/P2Y12® (BioCytex/Diagnostica Stago, Франция) [83,84].
Процедура начинается с инкубации цельной цитратной крови с простагландином E1 (PGE1) для максимального фосфорилирования VASP и с PGE1 и АДФ (для оценки способности АДФ ингибировать фосфорилирование). Далее проводится фиксация и пермеабилизация клеток, окрашивание моноклональным антителом, специфичным к фосфорилированному по Ser239 VASP. В завершение проводится определение средней интенсивности флуоресценции (MFI) методом проточной цитометрии. Результатом служит рассчитанный по формуле индекс реактивности тромбоцитов (PRI) [83,84,86]:

PRI = 0% означает полное ингибирование P2Y12-рецептора (максимальный эффект препарата), а PRI = 100% — отсутствие ингибирования [83,84].
VASP-анализ, помимо мониторинга и коррекции ДАТТ, также используется для оценки риска тромботических осложнений после ЧКВ и выявления пациентов с неадекватным ответом на клопидогрель и ВОРТ, которая ассоциирована с трехкратным увеличением риска тромбоза стента, повышением риска сердечно-сосудистой смерти и увеличением частоты инфаркта миокарда [87,88]. 
Существенные преимущества VASP-анализа перед другими методами оценки функции тромбоцитов заключаются в его специфичности (метод отражает активность именно P2Y12-рецептора – молекулярной мишени тиенопиридинов [84,89]), нечувствительности к аспирину (в отличие от агрегометрии), что делает его незаменимым у пациентов, получающих двойную антитромбоцитарную терапию [89], возможности работать с цельной кровью без необходимости выделять БТП [83,84] и с малыми ее объемами [88].
Несмотря на высокую специфичность VASP-анализа для оценки блокады P2Y12-рецепторов, его применение в рутинной клинической практике ограничено из-за высокой стоимости (необходимости приобретать коммерческий набор для VASP-анализа) [90], трудоемкости, необходимости специализированного оборудования и персонала [91] и проблем со стандартизацией [88], а потому метод требует дальнейших исследований, модификаций и стандартизации процедур.


Глава 2. Материалы и методы
Здоровые доноры крови и пациенты
Кровь забиралась путем пункции локтевой вены в вакуумные пробирки с антикоагулянтом цитратом натрия. После набора пробирка аккуратно перемешивались для равномерного распределения антикоагулянта и доставлялась в лабораторию. Пробирки с добавлением апиразы дополнительно оставлялись в покое на термостате при 37°C для восстановления десенситизированных рецепторов тромбоцитов. 
Кровь 26 здоровых взрослых доноров была получена на базе станции переливания крови, расположенной отделении трансфузиологии ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России. 
В качестве здорового детского контроля была взята кровь 6 педиатрических пациентов без диагностированных и подозреваемых тромбоцитопатий, обратившихся в ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России. 
Пациенты с диагнозом ишемическая болезнь сердца (ИБС) наблюдались в отделении для кардиологических больных ФГБУ «НМИЦ ТПМ» Минздрава России, перенесших острый инфаркт миокарда и находящихся на стандартной двойной антиагрегантной терапии аспирином и кангрелором (антагонист рецептора P2Y12). В исследование включены образцы крови, полученные от 10 взрослых пациентов.
Пациенты с диагнозом хроническое миелопролиферативное забовевание (ХМПЗ) наблюдались в ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России. В исследование включены образцы крови, полученные от 8 педиатрических пациентов. 
Материалы и приборы
Используемые материалы
Реагенты: пробирки вакуумные VACUETTE с цитратом натрия 3,2% (Greiner Bio-One, Австрия), пробирки вакуумные Monovette с цитратом натрия 3,2% (Sarstedt, Германия); NaCl, KCl, NaHCO3, NaH2PO4, MgCl2, HEPES, бычий сывороточный альбумин (БСА), глюкоза, апираза, ADP, PGI2, тринатрий цитрат, лимонная кислота, додецилсульфат натрия (SDS), глицерин, 2-меркаптоэтанол, бромфеноловый синий, акриламид, бисакриламид, персульфат аммония (PSA), Trizma® Base (Sigma-Aldrich, США), Tris-Cl (Sigma-Aldrich, США), тетраметилэтилендиамин (TEMED), этиловый спирт, метиловый спирт, Tween®-20 (Applichem, Германия), субстрат Clarity Western ECL (Bio-rad, США), параформальдегид (PFA), Triton X-100 (Helicon, Россия), глицин, лестница белков Presision Plus Protein Dual Color Standarts (Bio-Rad, США), антитела Rabbit anti-human pVASP (Ser157) (GeneTex, США), антитела Goat anti-Rabbit с пероксидазой (ИМТЕК, РФ), антитела Anti-human CD61-PE (BD Biosciences, США), антитела Rabbit anti-human pVASP (Ser239) (Affinity Biosciences, КНР), антитела Goat anti-Rabbit IgG-Fluor488 (Affinity Biosciences, КНР).
Растворы:
1. Буфер Тирода, pH 7,34:
· 137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 12 мМ NaHCO3, 0,36 мМ NaH2PO4, 1 мМ MgCl2, 20 мМ HEPES, 0,5% БСА, 1 г/л глюкозы
2. 2.	Цитрат-декстрозный буфер (ACD), pH 4,55:
· 85 мМ тринатрий цитрат, 66,6 мМ лимонная кислота, 110 мМ глюкозы
3. Раствор Sample buffer 2Х:
· 2% SDS, 20% глицерина, 200 мМ β-меркаптоэтанола, 0,005% бромфенолового синего, 100 мМ Трис-Cl (pH 6,8)
4. Раствор акриламид/бисакриламид (АА), 29:1, 30%
5. Разделяющий гель для электрофореза, 10%:
· Tris-Cl (pH 8,8) 375 мМ, 0,1% SDS, 0,1% PSA, 0,08% TEMED, 10% AA
6. Концентрирующий гель для электрофореза, 5%:
· Tris-Cl (pH 6,8) 130 мМ, 0,1% SDS, 0,1% PSA, 0,1% TEMED, 5% AA
7. Трис-глициновый буфер 5Х (TGB), pH 8,3:
· 125 мМ Trizma Base, 1,4 М глицина, 0,5% SDS
8. Буфер для переноса 1Х:
· 50 мМ Trizma Base, 39 мМ глицина, 0,04% SDS, 20% этилового спирта
9. Трис-солевой буфер (TBST) 10Х, pH 7,6:
· 500 мМ Trizma Base, 1,5 М NaCl, 0,5% Tween-20
10. Раствор TBST с БСА (TBST-B):
· TBST 1X, 5% БСА
Используемые приборы
Принцип работы системы гель-документирования
Детекция хемилюминисценции полученных в ходе проведения вестерн-блоттинга образцов осуществлялась с помощью системы гель-документирования BIO RAD ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, США). 
Принцип основан на прямой регистрации фотонов света, испускаемых в ходе химической реакции окисления субстрата пероксидазой хрена, конъюгированной с антителом, которым помечен целевой белок на мембране, с помощью высокочувствительной охлаждаемой ПЗС‑камеры. ПЗС – прибор с зарядовой связью, светочувствительный кремниевый кристалл, используемый в качестве фотодетектора в системах камер ChemiDoc XRS+ [92]. Свет от мембраны, помещенной на выдвижной лоток, через моторизованный зум-объектив проецируется на ПЗС‑сенсор. 
Однако хемилюминисцентный сигнал часто бывает слабым и требует длительной выдержки (от нескольких секунд до нескольких минут), при которой тепловой шум детектора становится главным источником фона. Во избежание этого в системе гель-документирования применяется система глубокого охлаждения (до –30°C) матрицы посредством эффекта Пельтье [92]. Охлаждение подавляет этот шум на порядки, позволяя накапливать полезный сигнал практически без увеличения фонового уровня.
Время выдержки съемки, то есть длительность экспозиции, задается в прилагаемом программном обеспечении Image Lab™ (Bio-Rad, США). Возможно либо задать фиксированное время, либо использовать автоматическую оптимизацию экспозиции. Программа быстро делает несколько тестовых кадров и вычисляет время, при котором самые интенсивные полосы достигнут насыщения, после чего выполняет съемку с оптимальной выдержкой. Это предотвращает засвет сильных полос и одновременно вытягивает слабые.
 Устройство проточного цитофлуориметра
Суспензии тромбоцитов анализировались методом проточной цитометрии с использованием цитофлуориметров CytoFLEX (Beckman Coulter, США) и BD FACS Canto II (BD Biosciences, США).
Проточный цитофлуориметр (проточный цитометр) – это аналитический прибор, предназначенный для измерения оптических и флуоресцентных характеристик одиночных клеток или других микроскопических частиц, движущихся в потоке жидкости, с помощью освещения их источником света.
Когда в проточный цитометр попадает образец, частицы случайным образом распределяются в пространстве отбора проб, проточной камере, размеры которой значительно превышают размеры большинства клеток. Чтобы отдельные частицы могли быть проанализированы системой цитометра, необходимо разделить их, что может быть достигнуто благодаря системе флюидики цитометра. Она состоит из центрального ядра, через который подается жидкость для пробы, окруженная с внешней стороны обжимающей жидкостью. Поток обжимающей жидкости сужается, из-за чего скорость потока частиц увеличивается, и он фокусируется за счет эффекта Бернулли. Создается поток единичных частиц по принципу гидродинамической фокусировки, и в оптимальных условиях ламинарного потока исключается смешение потока образца и окружающей его обжимающей жидкости [93].
После гидродинамической фокусировки каждая частица проходит через один или несколько сфокусированных лазерных лучей в так называемой точке анализа. Две линзы, расположенные в этом месте, одна – по направлению луча, другая – под прямым углом к нему, собирают возникающие при прохождении клетки через луч световые сигналы [93]. Рассеяние света или флуоресцентное излучение от частицы, меченной флуорофором, предоставляет информацию о свойствах частицы: размере, гранулярности и прочих в зависимости от цели исследования. 
Лазеры являются наиболее часто используемыми источниками света в проточной цитометрии и излучают свет одного цвета (лазерный луч) на определенной частоте. Их монохроматичность, высокая яркость и стабильность позволяют эффективно возбуждать флуорохромы и минимизировать рассеянный возбуждающий свет. Испущенный возбужденными флуорохромами свет попадает на детекторы после прохождения серии дихроичных зеркал и полосовых фильтров. Фотоэлектронные умножители и фотодиоды преобразуют световой сигнал в электрический, который затем обрабатывается блоком сбора и анализа данных. Полученные результаты отображаются в виде точечных графиков (дот-плотов) и гистограмм [94].
Методы
Выделение тромбоцитов из крови человека для последующей оценки содержания белков
В цельную цитратную кровь добавлялся ACD (pH 4,55) в соотношении 6:1, далее кровь центрифугировалась в течение 20 минут на скорости 120g для получения БТП. Затем плазма повторно центрифугировалась с добавлением простациклина, PGI2, в соотношении 1:2000 в течение 10 минут на скорости 1000g для осаждения тромбоцитов. Далее осадок ресуспендировался в буфере Тирода без БСА, равном удаленному объему супернатанта. Часть объема получившейся суспензии отбиралась для подтверждения необходимой концентрации клеток (не менее 450 тыс./мкл). В это время проводилось последнее центрифугирование с добавлением ACD в соотношении 6:1 и PGI2 в соотношении 1:2000 в течение 10 минут на скорости 1000g. После удаления супернатанта, осадок ресуспендировался в буфере Тирода без БСА в объеме, необходимом для достижения установленной концентрации, и полученная суспензия тромбоцитов отстаивалась на термостате при +37°C не менее 30 минут для исключения возможной десенситизации рецепторов тромбоцитов после механического воздействия. Все центрифугирования проводились при комнатной температуре. Для дальнейшего исследования реактивности тромбоцитов методом вестерн-блоттинга суспензия разделялась на три пробирки в равном объеме: в первую добавлялся буфер Тирода без БСА в соотношении 1:20, во вторую идентичный объем буфера Тирода без БСА и ингибитора тромбоцитов PGI2 в соотношении 1:2000, но не менее 0,2 мкл, в третью добавлялась активтора тромбоцитов АДФ в соотношении 1:20 и ингибитор PGI2 соотношении 1:2000, но не менее 0,2 мкл. После инкубации в течение 5 минут при +37°C добавлялся Sample buffer 2Х 1:1, далее пробы инкубировались 5 минут при +95°C для денатурации белков при периодическом перемешивании для равномерного распределению глицерина. Готовые образцы хранились при –20°C до дальнейшего анализа. 
Протокол постановки вестерн-блота
На первом этапе производилась подготовка двух полиакриламидных гелей: разделяющего (10%) и концентрирующего (5%). Разделяющий гель заливался между двумя специальными стеклами для гелей после активации сшивки акриламида добавлением PSA и TEMED, выравнивание слоя проводилось добавлением сверху этилового спирта, далее гель застывал не менее 15 минут. Этиловый спирт удалялся, после чего сверху добавлялся концентрирующий гель, затем устанавливалась гребенка для создания лунок для образцов, далее в течение не менее 10 минут гель застывал.  Производилась подготовка к гель-электрофорезу: стекло с гелем фиксировалась в специальной камере, камера полностью заполнялась TGB 1X, помещалась в емкость, емкость заполнялась TGB 1X до отметки, указанной производителем для имеющегося количества гелей. После удаления гребенки в лунки добавлялись подготовленные ранее окрашенные суспензии тромбоцитов, не менее 20 мкл в каждую, в крайнюю лунку добавлялось не менее 4 мкл пре-окрашенного маркера Presision Plus Protein Dual Color Standarts (Bio-Rad, США) для контроля молекулярной массы. Далее белки разделялись при помощи гель-электрофореза при постоянном напряжении 100 В и переменном токе не выше 100 А во избежание нагрева. Электрофорез останавливался, когда окрашенные для контроля их движения белки достигали нижней границы камеры.
Второй этап: перенос белков с геля на мембрану из нитроцеллюлозы. Гель аккуратно вынимался из стекла при постоянном смачивании и переносился в отдельную емкость с буфером для переноса. В специальной основе собиралась следующая послойная система: прокладка для переноса, фильтровальная бумага, активированная метанолом нитроцеллюлозная мембрана, гель с дорожками белков, фильтровальная бумага, прокладка. Все это плотно закрывалось, помещалось в камеру для переноса, которая устанавливалась в емкость для электрофореза. Емкость заливалась буфером для переноса так, чтобы полностью закрыть систему с мембраной. Для охлаждения внутрь камеры помещался магнит и хладогент, емкость устанавливалась на магнитную мешалку. Перенос проводился при постоянном напряжении 20 В в течение 120 минут или 50 В в течение 90 минут с контролем температуры и тока. Мембрана, помещенная в электрическое поля, неспецифически связывает любые белки благодаря как гидрофобным, так и зарядовым взаимодействиям. После переноса на мембрану расположение белковых полос сохраняется таким же, как было на геле. 
Третий этап заключался в блокировке неспецифического связывания мембраны в растворе с высокой концентрацией бычьего сывороточного альбумина (БСА). После блокировки мембраны на ней не остается мест для связывания антитела, кроме как полос целевого белка, поэтому по прошествии установленного времени мембрана перемещалась в емкость с буфером TBST-B и инкубировалась при постоянном покачивании не менее 90 минут. 
На заключительном этапе подготовки производилась окрашивание мембраны антителами. Первая стадия мечения целевого белка состояла в связывании первичного антитела Rabbit anti-human pVASP (Ser157), разведенного в TBST-B (1:2000), с белком на мембране, которое проводилось при постоянном покачивании для равномерного распределения в течение 90 минут. Вторая стадия – связывание растворенного в TBST-B (1:500) вторичного антитела Goat anti-Rabbit, ковалентно связанного с пероксидазой хрена с первичным антителом, при постоянном покачивании в течение 90 минут. 
После промывки в TBST-B для удаления не связавшихся антител, мембрана подготавливалась к съемке в системе гель-документирования BIO RAD ChemiDoc XRS+. Реакция хемилюминесценции инициировалась специальными реагентами для проявления из набора Clarity Western ECL по инструкции производителя. Детекция производилась незамедлительно, выдержка устанавливалась в зависимости от интенсивности хемилюминесценции. 
Протокол исследования фосфорилирования VASP проточной цитофлуориметрией
Кровь набиралась в вакуумные пробирки с антикоагулянтом цитратом натрия 3,2%, в часть из них дополнительно добавлялась апираза в объеме 2 мкл на 3 мл для дополнительного ингибирования во время длительной транспортировки. Кровь с апиразой отбиралась для дальнейшей подготовки проб не ранее чем через 30 минут отдыха на термостате при +37° после доставки в лабораторию. Дальнейший протокол идентичен для всех образцов крови.
По 50 мкл цельной крови переносились в эппендорфы: первая проба инкубировалась с 5мкл PGI2 с итоговыми концентрациями 125, 250, 500 или 1000 нМ, вторая – с 5 мкл смеси PGI2 с итоговой концетрацией 500 нМ и АДФ с концентрациями 1, 2.5, 5, 10 мкМ, в третью, контрольную, вносилось 5 мкл буфера Тирода. Все пробы инкубировались в течение 5 минут при комнатной температуре. По истечении времени вносилось 450 мкл буфера Тирода с 1% PFA для остановки активации тромбоцитов, и проводилась инкубация при непрерывном перемешивании на ротаторе с постоянной скоростью в течение 30 минут при комнатной температуре. Затем 50 мкл полученной смеси переносились в 200 мкл раствора буфера Тирода с 0,3% Triton X-100 для пермеабилизации клеток и также инкубировались при тех же условиях. Далее процесс сшивки останавливался путем добавления 1.4 мл раствора буфера Тирода с 50 мМ глицина. Инкубация проводилась на ротаторе при непрерывном перемешивании на постоянной скорости в течение 60 минут, если продолжение эксперимента предполагалось провести в тот же день, и в течение 30 минут, если эксперимент должен был продолжиться на следующий день. Во втором случае образцы оставлялись на хранение при +4°C не более чем на 20 часов. Следом пермеабилизованные и фиксированные образцы центрифугировались 10 минут при 2000g, после чего удалялся супернатант, и осадок ресуспендировался в 100 мкл буфера Тирода со смесью первичных антител: конъюгированного с фикоэритрином антитела Anti-human CD61-PE (1:100) и антитела Rabbit anti-human pVASP (Ser239) (1:200). Инкубация проводилась в течение 90 минут при непрерывном перемешивании на ротаторе на постоянной скорости при комнатной температуре. Далее суспензия тромбоцитов разбавлялась 1 мл буфера Тирода с БСА и центрифугировалась 10 минут при 2000g. Супернатант удалялся, а осадок ресуспендировался в 100 мкл буфера Тирода со вторичным антителом Goat anti-Rabbit IgG-Fluor488 (1:500), конъюгированным с флуорохромом Alexa Fluor 488. Инкубация проводилась в течение 30 минут при непрерывном перемешивании на ротаторе на постоянной скорости при комнатной температуре. Далее суспензия разбавлялась 900 мкл буфера Тирода с БСА и производилась отмывка не связавшихся антител в течение 15 минут при непрерывном перемешивании на ротаторе. 
Готовые суспензии тромбоцитов анализировались методом проточной цитометрии на цитофлуориметрах CytoFLEX (Beckman Coulter, США) или BD FACS Canto II (BD Biosciences, США) не позднее 15 минут по завершении подготовки проб с набором не менее 10 тыс. CD61-положительных событий, определяемых как тромбоциты.
Анализ данных проточной цитофлуориметрии
Анализ полученных проточной цитометрией данных проводился в программе FlowJo (FlowJo, LLC; США) методом гейтирования по показателям бокового светорассеяния, интенсивности флуоресценции в канале PE (сигнал CD61) и интенсивности флуоресценции в канале FITC (сигнал pVASP).
На точечном графике (дот-плоте), отражающем зависимость прямого светорассеяния от флуоресценции в канале PE, выделялась область тромбоцитов (рисунок 5, а), которая далее переносилось на дот-плот, отражающий зависимость флуоресценции в канале PE от флуоресценции в канале FITC, где в ряде случаев отделялась от выраженной популяции десенсибилизированных клеток (рисунок 5, б).
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Рисунок 5. Анализ суспензии тромбоцитов. (а) тромбоцитарная область зависимости прямого светорассеяния (FSC) от флюоресценции в канале PE; (б) тромбоцитарная область зависимости флюоресценции в канале PE от флюоресценции в канале FITC
Для итоговой области тромбоцитов производился расчет медианы флуоресценции в канале FITC, и по полученным значениям определялся индекс реактивности тромбоцитов по формуле:

где MFI(PGI2) – медиана флуоресценции в канале FITC пробы с PGI2, MFI(PGI2+АДФ) – медиана флуоресценции в канале FITC пробы с PGI2 и АДФ.
Использование медианы флуоресценции для оценки уровня экспрессии целевого фосфорилированного белка VASP обусловлено рекомендациями по оценке результатов цитофлуориметрии [95]. 


Глава 3. Результаты
Результаты исследования фосфорилирования VASP методом вестерн-блота
Анализ полученных для 5 здоровых доноров данных вестерн-блоттинга подтвердил, что уровень VASP, фосфорилированного (p-VASP) по серину 157, возрастает при добавлении ингибитора активации тромбоцитов PGI2 в сравнении с покоем и снижается до минимального уровня в пробах с добавлением активатора тромбоцитов АДФ (рисунок 6). Во всех случаях уровень интенсивности полосы целевого белка p-VASP в контрольных пробах отличался от фонового, что подтверждает наличие белка в фосфорилированном виде в покоящихся тромбоцитах, то есть в состоянии, аналогичному их состоянию в кровотоке.
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Рисунок 6. Результаты вестерн-блоттинга VASP. Представлены полосы фосфорилированного по серину 157 VASP (pS157-VASP), молекулярная масса ~50 кДа, в пробах с добавлением Тирода (Tyr) в качестве контроля, с добавлением PGI2 и пробах в присутствии и PGI2, и АДФ
Однако полуколичественный характер метода не позволяет утверждать об абсолютных концентрациях, только об относительных изменениях. Более того, несмотря на воспроизводимые результаты, метод вестерн-блота требовал взятия больших объемов крови, занимал длительное время для подготовки проб, проведения гель-электрофореза, переноса на мембрану, ее блокировки, мечения целевыми антителами и съемки. 
С учетом перечисленных ограничений было принято решение отказаться от дальнейшего примирения вестерн-блоттинга и освоить методику определения фосфорилирования VASP проточной цитометрией с установлением индекса реактивности тромбоцитов. 
Исследование реактивности тромбоцитов у здоровых доноров и пациентов с ишемической болезнью сердца
Влияние предварительного добавления апиразы
В следствие возникновения необходимости в длительной транспортировке некоторых образцов крови в лабораторию и невозможности исключения вероятной предактивации тромбоцитов из-за механического воздействия было проанализировано влияние добавления дополнительного ингибитора активации тромбоцитов – апиразы. В поршневые пробирки 3 мл с цитратом натрия 3.2% добавлялось 2 мкл апиразы, после чего поршень отодвигался, и создавался вакуум. Результаты цитометрии суспензии тромбоцитов 5 здоровых взрослых доноров, цельная кровь для которой была набрана описанным методом, сравнивались с результатами контрольной группы из 8 здоровых взрослых доноров (рисунок 7). Достоверность различий между результатами оценивалась с использованием непараметрического статистического критерия Манна‑Уитни, для которого (*) соответствует уровню значимости P≤0,05, (**) соответствуют уровню значимости P≤0,01. 
Хотя значения медианы интенсивности флуоресценции (MFI) в канале FITC, соответствующей уровню фосфорилированного VASP в тромбоцитах, в контрольных пробах (рисунок 7, а) статистически не отличались в экспериментах с апиразой и без нее, сравнение значений MFI в пробах с PGI2 (рисунок  7, б) и пробах с PGI2 и АДФ (рисунок  7, в) показало статистически значимое различие. Также полученная MFI для проб с добавлением апиразы характеризуются меньшим разбросом значений, что, вероятно, может быть связано как с недостаточной выборкой, с технологическими особенностями подготовки проб, так и с действием апиразы. 
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[bookmark: OLE_LINK7]Рисунок 7. Результаты цитометрии для проб, полученных с добавлением апиразы и без нее. (а) Сравнение MFI в контрольных пробах. (б) Сравнение MFI в пробах с PGI2. (в) Сравнение MFI в пробах с PGI2 и АДФ. (г) Сравнение значений PRI
[bookmark: OLE_LINK2]Несмотря на значимое снижение уровня MFI в пробах с добавлением ингибитора тромбоцитов и пробах с добавлением активатора, полученные значения PRI не показали статистически значимых различий. Соответственно, можно сделать вывод, что присутствие апиразы снижает вероятность предактивации тромбоцитов и при этом не искажает результаты оценки реактивности тромбоцитов.
На основании полученных данных и проведенного анализа результатов предварительное добавление апиразы в пробирки с цитратом натрия решено считать целесообразным при необходимости их длительной транспортировки.
Более того, во время отработки протокола была выявлена вероятность технологической ошибки в подготовке проб с ингибитором тромбоцитов PGI2: малые объемы простациклина терялись при переносе пипеткой, добавлении в пробу или перемешивании ввиду необходимости быстроты проведения данных манипуляций. В следствие чего было предложено предварительно (но не ранее, чем за три минуты до добавления) подготавливать как раствор PGI2 в буфере Тирода, так и смесь PGI2 и АДФ в буфере Тирода отдельно. Это позволило оперировать большими объемами и снизило возможность возникновения ошибки при подготовке проб в будущем.
Сравнение реактивности тромбоцитов здоровых доноров и пациентов с ишемической болезнью сердца
[bookmark: OLE_LINK5]Реактивность тромбоцитов оценивалась у 10 здоровых взрослых доноров и 10 взрослых пациентов с ишемической болезнью сердца (ИБС), находящихся на двойной антитромбоцитарной терапии, путем определения PRI. Достоверность различий между результатами оценивалась с использованием непараметрического статистического критерия Манна‑Уитни, для которого (*) соответствует уровню значимости P≤0,05, (**) соответствуют уровню значимости P≤0,01.
На основании полученных данных группа пациентов с ИБС была разделена на три подгруппы (рисунок 8), каждая из которых включала не менее трех результатов измерений для обеспечения статистической достоверности анализа. 
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Рисунок 8. Сравнение индекса реактивности тромбоцитов у здоровых взрослых и пациентов с ИБС. Группа пациентов с ИБС разделена на 3 подгруппы: (1) пациенты с PRI, соответствующим значениям у здоровых доноров; (2) пациенты с выраженной рефрактерностью тромбоцитов; (3) пациенты с высокой остаточной реактивностью тромбоцитов 
Значения индекса реактивности тромбоцитов (PRI) в первой подгруппе показали незначительные различия с показателями выборки здоровых доноров. Вторая группа рассчитанных значений PRI показала значительные отличия с контрольной группой, и их низкий уровень позволяет предположить удовлетворительный уровень ингибирования P2Y12 рецептора у пациентов на соответствующей терапии. Также наиболее значимые различия наблюдались в третьей группе в сравнении со здоровым контролем. Пациенты с высокими значениями PRI, согласно литературе [87,88], имеют неблагоприятный прогноз, поскольку высокая остаточная реактивность тромбоцитов говорит о плохом ответе на терапию и неудовлетворительном уровне ингибирования P2Y12.
Таким образом, примененная методика определения реактивности тромбоцитов показала не только воспроизводимые результаты, но и статистически значимые различия показателей PRI здоровых доноров и пациентов с ИБС как с рефрактерными тромбоцитами, так и с реактивными.
Определение оптимальных концентраций ингибитора и активатора тромбоцитов
С целью дальнейшей оптимизации протокола и в связи с переходом на работу на цитометр BD FACS Canto II проведено определение оптимальных концентраций ингибитора и активатора тромбоцитов для получения воспроизводимых данных.
При подборе концентрации ингибитора тромбоцитов простациклина концентрация активатора АДФ в соответствующих пробах составляла 10 мкМ. Полученные данные показывают минимальный уровень фосфорилированного VASP в контрольных пробах, который резко возрастает при минимальной концентрации PGI2 и достигает своего пика, соответствующего максимальному фосфорилированию, при концентрации ингибитора 250 нМ (рисунок 9, а). Однако наименьший разброс значений медианы флуоресценции в канале FITC наблюдается именно при концентрации простациклина 500 нМ, после чего вновь увеличивается при концентрации 1000 нМ, также продемонстрировавшей и неожиданное снижение уровня фосфорилирования VASP в присутствии максимальной концентрации ингибитора активации тромбоцитов.
Результаты расчета индекса реактивности тромбоцитов (PRI) также подтверждают, что концентрация PGI₂, равная 500 нМ, является оптимальной, обеспечивая максимальную воспроизводимость получаемых данных (рисунок 9, б).
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Рисунок 9. Зависимость изменения уровня фосфорилирования VASP от изменения концентрации ингибитора тромбоцитов PGI2. (а) Кривые медианных значений флюоресценции в канале FITC от добавления различных концентраций PGI2 (верхние кривые) и от добавления 10 мкМ активатора тромбоцитов АДФ и различных концентраций PGI2 (нижние кривые). (б) Изменения значений PRI в зависимости от изменения концентрации ингибитора активации PGI2
С учетом выбранной концентрации PGI2 далее проводился подбор оптимальной концентрации активатора тромбоцитов АДФ. 
Показано, что АДФ в концентрации 1 мкМ минимально конкурировал с простациклином, оказывая слабое воздействие на подверженный ингибированию рецептор P2Y12, что выражалось в максимальных значениях фосфорилирования VASP в ряде проведенных экспериментов (рисунок 10, а). 
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Рисунок 10. Зависимость изменения уровня фосфорилирования VASP от изменения концентрации активатора тромбоцитов АДФ. (а) Кривые медианных значений флюоресценции в канале FITC от добавления различных концентраций АДФ в присутствии 500 нМ PGI2. (б) Изменения значений PRI в зависимости от изменения концентрации активатора АДФ
Максимальный уровень активации тромбоцитов и, соответственно, минимальный уровень фосфорилирования VASP достигался при концентрации АДФ 5 мкМ, и этот результат воспроизводился у трех разных доноров, что также видно и на графике зависимости PRI от концентрации активатора (рисунок 10, б).
На основании анализа полученных данных для разных концентраций ингибитора и активатора тромбоцитов принято решение дальнейшие эксперименты по исследованию реактивности тромбоцитов проводить с использованием PGI2 в итоговой концентрации 500 нМ и АДФ в концентрации 5 мкМ. 
 Исследование реактивности тромбоцитов у здоровых доноров и пациентов с хроническими миелопролиферативными заболеваниями
[bookmark: OLE_LINK6]Определение реактивности тромбоцитов проводилась у 6 здоровых (без подозрений на наличие тромбоцитопатий) детей-доноров и 8 педиатрических пациентов с хроническими миелопролиферативными заболеваниями (ХМПЗ) до начала терапии. В качестве здорового взрослого контроля использовались результаты, полученные в ходе трех предыдущих экспериментов по определению концентрации и одного проведенного дополнительного. Достоверность различий между результатами оценивалась с использованием непараметрического статистического критерия Манна‑Уитни, для которого (*) соответствует уровню значимости P≤0,05, (**) соответствуют уровню значимости P≤0,01. 
В то время как сравнение уровня флуоресценции в пробах в присутствии только ингибитора тромбоцитов, то есть при максимальном фосфорилировании VASP и ингибировании P2Y12 рецептора, показало незначительные различия между группами (рисунок 11, а), сравнение уровня флуоресценции в пробах в присутствии и ингибитора, и активатора тромбоцитов выявило статистически значимые различия как при сравнении группы здоровых взрослых и пациентов с ХМПЗ, так и при сравнении групп здоровых взрослых и здоровых детей (рисунок 11, б). 
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Рисунок 11. Сравнение медиан флуоресценции в канале FITC у здоровых взрослых, здоровых детей и пациентов с диагнозом ХМПЗ. (а) Значения медиан флуоресценции в пробах с ингибитором тромбоцитов PGI2. (б) Значения медиан флуоресценции в пробах с PGI2 и активатором тромбоцитов ADP
Предположение о том, что тромбоциты у детей в меньшей степени реагируют на активацию АДФ, чем тромбоциты в крови взрослых, подтвердилось при анализе литературы [96,97]. Полученные данные также доказывают необходимость набора педиатрического контроля для достоверного сравнения групп с учетом возрастных особенностей тромбоцитов у детей. 
Для достоверного сравнения индекса реактивности тромбоцитов группа пациентов с ХМПЗ была разделена на две подгруппы по установленному подтипу патологии: с эссенциальной тромбоцитемией и без нее (рисунок 12). 
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Рисунок 12. Сравнение индексов реактивности тромбоцитов у здоровых взрослых, здоровых детей, пациентов с ХМПЗ с эссенциальной тромбоцитемией (1) и пациентов с ХМПЗ с числом тромбоцитов, соответствующим здоровым нормам (2) 
Анализ результатов определения PRI выявил ожидаемое значимое различие между группами здоровых взрослых и здоровых детей. На основании вышеперечисленного, обе группы пациентов с ХМПЗ сравнивались непосредственно с группой здоровых детей.
Между группами здоровых детей и пациентов с ХМПЗ без эссенциальной тромбоцитемии наблюдались незначительные отличия, в то время как сравнение PRI здоровых детей и пациентов с ХМПЗ с эссенциальной тромбоцитемией выявило статистически значимые различия. Вероятной причиной снижения реактивности тромбоцитов в этой группе стала их предактивация из-за большого количества в кровотоке, значительно превышающего нормальные значения (до 860 тыс./мкл).


Глава 4. Обсуждение
Исследование уровня фосфорилирования VASP проточной цитофлуориметрией – перспективный метод оценки рефрактерности тромбоцитов, все чаще находящий применение в лабораторной и клинической практике. Его существенные преимущества перед другими методами оценки функции тромбоцитов заключаются в его специфичности, возможности работать с малыми объемами крови и невосприимчивости к аспирину, назначаемому во время двойной антитромбоцитарной терапии, для мониторинга которой чаще всего и используется этот тест. Но несмотря положительные аспекты применения, существующий коммерческий набор не всегда доступен к приобретению, поэтому в данной работе был предложен модифицированный вариант протокола. Полученные данные показали воспроизводимость и ожидаемые значимые различия результатов для здоровых доноров и пациентов с тромбоцитопатиями, что подтверждает возможность дальнейшей реализации методики в лабораторной практике.
В процессе модификации протокола установлено, что простациклин в концентрации 500 нМ обеспечивает оптимальное подавление активации тромбоцитов, в то время как аденозиндифосфат в концентрации 5 мкМ приводит тромбоциты в состояние максимально возможной в сочетании с воздействием ингибитора активации. В дополнение, сделан вывод о предпочтительном увеличении объема добавляемых в пробу реагентов во избежание серьезных искажений результатов исследования из-за потерь при переносе пипеткой и неравномерного перемешивания. 
Проведенное исследование уровня фосфорилирования VASP для пациентов с ишемической болезнью сердца продемонстрировало четкое разделение результатов на три группы, соответствующие норме, повышенной реактивности и выраженной рефрактерности тромбоцитов. Это доказывает возможность определять потенциально прогностически неблагоприятные [87,88] результаты с помощью разработанной модификации методики.
Сравнение уровня фосфорилирования VASP у здоровых взрослых доноров и здоровых детей показало статистически значимые различия в пробах с добавлением активатора. Вероятная причина таких результатов заключается в возрастных особенностях тромбоцитов доноров разных возрастов, которые подтверждаются данными литературных источников [96, 97]. Значимость различий сохранилась и при анализе рассчитанного индекса реактивности тромбоцитов, что устанавливает необходимость набора соответствующего возрастного контроля при дальнейших сравнениях с группами педиатрических пациентов. 
 Исследование уровня фосфорилирования VASP определением индекса реактивности тромбоцитов у пациентов с хроническими миелопролиферативными заболеваниями (ХМПЗ) проводилось с разделением их на две подгруппы в соответствии с наличием или отсутствием у них эссенциальной тромбоцитемии. Анализ различий подгруппы ХМПЗ с эссенциальной тромбоцитемией и контрольной группы здоровых детей показал статистически достоверное значение (P=0,0087), что может объясняться влиянием повышенного количества тромбоцитов в кровотоке на их рефрактерность, доказывая влияние количества клеток на их качества. 


Основные результаты и выводы
1. [bookmark: OLE_LINK1]В рамках проведенной работы была разработана комплексная оптимизация протокола методики определения индекса реактивности тромбоцитов (PRI), реализуемой непрерывной проточной цитофлуориметрией, включающая определение оптимальных концентраций ингибитора и активатора агрегации тромбоцитов, а также предпочтительный метод их добавления в пробы. Полученные в результате экспериментов данные продемонстрировали высокую степень воспроизводимости: стабильность результатов наблюдалась как при анализе данных, полученных от разных доноров, так и при работе на различных моделях проточных цитофлуориметров. 
2. Исследование уровня фосфорилирования VASP, посредством определения индекса реактивности тромбоцитов, было проведено для четырех различных групп пациентов и здоровых доноров. Сравнение PRI группы здоровых взрослых и здоровых детей показало статистически значимое различие, подтверждающее данные из литературных источников о необходимости установления возрастных норм для достоверной оценки полученных результатов. 
3. Проведено определение PRI для группы педиатрических пациентов с диагностированным хроническим миелопролиферативным заболеванием. Показано, что PRI статистически значимо снижен у пациентов с тромбоцитозом. 
4. Проведено определение PRI в группе пациентов с ишемической болезнью сердца, находящихся на двойной антитромбоцитарной терапии. Выявлено разделение пациентов на группы по степени ингибирования рецептора P2Y12, в том числе выявлена прогностически неблагоприятная согласно рекомендациям ВОЗ группа пациентов с высоким остаточным риском. 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
VASP – vasodilator-stimulated phosphoprotein, вазодилататор-стимулированный белок;
PRI – platelet reactivity index;
PGI2 – простациклин;
TGB – трис-глициновый буфер;
TBST – трис-солевой буфер;
АДФ – аденозиндифосфат;
АТФ – аденозинтрифосфат;
БСА – бычий сывороточный альбумин;
ДАТТ – двойная антитромбоцитарная терапия
ТХА2 – тромбоксан А2;
цАМФ – циклический аденозинмонофосфат;
ХМПЗ – хроническое миелопролиферативное заболевание;
ИП – истинная полицитемия;
ЭТ – эссенциальная тромбоцитемия;
ПМФ – первичный миелофиброз;
фВ – фактор фон Виллебранда;
ОКС – открытая канальциевая система;
ИБС – ишемическая болезнь сердца;
ВОРТ – высокая остаточная реактивность тромбоцитов;
ЧКВ – чрескожное коронарное вмешательство.
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