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Влияние газотрансмиттера оксида азота на агрегацию тромбоцитов:

исследование методом светопропускания in vitro
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Методом турбидиметрической лазерной агрегометрии, при которой регистрируется сигнал светопропус-

кания обогащенной тромбоцитами плазмы, проведен анализ влияния газотрансмиттера оксида азота (NO)
на агрегационную активность тромбоцитов in vitro. Целью исследования было выявление доз зависимого

и время зависимого влияния NO на процесс агрегации тромбоцитов, а также установление биохимических

сигнальных каскадов, задействованных в этих процессах. Исследованы образцы крови 5 здоровых доноров.

Показано, что окcид азота оказывает выраженное ингибирующее действие на агрегацию тромбоцитов,

проявляющееся уже при минимальной концентрации прямого донора NO — нитропруссида натрия в 1 µМ.

При увеличении концентрации и времени инкубации наблюдалось статистически значимое снижение как

степени, так и скорости агрегации тромбоцитов, что говорит о том, что сигнальный путь, опосредованный

оксидом азота (NO/р-ГЦ/цГМФ/ПКГ), оказывает ингибирующее действие на агрегацию тромбоцитов.

Подтверждена перспективность применения доноров NO в качестве средств коррекции агрегационной

активности тромбоцитов, продемонстрирована высокая информативность лазерной агрегометрии как метода

анализа микрореологических свойств тромбоцитов.

Ключевые слова: агрегация тромбоцитов, газотрансмиттеры, нитропруссид натрия, оксид азота, светопро-

пускание, турбидиметрия.
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1. Введение

Тромбоциты принимают участие в тромбообразовании

и в коагуляции крови. Они являются критически важны-

ми элементами системы гемостаза, предупреждающими

кровопотерю при разрыве стенок сосудов. После контак-

та с поврежденной стенкой сосуда тромбоциты активи-

руются, прикрепляются к сосуду и образуют агрегат и

тромб в месте повреждения, предотвращая кровопотери.

Оба состояния как кровотечение, так и тромбоз могут

быть результатом нарушений функции агрегации тром-

боцитов [1]. Таким образом, оценка функции тромбоци-

тов жизненно важна для диагностики состояния крови и

терапии патологических отклонений от нормы.

Оксид азота (NO), в свою очередь, служит необходи-

мым физиологическим и регуляторным биологическим

медиатором, модулирующим тонус сосудистой стенки

и гемостатико-тромботический баланс. Нарушение кон-

центрации NO в организме человека влечет за собой раз-

личного рода сердечно-сосудистые заболевания, включая

тромбоз, атеросклероз и др. [2,3].

Для оценки функции тромбоцитов в клинике прово-

дится анализ агрегации тромбоцитов — коагулограмма.

Исследование позволяет диагностировать риск развития

кровоточивости, тромбофилии, оценить эффективность

антиагрегантной/антикоагулянтной терапии и подобрать

оптимальную дозу антиагрегантов/антикоагулянтов, в

том числе при хирургических вмешательствах. Откло-

нение показателей агрегации тромбоцитов от нормы

в большинстве случаев сигнализирует о нарушении

гемостаза и каких-либо функций в организме человека.

Например, в настоящее время показано, что повышение

агрегации тромбоцитов является важным элементом

патогенеза как развития, прогрессирования сердечно-

сосудистых заболеваний (ишемическая болезнь сердца,

инфаркт миокарда и др.), так и возникновения осложне-

ний [4].

В последнее время активно развиваются методы

экспресс-диагностики образцов крови для исследования

агрегационных свойств эритроцитов и тромбоцитов с по-

мощью оптических методов. Преимущество оптических

методов связано с их простотой, относительной деше-

визной и возможностью использования непосредственно

в клинике из-за небольших размеров и необходимости

небольших объемов крови, которую берут у пациента

вместе с основными клиническими анализами. Более

того, оптические методы позволяют получать не только

статические характеристики агрегации клеток, но и су-
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Рис. 1. Основной сигнальный путь, опосредованный NO (sGC — растворимая гуанилатциклаза [р-ГЦ], eNOS — эндотелиальная

синтаза оксида азота, CaM — кальмодулин, ATP — аденозинтрифосфат, GTP — гуанозинтрифосфат, cGMP — циклический

гуанозинмонофосфат [цГМФ], PKG — протеинкиназа G [ПКГ], PDE — фосфодиэстераза).

дить о ходе самого процесса путем регистрации сигнала

рассеяния света или интенсивности света, прошедшего

через образцы крови. Методы лазерной агрегометрии и

турбидиметрии обладают высокой точностью и повторя-

емостью [5,6].
Целью данного исследования является изучение про-

цесса агрегации тромбоцитов in vitro с использовани-

ем метода лазерной агрегометрии. Основной акцент

сделан на исследование влияния на агрегацию клеток

газотрансмиттера NO — нитропруссида натрия (НПН),
который является прямым донором NO. Регистрация

кинетики агрегации тромбоцитов проводилась при раз-

личных концентрациях НПН и времени его инкубации с

обогащенной тромбоцитами плазмой (ОТП). Выполнен
анализ механизма воздействия газотрансмиттера NO на

агрегацию тромбоцитов и сигнального пути, опосредо-

ванного данной молекулой.

2. Роль оксида азота в регуляции
кровообращения

В последнее время особый интерес среди ученых вы-

зывает способ межклеточной и внутриклеточной комму-

никации с помощью газовых медиаторов, или газотранс-

миттеров (ГТ) — сигнальных молекул. В настоящее вре-

мя наиболее изученными являются три молекулы: оксид

азота (NO), монооксид углерода (CO) и сероводород

(H2S) [7–9].
В течение длительного промежутка времени вышеупо-

мянутые газовые медиаторы описывались как токсичные

газы, оказывающие повреждающее действие на организм

человека. Вместе с тем относительно недавно было

установлено, что эти соединения эндогенно синтези-

руются клетками организма и являются сигнальными

молекулами, выполняющими как аутокринную, так и

паракринную регуляцию во многих тканях и органах

тела человека и животных [10]. Изучение механизмов

действия ГТ — важная задача современной физиологии.

Объектом регуляторного воздействия являются кле-

точные структуры системы кровообращения. Известно,

что артериальное давление и перфузия тканей в значи-

тельной мере регулируются артериолами и артериями.

Паракринные регуляторные воздействия, и в том числе

с участием ГТ, расширяют мелкие артерии и артериолы

и тем самым обеспечивают эффективную тканевую пер-

фузию [11]. Известно, что NO стимулируют образование

циклических нуклеотидов (цАМФ/цГМФ) и активируют

внутриклеточные протеинкиназы (ПКГ/ПКА), что вызы-

вает вазодилатацию (рис. 1).

Газотрансмиттеры участвуют в регуляции кровообра-

щения, включая сосудистый компонент, а также теку-

щую по сосудам кровь, управляя ее текучестью и транс-

портным потенциалом через регуляторное воздействие

на эндотелиальный слой клеток, выстилающий сосуды,

микрореологию клеток крови и особенно эритроци-

тов [12]. В системе кровообращения роль NO заключа-

ется в регулировании кровяного давления и сосудисто-

го тонуса, повышении деформируемости эритроцитов,

ингибировании агрегации эритроцитов, тромбоцитов и

адгезии лейкоцитов [13]. Сниженная биодоступность

NO считается одним из основных факторов сердечно-

сосудистых заболеваний. Экзогенные доноры NO и ве-

щества, стимулирующие внутриклеточную NO-синтазу

(L-аргинин, L-цитруллин, статины), широко использу-

ются в клинической практике и служат основой для
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разработки новых поколений лекарственных препаратов

на основе метаболизма NO [14].

3. Материалы и методы

Венозная кровь для проведения экспериментов заби-

ралась натощак у здоровых доноров, которые не при-

нимали никаких лекарств по крайней мере за 2 недели

до сдачи крови. Все волонтеры были проинформированы

о цели исследования и дали информированное согласие

в соответствии с Хельсинкской декларацией Всемирной

медицинской ассоциации. Исследование одобрено Эти-

ческим комитетом Медицинского научно образователь-

ного центра МГУ имени М.В. Ломоносова. В качестве

антикоагулянта использовался цитрат натрия 3.8%, ко-

торый минимально влияет на свойства тромбоцитов к

агрегации. Для приготовления обогащенной тромбоцита-

ми плазмы (ОТП) цельную кровь центрифугировали при

200 g в пробирках типа
”
Эппендорф“ в течение 7min.

Из каждой пробирки отбиралось по 800µL супернатанта

(верхнего слоя). Подготовленная к исследованию ОТП

разливалась в кюветы и устанавливалась в термостат

при температуре 37◦ для нагрева до физиологических

значений ОТП в течение 3min. Вязкость приготовлен-

ных образцов крови для контроля корректности их при-

готовления измерялась на ротационном вискозиметре

RM100 CP1000 (Lamy Rheology Instruments, Франция),
приобретенном в рамках программы развития МГУ

имени М.В. Ломоносова. Все приготовленные образ-

цы соответствовали норме по вязкости, как и пред-

полагает методика измерения. Перемешивание суспен-

зии тромбоцитов и возможность образования агрегатов

обеспечивались с помощью вращающегося магнитного

стержня, который промывался в дистиллированной воде

и помещался магнитом в верхнюю часть кюветы, где

и удерживался до переноса кюветы в измерительную

ячейку. Далее перед началом измерения добавлялся

нитропруссид натрия (НПН), который является прямым

донором NO (т. е. это химическое вещество, которое

генерирует NO посредством механизмов, не зависящих

от ферментативного действия NO-синтазы), в объеме

15µL до достижения следующих конечных концентра-

ций 1, 10, 25 50 и 100µМ. Необходимая концентрация

достигалась путем добавления дистиллированной воды в

раствор НПН в соответствующих пропорциях. Инкуба-

ция с НПН проводилась в течение 0, 5, 15, 25 и 40min

при 37 ◦C.

Через 10 s после начала измерения в измерительную

кювету добавляли 15µL индуктора агрегации тромбо-

цитов АДФ (аденозиндифосфат) в концентрации 5µМ.

В процессе измерений регистрировалась агрегатограм-

ма — зависимость сигнала светопропускания через

кювету с ОТП от времени. Чем выше сигнал свето-

пропускания, тем меньше оптическая плотность среды,

которая зависит от характерных размеров рассеивате-

лей — агрегатов тромбоцитов. Более того, по агрегато-
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Рис. 2. Пример агрегатограммы, получаемой в методе тур-

бидиметрии при добавлении в обогащенную тромбоцитами

плазму АДФ.
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Рис. 3. Принципиальная схема метода лазерной агрегометрии

тромбоцитов.

грамме можно судить о скорости образования агрегатов

в процессе их образований, поскольку это влияет на

увеличение сигнала светопропускания, регистрируемого

в эксперименте. На основе полученной зависимости

вычислялись степень агрегации (максимальный сигнал

светопропускания на протяжении 5min процесса аг-

регации) и скорость агрегации (максимальный наклон

кривой светопропускания в течение 5min) (рис. 2).

Эксперименты проводились на лазерном анализаторе

агрегации тромбоцитов АЛАТ-2
”
Биола“, в котором

используется турбидиметрический метод оценки пара-

метров агрегации тромбоцитов (рис. 3). Изменение

оптических свойств исследуемой суспензии в процессе
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Рис. 4. Кинетики светопропускания (a), скорость (b) и степень (c) агрегации тромбоцитов под воздействием NO при различных

концентрациях НПН(SNP).

агрегации тромбоцитов обусловлено уменьшением об-

щей рассеивающей поверхности клеток и увеличением

сечения рассеяния характерных частиц в результате

образования тромбоцитарных агрегатов [15]. При ана-

лизе агрегатограмм оцениваются степень агрегации (до-
стижение максимальной агрегации), скорость агрегации

(изменение оптической плотности плазмы за первую

минуту или угол наклона кривой на этапе бурной

агрегации) [15]. В качестве источника света исполь-

зовался полупроводниковый лазер мощностью порядка

1−50mW с длиной волны 785 nm, которая лежит в окне

оптической прозрачности тромбоцитов. Таким образом,

тепловым воздействием на ОТП можно пренебречь.

При проведении экспериментов были получены кри-

вые (агрегатограммы), отражающие зависимость интен-

сивности света, рассеянного вперед (светопропускания)
от времени (рис. 2). За 0% агрегации принимается

начальное состояние — первые 10 s после начала из-

мерения до добавления АДФ — обогащенной тромбоци-

тами плазмы, а за 100% принимается состояние бедной

тромбоцитами плазмы (БТП). При этом с достаточной

для практики точностью можно считать, что оптические

свойства БТП и дистиллированной воды эквивалентны

(на приборе АЛАТ-2 калибровка 100% производится на

дистиллированной воде). Уменьшение светопропускания

на 10 s связано с активацией тромбоцитов, в ходе

которой они изменяют свою форму от дисковидной до

сферической с образованием псевдоподий. В результате

этого светопропускание света становится меньше изна-

чального (на графике отчетливо виден спад светопро-

пускания). Также необходимо отметить, что в момент

добавления АДФ агрегация уже идет. Далее начинается

активная агрегация тромбоцитов (чему соответствует

наиболее крутой участок графика), после чего агрегация

постепенно выходит на насыщение.

4. Результаты и обсуждение

Были измерены зависимости степени и скорости агре-

гации тромбоцитов от концентрации НПН в диапазоне

1−100µМ. Результаты, полученные на ОТП, инкубиро-

ванной с НПН, а также на плазме с тромбоцитами без

НПН, представлены на рис. 4. На графиках рис. 4, a пока-

заны сглаженные кривые зависимости светопропускания

от времени, усредненные по 5 измерениям, и абсолют-

ные разницы в измерениях для каждой концентрации

НПН. Статистическая значимость различий полученных
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Рис. 5. Кинетики светопропускания при агрегации тромбоцитов под воздействием NO при различных временах инкубации НПН

с ОТП и концентрациях НПН 1 µM (a), 10 µM (b), 25 µM (c), 100 µM (d).

результатов оценивалась с помощью двухстороннего

критерия Манна-Уитни.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что

НПН — донор NO — оказывает значительное влияние

на параметры агрегации тромбоцитов in vitro. Стоит

отметить, что даже при самой низкой концентрации

в 1µМ, использованной в эксперименте, наблюдается

ингибирующий эффект NO на агрегацию тромбоцитов.

Степень агрегации у образца, инкубированного с НПН

в концентрации 1µМ, уменьшается на (37−7)%, од-

нако скорость агрегации не изменяется в пределах

погрешности (рис. 4, b, c). При более высоких кон-

центрациях НПН заметно еще более выраженное ин-

гибирование агрегации тромбоцитов, причем скорость

агрегации тромбоцитов также уменьшается (рис. 4, b, c).
При концентрации НПН в 100µМ степень агрегации

уменьшается на (70 ± 9)%, а скорость агрегации умень-

шается на (27± 5)% относительно значений без НПН.

Статистически значимое уменьшение скорости агрега-

ции тромбоцитов наблюдается при концентрации НПН

более 25µМ (p < 0.05) (рис. 4, c).

В последнее время в литературе стали появляться

новые гипотезы о стимулирующих или двойственных

функциях ПКГ в тромбоцитах. Группой ученых из Китая

был поднят вопрос о функциях цГМФ/ПКГ и их роли

в активации тромбоцитов [16,17]. В настоящей работе

показано, что сигнальный путь NO/р-ГЦ/цГМФ/ПКГ яв-

ляется одним из ключевых в ингибировании активности

тромбоцитов, что полностью противоречит теории о его

активирующем воздействии на агрегацию тромбоцитов.

Также мы исследовали вопрос о зависимости воз-

действия NO на агрегацию тромбоцитов от времени

инкубации НПН с ОТП при различных концентрациях в

диапазоне 0−40min. Полученные агрегатограммы пред-

ставлены на рис. 5, 6.

Исходя из полученных результатов видно, что при

концентрации НПН в 1µМ агрегация тромбоцитов прак-

тически не зависит от времени инкубации (рис. 5, а).
Таким образом, можно предположить, что при данной

концентрации бо́льшая часть NO, оказывающая воздей-

ствие на агрегацию тромбоцитов, выделяется менее чем

за 10 s (время добавления АДФ).
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Рис. 6. Кинетики светопропускания при агрегации тромбоци-

тов под воздействием NO при концентрации НПН 50 µМ и

различных временах инкубации НПН с ОТП.

Однако при концентрации НПН в 10µМ наблюдается

значительное влияние NO на агрегацию тромбоцитов в

зависимости от времени инкубации, и можно условно

разделить полученные агрегатограммы на две группы по

времени инкубации (0−10min и 25−40min), разница в

степени агрегации тромбоцитов для которых составляет

(54± 7)% (рис. 5, b).
При концентрациях НПН в 25 и 100µМ наблюдается

еще более выраженное влияние времени инкубации на

агрегацию тромбоцитов, и агрегатограммы также можно

разделить на две условные группы, однако при концен-

трации НПН в 25µМ интервал между группами больше

в сравнении с концентрацией в 100µМ (рис. 5, c, d). Из

полученных графиков прослеживается тенденция увели-

чения ингибирующего эффекта на агрегацию тромбоци-

тов с увеличением времени инкубации НПН с ОТП при

концентрациях НПН больше 10µМ. Можно предполо-

жить, что при малых концентрациях НПН образование

молекул NO, оказывающих ингибирующее действие на

агрегацию тромбоцитов, происходит за первые секунды

эксперимента, поэтому на данном масштабе времени

мы не наблюдаем эффекта, связанного с временем

инкубации.

Можно отметить, что при концентрации в 50µМ

каждая агрегатограмма формируется по своей индивиду-

альной траектории (рис. 6) без образования двух групп

по времени инкубации. Тем самым можно предположить,

что время инкубации существенно влияет на количество

продуцируемого оксида азота, который воздействует на

агрегацию тромбоцитов.

5. Выводы

В ходе выполнения работы использованный тур-

бидиметрический метод продемонстрировал высокую

чувствительность к изменениям параметров агрегации

тромбоцитов при воздействии на них газотрансмиттера

NO — были найдены статистически достоверные отли-

чия кинетик и параметров агрегации тромбоцитов при

инкубировании с НПН. Проведенный анализ влияния

NO на агрегационные свойства тромбоцитов показал

ингибирующий эффект этого влияния по сигнальному

пути, опосредованному NO. Данный эффект зависит от

времени инкубации и концентрации НПН. На основе

рассмотрения полученных данных микрореологических

ответов тромбоцитов на донора газотрансмиттера NO

можно заключить, что оксид азота эффективно ингиби-

рует агрегацию тромбоцитов in vitro через сигнальный

путь NO/р-ГЦ/цГМФ/ПКГ и является перспективным

соединением, использование которого может быть вклю-

чено в одну из важных терапевтических рекомендаций

при ряде заболеваний.
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