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Объект исследования – сложные динамические диссипативные биологические саморегулирующиеся системы (система свертывания крови, веретено деления, клеточный метаболизм)

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

Основные результаты:

1) В направлении исследований гемостаза проведена разработка компьютерных моделей плазменного звена (комплекс внешней теназы, система фибринолиза), внутриклеточной сигнализации тромбоцитов (рецептор CLEC-2) и тромбообразования в артериоле (исследование роли стохастических взаимодействий между клетками, проницаемости тромба и секреции тромбоцитарных гранул). 

2) Разработан новый тест оценки пространственного свертывания крови. Показано, что гиперкоагуляция перед началом цикла ЭКО ассоциирована с повышенным риском негативного исхода программы ЭКО. 

3) Для пациентов с новой коронавирусной инфекцией показана гиперкоагуляция при дисфункции тромбоцитов. Показано, что терапия препаратами гепарина приводит к улучшению данного состояния, при этом состояние тромбоцитов может быть использовано как маркер течения заболевания, а состояние плазменного звена рекомендуется использовать для контроля гепаринотерапии. 
4) Проведено исследование состояния тромбоцитов при различных патологических состояниях. Было выявлено, что тромбоциты пациентов с cиндромом Вискотта-Олдрича экспонируют ФС посредством митохондриально-зависимого некроза, вызванного их меньшим размером, что может способствовать развитию тромбоцитопении. Для пациентов с KHE / KMP было показано, что функциональность их тромбоцитов умеренно изменена, их рецепторы CLEC-2 остаются функциональными и реагируют на ингибирование. Для пациентов с иммунной тромбоцитопенией было показаны особенности тромбоцитов (умеренно увеличенный размер, предактивация), исчезающие при терапии ромиплостимом.
5) Проведены экспериментальные исследования и разработаны молекуляно-динамические модели полимеризации микротрубочек. С их помощью предсказан момента формирования дефектов, потенциально являющихся мишенью для режущих ферментов, также показана неотъемлемая роль С-концов микротрубочки в первоначальном формировании взаимодействия с кинетохором. 

6) Был разработан новый антиген-независимый метод выделения циркулирующих опухолевых клеток. 
7) Был разработан алгоритм использования клеточного биочипа в морфологической диагностике острых лейкозов.

8) Было проведено исследование действия ингибиторов тирозин-киназ на бета-клетки и показано, что иматиниб ингибирует окислительное фосфорилирование, и, как и  сунетиниб и GNF-2, оказывает защитное действие на бета-клетки. 
9) Показано, что метаболизм фолата в печени крысы представляет собой типичный случай модульной организации клеточного метаболизма с несколькими отдельными метаболическими системами (метаболизм пуринов, метаболизм пиримидина, метаболизм метионина и т. д.), связанными через фолаты и функционирующими практически независимо друг от друга. 

10) Была установлена положительная корреляция между развитием паркинсонизма и депрессией, связанная с очагом развития этих состояний в одной и той же нейроанатомической структуре (латеральном энторинальном кортексе); при этом впервые получены указания на возможность регуляции депрессии путем избирательного ингибирования H1-рецепторной активности в энторинальном и сингулярном кортексе, что обосновывает новый подход к разработке методов лечения депрессии. 
11) Были определены гены и белки, экспрессия которых значительно изменяется в пораженной псориазом коже, при этом некоторые из этих генов являются чувствительными к эстрогену, что открывает новые пути терапии псориаза. 
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
AMPK - АМP-зависимая протеинкиназа

ELISA – иммуноферментный анализ

IAPP - островковый амилоидный полипептид

KHE - капозиформная гемангиоэндотелиома

KMP - феномен Казабаха-Мерритта

TXNIP  - thioredoxin interacting protein
АДФ - аденозиндифосфат

АЧТВ  - активированное частичное тромбопластиновое время

ИТП - иммунная тромбоцитопения

ЛЭнтК – латеральный энторинальный кортекс

МТ – микротрубочка

МЭнтК – медиальный энторинальный кортекс

НМГ – низкомолекулярный гепарин

ОРИТ - отделение реанимации и интенсивной терапии

ПСгК – передний сингулярный кортекс

ПЦР – полимеразная цепная реакция

СВО – синдром Вискотта-Олдрича

ТЭГ – тромбоэластография

ЭКМО - экстракорпоральная мембранная оксигенация

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

Первое рассматриваемое направление посвящено вопросам механизмов работы системы гемостаза. При этом проводится традиционное разделение системы на плазменный и сосудисто-тромбоцитарный гемостаз. В направлении сосудисто-тромбоцитарного гемостаза разрабатываются новые подходы к диагностике функционального состояния тромбоцитов при различных патологиях, а также вопросы механизмов регуляции ответов клетки ее внутриклеточной сигнализацией. Кроме того, проводятся исследования по ex vivo наблюдению формирования тромбоцитарного тромба в условиях, симулирующих артериолы и венулы. В направлении плазменного гемостаза рассматривались вопросы формирования тромбина на начальных этапах тромбообразования и его связывания с растущим тромбом. Важной частью работ 2019-2021 года в этом направлении стало исследование состояния гиперкоагуляции у пациентов с новой коронавирусной инфекцией, позволившее как определить новые механизмы взаимодействия системы гемостаза с иммунной системой, так и предложить подход к антикоагулянтой терапии пациентов. Важной составляющей проводимых исследований гемостаза также является разработка математических моделей рассматриваемых процессов.
Второе рассматриваемое направление посвящено вопросам механизмов митоза. Митоз является сложным процессом, в ходе которого необходимо точное выстраивание метафазной пластинки, при котором возможны неправильные прикрепления микротрубочек (МТ) к хромосомам. Поэтому кинетохор должен иметь возможность терять неправильный контакт с веретеном деления для образования нового [1]. Основным компонентом эукариотического кинетохора, который обеспечивает прямую связь между хромосомой и МТ, является белковый комплекс NDC80 [2–4], при этом за связь с NDC80 с МТ отвечают два белка, Nuf2 и Hec1. 

Третьим рассматриваемым направлением является исследование механизмов развития нескольких патологических состояний. Неблагоприятные факторы внешней среды, образа жизни и полиморфизма генов зачастую определяют предрасположенность к возникновению мультифакторных заболеваний. К таким заболеваниям относят онкологические заболевания, нарушения обмена веществ, неврологические заболевания, дерматологические заболевания. В настоящем исследовании проведятся трансляционные исследования различных патологических состояний – нарушений метаболизма, иммунной системы и дерматологических патологий, что позволитв будущем внести изменения в диагностику и лечение заболеваний. 

Актуальность и новизна проводимых исследований
Несмотря на десятилетия исследований системы гемостаза, многие механизмы, регулирующие процессы, происходящие в кровеносной системе в ответ на повреждение, до сих пор остаются неизвестными. Это не позволяет эффективно отслеживать и корректировать состояние многих пациентов, и нарушения работы системы свертывания остаются ведущей причиной смерти в мире. В связи с этим, основными целями работы является изучение механизмов, управляющих динамикой тромбообразования, и создание нового диагностического инструмента на основе полученных данных. Инфаркт миокарда и инсульт- ведущие причины смертности в России и по всему миру- часто являются следствием артериального тромобоза. У больных крупноочаговым инфарктом миокарда тромбоз коронарных артерий наблюдается в 95-97 % случаев. Ишемическая природа, вызываемая тромбами и тромбоэмболами в 85-90 % случаев наблюдается при нарушении мозгового кровообращения с развитием ишемического инсульта. Однако до сих пор неясно, как именно геометрия тромба, его механические характеристики и локальные гидродинамические условия влияют на возможность возникновения окклюзии сосуда и стабильность тромба по отношению к потоку и внутрисосудистому давлению. 

Тромбин является одним из важнейших ферментов в системе гемостаза [5,6]. Увеличение локальной концентрации тромбина выше порогового значения приводит к запуску процессов свертывания крови: активации тромбоцитов, образованию фибринового сгустка из фибриногена и т.д. Известно, что в in vivo моделях тромбообразования тромбин способен быстро нарабатываться и накапливаться в тромбах, образующихся на месте повреждения сосуда. После образования стабильного тромбоцитарного агрегата высокая концентрация тромбина локализируется в так называемом «ядре» - наиболее близкой к месту повреждения центральной части тромба [7]. Физико-химические механизмы, обеспечивающие локализацию активности тромбина вблизи места повреждения сосудистой стенки на сегодняшний день остаются неизвестными, однако они играют важнейшую роль как для понимания принципов регуляции гемостатического ответа, так и для создания новых антитромботических препаратов. На сегодняшний день остается неопределенной роль плазменного звена гемостаза на начальных этапах формирования артериального тромба и гемостатической пробки. Ряд экспериментальных данных свидетельствует о возможности наработки тромбина и формирования фибрина в условиях артериальных скоростей сдвига в отсутствии тромбоцитов [7], однако динамика процесса наработки тромбина и фибрина в условиях высоких (то есть артериальных) скоростей сдвига, а также механизмы, отвечающие за этот феномен, остаются малоизученными.

Одними из ключевых веществ, осуществляющих регуляцию образования тромбоцитарного тромба в месте повреждения сосуда, являются тромбин и аденозин-5-дифосфат (АДФ) [8]. Источником АДФ являются сами тромбоциты, которые при активации способны секретировать плотные гранулы, содержащие АДФ и другие активаторы тромбоцитах в высоких концентрациях. Важность АДФ в процессах тромбообразования подтверждается распространенностью тромбоцитарных рецепторов к АДФ в качестве мишеней клинической терапии состояний, ассоциированных с тромбозом [9]. Однако фактическая динамика распространения АДФ и других активаторов тромбоцитов в тромбе и опосредованная ими регуляция роста тромба на сегодняшний день остаются неизученными. При помощи математического моделирования мы пытаемся установить взаимосвязь между этими процессами. Ранее не были предложены модели, которые бы связывали явную механику движения тромбоцитов и пространственное распространение растворимых веществ-активаторов в условиях изменяющегося потока. Главным преимуществом нашей многоуровневой модели является прозрачность физических законов, лежащих в ее основе, и гибкость, позволяющая исследовать различные возможные режимы функционирования тромбоцитов. 
Одной из наиболее опасных особенностей новой коронавирусной инфекции, вызванной вирусом SARS-CoV-2, является склонность системы гемостаза больных к избыточному тромбообразованию [10]. Среди возможных причин данной патологии выделяют как активацию эндотелиоцитов сосудов, приводящую к выставлению тканевого фактора этими клетками, так и активацию плазменного звена гемостаза. Кроме того, показано, что при SARS-CoV-2 наблюдается значительное изменение функциональных ответов тромбоцитов на активацию [10], которое, однако, не сопровождается значительной тромбоцитопенией. Механизм влияния на функциональность и количество тромбоцитов представляется достаточно противоречивым. С одной стороны, существуют предположения, что тромбоциты могут выступать непосредственным «контейнером» для вируса, распространяя по организму. С другой стороны, наличие вирусной РНК в тромбоцитах было продемонстрировано только в одном исследовании, тогда как другие авторы получили обратный результат. Еще одним механизмом непосредственного воздействия вируса на тромбоциты является его проникновение в мегакариоциты и последующее нарушение тромбоцитопоэза. Тем не менее, большинство опубликованных на настоящий момент работ исследований показывают, что тромбоциты пациентов с SARS-CoV-2 находятся в активированном состоянии (так называемая подактивация тромбоцитов). Это явление может быть вызвано как прямым влиянием вируса, так и влиянием на функции тромбоцитов идущего в легких процесса тромбовоспаления. Исследование состояния тромбоцитов при коронавирусной инфекции актуально в связи с предлагаемыми подходами к терапии гиперкоагуляции путем воздействия на тромбоциты. Хорошо известно, что у больных COVID-19 могут развиваться осложнения в виде тромбозов и кровотечений. По нашим данным, такие осложнения возникают у примерно 20% больных, попавших в реанимацию. При этом, возникновение таких осложнений повышает вероятность смерти пациента примерно на 15%. Прицельное исследование поведения плазменного гемостаза у больных может ответить на вопрос о причинах и факторах возникновения таких осложнений, может быть разработан подход к персонализированному подбору доз антикоагулянтов, что может снизить смертность от данного заболевания.

Известно, что активация безъядерных клеток крови тромбоцитов управляется зависит от активности кальциевой сигнализации, поэтому актуальным является исследование механизмов кальциевой сигнализации в тромбоцитах и их взаимосвязи с физиологическими и патологическими особенностями тромбообразования [10]. В частности, кальциевые ответы одиночных тромбоцитов на активацию демонстрируют широкую гетерогенность. Вопросы влияния параметров осцилляторного кальциевого ответа на активацию тромбоцита и роли гетерогенности популяции тромбоцитов ранее не рассматривались. 

В настоящем исследовании рассматривались особенности функционирования тромбоцитов при различных тромбоцитопатиях, в частности, синдроме Вискотта-Олдрич, иммунной тромбоцитопении, синдроме Казабаха-Меррита. Феномен Казабаха-Мерритта (KMP), при котором сосудистая опухоль экспрессирует подопланин, в частности, проявляется в «захвате» тромбоцитов опухолью и их активацией, что приводит к тромбоцитопении и инициации свертывания плазмы крови. Последующая гиперактивация фибринолитической системы может вызвать внутриопухолевое кровоизлияние. В отличие от ДВС-синдрома (диссеминированного внутрисосудистого свертывания), KMP вызывает локальное нарушение свертывания крови. Однако ДВС-синдром может быть в конечном итоге индуцирован в тяжелых случаях KMP. Несмотря на эти данные, этиология KMP и начальные молекулярные механизмы активации тромбоцитов в этом состоянии не охарактеризованы. Клетки KHE, как известно, экспрессируют подопланин - единственный известный эндогенный лиганд для рецептора тромбоцитов CLEC-2, важнейшей физиологической функцией которого является эмбриологическое разделение кровеносного и лимфатического русел. После активации тромбоцитов в KHE их секрет может вызывать рост и прогрессирование опухоли, клинические данные также подтверждают критическую роль тромбоцитов в прогрессировании и развитии KHE, а именно, переливание тромбоцитов у пациентов с KMP может привести не только к быстрому росту опухоли, но и также к тяжелому ухудшению коагулопатии. В то время как активация тромбоцитов считается одним из критических патогенных механизмов при КМП, антитромбоцитарная терапия у пациентов с КМP не дала положительных результатов. Поэтому, понимание функционирования тромбоцитов в KHE / KMP критически важно для терапевтического лечения этих состояний.

Новизна второго направления связана со следующими фактами. Известно, что комплекс NDC80 способен формировать динамический контакт с разбирающейся или собирающейся МТ [6]. За счет одномерной диффузии вдоль микротрубочки NDC80 способен отслеживать конец МТ [6]. Однако, в то же время, контакты кинетохора с микротрубочкой должны быть достаточно прочными для эффективного перемещения хромосомы [7]. Такие разрозненные на первый взгляд предполагаемые молекулярные свойства NDC80 (высокая аффинность к тубулину и быстрая диффузия [8]) еще предстоит связать в единую модель взаимодействия микротрубочки и кинетохорного комплекса в будущем, так как механизм, лежащий в основе способности NDC80 формировать нагруженный и в то же время динамический контакт, неизвестен. В кристаллической структуре комплекса микротрубочки и NDC80 наблюдается связь только между глобулярной частью Hec1 и тубулином [5]. Но мутации в белке Nuf2 также ослабляют взаимодействие комплекса NDC80 с микротрубочкой, позволяя предположить, что и белок Nuf2 вносит вклад в связывание с тубулином [5]. Нами было ранее показано, что взаимодействие между NDC80 и микротрубочкой сложное, многостадийное. Без С-концов тубулина невозможно объяснить влияние всех точечных мутаций NDC80 на его взаимодействие с МТ. Неизвестно, как происходит формирование контакта NDC80 и микротрубочки, если NDC80 находится в растворе. Гипотетически, роль С-концов тубулина может не ограничиваться дополнением к силам, удерживающим NDC80 на МТ. Мы предполагаем, что за счет подвижности C-концов они могли бы помогать NDC80 находить нужную позицию на микротрубочке для дальнейшего формирования полного контакта. В дополнение ролью С-концов тубулинов может быть помощь в диффузии NDC80 вдоль МТ.

Следующее направление исследований связано с изучением циркулирующих опухолевых клеток. Основной причиной гибели пациентов с онкологическими заболеваниями является образование метастазов. Хотя механизм метастазирования опухолей до конца не изучен и может сильно различаться у опухолей различной природы, принято считать, что важнейшую роль в процессе метастазирования играют циркулирующие клетки опухоли (ЦОК) – клетки основной опухоли, циркулирующие в кровотоке [10]. Для ряда нозологий показано, что наличие в крови онкологических пациентов ЦОК выше определенного порога является неблагоприятным прогностическим фактором. Еще одной причиной интереса к исследованию ЦОК является их биологическая идентичность исходной опухоли, что имеет большое значение в тех случаях, когда биопсия невозможна. Поэтому разработка методов выделения и исследования циркулирующих опухолевых клеток является актуальной научной задачей.
Четвертое направление исследований посвящено вопросам фармакологии, а именно, механизмам действия различных препаратов. Первым исследуемым препаратом был иматиниб (Gleevec), ингибитор тирозиновых киназ Bcr-Abl, PDGFR и c-Kit, широко используемый при лечении таких злокачественных новообразований как хронический миелолейкоз и гастроинтестинальные стромальные опухоли. Ранее при лечении больных, страдающих этими заболеваниями наряду с диабетом, было показано, что иматиниб имеет ряд противодиабетических эффектов. Задачей проведенного нами исследования было выявление регуляторных систем, которые обуславливают зависимое от иматиниба повышение жизнеспособности вырабатывающих инсулин клеток. 

Вторым исследуемым препаратом был эксенатид и другие аналоги вырабатываемого в кишечнике гормона GLP1 (глюкагон-подобный пептид) и агонисты его рецептора (GLP1R), широко используемые для лечения диабета. Действие GLP1 на бета-клетки повышает их жизнестойкость и секрецию инсулина. Терапевтическое применение GLP1 и его аналогов затруднено из-за значительных индивидуальных различия в чувствительности к ним у разных пациентов. Принято считать, что эта вариабельность основана на генетических факторах. Для их выявления было обследовано значительное число пациентов с сахарным диабетом 2 типа на предмет генетических ассоциаций с эффективностью лечения GLP1. Было обнаружено, что пациенты с редко встречаемой мутацией Thr370Met в гене бета-аррестина1 (ARRB1) относительно лучше отвечают на лечение GLP1 и синтетическими агонистами рецептора GLP1. В целом роль бета-аррестина 1 в сигнальной системе GLP1R остается недостаточно изученной. 

Пятое направление исследований посвящено механизмам патогенеза различных патологий: депрессии, болезни Паркинсона и псориаза. Исследования связаны с тем, что есть указания на существование общих механизмов в развитии паркинсонизма и депрессии. Известно, в частности, что депрессия может предшествовать развитию паркинсонизма; кроме того, выявлены факторы, оказывающие лечебное воздействие на оба заболевания [11]. Общие механизмы в развитии паркинсонизма и депрессии к настоящему времени не установлены. Ранее [12] нами было выявлено участие латерального энторинального кортекса в регуляции каталепсии - модели паркинсоноподобных экстрапирамидных расстройств у крыс. Участие этой нейроанатомической структуры в депрессии ранее не изучалось. Псориаз также относится с заболеваниям со сложным патогенезом и является генетически обусловленным хроническим воспалительным заболеваниям кожи. Сегодня псориаз рассматривается как полиорганная патология, часто приводящая к инвалидности. Нередко диагностика и терапия псориаза представляет собой достаточно сложную задачу. Интересно, что во время беременности и в первые месяцы после родов у многих молодых женщин, страдающих от псориаза, наступает улучшение состояния, вплоть до полной ремиссии болезни. Это может быть связано с более высоким уровнем эстрогена и прогестерона в крови пациенток и более низким уровнем тестостерона. Исследование этого феномена является новой и актуальной задачей.

Основная часть

1 Изучение биофизических и молекулярных механизмов регуляции движения хромосом в процессах деления клеток, тромбообразования, разработка новых методов диагностики нарушений свертывания крови и создание нового поколения плазмозамещающих противосвертывающих средств
1.1 Исследование системы свертывания крови

1.1.1 Анализ механизмов инициации гемостатического ответа в условиях артериального потока крови

Одной из задач фундаментальной части исследований является изучение влияния ориентации фибрилл коллагена на динамику роста тромбов; прикладной - подготовка интегрального теста гемостаза на основе микрофлюидных проточных камер для апробации в клинической практике. 
Разработанная система для исследования тромбообразования в потоке, в отличие от стандартных тестов, применяемых для исследований гемостаза, позволяет наблюдать формирование тромбов в потоке крови – то есть условиях, близких к организму, и оценивать активность тромбообразования напрямую, а не по косвенным признакам.
Исследования влияния ориентации фибрилл коллагена на динамику тромбообразования помогут объяснить причину различий в результатах исследований зависимости роста тромбов от скорости сдвига, полученных научными группами по всему миру, а также сильнее приблизить микрофлюидную модель тромбоза к условиям in vivo. Исследование молекулярных механизмов обнаруженного феномена также позволит ответить на важные фундаментальные вопросы о механизмах инициации гемостатического ответа в условиях артериальных скоростей сдвига. 
Обнаружено влияние ориентации фибрилл коллагена на динамику формирования тромбов при разных скоростях сдвига: на фибриллах, ориентированных поперек потока крови, площадь тромбов достигает максимума и затем уменьшается практически до нуля с увеличением скоростей сдвига до 2000 с-1; на фибриллах, ориентированных вдоль потока крови, с ростом скорости сдвига площадь тромбов в части случаев увеличивается, а в части уменьшается, в среднем превышая, тем не менее, значения для поперечной ориентации фибрилл (Рисунок 1). Это может объяснять расхождение в литературных данных, полученных разными научными группами: часть таких результатов говорит о том, что с ростом скорости сдвига увеличивается размер формирующихся тромбов; часть - о том, что наблюдается максимум при некоторой скорости сдвига, после чего размер тромбов уменьшается с ее увеличением. Полученные данные указывают на то, что такое отличие объясняется разными методами иммобилизации волокон коллагена, применяемыми в разных лабораториях. Это говорит о необходимости учета данных об ориентации фибрилл коллагена in vivo при выборе метода исследования и интерпретации результатов.
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Рисунок 1 - Зависимость суммарной площади тромбов от скорости сдвига при поперечной (красные точки) и продольной (зеленые точки) ориентации фибрилл коллагена по отношению к потоку крови 

1.1.2 Анализ ключевых факторов, определяющих механическую стабильность микрососудистых тромбов

Целью данного направления является построение теоретической модели, способной ответить на вопросы влияния параметров сосуда на тромбообразование в широком диапазоне условий - геометрий сосуда и тромба, гемодинамических параметров и проницаемости тромбов.

Чтобы проанализировать влияние геометрии тромба на его стабильность в условиях артериального кровотока, было проведено компьютерное моделирование поведения тромба в потоке крови. Для моделирования использовалась двухмерная модель, использующая пакет Open Foam, и принимающая во внимание гидродинамические силы, действующие на тромбоциты со стороны потока; взаимодействие между соседними тромбоцитами посредством интегринов и фактора Виллебранда; эластическое отталкивание тромбоцитов, и силы отталкивания между тромбоцитами и стенкой сосуда. Тромб считался однородным, с постоянной степенью активации тромбоцитов, причем изменение формы тромбоцитов не принималось во внимание. В качестве граничного условия использовалось условие постоянного падения давления на концах сосуда. Моделирование проводилось в небольших сосудах с размерами 2900 на 35 микрон. Было проведено несколько серий численных экспериментов с тромбами различной длины и высоты, а также эксперименты с различной величиной падения давления на концах сосуда. 

Основным результатом моделирования явилась сильная зависимость стабильности тромба от его высоты и давления на концах сосуда при заданных проницаемости тромба и степени активации тромбоцитов (Рисунок 2). Если давление низкое, то при данных параметрах возможна окклюзия сосуда. Если давление достаточно высокое, то существует критическая высота тромбов, достигая которой они будут разваливаться. Длина тромба незначительно влияет на его стабильность, однако длинные тромбы несколько стабильнее коротких. Наконец, проницаемость тромба является сильнейшим регулятором его стабильности; тромбы с низкой проницаемостью крайне устойчивы и могут приводить приводить к окклюзии сосуда.
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Рисунок 2 - Анализ механической стабильности тромбов различной геометрии
1.1.3 Анализ параметров транспорта тромбина в тромбоцитарных тромбах

В ходе работы была создана и отработана новая экспериментальная модель in vitro
PDMS-камер со встроенными пробирками для изучения процессов тромбоза в реальном времени в условиях постоянного потока. Данная модель позволяет объему крови или буфера значительно быстрее (10-20 сек) попасть в проточный канал по сравнению с аналогичными камерами, в которые жидкость подается из внешней пробирки (1-2мин) даже при низких скоростях потока. Были поставлены опыты по изучению накопления тромбина в тромбоцитарных агрегатах и на отдельных тромбоцитах в условиях потока для различных концентраций тромбина. Для оценки динамических параметров связывания тромбина использовалась флуоресцентная микроскопия и флуоресцентно-меченный тромбин.

С помощью экспериментальных данных было показано, что тромбин имеет, как минимум, двухфазный профиль связывания с тромбоцитами в экспериментах с потоком (Рисунок 3). Это, по всей видимости, объясняется наличием на поверхности тромбоцитов сайтов разной аффинности к тромбину. 

Количественные параметры связывания тромбина с тромбоцитами в нашей in vitro модели с потоком находятся в соответствии с набором ранее полученных экспериментальных данных работ по изучению связывания тромбина с тромбоцитами в статических моделях.
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Рисунок 3 - Анализ связывания тромбина с отдельными тромбоцитами.
График слева: Зависимость кол-ва молекул тромбина на тромбоците от времени. В представленном эксперименте тромбин связывался с одиночными тромбоцитами, осевшими на поверхности проточной камеры в области, покрытой коллагеном. (t=0 – момент попадания буфера с тромбином в камеру, [IIa]=100нМ). После чего, полученные значения аппроксимировались графиком суммы двух экспонент.
N1, t1 – параметры «быстрого» связывания тромбина с тромбоцитом. N2, t2 – «длительное» связывание. График справа: отношение кол-ва молекул быстрого и длительного связывания для выборки тромбоцитов. ([image: image4.png]


). [IIa]=100нМ для всех экспериментов
1.1.4 In silico анализ взаимосвязи между динамикой тромбообразования и секрецией плотных гранул тромбоцитами
В основе нашей модели лежит двумерная модель роста тромба на основе частиц. Поток крови в линейном сегменте микрососуда моделируется при помощи методов вычислительной гидродинамики (используется открытая платформа OpenFOAM). Задаются граничные условия постоянного перепада давления, и поток рассматривается в квазистационарном приближении. Для описания пространственно-временной динамики растворимых агонистов в модели, принимая во внимание стохастическую природу движения вещества на молекулярном уровне, мы применяем уравнение Ланжевена к большому числу виртуальных частиц. Соответствующие ресурсоемкие расчеты производятся при помощи графических ускорителей (используется платформа CUDA). Так как одним из основных источников растворимых активаторов тромбоцитов являются сами тромбоциты, в модели мы также описываем процесс секреции плотных гранул тромбоцитами, учитывая стохастичность этого процесса и влияние на него биохимических условий.

Разработанная модель позволяет качественно воспроизвести наблюдаемый в эксперименте ускоренный рост тромба за счет секреции плотных гранул тромбоцитами (Рисунок 4), а также предлагает механизм установления устойчивого градиента концентрации тромбина внутри формирующегося тромба в области повреждения стенки сосуда, наблюдаемый экспериментально на ранних стадиях формирования тромба. Согласно предсказаниям модели, секреция плотных гранул приводит к механической стабилизации граничащей с  местом повреждения области тромба, в то время как многочисленные механические «слабые места», наблюдаемые в остальной части тромба, могут приводить к его разборке на поздних этапах формирования тромба.

Описанные результаты были опубликованы нами в статье “Analysis of microvascular thrombus mechanobiology with a novel particle-based model” в Journal of Biomechanics (2021, https://doi.org/10.1016/j.jbiomech.2021.110801).

В дальнейшем мы включили в модель новые экспериментальные данные о кооперативном механизме секреции плотных гранул тромбоцитами. В будущем разработанную модель можно использовать для теоретической оценки эффективности лекарственных средств.  

[image: image5.png]‘Ihrombus height, um

w/o secretion
w/ secretion

w )
M ‘UoileJIuU32uUOd daV

N

[




Рисунок 4 - A. Динамика высоты тромба в случае нормальной секреции тромбоцитов (красная кривая) и отсутствия секреции (черная кривая). B-D. Пространственное распределение АДФ в растущем тромбе в разные моменты времени.
1.1.5 Роль иммобилизированной фракции фосфолипидов в инициации свертывания крови в условиях потока

Для исследования вопроса формирования тромбина на ранних стадиях тромбообразования нами была разработана микрофлюидная система, позволяющая детально анализировать процесс полимеризации фибрина при прокачивании свободной от тромбоцитов плазмы через поверхность, содержащую фосфолипидные везикулы с тканевым фактором. Также была предложена математическая модель начальных этапов наработки тромбина, явным образом учитывающая наличие иммобилизованной фракции фосфолипидов.

Получена экспериментальная зависимость границы фибриного сгустка от времени при скорости сдвига в 1000 обратных секунд (Рисунок 5). На основе соотнесения результатов моделирования с полученными экспериментальными данными было показано, что в условиях артериальных скоростей сдвига, инициация свертывания крови может происходить благодаря наличию иммобилизованной фракции фосфолипидов в области, имитирующей поврежденную сосудистую стенку.
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Рисунок 5 - Динамика полимеризации фибрина в условиях артериального потока. A, сверху. Эпифлуоресцентные изображения области с активатором в канале флуоресцентно-меченного фибриногена через 0, 5 мин и 20 мин после попадания плазмы на участок с тканевым фактором. Области с большей локальной концентрацией фибриногена (высоким значением интенсивности флуоресценции) соответствует большее количество фибрина; A, снизу. Вид интегральных кривых интенсивности сигнала флуоресценции от меченного фибриногена при усреднении значений интенсивности по вертикальной оси (в условных единицах). Анализ данных проводился во всём поле зрения (жёлтая рамка). B. Кривые распределения локальной интенсивности флуоресценции от меченного фибриногена в пространстве с фиксированным шагом по времени от 0 до 20 мин. C. Зависимость положения начала фибринового сгустка относительно границы активатора от времени. Показаны средние значения и ошибки средних для N=6 экспериментов. Точки для каждой индивидуальной кривой были выбраны путём сечения набора кривых из B горизонтальной прямой, соответствующей 10% от максимальной амплитуды изменения сигнала. Данную кривую можно также представить как зависимость времени начала полимеризации фибрина от положения по отношению к границе активатора.

1.1.6 Изучение биофизических и молекулярных механизмов регуляции внутриклеточной сигнализации тромбоцитов, в том числе: кодирование/декодирование сигналов внутриклеточного кальция, механизмы интерференции внутриклеточных сигналов от нескольких рецепторов, построение компьютерной модели клетки, исследование внутриклеточных сигналов инактивации интегринов

В настоящем исследовании мы проанализировали гетерогенность кальциевых ответов отдельных тромбоцитов на коллаген, АДФ и тромбин у здоровых доноров или пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича (СВО).

В экспериментах использовалась цельная гирудинированная кровь девяти пациентов с СВО и двадцати здоровых доноров. Использовалась микроскопия полного внутреннего отражения (TIRF) для тромбоцитов, нагруженных кальциевым зондом CalBryte590 и плоскопараллельные проточные камеры с различными подложками.

В результате исследования были выделены четыре типа кальциевого ответа тромбоцитов на активацию: 1) «нет ответа» с редкими «спайками», 2) нормальный ответ с колебаниями концентрации кальция с периодом T = 3-10 с, 3) сильный ответ с появление нескольких кластеров из «спайков» кальция и 4) «устойчивый высокий» с устойчиво высоким уровнем кальция. Мы демонстрируем, что распределение тромбоцитов здоровых доноров между этими типами ответа сдвигается на те, которые указывают на более высокий средний уровень кальция при активации (Рисунок 6). Мы получили доверительные интервалы для фракций популяций тромбоцитов здоровых доноров в группах активации. Мы предлагаем инструмент, который показывает, есть ли у пациента аномальная активация тромбоцитов, проверяя, соответствуют ли доли его или ее популяции тромбоцитов этим доверительным интервалам. Мы показываем, что пациент с синдромом Вискотта-Олдрича продемонстрировал менее сильную реакцию на активацию на нейтральном покрытии, тогда как на коллагене было больше тромбоцитов с сильными ответами. Мы пришли к выводу, что можно использовать классификацию групп ответа с одним тромбоцитом в качестве диагностического метода для определения фракций рефрактерных тромбоцитов или гиперактивных тромбоцитов в популяции.

Разработанный подход может быть использован для уточнения диагностики нарушений тромбоцитарной кальциевой сигнализации при различных патологиях, например, у пациентов с синдромом Вискотта-Олдрич. 
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Рисунок 6 - Распределение ответов тромбоцитов между типами для здоровых доноров. Верхний ряд показывает данные для тромбоцитов, иммобилизованных на VM64 (антитело к CD31); нижний ряд показывает данные для тромбоцитов, иммобилизованных на коллагене. Каждый блок показывает распределение фракций тромбоцитов здорового донора в конкретной группе активации в случае, когда не добавляли активаторы (синий), 10 мкМ АДФ (оранжевый) или 10 мкМ АДФ + 5 нМ IIa (зеленый).

1.1.7 Исследование нарушения функциональной активности тромбоцитов при врожденных и приобретенных патологиях тромбоцитарного гемостаза, таких как: тромбоцитопатии, тромбоцитопении и иммунная тромбоцитопеническая пурпура
Показано снижение функциональной активности тромбоцитов у пациентов с коронавирусной инфекцией, являющееся следствием гиперактивации плазменного звена свертывания крови.
Было проведено исследование функциональных ответов тромбоцитов на активацию с помощью проточной цитометрии и агрегометрии у 46 пациентов с подтвержденным COVID-19 разной степени тяжести (отделение терапии, отделение интенсивной терапии (ОРИТ), ОРИТ с применением экстракорпоральной мембранной оксигенации (ЭКМО)), госпитализированные в 52-ю городскую больницу.

В результате исследования было показано, что все пациенты имели повышенное количество цикрулирующих прокоагулянтных тромбоцитов (здоровые: 0,9 ± 0,5%; COVID-19: 1,7 ± 0,6%). У пациентов наблюдалось снижение индуцированного агонистами «сбрасывания» рецептора GPIb (1,8 ± 0,7 против 1,25 ± 0,4), снижение относительного экспонирования P-селектина (отражает секрецию гранул) (1,51 ± 0,21 против 1,1 ± 0,3) и снижение агрегационной способности тромбоцитов (Рисунок 7). Значения этих параметров незначительно отличались между пациентами терапевтического отделения и ОРИТ, в то время как когорта ЭКМО различалась значительно. Только пациенты ЭКМО имели выраженную тромбоцитопению. Хотя маркеры воспаления со временем улучшались, наблюдаемые функциональные ответы тромбоцитов менялись лишь умеренно. 
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Рисунок 7 - Сравнение функциональных параметров тромбоцитов пациентов с COVID-19 и здоровых доноров. A, B - Типичные точечные диаграммы CD62p (P-Selectin) против CD42b (GPIb) для активированных тромбоцитов здорового донора (A) и пациента с COVID-19 (B). C – Динамика изменения размера тромбоцитов (FSC MFI), GPIb (CD42 Rst / Act) и экспонирования P-селектина (CD62p MFI / SD) у типичных пациентов из отделения терапии (Non-ICU, синий), ОРИТ(ICU, красный) и ЭКМО (ECMO, черный). Зеленым цветом выделена область контрольных значений. D – Относительное изменение размера тромбоцитов (FSC MFI) пациентов с COVID-19, который значительно увеличен по сравнению со здоровыми донорами независимо от группы пациентов. E, F - сбрасывание GPIb и относительное экспонирование P-селектина были значительно снижены у всех пациентов, при этом значения у пациентов с ЭКМО были самыми низкими. G-H - Типичные кривые агрегации при стимуляции 5 мкМ TRAP-6 (G) или 100 мкг / мл фукоидана (D). Зеленые кривые - здоровые доноры, синие кривые - необратимая агрегация тромбоцитов пациентов с COVID-19, красные кривые - обратимая агрегация тромбоцитов пациентов с COVID-19. I, J - Агрегация тромбоцитов при стимуляции низкими дозами TRAP-6 (5 мкМ) или нормальными дозами фукоидана (100 мкг / мл) была значительно снижена у всех пациентов. Серые точки на всех прямоугольных диаграммах представляют индивидуальные измерения пациентов. Синие точки на всех графиках соответствуют усредненным измерениям выживших пациентов. Красные точки соответствуют усредненным измерениям умерших пациентов. Статистическая значимость рассчитывалась с использованием критериев Манна-Уитни, * соответствует p <0,05; ** соответствует p <0,01; *** соответствуют р <0,001; отсутствие маркировки соответствует незначительным различиям.

При исследовании корреляции между функциональностью тромбоцитов и принимаемой терапией оказалось, что высокие кумулятивные дозы низкомолекулярного гепарина (в среднем> 12000 МЕ / день в течение 5 дней) приводили к улучшению параметров тромбоцитов. 

Наблюдаемый фенотип рефрактерности тромбоцитов был воспроизведен in vitro путем предварительной обработки тромбоцитов субнаномолярными концентрациями тромбина или перфузии крови через проточную камеру, покрытую коллагеном.

Проведено исследование функциональности тромбоцитов у педиатрических пациентов с феноменом Казабаха-Меррита в анамнезе и показано, что тромбоциты нормально отвечают на активацию, в том числе на активацию через рецептор CLEC-2, более того, что данный рецептор остается чувствительным к низкомолекулярным антагонистам.

Капозиформная гемангиоэндотелиома (KHE) - редкая сосудистая опухоль младенчества, обычно связанная с феноменом Касабаха-Мерритта (KMP), который включает тромбоцитопению и дисфункцию свертывания крови. При данном заболевании тяжелая тромбоцитопения возникает из-за взаимодействия тромбоцитарного рецептора CLEC-2 с мембранным белком подопланином, экспонируемым в кровоток опухолевыми клетками. При этом остается открытым вопрос о функциональности рецептора CLEC-2 и потенциале терапии, направленной на ингибирование взаимодействия CLEC-2-подопланин.

В настоящем исследовании рассматривались образцы крови шести пациентов с KHE и одного KMP. Методами проточной цитофлуориметрии проводилось наблюдением кальциевой сигнализации и функциональных ответов тромбоцитов на каноническую активацию через рецепторы P2Y, GPVI и PAR1 и стимуляцию CLEC-2 (фукоидан или родоцитин). Одновременно наблюдалась агрегация тромбоцитов в ответ на АДФ или родоцитин методом малоуглового рассеяния света (LaSca). Кроме того, наблюдалось образование тромба ex vivo на коллагене в плоскопараллельных проточных камерах.

В результате исследования мы показали, что при KHE / KMP функциональные ответы тромбоцитов на сильную стимуляцию были на нижней границе возрастных нормальных диапазонов, в то время как мобилизация кальция и связывание фибриногена при стимуляции одним АДФ были значительно ниже контрольных значений (Рисунок 8). Агрегация тромбоцитов как в суспензии, так и на подложке была незначительно снижена у большинства пациентов. Мобилизация кальция в ответ на стимуляцию CLEC-2 у пациентов не изменялась и была чувствительна к действию низкомолекулярных ингибиторов, 2CP и HB125 (Рисунок 8).
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Рисунок 8 - Внутриклеточная сигнализация тромбоцитов при KHE/KMP. A - Цитозольная концентрация кальция в покоящихся тромбоцитах, увеличение кальция при стимуляции фукоиданом (100 мкг / мл) или родоцитином (200 нМ), предварительная инкубация с 2CP и HB125 с последовательной стимуляцией 200 нМ родоцитином или без нее. B, C - концентрация цитозольного кальция (B) и связывание фибриногена (C) при стимуляции тромбоцитов низкими дозами АДФ (2 мкМ), CRP (2 мкг / мл) и TRAP-6 (5 мкМ). Статистическая значимость рассчитывалась с использованием U-критерия Манна-Уитни, * соответствует p <0,05.

В результате работы показано, что тромбоциты пациентов с KHE / KMP сохраняют функциональный рецептор CLEC-2, при этом, что любой из ингибиторов взаимодействия CLEC-2-подопланин, 2CP или HB125, заметно снижает мобилизацию кальция в ответ на стимуляцию CLEC-2, с более выраженным эффектом для тромбоцитов пациентов с KHE / KMP. Эти данные предполагают, что рецептор CLEC-2 и компоненты нижележащего сигнального пути CLEC-2-подпланин могут быть многообещающей мишенью для патогенетической терапии KMP и связанных с ним потенциально опасных для жизни гематологических осложнений. 
1.1.8 Функциональные особенности тромбоцитов и их связь с кровотечениями на разных этапах иммунной тромбоцитопении у детей

Группы здоровых доноров, пациентов с острой или хронической ИТП на терапии ромиплостимом или без нее значимо отличались по ряду параметров. Тромбоциты при острой или хронической ИТП без терапии ромиплостимом были увеличены в размере, по сравнению с тромбоцитами пациентов на терапии и здоровых доноров (Рисунок 9Б). Также наблюдалось увеличение количества тромбоцитарных гликопротеинов Ibα (CD42b), IIbIIIa (CD61) и фракции активированного гликопротеина IIbIIIa (PAC-1) у пациентов с хронической и острой ИТП без терапии (Рисунок 9В, Г). Напротив, процент прокоагулянтных тромбоцитов и количество Р-селектина (CD62p) были повышены во всех трех группах пациентов с ИТП по сравнению со здоровыми донорами (Рисунок 9Д, Е).
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Рисунок 9 - Функциональная активность тромбоцитов при острой и хронической ИТП, эффекты ромиплостима. На панелях показаны параметры тромбоцитов (в состоянии покоя и при двойной стимуляции смесью CRP + TRAP-6) для групп пациентов с острой, хронической ИТП, на терапии ромиплостимом или здоровых детей. Данные по индивидуальным пациентам показаны точками, горизонтальные линии показывают медианы, границы прямоугольников соответствуют 25–75 процентилям, планки погрешностей показывают интервалы 5–95%. Статистическая значимость показана звездочками: *, р <0,05, **, р <0,01; ***, р <0,001.

При активации тромбоцитов у пациентов без терапии уровни активированного гликопротеина IIbIIIa и P-селектина были выше, чем у пациентов на терапии или здоровых добровольцев (Рисунок 9Ж, И). Аналогичная ситуация наблюдалась для плотных гранул: высвобождение мепакрина в группах пациентов без терапии было выше, чем у получавших лечение. Интересно, что активация гликопротеина IIbIIIa в ответ на стимуляцию тромбоцитов в группе, получавшей ромиплостим, была несколько ниже, чем у здоровых детей (Рисунок 9И). Образование прокоагулянтных тромбоцитов в ответ на стимуляцию было значительно снижено при хронической ИТП по сравнению с другими группами (Рисунок 9К). Таким образом, тромбоциты у пациентов с острой и хронической ИТП оказались более крупными и предактивированными, чем тромбоциты здоровых добровольцев, с несколько повышенным ответом на стимуляцию и различались между собой только по способности образовывать прокоагулянтные тромбоциты. Тромбоциты пациентов на терапии ромиплостимом были меньше по размеру и менее предактивированные по сравнению с пациентами, без терапии. Хотя оставались крупнее и более предактивированные, чем тромбоциты здоровых добровольцев

Около 60% пациентов, без терапии ромиплостим, более месяца не получали никакого другого лечения на момент включения в исследование. Оставшиеся 40% получали терапию, в основном стероиды, на момент исследования или в течение последнего месяца. Чтобы исключить влияние сопутствующей терапии, было проведено сравнение функциональной активности тромбоцитов пациентов на терапии и без нее. Связывание PAC1, CD62p и уровень прокоагулянтных тромбоцитов в состоянии покоя были заметно ниже после лечения, хотя разница не всегда достигала статистической значимости. То же самое относится и к параметрам, указывающим на размер тромбоцитов, начиная с FSC и заканчивая количеством мепакрина.

Для оценки клинической значимости наблюдаемых изменений было проведено сравнение функциональной активности тромбоцитов у пациентов с кровотечениями и без них при ИТП (Рисунок 10). Количество тромбоцитов у пациентов без кровотечений было значимо выше (Рисунок 10). Количество CD62p и мепакрина, а также сигнал по SSC-H на неактивированных тромбоцитах (Рисунок 10) и CD42b на активированных в группе пациентов с хронической ИТП без кровотечений были значительно выше, чем в группе с кровотечениями, при этом не отличались между группами с/без кровотечений у пациентов с острой ИТП (Рисунок 10). Количество CD62p на активированных тромбоцитах было значительно выше у пациентов с кровотечением в группе с острой ИТП и не отличалось в группе с хронической ИТП. Другие параметры были практически одинаковы для групп с кровотечением и без него (Рисунок 10 Б-Г, Е, Ж, И). 
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Рисунок 10 - Связь параметров функциональной активности тромбоцитов с кровоточивостью у пациентов с ИТП, не получавших ромиплостим. Сравнение параметров функциональной активности тромбоцитов в группе с острой (группа 1) и хронической (группа 2) ИТП в состоянии покоя и при стимуляции смесью CRP + TRAP-6. Статистика как на Рисунке 9.
Чтобы определить, являются ли параметры независимыми друг от друга, был проведен корреляционный анализ для разных групп. Зависимые от размера параметры, такие как уровень экспрессии гликопротеинов CD42b, CD61 и объем плотных гранул, достоверно коррелировали с FSC с коэффициентами корреляции до 0,79 почти во всех группах пациентов и здоровых добровольцев. Для CD42b корреляция была только для пациентов без терапии. PAC1 и CD62p в покое также коррелировали с FSC у пациентов, не получавших лечения, что позволяет предположить, что их увеличение может быть связано с размером тромбоцитов. Однако, после нормализации этих данные на площадь поверхности тромбоцитов, феномен сохранился. При этом изменение в количестве прокоагулянтных тромбоцитов полностью не зависело от размера. Параметр FSC отрицательно коррелировал с количеством тромбоцитов, в то время как количество PAC1 и прокоагулянтных тромбоцитов без активации отрицательно коррелировало с количеством тромбоцитов у пациентов в группе с острой, но не хронической ИТП. Для анализа стратификации риска кровотечения пациенты были разделены на две группы: группа с незначительными кровотечениями или их полным отсутствием и группа с кровотечениями от легких до тяжелых. ROC-анализ параметров (количество тромбоцитов, FSC-H в покое, PAC1 в покое, CD62p в покое и после активации, количество прокоагулянтных тромбоцитов в покое) показал, что количество тромбоцитов было лучшим индикатором кровотечения во всех группах пациентов (AUC ~0,65–0,72). Это также было подтверждено однопараметрическим логистическим регрессионным анализом. Среди других анализируемых параметров повышенный уровень CD62p после активации был значимым фактором риска для групп пациентов с острой и хронической ИТП, а FSC-H — только для группы пациентов с хронической ИТП (p <0,05). Модель логистической регрессии, включающая все переменные (количество тромбоцитов, FSC-H в покое, PAC1 в покое, CD62p в покое и после активации, количество прокоагулянтных тромбоцитов в покое), показала, что количество тромбоцитов – это значимый прогностическим фактором кровотечения (p <0,05). Также для группы острой ИТП было обнаружено, что уровень PAC1 и прокоагулянтных тромбоцитов без активации являются значимыми прогностическими факторами кровотечения (p <0,05).

Для выявления отличий в функциональной активности тромбоцитов, характерных для всех тромбоцитопений и специфичных исключительно ИТП, были проанализированы образцы пациентов с не иммунными тромбоцитопениями.

Тромбоциты при лейкемии и апластической анемии не имеют различий в размерах с тромбоцитами здоровых добровольцев, тогда как тромбоциты при синдроме Вискотта-Олдрича (СВО) меньше по размеру, а при MYH9-ассоциированной тромбоцитопении значительно крупнее. Тромбоциты пациентов с ИТП занимают промежуточное положение, в среднем крупнее нормы на 30–40%, но не достигая гигантских тромбоцитов MYH9. Тромбоциты пациентов с апластической анемией и лейкемией не были предактивированы по PAC1, в то время как при других тромбоцитопениях были. Для MYH9-ассоциированной тромбоцитопении это можно частично объяснить серьёзным увеличением размера (единственная тромбоцитопения, за исключением ИТП с повышенным CD62p), но не для СВО. Что касается повышения количества прокоагулянтных тромбоцитов в покое, то оно наблюдалось исключительно при ИТП. Эти данные предполагают, что фенотип «умеренно увеличенный размер + предактивация по всем маркерам» является специфичным именно для тромбоцитов при ИТП.

1.1.9 Плазменный гемостаз при COVID-19

У пациентов с COVID-19 была проанализирована динамика различных показателей, оценивающих состояние свертывающей системы. В их число входили АЧТВ, протромбиновое время, концентрации фибриногена, д-димера и тромбоцитов, показатели ТЭГ (R, K, α, MA) и скорость роста фибринового сгустка в тесте Тромбодинамика (Рисунок 11).
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Рисунок 11 - Динамика различных показателей у пациентов с ковид19. Для анализа были отобраны результаты анализов пациентов на 0 (в момент поступления), 3, 6 и 9 сутки. Пунктирными линиями показан диапазон нормальных значений. Плотность распределений показана цветными линиями вокруг точек. Уровни значимости были вычислены с помощью критерия Манна-Уитни. (A) - АЧТВ. Диапазон нормальных значений 30-42 сек. (B) - Концентрация Д-Димера. Диапазон нормальных значений <450 нг/мл. Из-за больших разбросов значений шкала построена в логарифмическом масштабе. (C) - Концентрация тромбоцитов. Диапазон нормальных значений 180-400*109 клеток/л. (D) - Скорость роста фибринового сгустка в тесте тромбодинамика (V). Диапазон нормальных значений 20-29 мкм/мин.

Показатели АЧТВ и тромбинового времени показывают, что большинство пациентов при поступлении находятся в области нормокоагуляции. Кроме этого эти тесты не фиксируют изменения состояния свертывающей системы в процессе гепаринотерапии, поскольку большинство измерений продолжают оставаться в области нормокоагуляции. Также мы не смогли выявить значимых трендов изменения этих показателей, анализируя индивидуальные кривые пациентов: большая часть значений на индивидуальных кривых укладывалась в область нормы.

В тоже время концентрация Д-Димера, измеренная на 0 сутки фиксирует, что около половины пациентов госпитализируется с повышенными значениями Д-Димера, что возможно может указывать на сдвиг свертывания у этих в область гиперкоагуляции. Однако в среднем концентрация Д-Димера не изменяется в процессе лечения и у около половины пациентов продолжает оставаться выше нормы (Рисунок 11 В). Тем не менее при изучении индивидуальных кривых мы смогли выявить несколько трендов динамики концентрации Д-Димера у пациентов с COVID-19: 1) нарастающий с низких значений концентрации Д-Димера пик, который затем возвращался обратно в область низких значений, 2) изначально большие значения концентраций постепенно убывали и оставались в области низких значений, 3) из области низкого уровня концентраций рос пик, который затем не снижался и 4) все значения оставались рядом с областью нормальной концентрации, без значительного роста.

В нашей работе мы смогли обнаружить изменение средних у концентраций тромбоцитов и фибриногена в процессе лечения (Рисунок 11 C). Около 25% пациентов поступало со сниженным уровнем тромбоцитов и у еще около 25% пациентов уровень тромбоцитов находился рядом с нижней границей нормы. В ходе лечения достоверно увеличивалась концентрация тромбоцитов и на 9 сутки средняя концентрация тромбоцитов достигала середины диапазона нормы. Исследование трендов концентраций тромбоцитов для отдельных пациентов не позволило выявить среди них каких либо значимых кроме одного: у некоторых пациентов может происходить медленное снижение кол-ва тромбоцитов, часто необратимое.

В случае фибриногена чуть меньше четверти пациентов госпитализировалось со значениями концентрации фибриногена в пределах нормы. Остальная часть пациентов имела значения фибриногена выше нормы. Однако в процессе лечения среднее значение концентрации фибриногена достоверно снижалось и приходило в диапазон нормы. В случае индивидуальных трендов фибриногена мы не смогли найти каких-либо значимых.

Тромбоэластография, аналогично Д-Димеру, показывает, что около половины пациентов поступает с гиперкоагуляцией. Затем на 3 сутки ТЭГ фиксирует достоверное смещение показателей у пациентов в сторону нормокоагуляции. Однако на 6 сутки средние значения показателей ТЭГ снова сдвигаются в область гиперкоагуляции и достоверно не отличаются от измерений, сделанных в 0 сутки. Стоит отметить, что в нашем анализе ТЭГ присутствует большее количество пациентов из реанимации в сравнении с другими анализами. Это может приводить к смещению нашей выборки.

Скорость роста фибринового сгустка (V), измеряемая методом Тромбодинамика показывает, что около 75% пациентов госпитализируются с гиперкоагуляцией (Рисунок 11 D). Но в процессе лечения уже на 3 сутки происходит достоверное смещение среднего значения скорости (V) в область середины диапазона нормы. Значения (V) у около 50% пациентов начинают попадать в диапазон нормы. Картина на 6 и 9 сутки уже практически не отличается от картины на 3 сутки. Тем не менее, на 3, 6 и 9 сутки около 25% пациентов попадают в область гиперкоагуляции, и около 25% пациентов попадают в область гипокоагуляции.

Для того, чтобы исследовать, что происходит со скоростью роста фибринового сгустка в процессе лечения пациента мы построили график зависимости изменения скорости роста (ΔV) на третьи сутки в зависимости от скорости (V) в момент поступления (Рисунок 12 A). 
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Рисунок 12  - Изменение скорости роста фибринового сгустка у пациентов с ковид19 при начале лечения. (A) - Зависимость изменения скорости роста фибринового сгустка в тесте тромбодинамика к третьим суткам лечения (ΔV = Vday=3 - Vday=0) от скорости при поступлении (Vday=0). Положительные значения на оси ординат указывают на то, что у пациента после поступления скорость (V) возросла; отрицательные указывают ее снижение. Чем больше |ΔV| - тем масштабнее изменения. ΔV и Vday=0 коррелируют с коэффициентом R=-0.69 (p-value<<<0.005). (B) - Эффект размера суточной дозы НМГ эноксапарина натрия на скорость роста сгустка. В анализ вошли все точки всех пациентов, за исключением тех, что были измерены при поступлении (0 сутки). 1 мл эноксапарина эквивалентен 10000МЕ. (C) - Эффект размера суточной дозы НМГ надропарина кальция на скорость роста сгустка. В анализ вошли все точки всех пациентов, за исключением тех, что были измерены при поступлении (0 сутки). 1 мл надропарина эквивалентен 9500МЕ. Пунктирными линиями показан диапазон нормальных значений. Плотность распределений показана цветными линиями вокруг точек. Уровни значимости были вычислены с помощью критерия Манна-Уитни.

Этот рисунок показывает, что у тех пациентов, которые поступили с большими скоростями (V) произошло наибольшее падение скорости роста сгустка. У пациентов с менее выраженным увеличением скорости (V) произошло менее выраженное уменьшение скорости роста. Между этими двумя показателями есть корреляция с коэффициентом R=-0.69. Видимо этот эффект объясняет почему большая часть пациентов уже на 3 сутки приходит в диапазон нормы по показателю скорости: при больших значениях (V) с этим показателем происходят более резкие сдвиги в область нормы с началом лечения. Однако можно видеть, что у некоторых пациентов скорость с началом лечения наоборот возрастает.

Также мы исследовали зависимость снижения скорости роста сгустка (V) в зависимости от дозы НМГ, которую последний раз получил пациент не менее чем за 10 часов до проведения анализа (Рисунок 12 B-C). Рисунок показывает достоверное снижение скорости пропорционально введенной дозе НМГ.

Используя наши данные мы исследовали различия в поведении гемостаза у тяжелых и средне-тяжелых больных. Все больные, которые хотя бы один раз попадали в реанимацию были нами отнесены в категорию тяжелых. Также тяжелыми считались все умершие (независимо от попадания в реанимацию). Все остальные больные считались средне-тяжелыми. Далее обе категории пациентов были отфильтрованы по двум критериям: 1) данные пациента собраны достаточно часто (накрытие >60%) и 2) у пациента есть минимум 5 различных дней с измерением анализа. На следующем шаге для каждого пациента было найдено среднее значение и стандартное отклонение, рассчитанное из всей имеющейся динамики - от момента поступления до момента выписки. Результаты приведены на Рисунок 13. 
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Рисунок 13 - Оценка нарушения работы гемостаза у тяжелых больных с помощью Д-Димера и скорости роста сгустка (V). Критерии попаданию больных в категорию тяжелых или средне-тяжелых, а также способ расчета среднего значения и стандартного отклонения даны в тексте. (A) - У тяжелых больных повышен уровень Д-Димера. (A1) - зависимость среднего значения концентрации Д-Димера от стандартного отклонения его концентрации у тяжелых и средне-тяжелых пациентов. (A2) - Уровень Д-Димера у тяжелых и средне-тяжелых пациентов достоверно различается. Пунктирной линией показан диапазон нормальных значений. Плотность распределений показана цветными линиями вокруг точек. Уровни значимости были вычислены с помощью критерия Манна-Уитни. (A3) - ROC-кривая для среднего значения концентрации Д-Димера у тяжелых и средне-тяжелых пациентов. (B) - У тяжелых больных повышен уровень параметра Vsd/Vmean. (B1) - зависимость среднего значения скорости роста сгустка от стандартного отклонения у тяжелых и средне-тяжелых пациентов. (B2) - Величина Vsd/Vmean у тяжелых и средне-тяжелых пациентов достоверно различается. Плотность распределений показана цветными линиями вокруг точек. Уровни значимости были вычислены с помощью критерия Манна-Уитни. (B3) - ROC-кривая для Vsd/Vmean у тяжелых и средне-тяжелых пациентов. Величина интервала доверия для всех ROC-кривых - 0.95

Этот анализ показал нам, что у тяжелых пациентов достоверно повышено среднее значение Д-Димера (Рисунок 13 A1-2). Стандартное отклонение было пропорциональным среднему для всех пациентов. Высокие средние значения Д-Димера также обладали хорошей предсказательной способностью в плане тяжести пациента: площадь под ROC-кривой равна 0.811 (Рисунок 13A3). Это хорошо подтверждает рекомендацию по переводу пациентов с большими уровнями Д-Димера в реанимацию. И возможно свидетельствует об интенсивном тромбообразованиии у тяжелых пациентов.

Аналогично была проанализирована скорость роста фибринового сгустка (V). По среднему значению тяжелые пациенты не отличались. Однако при равных средних у тяжелых пациентов просматривается тенденция к более большим значениям стандартного отклонения (Рисунок 13 B1). Вследствие этого у тяжелых пациентов достоверно выше значение параметра Vsd/Vmean (Рисунок 13 B2). Это свидетельствует о значительных изменениях в скорости роста сгустка у тяжелых пациентов. В некоторых случаях стандартное отклонение превышает 20 мкм/мин (ширина диапазона нормы 9 мкм/мин). Высокие значения Vsd/Vmean обладали хорошей предсказательной способностью тяжести пациента: площадь под ROC-кривой равна 0.786.

Аналогичным образом были проанализированы АЧТВ, протромбиновое время, концентрация тромбоцитов и фибриногена. Отношение SD/MEAN у АЧТВ и протромбинового времени также дает большую площадь под ROC-кривой (0.831 и 0.728), но точек по которым был сделан анализ было не очень много. Кроме этого значения для средних этих показателей практически не выходят за рамки диапазона нормы. Для концентрации фибриногена параметр SD/MEAN также давал хорошую площадь под ROC-кривой - 0.758.

Далее мы решили исследовать есть ли различия в тяжелой группе пациентов между теми кто выздоровел и умер на уровне гемостаза. Для этого мы оставили в анализе только тяжелых пациентов (тех кто хотя бы один раз был в реанимации или умер). Конечной точкой считалась выписка из реанимации (в палату или смерть). При этом, один пациент мог побывать в реанимации несколько раз. Такой пациент попадал в обработку несколько раз. Например пациент был в реанимации два раза, в первый раз он выписался, во второй раз умер. Один раз обработка шла от момента поступления в больницу до первого раза выписки из реанимации с пометкой recovery. Во второй раз обработка шла от момента поступления в больницу до момента смерти (второй конечной точки, включая в себя первое поступление в реанимацию) с пометкой death. Для такого пациента на график наносилось две точки. Тем не менее, таких двойных пациентов было немного (не более 10%?). Далее был применен вышеупомянутый критерий фильтрации: 1) данные пациента собраны достаточно часто (накрытие >60%) и 2) у пациента есть минимум 5 различных дней с измерением анализа. На следующем шаге для каждого пациента было найдено среднее значение, рассчитанное из полученной динамики - от момента поступления до обозначенной выше конечной точки.

Результаты этой обработки приведены на Рисунок 14. Так для умерших мы обнаружили, что часть умерших имела значительные уровни средней концентрации Д-Димера (>5000 нг/мл), а выжившие с такими уровнями Д-Димера встречались редко: ширина распределения средних концентраций у умерших больше (Рисунок 14 A). Аналогично мы обнаружили, что у умерших чаще встречаются низкие значения средних концентраций тромбоцитов (<150*109 клеток/л) (Рисунок 14 B). Кроме этого у группы умерших чаще встречались большие средние значения скорости роста фибринового сгустка в тесте Тромбодинамика (>35 мкм/мин) и несколько чаще низкие (<11 мкм/мин) (Рисунок 14 C). Для анализа достоверности этих различий мы использовали точный тест Фишера. Различия для всех тестов получились достоверными, особенно сильные эффект давала сниженная средняя концентрация тромбоцитов.
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Рисунок 14 - Состояние гемостаза у части из группы умерших отличается от гемостаза у группы выздоровевших тяжелых больных. Критерии попадания больных, а также способ расчета среднего значения даны в тексте. (A) - средние значения Д-Димера у умерших и выздоровевших больных из тяжелой группы. Достоверных различий в среднем нет, но распределение у умерших шире в сторону возрастания концентраций Д-Димера. Граница концентрации Д-Димера (5000 нг/мл) показана сплошной черной прямой. Пунктирной линией показан диапазон нормальных значений. Имеется 14 умерших и 5 выздоровевших пациентов с уровнем >5000 нг/мл, и 31 умерший и 39 выздоровевших с уровнем <5000 нг/мл. (B) - средние значения числа тромбоцитов у умерших и выздоровевших больных из тяжелой группы. У умерших незначительное достоверное снижение. Кроме этого распределение у умерших шире в сторону уменьшения среднего числа тромбоцитов. Граница числа тромбоцитов (150*109 клеток/л) показана сплошной черной прямой. Пунктирными линиями показан диапазон нормальных значений. Имеется 25 умерших и 12 выздоровевших пациентов с уровнем <150*109 клеток/л, и 82 умерший и 125 выздоровевших с уровнем >150*109 клеток/л. (C) - средние значения скорости роста сгустка у умерших и выздоровевших больных из тяжелой группы. Достоверных различий в среднем нет, но распределение у умерших шире в обе стороны. Границы (35 и 11 мкм/мин) показаны сплошными черными прямыми. Пунктирными линиями показан диапазон нормальных значений. Имеется 22 умерших и 13 выздоровевших пациентов с со скоростью >35 и <11 мкм/мин, и 51 умерший и 74 выздоровевших со скоростью <35 и >11 мкм/мин. Плотность распределений показана цветными линиями вокруг точек. Уровни значимости были вычислены с помощью критерия Манна-Уитни.

Для других показателей - фибриногена, АЧТВ, протромбинового времени мы таких особенностей не отметили. Для АЧТВ и протромбинового времени это может быть связано с небольшим количеством полученных точек.

Далее мы оценили как факт случившегося тромбоза или кровотечения может быть связан с изменениями на коагулограмме. Для этого мы анализа мы применили те же критерии, что указаны выше. Конечной точкой считался факт случившегося тромбоза или кровотечения. Расчет среднего проводился от момента поступления в больницу до конечной точки. Если у одного пациента было несколько тромбозов или кровотечений, то на график для него наносилось несколько точек. Например, если у пациента случилось два тромбоза то в первый раз расчет велся от момента поступления до первой конечной точки. Во второй раз расчет велся от момента поступления до второй конечной точки (со включением данных из первой).

Полученные данные представлены на Рисунке 15. Так большинство тромбозов случилось на фоне высокого среднего значения Д-Димера, а кровотечения происходили на фоне низкого (Рисунок 15 A). Интересно, что среднее значение концентрации фибриногена перед тромбозом было выше чем перед кровотечением (Рисунок 15 B). Среднее количество тромбоцитов перед кровотечением и тромбозом было примерно одинаковым (Рисунок 15 C). Однако важно отметить группу кровотечений с очень низкими значениями тромбоцитов. Перед тромбозом таких низких значений практически не встречалось. Средняя скорость сгустка перед тромбозом достоверно выше (и выше нормы) чем перед кровотечением (среднее чуть ниже нормы) (Рисунок 15 D).
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Рисунок 15  - Средние значения различных параметров у пациентов перед тромбозом и кровотечением. (A) - средние значения уровня Д-Димера перед тромбозом и кровотечением. (B) - средние значения уровня фибриногена перед тромбозом и кровотечением. (C) - средние значения количества тромбоцитов перед тромбозом и кровотечение. (D) - среднее значение скорости роста сгустка перед тромбозом и кровотечением. Пунктиры отмечают нормальный диапазон. Плотность распределений показана цветными линиями вокруг точек. Уровни значимости были вычислены с помощью критерия Манна-Уитни.

1.2 Исследование механизмов деления клетки
1.2.1 Модели взаимодействи NDC80 и микротрубочки

Целью настоящей работы являлось определение механизма формирования контакта между кинетохорным комплексом NDC80 и микротрубочкой, а также определение необходимых компонентов NDC80 и МТ для одномерной диффузии методами молекулярной динамики и кинетического Монте-Карло моделирования.
 

Молекулярно-динамическая модель взаимодействующих NDC80 и микротрубочки

Нами была построена полноатомная молекулярно-динамическая модель комплекса фрагмента микротрубочки и NDC80 с явным растворителем на основе данных криоэлектронной микроскопии. Модель включала фрагмент стенки МТ из шестнадцати тубулинов (решетка 4 × 4) и две субъединицы комплекса NDC80: Hec1 и Nuf2. Интересной особенностью модели является положение NDC80: белковый комплекс изначально не полностью связан с МТ, а взаимодействует только с С-концом тубулина. Такая необычная конфигурация системы призвана расширить наше понимание установления контакта между субъединицами и оценить роль каждого домена в отдельности. Система состояла из более полутора миллионов атомов. Симуляция такой большой системы для современной науки даже с использованием суперкомпьютера является пределом. Однако, нам удалось рассчитать траекторию длинной 400 наносекунд. Модель указала на существенную роль неструктурированных С-концов тубулина при взаимодействии с субъединицами Hec1 и Nuf2: на ранней стадии симуляции наблюдалось взаимодействие NDC80 с тремя С-концами тубулинов. Мы предполагаем, что это может говорить о том, что данные элементы микротрубочки, будучи самыми подвижными, имеют достаточно свободы в перемещении, чтобы помочь NDC80 находить позицию на МТ для дальнейшего усиления контакта. На последнем этапе расчета наблюдается начало формирования глобулярного контакта между Hec1 и тубулином (аминокислоты 119 - 124 белка Hec1). Данная область взаимодействия является частью нативного контакта, который описан из экспериментальных данных кристаллографии (Рисунок 16). 
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Рисунок 16 - Точечные мутации NDC80 и их влияние на связь всего комплекса с

микротрубочкой. А. Нативный контакт глобулярных частей NDC80 и тубулина (из кристаллографических данных). В. Глобулярный контакт, сформировавшийся к концу молекулярно-динамической траектории длительностью 400 нс
Мы исследовали систему на достижение локального минимума энергии (Рисунок 17), однако убедились, что она еще далека от равновесия. Поэтому работа в этом направлении продолжается.
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Рисунок 17 - RMSD комплекса NDC80 с течением времени

Исходя из полученных данных, можно сказать, что между частями NDC80 и микротрубочки существуют несколько нижеперечисленных контактов.

1)
Nuf2 - C-конец альфа-тубулина. Это начальный контакт в симуляции, однако он не теряется на протяжении всей симуляции.

2)
На восьмой наносекунде (t = 8 нс) расчета N-конец Hec1 вступает в контакт с C-концом бета-тубулина.

3) При t = 130 нс к Nuf2 присоединяется второй С-конец тубулина (бета)

4) При t = 250 нс последний описанный С-конец тубулина ещё большей поверхностью начинает взаимодействовать с Nuf2, и происходит зарождение формирования нативного глобулярного контакта. 

Для дальнейшего моделирования поведения такой сложной взаимодействующей системы мы выбрали метод Монте-Карло, который позволяет моделировать поведение системы на больших временных и пространственных масштабах, чем молекулярная динамика [13].

Монте-Карло модель взаимодействующих NDC80 и микротрубочки
На данном этапе работы было решено ограничиться моделированием динамического контакта NDC80 и микротрубочки, где кинетохорный комплекс способен диффундировать вдоль микротрубочки. Таким образом, Монте-Карло модель описывает равновесную систему взаимодействующих белков NDC80 и тубулина. На основе данных, полученных из молекулярно-динамических расчетов, можно сказать, что комплекс NDC80, связанный с микротрубочкой, может быть описан с помощью матрицы, состоящей из нескольких элементов. Каждая ячейка матрицы описывает соответствующий контакт между NDC80 и микротрубочкой. При этом содержимым каждого элемента является целое число. Ноль соответствует отсутствию контакта, а любое другое число показывает наличие контакта и номер ряда микротрубочки, занимаемого комплексом NDC80.

В Монте-Карло модели реализованы следующие события, которые осуществляют переход между состояниями системы:

1)
образование контакта;

2)
его распад;

3)
перемещение комплекса NDC80 к плюс-концу микротрубочки;

4)
перемещение комплекса NDC80 к минус-концу микротрубочки;

Первые два события предназначены для обеспечения динамичности контактов NDC80 и микротрубочки. Ввиду того, что диффузия кинетохорного комплекса является одномерной и происходит вдоль микротрубочки [14], должно быть достаточно событий 3 и 4 для моделирования перемещения комплекса NDC80. 
 
 


Нами было показано, что модель, включающая только контакты С-концов тубулинов с глобулярной частью NDC80 недостаточна для описания всех характеристик поведения комплекса. Ведь слабые контакты с хвостами тубулинов позволяют NDC80 быстро диффундировать, но аффинность всего комплекса вследствие этого оказывается невысокой. Добавление в такую систему глобулярных взаимодействий качественно не меняют систему. Так может быть увеличено время жизни комплекса с одновременным уменьшением коэффициентов его диффузии. Однако если предположить, что в NDC80 есть часть, которая увеличивает аффинность всего комплекса, но не мешает диффузии, то это могло бы дать нужный результат. Такой частью мог бы быть N-конец белка Hec1. Действительно, Hec1 хвост является неструктурированным и может иметь свойства, похожие на хвосты тубулина. С другой стороны, он является длинным и положительно заряженным, а, значит, более аффинным к отрицательно заряженной микротрубочке. Можно предположить, что Hec1 обладает гибкостью и позволяет NDC80 диффундировать на соседние мономеры даже в случае, когда контакт Hec1 хвост – микротрубочка сохраняется. В этом состоит его принципиальное отличие от глобулярной части NDC80.

На Рисунке 19 видно, что для модели, включающей не только контакты с С-концами тубулинов, но и контакт микротрубочки с Hec1 хвостом, можно подобрать параметры, при которых достижимы по порядку величины экспериментально наблюдаемые коэффициент диффузии и время жизни.
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Рисунок 19  - Зависимость коэффициента диффузии D и времени жизни Т от энергии взаимодействия NDC80 с С-концами тубулина

2 Выявление и изучение неблагоприятных факторов внешней среды, образа жизни и полиморфизма генов, определяющих предрасположенность к возникновению мультифакторных заболеваний как основа предиктивной медицины
2.1 Разработка нового метода детекции циркулирующих опухолевых клеток

Концентрация циркулирующих опухолевых клеток в большинстве случаев не превышает 10-100 клеток на 1 мл крови, поэтому метод, используемый для их обнаружения, должен обладать высокой чувствительностью. Для выделения ЦОК используются либо их сравнительно больший по сравнению с лейкоцитами размер и меньшая деформируемость, либо присутствие на них специфичных поверхностных антигенов (как правило, эпителиальной молекулы адгезии, EpCAM). К  первой группе относятся различные фильтры с порами строго определенного размера, микрофлюидные устройства с каналами сложной формы и разделение в градиенте плотности, ко второй – методы, основанные на анти-EpCAM антителах, иммобилизованных на различных носителях. Тем не менее, оба подхода имеют определенные ограничения. Так, антиген-независимые методы имеют низкую чувствительность к опухолям с ЦОК небольшого размера, а антиген-зависимые методы не могут детектировать клетки опухоли, прошедшие эпителиально-мезенхимальный переход и утратившие экспрессию характерных антигенов на своей поверхности.

Основной проблемой при создании метода детекции ЦОК является подтверждение опухолевой принадлежности выделенных клеток. Большинство описанных в литературе как антиген-зависимых, так и антиген-независимых методов выделения ЦОК не позволяют проводить полноценное цитологическое исследование задержанных клеток, что ограничивает возможности подтверждения опухолевого происхождения клеток иммуноцитохимическим исследованием.

Задачей исследования являлась разработка метода детекции циркулирующих опухолевых клеток из цельной крови методом фильтрации через поры микрометрового диаметра, позволяющего проводить как цитологическое, так и иммуноцитохимическое исследование задержанных клеток (с целью верификации их опухолевого происхождения)  непосредственно на фильтре.

Для детекции циркулирующих опухолевых клеток использовалась фильтрация исследуемой суспензии сквозь трековую мембрану из поликарбоната толщиной 20 мкм с диаметром пор 7±0.5 мкм и плотностью пор 2•104/см2. Схема используемой установки представлена на Рисунке 20. До начала фильтрации шприц (10) заполняли 1% раствором бычьего сывороточного альбумина в PBS, рН 7.2-7.4 и включали шприцевой насос на подачу жидкости до тех пор, пока вся фильтр-кассета не будет заполнена полностью и столб буфера в трубке для загрузки образца (2) над трековой мембраной (4) не составит 3-5 мм. После этого исследуемую суспензию клеток заливали в трубку для загрузки образца, шприцевой насос включали на откачку со скоростью 0,5 мл/мин и начинали фильтрацию. Когда столб исследуемой суспензии над мембраной составлял 2-3 мм, в трубку для загрузки образца заливали 1% раствор бычьего сывороточного альбумина в PBS, рН 7.2-7.4. в объеме, равном объему фильтруемой клеточной суспензии, для промывки фильтра. После окончания фильтрации фильтр-кассету разбирали, трековую мембрану помещали в чашку Петри и заливали сверху фетальной телячьей сывороткой. Затем с фильтра сливали избыток сыворотки и помещали его клетками вверх на чистое предметное стекло. Предметное стекло с фильтром высушивали в цитоцентрифуге ArrayIt (ArrayIt, USA) за счет вращения вокруг оси, перпендикулярной поверхности стекла, со скоростью 5000 об/мин. После этого стекло вместе с фильтром окрашивали по Паппенгейму для цитологического исследования. Для иммунофлуоресцентного окрашивания мембрану со связанными на ней клетками фиксировали 1% раствором формальдегида, 2% раствором глюкозы в PBS, рН 7.2-7.4, 1 час при комнатной температуре, отмывали PBS, заливали 100 мМ раствором глицина в воде на 10 минут, отмывали PBS, заливали мышиными моноклональными антителами anti-EpCAM-Cy5 и инкубировали 10-12 часов в темноте при 4 0С.

Световая микроскопия в светлом поле для подсчета опухолевых клеток проводилась на микроскопе Nikon Eclipse Ni в светлом поле и камеры Nikon DS-Ri1, иммунофлуоресценция исследовалась на конфокальном микроскопе Zeiss Axio Observer Z1.

В качестве модельных систем для определения чувствительности разрабатываемого метода детекции ЦОК использовались клетки клеточной линии MCF7 в 1% растворе BSA в PBS или в разбавленной в 2 раза крови здоровых доноров. Концентрацию клеток MCF7 в суспензиях определяли с помощью проточного цитометра ACEA Novocyte.
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Рисунок 20 - Схема установки для выделения циркулирующих опухолевых клеток методом фильтрации. Трековая мембрана (4) вкладывалась между двумя кольцевыми силиконовыми прокладками (3) и помещалась между верхней частью фильтр-кассеты (1), содержащей трубку для загрузки образца (2), и нижней части фильтр-кассеты (5). Обе части фильтр-кассеты скреплялись винтами (8) c гайками (9). Фильтрация производилась за счет отрицательного давления на выходе, создаваемого шприцевым насосом (7), шприц которого (10) подключался с помощью силиконовой трубки (6) к нижней части фильтр-кассеты.

Основным требованием к разрабатываемому методу являлась возможность цитологического исследования задержанных фильтром клеток. На Рисунке 21 представлен цитологический вид клеток линии MCF7 после фильтрации в буфере, сушки и окраски по Паппенгейму по методике, описанной выше (Рисунок 21 А) и клеток линии MCF7 в мазке после окраски по Паппенгейму (Рисунок 21 Б). Из рисунка видно, что фильтр достаточно прозрачен для исследования связавшихся на нем клеток метолом микроскопии в светлом поле. Клетки после фильтрации и сушки цитологически схожи с аналогичными клетками в мазке, поэтому клетки, задержанные фильтром, могут быть цитологически непосредственно на фильтре для подсчета и определения их опухолевой принадлежности. 
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Рисунок 21 - Клетки культуры MCF7 после фильтрации, окрашенные по описанному выше протоколу (А) и в мазке на стекле (Б). Увеличение х1000.

Для проверки возможности иммунофлуоресцентного исследования опухолевых клеток после фильтрации непосредственно на трековой мембране клетки линии MCF7 после фильтрации в буфере были фиксированы и окрашены антителами к EpCAM, как описано выше (Рисунок 22). Из рисунка видно, что трековая мембрана не препятствует проведению иммунофлуоресцентного исследования.
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Рисунок 22 - Результат иммунофлуоресцентного окрашивания клеток клеточной линии MCF7 после фильтрации через трековую мембрану с порами диаметром 7 мкм и иммунофлуоресцентного окрашивания анти-EpCAM-Cy5. а – дифференциальный интерференционный контраст, б – флуоресцентный сигнал, в – результат наложения.

Для исследования чувствительности разрабатываемого метода детекции ЦОК на модельных системах в кровь здоровых доноров, разбавленную в 2 раза 1% раствором BSA в PBS, pH 7.2-7.4, были добавлены клетки линии MCF7 в количестве 4-60 клеток/мл. Расчетное количество клеток в фильтруемой суспензии определялось исходя из объема добавленной к периферической крови суспензии MCF7 и концентрации клеток в ней, определяемой с помощью проточной цитометрии. Количество задержанных фильтром клеток определялось цитологически методом световой микроскопии. Результаты экспериментов представлены на Рисунке 23.
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Рисунок 23 - Зависимость количества найденных на фильтре клеток клеточной линии рака молочной железы MCF7 от расчетного количества клеток MCF7, добавленных в анализируемый образец разбавленной периферической крови здорового донора. Точками обозначены средние значения по данным не менее 3 экспериментов, «усы» обозначают значение стандартного отклонения среднего.

По результатам экспериментов, представленных на Рисунке 23, чувствительность метода составляет 93 ± 5%.

2.2 Защитное действие ингибиторов тирозиновых киназ на бета-клетки 

Задачей данного исследования было выявление регуляторных систем, которые обуславливают зависимое от иматиниба повышение жизнеспособности вырабатывающих инсулин клеток. 

Объектом исследования были генетически предрасположенные к диабету 1-го типа мыши линии NOD и культура панкреатических бета-клеток человека EndoC-βH1. Инъекция иматиниба мышам NOD вызывала в бета-клетках поджелудочной железы этих животных увеличение уровня фосфорилирования и активности АМP-зависимой протеинкиназы (AMPK). Иматиниб активировал AMPK также в перевиваемых культурах бета-клеток, что приводило к росту их устойчивости к разным цитотоксическим воздействиям и сопровождалось уменьшением фосфорилирования рибосомного белка S6, агрегации островкового амилоидного полипептида (IAPP) и активности фактора TXNIP (thioredoxin interacting protein), негативного регулятора процессов с участием тиоредоксина (Рисунок 24). 
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Рисунок 24 - Иматиниб активирует AMPK и подавляет экспрессию фактора TXNIP в бета-клетках человека линии EndoC-βH1 и панкреатических островках. (А) Рост фосфорилирования AMPK в клетках EndoC-βH1. (Б) Рост фосфорилирования AMPK в донорских панкреатических островках человека. (В) Ослабление индукции TXNIP под действием цитокинов IL-1β, IFNγ (20 нг/мл) и пальмитата (0,5 мМ) в среде с высокой глюкозой (20мМ) (P + HG) под действием иматиниба (10 мкМ). (Г) Сопоставление эффектов иматиниба и AICAR (1 мМ) на экспрессию TXNIP в клетках EndoC-βH1. Сокращения: Cyt, цитокины, Im – иматиниб, p-AMPK – фосфорилированная протеинкиназа AMPK. Показания в контрольных клетках приняты за 1. Результаты получены методом блот-гибридизации в не менее 3 независимых экспериментах Уровень значимости P *, **, ***, **** меньше 0,05; 0,01; 0,001 и 0,0001 соответственно.

Фармакологический активатор AMPK – AICAR - воспроизводил, тогда как ингибитор AMPK – (CC, compound C) - противодействовал стимулирующему действию иматиниба на выживаемость бета-клеток (Рисунок 25). 
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Рисунок 25 - Ингибиторы тирозиновых киназ препятствуют гибели бета-клеток и образованию амилоидного белка под действием про-воспалительных цитокинов и пальмитата в сочетании с 20 мМ глюкозой. (А, Б) Клетки EndoC-βH1 инкубировали с иматинибом (10 мкМ) (Im) или GNF-2 (5 мкМ, ингибитор Bcr-Abl) в течение 6 ч и смесью цитокинов IL-1β и IFNγ (каждый 20 нг/мл) последующие 20 ч. Образование амилоидного белка IAPP определяли по связыванию флуоресцентного красителя pFTAA (А). Гибель клеток определяли по поглощению иодистого пропидия (Б). (В) AICAR, активатор AMPK, воспроизводил, тогда как CC, ингибитор AMPK, подавлял защитный эффект иматиниба на донорские островковые бета-клетки.  Панкреатические островки икубировали с иматинибом (10 мкМ, 12 ч) с последующей инкубацией с Comp C (5 мкМ), AICAR (0,4 мМ) и смесью цитокинов последующие 48 часов. (Г) Аналогичный эксперимент с обработкой донорских островков пальмитатом (0,5 мМ) в сочетании с глюкозой в высокой концентрации (20 мМ) (P + HG). Результаты получены измерением флуоресценции на проточном цитометре в не менее 3 независимых экспериментах. Показания в контрольных клетках приняты за 1. Уровень значимости P *, **, ***, **** меньше 0,05; 0,01; 0,001 и 0,0001 соответственно.

В основе вызванной иматинибом активации AMPK лежит снижение соотношения ATP/АMP вызванное подавлением окислительного фосфорилирования на уровне I и II комплексов цепи переноса электронов наряду с усилением гликолиза и выработки лактата. Активация AMPK и снижение уровня TXNIP повышает устойчивость бета-клеток к окислительному стрессу и цитотоксическим воздействиям вызванным про-воспалительными цитокинами, жирными кислотами и высоким уровнем глюкозы. По способности активировать AMPK иматиниб сходен с метформином, известным антидиабетическим препаратом. Также нами было показано, что иматиниб подавляет окисление насыщенных жирных кислот (Рисунок 26). Этот эффект может быть обусловлен ингибирующим действием иматиниба на эноил-CoA гидратазу (ECHS1), митохондриальный фермент участвующий в бета-окислении жирных кислот. 
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Рисунок 26 - Иматиниб подавляет митохондриальное дыхание и окисление жирных кислот в клетках EndoC-βH1. (А, Б) Клетки инкубировали с метформином (0,2 или 1 мМ) и иматинибом (5 или 15 мкМ) в течение 6 ч и определяли потребление кислорода на установке Seahorse. Независимое от митохондрий поглощение кислорода при этом не учитывалось. Поглощение кислорода в интактных клетках (А) и после добавления разобщителя окислительного фосфорилирования FCCP (Б). (В) Влияние иматиниба и сунитиниба (ингибитор PDGFR, VEGFR, c-Kit) на активность эноил-CoA гидратазы. Измерения проводились в клеточных лизатах в присутствии иматиниба или сунитиниба (10мМ). (Г) Снижение уровня окисления пальмитата в присутствии иматиниба (10 мкМ) и сунитиниба (10 мкМ). Измерение проводилось в клеточных лизатах с использованием [9,10-3H] пальмитата. Сокращения: Im – иматиниб, Met – метформин. Приведены данные не менее 4 независимых измерений. Уровень значимости P *, **, ***, **** меньше 0,05; 0,01; 0,001 и 0,0001 соответственно.

Показано, что защитное действие иматиниба на бета-клетки обусловлено частичным подавлением митохондриального дыхания и активацией протеинкиназы AMPK. Кроме того, иматиниб подавлял экспрессию фактора TXNIP и амилоидного белка IAPP, которые снижают жизнестойкость и функциональную активность бета-клеток. Эти эффекты не связаны с ингибированием тирозиновой киназы Bcr-Abl - основной молекулярной мишени иматиниба. Аналогичное действие на панкреатические бета-клетки имели ингибиторы тирозиновых киназ GNF-2 и сунитиниб. Они различаются между собой по структуре и специфичности к разным протеинкиназам. GNF-2 избирательно ингибирует только Bcr-Abl. Сунитиниб также, как и иматиниб подавляет PDGFR и c-Kit, но не Bcr-Abl. 

2.3 Роль бета-аррестина 1 в сигнальных процессах контролируемых рецептором глюкагон-подобного пептида

Мы исследовали влияние мутации Thr370Met в ARRB1 на систему GLP1R в продуцирующих инсулин бета-клетках EndoC-βH1 и INS-1. Известно, что после связывания GLP1R с лигандом происходит интернализация рецептора и затем –либо протеасомная деградация, либо возвращение на плазматическую мембрану. Как оказалось, в клетках с мутацией ARRB1 Thr370Met GLP1R возвращался на плазматическую мембрану намного быстрее по сравнению с клетками экспрессирующими ARRB1 дикого типа. При этом экспрессия мутантного бета-аррестина 1 не влияла на суммарное клеточное содержание GLP1R, жизнестойкость клеток, активацию зависимых от GLP1R протеинкиназ ERK и PKA, зависимое от GLP1 рекрутирование ARRB1 на плазматическую мембрану, а также исходный мембранный уровень GLP1R и перемещение GLP1R в цитоплазму (интернализацию) при связывании GLP1 (100 нМ). 

Выявленная нами более высокая скорость рециркуляции рецептора приводит к большему количеству GLP1R на плазматической мембране при длительной экспозиции GLP1, что повышает чувствительность бета-клеток к этому гормону. Усиление секреции инсулина под действием GLP1 было больше в клетках с мутантным ARRB1 по сравнению с ARRB1 дикого типа. Для определения молекулярного механизма этого явления мы провли иммунопреципитацию с антителами к бета-аррестину 1. Последующий масс-спектральный анализ выявил белки, которые преимущественно связываются с ARRB1 мутантным по Thr370Met по сравнению с бета-аррестином 1 дикого типа. Методом блот-гибридизации было обнаружено, что с мутантный бета-аррестин 1 связывает относительно большее количество SUMO1 (small ubiquitin-like modifier), что предполагает различия в уровне имеющей регуляторное значение посттрансляционной модификации аррестина (т.н. сумоилирование). Поскольку мутация Thr370Met расположена в области взаимодействия бета-аррестина 1 и SUMO1, возможно, что она влияет на процесс сумоилирования. В настоящее время мы продолжаем изучение белков ассоциированных с бета-аррестином 1, а также динамику зависимого от GLP1 внутриклеточного перемещения и деградации GLP1R и бета-аррестина 1. Схема участия β-аррестина 1 в интернализации GLP1R представлена на Рисунке 27.
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Рисунок 27 - Схема участия β-аррестина 1 в интернализации GLP1R. Связывание GLP1 с рецептором вызывает его активацию фосфорилирование GLP1R рецепторной (GRK, G protein-coupled receptor kinase) и рядом других протеинкиназ. В результате последующего присоединения к рецептору цитоплазматического бета-аррестина 1 (ARRB1) происходит распад комплекса GLP1R с многокомпонентным G-белком и остановку сигнальных процессов (на рисунке не показаны). Бета-аррестин 1 также взаимодействует с клатрином, адаптерным фактором AP-2 (adaptor protein complex-2) и другими компонентами эндоцитарного комплекса, что вызывает перемещение молекул рецептора в покрытой клатрином ямку на плазматической мембране, которая потом отделяется от мембраны в виде покрытой клатрином цитоплазматической везикулы (CCV). В зависимости от контекста бета-аррестин 1 может отделяться от GLP1R либо до того, как везикула отделится от плазматической мембраны, либо на последующих стадиях ее внутриклеточного перемещения. Кроме того, связанный с CCV бета-аррестин 1 может действовать как адаптерный белок необходимый для зависимой от GLP1R активации протеинкиназ ERK и PKA. После высвобождения бета-аррестина 1 происходит дефосфорилирование GLP1R, что способствует либо его разрушению протеазами, либо возвращению на плазматическую мембрану и участию в следующем регуляторном цикле.

2.4 Изучение патогенеза болезни Паркинсона и депрессии

В 2021 нами исследовалось участие латерального энторинального кортекса в депрессоподобном состоянии у крыс – ангедоническом поведении. При этом была определена чувствительность указанного ядра к ингибитору гистаминовых H1-рецепторов; параллельно, в качестве нейроанаомического контроля были тестированы медиальный энторинальный кортекс и передний сингулярный кортекс (Рисунок 28 A-C).
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Рисунок 28  – Локализация микроинъекций в мозгу крыс. Справа – координаты по отношению к точке брегмы.

Установлено, что инъекции препарата в латеральный энторинальный кортекс и переднии сингулярный кортекс существенно стимулируют депрессоподобное состояние у животных. Медиальный энторинальный кортекс оказался нечувствительным к действию блокатора (Рисунок 29).
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Рисунок 29 – Влияние блокатора гистаминовых рецепторов на ангедоническую реакцию

МЭнтК – медиальный энторинальный кортекс, ЛЭнтК – латеральный энторинальный кортекс, ПСгК – передний сингулярный кортекс *достоверные отличия от группы, получавшей растворитель (p<0,05)

Действие блокатора полностью устранялось одновременным введением гистамина (Рисунок 30), что свидетельствует о связи наблюдаемого эффекта с угнетением активности гистаминовых рецепторов.
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Рисунок 30 – Влияние блокатора гистаминовых рецепторов и гистамина на ангедоническую реакцию. ЛЭнтК – латеральный энторинальный кортекс, ПСгК – передний сингулярный кортекс *достоверные отличия от группы, получавшей растворитель (p<0,05)

2.5 Изменения в экспрессии генов, чувствительных к эстрогену, у женщин с псориазом

Целью данной работы было выявить эстроген-чувствительные гены, которые могут отвечать за улучшение состояния больных псориазом во время беременности. Для этого образцы кожи, предоставленные больными с псориазом (n = 5), сравнивали с образцами кожи здоровых добровольцев (n = 5) анализировали методом жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрии (LC-MS/MS). После этого анализировали количественные изменения содержания белков в образцах и выбирали белки количество которых в коже больных отличалось от контроля. Для идентификации эстроген-зависимых белков полученную выборку анализировали онтологического методами. Результаты анализа подтверждали независимыми методами: ПЦР и ELISA на четырех группах участниц женского пола. В первую группу вошли 10 больных псориазом без менопаузы; во вторую группу - 11 больных псориазом в постменопаузе; в третью группу - 5 здоровых женщин без менопаузы и четвертую группу - 6 здоровых женщин в постменопаузе. Кроме того, мы использовали образцы крови участниц исследования для оценки уровней эстрадиола, прогестерона и тестостерона.

Нами было установлено, что в крови больных псориазом содержание эстрадиола и прогестерона было значительно ниже, а уровень тестостерона - значительно выше, по сравнению с контролем. Онтологический анализ белков, отобранных по результатам LC-MS/MS выявил 6 белков (HMOX1, KRT19, LDHA, HSPD1, MAPK1 и CA2), содержание которых отличается в коже больных мужчин и женщин. Дополнительные исследования, выполненные методами ELISA и qPCR подтвердили проведенную методом LC-MS/MS количественную оценку содержания белков и кодирующих их мРНК. Так, мы показали, что экспрессия кодирующих их генов изменена в коже больных женщин, по сравнению с контролем. При этом, экспрессия KRT19 и LDHA во второй группе достоверно не отличалась от первой группы. Экспрессия MAPK1, достоверно не отличалась во второй группе, по сравнению с четвертой группой. Наконец, экспрессия HMOX1, KRT19, HSPD1 и CA2 достоверно отличалась в первой группе, по сравнению с третьей группой. В тоже время при сравнении четвертой и второй групп достоверных отличий в экспрессии генов обнаружено не было.

В заключение мы хотели бы подчеркнуть, что дефицит женских половых гормонов является одним из факторов риска, влияющих на течение псориаза у женщин. Соответственно, поддержание их нормального (физиологического) уровня может потенциально предотвратить обострение болезнь или облегчить ее протекание. Подробный анализ результатов масс-спектрометрии выявил шесть ERP: HMOX1, KRT19, LDHA, HSPD1, MAPK1 и CA2, содержание которых существенно отличалось от контроля, в пораженной псориазом женской коже, но не отличалось - в пораженной болезнью коже мужчин. Используя qPCR, мы обнаружили, что уровни экспрессии кодирующих их генов были выше у более молодых участниц исследования, у которых не было менопаузы. 

2.6 Протеомный анализ пораженной псориазом кожи

Изучение протеома кожи больных псориазом позволит оптимизировать существующие схемы лечения, а также увеличит возможности ранней диагностики заболевания. 

Масс-спектральный анализ образцов кожи, больных псориазом и здоровых добровольцев, позволил идентифицировать в общей сложности 1048 белка. При этом достоверно идентифицированными, при FDR <1% (вероятность ложноположительной идентификации), оказались 899 белков. При этом попарное сравнение групп образцов показало изменение содержания 520 белков, по сравнению с контролем. Общее количество белков, и белков с измененным соотношением в нашем исследовании было сопоставимо с аналогичными результатами ранее опубликованных работ. Распределение этих белков между группами показано на Рисунке 31 в виде диаграммы Венна. У 16 белков, попавших в центр диаграммы, были зафиксированы статистически достоверные изменения их содержания, независимо от того, какие две группы образцов мы сравнивали. При этом уровень 8 белков из этой группы, а именно S100A7, RPL39, NACA, RAB1A, RAB11B, CKMT1A, AHCY и TGM3, был достоверно повышен как при сравнении бессимптомной кожи больных с контролем, так и при сравнении пораженной псориазом кожи с бессимптомной кожей больных. Напротив, три группы из 12, 59 и 82 белков, расположенных по периферии диаграммы, представляют собой белки с достоверным изменением содержания при сравнении двух конкретных групп образцов. Предположительно, любую из упомянутых групп белков можно использовать для описания различий только между конкретными группами образцов кожи. Например, упомянутая группа из 82 белков (Рисунок 31) подходит для того, чтобы описать переход от бессимптомной кожи больных к пораженной болезнью коже, то есть, другими словами, проследить за образованием псориатической бляшки на молекулярном уровне. Наконец, оставшиеся три группы из 14, 25 и 312 белков позволяют описать отличия конкретной группы образцов от двух других. Например, содержание любого из упомянутых выше 312 белков (Рисунок 31) достоверно изменено в пораженной болезнью коже, независимо от того сравнивали ли мы образцы пораженной кожи с бессимптомной кожей больных или с контролем. При этом их содержание достоверно не менялось, если мы сравнивали образцы бессимптомной кожи больных с образцами из контрольной группы. Таким образом, упомянутые 312 белков могли бы быть использованы для характеристики конкретного состояния кожи, т.е., в данном случае – для характеристики пораженной псориазом кожи.
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Рисунок 31 - Диаграмма Венна, сравнивающая DEP, полученных с помощью LC/MS-MS анализа, в образцах кожи, полученных из пораженной и нормально выглядящей кожи одних и тех же пациентов с псориазом (n = 5) и кожи здоровых добровольцев (n = 5). Цифры, указанные на диаграмме, представляют собой количество DEP в сравниваемых группах образцов (FDR <0,05, кратное изменение> 1,5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследования

В направлении исследований гемостаза проведена разработка компьютерных моделей плазменного звена, внутриклеточной сигнализации тромбоцитов и тромбообразования в артериоле. 

В компьютерных моделях плазменного звена гемостаза, в частности, разработана компьютерная модель активации комплекса внешней теназы на поверхности везикул, а также с помощью математической модели, в которой пространственно-неоднородный лизис предварительно образовавшегося сгустка в сосуде индуцировался TPA, способным проникать в него посредством диффузии и адвекции, проанализирован вклад различных реакций и участников системы фибринолиза; кроме того, разработана и валидирована фармакодинамическая модель НМГ, учитывающая индивидуальные особенности пациентов, способная описывать состояние гемостаза, наблюдаемой в глобальном тесте тромбодинамика-4д (пространственная генерация тромбина).
В рамках компьютерной модели внутриклеточной активации тромбоцитов завершено построение и валидация компьютерной модели внутриклеточной сигнализации при активации тромбоцита через рецептор CLEC-2. Основным предсказанием модели была зависимость характерного времени активации тромбоцитов от времени кластеризации рецепторов, которое определяется коэффициентом диффузиии рецепторов в мембране.

В рамках модели микрососудистого тромбоза было показано, что стохастичность взаимодействия тромбоцитов критична для описания экспериментально наблюдаемой динамики и пластичности тромба, что может свидетельствовать о том, что флуктуации количества связей между тромбоцитами могут значительно влиять на динамику оболочки тромба (подразумевая малое количество таких связей). Модель предсказывает, что критическая сила между тромбоцитами в оболочке тромба составляет 900 пН, Характерное время первичного ответа тромбоцита (изменение адгезионных свойств) должно составлять не более 3-4 секунд. Основным результатом теоретических исследований формирования тромба явилась сильная зависимость стабильности тромба от его высоты, проницаемости и давления на концах сосуда, при этом длина тромба (размер повреждения) незначительно влияет на его стабильность. Учет секреции плотных гранул в модели позволил качественно воспроизвести наблюдаемый в эксперименте ускоренный рост тромба за счет секреции плотных гранул тромбоцитами, при этом места секреции обладают наибольшей стабильностью.

Существенной частью исследований гемостаза является разработка новых экспериментальных подходов для исследования механизмов гемостаза и применение их к диагностике состояния гемостаза при различных патологиях.

В рамках проекта апробирован новый лабораторный тест для оценки пространственного свертывания крови в присутствии различных типов фосфолипидных поверхностей. Тест перспективен для диагностики состояний гиперкоагуляции и мониторинга различных антикоагулянтов, в том числе прямых оральных антикоагулянтов. Было обнаружено, что гиперкоагуляция с повышенной скоростью роста сгустка в анализе тромбодинамики перед началом цикла ЭКО ассоциирована с повышенным риском негативного исхода программы ЭКО. Исследование плазменного гемостаза у пациентов с новой коронавирусной инфекцией позволило сделать следующие выводы. Во-первых, при данном заболевании возникает гиперкоагуляция, которая компенсируется при поступлении в стационар у примерно 50% пациентов. У другой части пациентов наблюдается гипер- или гипокоагуляция. При этом, нормализация коагуляции не пропорциональна дозе антикоагулянта. Во-вторых, у тяжелых больных плазменный гемостаз меняется скачками. В-третьих, подбор дозы антикоагулянта помогает значительному числу пациентов. Однако у тяжелых больных наблюдаются резкие изменения плазменного гемостаза, что говорит о необходимости дальнейшего выделения факторов, которые смогут редактировать эти изменения и на их основе возможно разработать рекомендации по подбору доз антикоагулянта.

В рамках темы разработан тест оценки кальциевой сигнализации в тромбоцитах, основанный на методе проточной цитометрии, кроме того, разработан подход к наблюдению кальциевой сигнализации одиночных тромбоцитов. В настоящем исследовании мы показали, что можно выделить четыре типа ответа одиночного тромбоцита на активацию, при этом мы показали, что происходит «смещение» ответа популяции тромбоцитов в сторону более сильного ответа, при этом сохраняется значительная доля всех четырех типов кальциевого ответа тромбоцита. 
В результате исследований показаны особенности функционирования тромбоцитов у пациентов с различными патологиями. Было проведено наблюдение дисфункции тромбоцитов при COVID-19 и показано, что она согласуется с рефрактерностью, вызванной внутрисосудистым свертыванием, а не с механизмом, вызванным воспалением или прямой активацией вирусом. Было выявлено, что тромбоциты пациентов с cиндромом Вискотта-Олдрича экспонируют ФС посредством митохондриально-зависимого некроза, вызванного их меньшим размером, что может способствовать развитию тромбоцитопении. Было показано, что стабильно высокий уровень цитоплазматического кальция является следствием, а не первичной причиной формирования прокоагулянтной субпопуляции тромбоцитов, а фибриноген и интегрин αIIbβ3 играют существенную роль в связывании fXIII, без любого из этих компонентов фактор XIII не связывается с тромбоцитами. Показано, что распределение отдельных тромбоцитов пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича между группами кальциевого ответа может быть использовано в качестве диагностического метода для определения фракций рефрактерных тромбоцитов или гиперактивных тромбоцитов в популяции тромбоцитов. Для пациентов с KHE / KMP было показано, что функциональность их тромбоцитов умеренно изменена, их рецепторы CLEC-2 остаются функциональными и реагируют на ингибирование. Таким образом, наши результаты предполагают, что молекулы, нацеленные на CLEC-2, являются новыми потенциальными агентами в терапевтическом лечении этого опасного для жизни состояния. Для пациентов с иммунной тромбоцитопенией были получены следующие результаты. 1. Тромбоциты пациентов как с острой, так и с хронической ИТП до лечения ромиплостимом значительно увеличены в размерах и предактивированы. 2. Предактивация, определяемая по уровню CD62p, была выше у пациентов с кровотечением по сравнению с пациентами без кровотечения, но только в группе с хронической ИТП, для острой ИТП разницы не обнаружено. 3. Лечение ромиплостимом значительно уменьшает размер тромбоцитов и их предактивацию. Основной вывод заключается в том, что предактивация тромбоцитов у педиатрических пациентов с ИТП не зависит от размера тромбоцитов, наблюдается как при остром, так и при хроническом течение заболевания, но связана с кровотечением только в группе хронической ИТП.

В процессе исследования был отработан протокол и начата апробация микрофлюидной модели тромбоза для фундаментальных и клинических задач. В ходе работы было исследовано связывание тромбина с частями тромба в процессе тромбообразования и показан двухфазный профиль связывания. Были получены новые данные о возможных механизмах активной наработки тромбина, наблюдаемой в условиях артериальных скоростей течения крови (плазмы). Полученные результаты свидетельствуют о том, что связывание факторов свертывания с фосфолипидами позволяет защитить начальные этапы плазменного свертывания от потока и приводить к быстрой наработке тромбина даже в условиях артериальных скоростей течения крови. Эти данные позволяют предположить, что в некоторых условиях активация плазменного звена гемостаза может предшествовать и способствовать активации и агрегации тромбоцитов.

Проведенное исследование механизмов деления клеток дало следующие результаты. Экспериментально установлено, что белок EB3 может связываться не только на конце микротрубочки, но и часто накапливается вдоль ее решетки, вблизи конца, образуя «островки»; с помощью компьютерного моделирования было показано, что простой кинетики гидролиза ГТФ в карманах тубулина не достаточно для того, чтобы объяснить стохастическое возникновение ГТФ-островков. Была разработана новая мономерная кинетическая модель микротрубочки. С ее помощью оценены молекулярные параметры взаимодействия тубулинов в микротрубочке. Ее предсказанием является определение момента формирования дефектов, потенциально являющихся мишенью для режущих ферментов. С помощью метода кинетического Монте-Карло моделирования мы показали, что взаимодействие с С-концами тубулина не может значительно увеличить время жизни всего комплекса. Это свойство, по-видимому, обеспечивается за счет Hec1 хвоста и глобулярной части NDC80. Для обеспечения быстрой диффузии необходим гибкий хвост Hec1, который даже в случае его связи с микротрубочкой позволяет NDC80 диффундировать вдоль микротрубочки. Используя метод молекулярной динамики, мы показали один из способов формирования контакта между NDC80 и микротрубочкой. Этот сценарий показал неотъемлемую роль С-концов микротрубочки в первоначальном формировании взаимодействия NDC80 и МТ. В полученной нами симуляции начинает формироваться нативный глобулярный контакт, наблюдаемый экспериментально, что может говорить о валидности расчетов. 
В результате работ по второй части темы было получено несколько результатов. Во-первых, был разработан антиген—независимый метод выделения ЦОК, основанный на фильтрации разбавленной периферической крови через трековую мембрану из прозрачного поликарбоната с порами диаметром 7 мкм. Показано, что чувствительность метода на модельных системах составляет составляет 93 ± 5%, и задержанные опухолевые клетки могут быть исследованы методами цитологии и иммуноцитохимии непосредственно на мембране. Был разработан алгоритм использования клеточного биочипа в морфологической диагностике острых лейкозов и показано, что доля CD8+ атипичных мононуклеаров, выявленных при помощи разработанного ранее клеточного биочипа на основе иммобилизованных на прозрачной подложке моноклональных анти-CD антител,  как мера иммунного ответа на вирус Эпштейна-Барра может быть использована в качестве предиктивного фактора в отношении затяжного течения инфекционного мононуклеоза.

Во-вторых, проведено исследование ингибиторов тирозин-киназ на бета-клетки и показано, что, по-видимому, иматиниб, сунитиниб и GNF-2 имеют еще неизвестную общую внутриклеточную мишень. Показано, что иматиниб ингибирует окислительное фосфорилирование, активирует AMPK и подавляет экспрессию TXNIP и образование IAPP. Также не было известно защитное действие на бета-клетки ингибиторов тирозиновых киназ сунетиниб и GNF-2. Также впервые показано, что в панкреатических бета-клетках с экспрессией мутантного Thr370Met ARRB1 повышена рециркуляция рецептора GLP1 (т.е возвращение GLP1R на плазматическую мембрану после связывания с лигандом), что может являеться причиной сниженной чувствительности диабетических пациентов с данным полиморфизмом к терапии агонистами GLP1. В направлении метаболических исследований показано, что метаболизм фолата в печени крысы представляет собой типичный случай модульной организации клеточного метаболизма с несколькими отдельными метаболическими системами (метаболизм пуринов, метаболизм пиримидина, метаболизм метионина и т. д.), связанными через фолаты и функционирующими практически независимо друг от друга. Также было выявлено, что брусатол, дитерпеноид растительного происхождения, действует как избирательный ингибитор eIF5A, а также стимулирует гликолитический путь метаболизма глюкозы, что проявляется в увеличении выработки лактата.

В-третьих, было показано, что комбинации имипрамина с никотином и мемантина с каннабинолом являются эффективными средствами торможения экспериментальных паркинсоноподобных нарушений. Была установлена положительная корреляция между развитием паркинсонизма и депрессией, что позволяет рассматривать депрессию как предвестник болезни Паркинсона. Развитие каталепсии у крыс сопровождается снижением нейрональной активности в латеральном энторинальном кортексе, т.е. в той же нейроанатомической структуре, которая принимает участие в развитии депрессии. В ходе выполнения проекта впервые получены указания на возможность регуляции депрессии путем избирательного ингибирования H1-рецепторной активности в энторинальном и сингулярном кортексе, что обосновывает новый подход к разработке методов лечения депрессии.

В исследовании механизмов развития и течения псориаза были установлены изменения в количестве шести белков, кодируемых эстроген-чувствительными генами, экспрессия которых также изменена в коже больных псориазом женщин. Количественный анализ их экспрессии позволяют объяснить действие эстрогена на пораженную псориазом кожу. Масс-спектральный анализ образцов кожи, больных псориазом и здоровых добровольцев, позволил идентифицировать в общей сложности 1048 белка, из которых экспрессия восьми белков значительно повышена в пораженной псориазом коже по сравнению со здоровой кожей. Также было показано, что экспрессия генов IL17, STAT3, FOXP3, RORC и FOSL1 в псориатической коже коррелирует с уровнем экспрессии PPARγ и принадлежит к тому же сигнальному пути, который регулирует развитие псориазного поражения. При этом генотип TT замены rs1611115 в гене DBH значимо ассоциирован с псориазом. Кроме того было показано, что снижение уровня экспрессии гена MMP-1 является определенным патогенным маркером в развитии склеродермии.

Значимость и потенциал практического применения полученных результатов

Полученные результаты могут иметь в перспективе большое практическое значение для предсказания возможности возникновения инсульта и инфаркта, а также других последствий гиперкоагуляции. Путем различных диагностических инструментов можно установить ключевые внешние параметры системы, а используя модель оценить риск появления окклюзивных тромбов в сосудах.  

Кальциевая сигнализация является основой активации тромбоцита. Поэтому все исследования, нацеленные на расшифровку механизмов активации этой клетки с необходимостью используют тот или иной метод учета кальциевой сигнализации. В нашей лаборатории был впервые поднят вопрос о том, что при рассмотрении популяции тромбоцитов их кальциевые ответы сильно неоднородны, и вопрос состоит в том, насколько этот феномен важен для функциональности популяции тромбоцитов как целого. Проведенное наблюдение гетерогенности ответов тромбоцита меняет наши представления о процессе тромбообразования, в котором до настоящего времени все тромбоциты рассматривались как идентичные.

В результате проведенных работ показано, что изменение функциональности тромбоцитов при коронавирусной инфекции вторично по отношению к гиперкоагуляции и, следовательно, терапия антитромбоцитарными агентами не приведет к улучшению состояния пациентов. В то же время, состояние тромбоцитов может использоваться как маркер тяжести течения заболевания. 
Полученные данные по состоянию плазменного гемостаза при коронавирусной инфекции показывают, что он оказывается затронут значительно сильнее тромбоцитарного – у всех пациентов наблюдается гиперкоагуляция. При этом, как показали наши исследования, применение гепарина и его производных для антикоагуляции существенно повышает вероятность благоприятного исхода и улучшает, в том числе, состояние тромбоцитов. Показано, что контроль гепаринотерапии предлагаемыми тестами свертывания крови способствует улучшению состояния пациента при коронавирусной инфекции.
Разработанный метод выделения и анализа циркулирующих опухолевых клеток может быть использован у пациентов с различными онкологическими заболеваниями с целью выяснения возможности использования ЦОК для определения прогноза, анализа успешности терапии и механизмов метастазирования при данной нозологии.

Полученные результаты о действию ингибиторов тирозин-киназ на бета-клетки дополняют имеющиеся знания о неспецифических эффектах используемых в клинике химиотерапевтических препаратов, а также позволят выявить новые подходы для лечения диабета.
Согласно результатам нашей работы и других исследований, эстроген-чувствительные белки могут быть частью механизма, который нужен для адаптации клеток кожи к условиям прогрессирующего воспалительного процесса. Мы также считаем, что у больных псориазом женщин, половые гормоны и, прежде всего, ES проявляют противовоспалительные свойства в пораженной болезнью коже, за счет синергетических взаимодействий с другими гормонами и транскрипционными факторами, обычно активными в условиях стресса. Эти исследования позволят в дальнейшем развить новые терапевтические подходы к терапии псориаза. Полученные в параллельном исследовании восемь белков, количество которых значимо отличается в пораженной псориазом коже, возможно использовать в качестве биомаркеров болезни. Конкретно, изменения в содержании этих белков могут оказаться полезными как для идентификации людей, предрасположенных к псориазу, так и для мониторинга пациентов с обострившейся болезнью.
Таким образом, в процессе выполнения научной темы в течение 2019-2021 изучение биофизических и молекулярных механизмов регуляции движения хромосом в процессах деления клеток, в том числе изучение механизмов движения белков по микротрубочке, изучение механизмов роста и разборки микротрубочек, изучение взаимодействия кинетохора и микротрубочки и исследование механизма исправления ошибок во время митоза.

В рамках исследования системы гемостаза проводилось изучение биофизических и молекулярных механизмов регуляции формирования фибринового сгустка в пространственно-распределенной системе, в том числе: изучение условий формирования автоволны тромбина и механизмов ее распространения, изучение влияния различных липидных поверхностей на плазменный гемостаз и выявление роли отдельных компонентов системы свертывания.

Помимо свертывания, также проводитлось исследование клеточного компонента гемостаза, а именно изучение биофизических и молекулярных механизмов регуляции образования тромбоцитарных агрегатов, в том числе: моделирование процесса адгезии и агрегации тромбоцитов в условиях потока, экспериментальное определение механизма сборки комплексов внутренней теназы и протромбиназы на поверхности активированных тромбоцитов, исследование процесса разделения тромбоцитов на субпопуляции в ходе их активации, изучение биофизических и молекулярных механизмов регуляции внутриклеточной сигнализации тромбоцитов, в том числе: кодирование/декодирование сигналов внутриклеточного кальция, механизмы интерференции внутриклеточных сигналов от нескольких рецепторов, построение компьютерной модели клетки, исследование внутриклеточных сигналов инактивации интегрнов. На основе полученных фундаментальных знаний о гемостазе, проводилась разработка новых методов диагностики нарушений свертывания крови, основанных на учете пространственной неоднородности процесса свертывания, в том числе: пространственная генерация тромбина в свободной от тромбоцитов плазме и в богатой тромбоцитами плазме с предварительной активацией тромбоцитов, а также разработка новых методов оценки функционального состояния нативных и активированных тромбоцитов, в том числе на основе проточной цитометрии, разработка микрофлюидной модели тромбообразования ex vivo, создание многомасштабных математических моделей формирования артериальных тромбов.
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