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Â. Â. Êèøåíêî è äð.
Äèôôåðåíöèàëüíàÿ ýêñïðåññèÿ áåëêîâ CD42b è CD9 â òðîìáîöèòàõ è âíåêëåòî÷íûõ...

Òðîìáîöèòíûé êîíöåíòðàò ïðèìåíÿþò äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ è ïîääåðæàíèÿ ãåìîñòàçà ó ïàöèåíòîâ
ñî ñíèæåííûì êîëè÷åñòâîì èëè àêòèâíîñòüþ òðîìáîöèòîâ. Ïðè õðàíåíèè òðîìáîöèòíûé êîíöåíòðàò
ìåíÿåò ñâîè ñâîéñòâà, ÷òî ïðèâîäèò ê îñëàáëåíèþ òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà, à òàêæå âîçíèêíîâåíèþ
ïîáî÷íûõ òðàíñôóçèîííûõ ðåàêöèé. Îäíèì èç ïðîöåññîâ, ìåíÿþùèõ òðîìáîöèòíûå êîíöåíòðàòû ïðè
õðàíåíèè, ÿâëÿåòñÿ ñåêðåöèÿ íåñêîëüêèõ òèïîâ ìåìáðàííûõ âåçèêóë. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî òðîìáîöèòàð-
íûå ìåìáðàííûå âåçèêóëû âëèÿþò íà ãîìåîñòàç è ïåðåäàþò ñèãíàëû ìåæêëåòî÷íîé êîììóíèêàöèè, äî
ñèõ ïîð îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè ìåõàíèçìû èõ îáðàçîâàíèÿ, îñîáåííîñòè ðåãóëÿòîðíîé àêòèâíîñòè è
ìîëåêóëÿðíûé ñîñòàâ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ýêñïðåññèè ìåìá-
ðàííûõ áåëêîâ CD42b è CD9 â òðîìáîöèòàõ è òðîìáîöèòàðíûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóëàõ ïðè õðàíåíèè
òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà. Èç òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ âûäåëåíû è îõàðàêòåðèçîâàíû ïîïóëÿöèè
ìåìáðàííûõ âåçèêóë ðàçíîãî ðàçìåðà. Áåëêîâûé ñîñòàâ òðîìáîöèòîâ è ìåìáðàííûõ âåçèêóë ðàçëè÷àåò-
ñÿ. Â ïðîöåññå õðàíåíèÿ íàáëþäàþòñÿ àãðåãàöèÿ è èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè òðîìáîöèòîâ, ìåíÿåòñÿ áåë-
êîâûé ñîñòàâ êàê òðîìáîöèòîâ, òàê è ìåìáðàííûõ âåçèêóë, à òàêæå ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíîå ïîâû-
øåíèå óðîâíåé áåëêîâ CD42b è CD9 âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî òðîìáîöèòíûå êîíöåíòðàòû ñîäåðæàò ðàçëè÷íûå ïîïóëÿöèè ìåìáðàííûõ
âåçèêóë, ìîëåêóëÿðíûé ñîñòàâ êîòîðûõ ìåíÿåòñÿ â ïðîöåññå õðàíåíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: õðàíåíèå òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà, àêòèâàöèÿ òðîìáîöèòîâ, âíåêëåòî÷íûå
ìåìáðàííûå âåçèêóëû, ýêçîñîìû, ìèêðîâåçèêóëû, äèôôåðåíöèàëüíîå öåíòðèôóãèðîâàíèå, CD42b,
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Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÝÌÍÍ — ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ íèçêîãî íàïðÿ-
æåíèÿ, ÄÐÑ — äèíàìè÷åñêîå ðàññåÿíèå ñâåòà.

Òðîìáîöèòû — ýòî êëåòêè ðàçìåðîì 2—4 ìêì, êîòî-
ðûå ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûì êîìïîíåíòîì ñèñòåìû ñâåðòûâà-
íèÿ êðîâè. Îíè èãðàþò ðîëü â ïðîöåññàõ çàæèâëåíèÿ ðàí,
âîñïàëåíèÿ, àíãèîãåíåçà è ìåòàñòàçèðîâàíèÿ. Ñíèæåíèå
êîëè÷åñòâà èëè íàðóøåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
òðîìáîöèòîâ ïðèâîäÿò ê ãåìîððàãè÷åñêèì ëèáî òðîìáî-
òè÷åñêèì îñëîæíåíèÿì (Patel et al., 2005).

Òðîìáîöèòíûé êîíöåíòðàò ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñóñ-
ïåíçèþ æèçíåñïîñîáíûõ è ãåìîñòàòè÷åñêè àêòèâíûõ
òðîìáîöèòîâ, ïîëó÷àåìûõ èç äîíîðñêîé êðîâè. Òðîìáî-
öèòíûé êîíöåíòðàò âîñïîëíÿåò óðîâåíü òðîìáîöèòîâ
ó ïàöèåíòîâ, ñî ñíèæåííûì êîëè÷åñòâîì ýòèõ êëåòîê
èëè ïîíèæåííîé èõ àêòèâíîñòüþ, ïîääåðæèâàÿ èõ ïåð-

âè÷íûé ãåìîñòàç (White, Gilbert, 2006). Ïðèìåíåíèå
òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå â
ëå÷åíèè ïàòîëîãèé, ñâÿçàííûõ ñ êðîâîòå÷åíèÿìè. Êðîìå
òîãî, ýòîò ïðåïàðàò ÷àñòî èñïîëüçóþò ïðè òåðàïèè ãåìà-
òîëîãè÷åñêèõ çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé è íåäî-
ñòàòî÷íîñòè êîñòíîãî ìîçãà (Thon et al., 2008; Prudova
et al., 2014).

Òðîìáîöèòíûé êîíöåíòðàò õðàíèòñÿ äî êëèíè÷åñêîãî
ïðèìåíåíèÿ ïðè 22 °Ñ è ïîñòîÿííîì ïîìåøèâàíèè. Âðå-
ìÿ õðàíåíèÿ òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà íå äîëæíî ïðå-
âûøàòü 7 ñóò. Ñðîê õðàíåíèÿ ëèìèòèðóþò äâà ôàêòîðà —
ðèñê áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè è ñíèæåíèå êà÷åñòâà òðîì-
áîöèòîâ (Devine, Serrano, 2010). Ñíèæåíèå êà÷åñòâà
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òðîìáîöèòîâ ïðèâîäèò ê îñëàáëåíèþ òåðàïåâòè÷åñêîãî
ýôôåêòà (Rosenfeld et al., 1995) è âîçíèêíîâåíèþ ïîáî÷-
íûõ òðàíñôóçèîííûõ ðåàêöèé (Riccardi et al., 1997). Ýòè
êëèíè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ ñâÿçàíû ñ òåì, ÷òî âî âðåìÿ õðà-
íåíèÿ â òðîìáîöèòàõ ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèÿ íà ìîëåêó-
ëÿðíîì óðîâíå (Curvers et al., 2004; Wadhawan et al., 2004;
Cauwenberghs et al., 2007). Ïîíèìàíèå êîíêðåòíûõ ìîëå-
êóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, èçìåíÿþùèõ ôóíêöèîíàëüíóþ àê-
òèâíîñòü òðîìáîöèòîâ ïðè õðàíåíèè, íåîáõîäèìî äëÿ ïî-
èñêà áèîìàðêåðîâ òàêèõ èçìåíåíèé, óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ
ïðîòîêîëîâ ïðèãîòîâëåíèÿ è õðàíåíèÿ òðîìáîöèòîâ, à
òàêæå ïåðñîíàëèçèðîâàííîãî èñïîëüçîâàíèÿ òðîìáî-
öèòîâ, íàèáîëåå ïîäõîäÿùèõ äëÿ êîíêðåòíûõ ãðóïï ïà-
öèåíòîâ.

Ïðè õðàíåíèè òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà ïðîèñõî-
äèò ñåêðåöèÿ íåñêîëüêèõ òèïîâ ìåìáðàííûõ âåçèêóë.
Ýòîò ïðîöåññ ìåíÿåò ñâîéñòâà òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðà-
òà (Wolf, 1967; Bode et al., 1991). Èçâåñòíî, ÷òî òðîìáî-
öèòàðíûå âåçèêóëû îáëàäàþò ðÿäîì áèîëîãè÷åñêèõ àê-
òèâíîñòåé. Â ÷àñòíîñòè, îíè ìîãóò ðåãóëèðîâàòü âîñïàëè-
òåëüíûå ðåàêöèè (Cognasse et al., 2015). Êðîìå òîãî,
ïîêàçàíî, ÷òî ýòè ñòðóêòóðû âëèÿþò íà ãîìåîñòàç, ïî-
ñêîëüêó îáëàäàþò êàê ïðî-, òàê è àíòèêîàãóëÿöèîííûìè
ñâîéñòâàìè (Tans et al., 1991; Keuren et al., 2006). Îäíàêî
äî êîíöà íå âûÿñíåíû íè ìåõàíèçìû îáðàçîâàíèÿ òðîì-
áîöèòàðíûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë, íè îñîáåííîñòè èõ ðå-
ãóëÿòîðíîé àêòèâíîñòè, íè ìîëåêóëÿðíûé ñîñòàâ, îïðåäå-
ëÿþùèé ýòó àêòèâíîñòü. Îòäåëüíîãî âíèìàíèÿ çàñëóæè-
âàþò áåëêè, ëîêàëèçîâàííûå íà ïîâåðõíîñòè ìåìáðàííûõ
âåçèêóë è êîíòðîëèðóþùèå èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ îêðóæå-
íèåì. Îäíèìè èç ñàìûõ ðàñïðîñòðàíåííûõ áåëêîâ íà ïî-
âåðõíîñòè òðîìáîöèòà, êîòîðûå òàêæå ïðèñóòñòâóþò è íà
òðîìáîöèòàðíûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóëàõ, ÿâëÿþòñÿ òåò-
ðàñïàíèí CD9 è ñóáúåäèíèöà ðåöåïòîðà äëÿ ôàêòîðà ôîí
Âèëëåáðàíäà CD42b (Higashihara et al., 1990; Owens et al.,
1992; Inngjerdingen et al., 1999).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíà ýêñïðåññèÿ áåëêîâ
CD42b è CD9 â òðîìáîöèòàõ è òðîìáîöèòàðíûõ ìåìá-
ðàííûõ âåçèêóëàõ ïðè õðàíåíèè òðîìáîöèòíîãî êîíöåíò-
ðàòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å è õ ð à í å í è å ò ð î ì á î ö è ò í î -
ã î ê î í ö å í ò ð à ò à îñóùåñòâëÿëè íà ñòàíöèè ïåðåëèâà-
íèÿ êðîâè Ñåâåðî-Çàïàäíîãî ôåäåðàëüíîãî ìåäèöèíñêîãî
èññëåäîâàòåëüñêîãî öåíòðà èì. Â. À. Àëìàçîâà (Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã) â ñîîòâåòñòâèè ñ íàöèîíàëüíûì ñòàíäàðòîì
ÐÔ ÃÎÑÒ Ð 53420—2009 «Êðîâü äîíîðñêàÿ è åå êîìïîíåí-
òû» (îò 28 îêòÿáðÿ 2009 ã. N485-ñò). Äîíîðàìè áûëè ìóæ-
÷èíû ñ I (0) ãðóïïîé êðîâè, Rh+. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðîìáî-
öèòíûõ êîíöåíòðàòîâ èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó àâòîìàòè÷å-
ñêîãî öèòîïëàçìàôåðåçà MCS+ (Haemonetics, ÑØÀ).
Òðîìáîöèòíûå êîíöåíòðàòû õðàíèëè â òå÷åíèå 7 ñóò â
èíêóáàòîðå òðîìáîöèòîâ ñ òðîìáîìèêñåðîì â êîíòåéíå-
ðàõ MQT (MacoPharma, Ôðàíöèÿ) â ïðèñóòñòâèè ðåñóñ-
ïåíäèðóþùåãî ðàñòâîðà SSP+ (MacoPharma, Ôðàíöèÿ)
ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè è òåìïåðàòóðå 22 °Ñ. Íà
2-å è 7-å ñóò õðàíåíèÿ èç êîíòåéíåðà ñ òðîìáîöèòíûì
êîíöåíòðàòîì â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ îòáèðàëè íåñêîëü-
êî îáðàçöîâ îáúåìîì 1.6 ìë.

Ô à ç î â î - ê î í ò ð à ñ ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ ò ð î ì -
á î ö è ò í î ã î ê î í ö å í ò ð à ò à. Ïðåïàðàòû òðîìáîöèòíî-
ãî êîíöåíòðàòà ïîìåùàëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Îáúåê-

òû íàáëþäàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ ïîìîùüþ
ìèêðîñêîïà Zeiss Axio Observer Z1 (Carl Zeiss AG, Ãåðìà-
íèÿ) ñ èñïîëüçîâàíèåì îáúåêòèâà 40� è äîïîëíèòåëüíûì
óâåëè÷åíèåì 1.6�. Ñíèìêè ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ôîòîêà-
ìåðû Zeiss AxioCam ICc5 è óïðàâëÿþùåé ïðîãðàììû
ZEN 2 pro.

Ô ð à ê ö è î í è ð î â à í è å ê î ì ï î í å í ò î â ò ð î ì á î -
ö è ò í î ã î ê î í ö å í ò ð à ò à ñ ï î ì î ù ü þ ä è ô ô å ð å í -
ö è à ë ü í î ã î ö å í ò ð è ô ó ã è ð î â à í è ÿ. Íå ïîäâåðãàâ-
øèåñÿ çàìîðîçêå àëèêâîòû òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ
ôðàêöèîíèðîâàëè â äåíü îòáîðà îáðàçöà èç êîíòåéíåðà
õðàíåíèÿ. Àëèêâîòó òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà îáúå-
ìîì 1.6 ìë öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 5000 g. Îñàäîê
òðîìáîöèòîâ ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1.6 ìë ðàñòâîðà ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà (PBS pH 7.4: 137 ìÌ NaCl è
2.7 ìÌ KCl). Ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè
16 000 g. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ïðîìûâàëè òðèæäû â 1 ìë
áóôåðà PBS ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîãî ðåñóñïåíäèðîâà-
íèÿ â ýòîì áóôåðå, öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (10 ìèí, 16 000 g)
è óäàëåíèÿ ñóïåðíàòàíòà. Ïîñëå îòìûâîê îñàäîê ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â 1.6 ìë PBS. Ê ïîëó÷åííîìó íà ïðåäûäó-
ùåì ýòàïå ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè PBS äî êîíå÷íîãî
îáúåìà 25 ìë. Çàòåì ïðåïàðàò óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàëè
2 ÷ ïðè 100 000 g. Îòáèðàëè ôðàêöèþ ñóïåðíàòàíòà îáúå-
ìîì 1.6 ìë. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ïðîìûâàëè äâàæäû â
25 ìë PBS ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîãî ðåñóñïåíäèðîâàíèÿ
â ýòîì áóôåðå, öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (2 ÷, 100 000 g) è óäà-
ëåíèÿ ñóïåðíàòàíòà. Ïîñëå ýòîãî îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â 1.6 ìë PBS. Ïîëó÷åííûå ôðàêöèè îñàäêîâ ïîñëå öåí-
òðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 5000, 16 000 è 100 000 g, à òàêæå
ôðàêöèþ ñóïåðíàòàíòà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè
100 000 g îòïðàâëÿëè íà õðàíåíèå ïðè –80 °Ñ, à çàòåì èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ àíàëèçà.

Ä ë ÿ à í à ë è ç à ô ð à ê ö è é ò ð î ì á î ö è ò í î ã î
ê î í ö å í ò ð à ò à ì å ò î ä î ì ä è í à ì è ÷ å ñ ê î ã î ð à ñ -
ñ å ÿ í è ÿ ñ â å ò à (ÄÐÑ) èñïîëüçîâàëè óñòàíîâêó Zetasizer
Nano ZSP (Malvern Instruments, Âåëèêîáðèòàíèÿ, ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåíà îôèöèàëüíûì ïðåäñòàâèòåëåì ÊÄ Ñèñòå-
ìà è Îáîðóäîâàíèå), îáîðóäîâàííóþ ëàçåðîì He-Ne
632.8 íì è ñèñòåìîé äåòåêöèè ñâåòà, ðàññåÿííîãî ïîä óã-
ëîì 173°. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè 25 °Ñ. Äëÿ êàæäîãî
îáðàçöà ñòðîèëè êðèâûå ðàñïðåäåëåíèÿ ÷àñòèö ïî ðàçìå-
ðàì ïî óñðåäíåííûì ðåçóëüòàòàì òðåõ èçìåðåíèé. Àíà-
ëèç è âèçóàëèçàöèþ ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Zetasizer Software.

À í à ë è ç ô ð à ê ö è é ò ð î ì á î ö è ò í î ã î ê î í ö å í -
ò ð à ò à ñ ï î ì î ù ü þ ñ ê à í è ð ó þ ù å é ý ë å ê ò ð î í í î é
ì è ê ð î ñ ê î ï è è í è ç ê î ã î í à ï ð ÿ æ å í è ÿ. Äëÿ âèçóà-
ëèçàöèè îáúåêòîâ èç ôðàêöèé òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðà-
òà ïðèìåíÿëè ïðîòîêîë ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè íèçêîãî íàïðÿæåíèÿ (ÑÝÌÍÍ), îïèñàííûé ðà-
íåå äëÿ àíàëèçà îáúåêòîâ èç ôðàêöèé ïëàçìû êðîâè
(Êîíäðàòîâ è äð., 2017). Ïðè ýòîì èññëåäóåìûå îáðàçöû
íàíîñèëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà Superfrost Plus (Thermo
Scientific, ÑØÀ) ñ ïðåäâàðèòåëüíî íàïûëåííûì ñëîåì óã-
ëåðîäà òîëùèíîé îêîëî 4 íì. Íàïûëåíèå ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðèáîðà Gatan PECS 682 (Gatan, ÑØÀ).

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç â ï î ë è à ê ð è ë à ì è ä í î ì ã å ë å
è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Îáðàçöû ôðàêöèé, ïîëó÷åííûå â
ðåçóëüòàòå äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, èí-
êóáèðîâàëè ñ áóôåðîì Ëýììëè (Laemmli, 1970) â òå÷åíèå
10 ìèí ïðè 100 °Ñ è çàòåì èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ
êîíöåíòðàöèÿ áåëêà ìåòîäîì Ëîóðè ñ ïîìîùüþ íàáîðà
RC DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, ÑØÀ). Íà
îäíó äîðîæêó íàíîñèëè êîëè÷åñòâî îáðàçöà, ñîîòâåòñòâó-
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þùåå 0.87 ìêã îáùåãî áåëêà. Áåëêîâûé ýëåêòðîôîðåç
ïðîõîäèë â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ ñ ïðèìåíåíèåì
ãðàäèåíòà êîíöåíòðàöèè àêðèëàìèäà îò 6 äî 14 %. Â êà-
÷åñòâå ñòàíäàðòà ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ èñïîëüçîâàëè ìàð-
êåð PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific,
ÑØÀ). Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ â ãåëå âûïîëíÿëè ýëåêòðîïåðå-
íîñ áåëêîâ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó. Ìåìáðàíó
îêðàøèâàëè â ðàñòâîðå Ponceau S (Sigma, ÑØÀ) è ôîòî-
ãðàôèðîâàëè. Ïîñëå îòìûâîê ôðàãìåíòû ìåìáðàíû, ñî-
äåðæàùèå èññëåäóåìûå áåëêè, èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëà-
ìè ïðîòèâ CD9 (ab65230, Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è
CD42b (sc-7071, Santa Cruz Biotechnology, ÑØÀ). Ïåð-
âè÷íûå àíòèòåëà âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ
âòîðè÷íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé
õðåíà (Cell Signaling, ÑØÀ), è õåìèëþìèíåñöåíòíîãî
ñóáñòðàòà SuperSignal Substrate (Thermo Scientific, ÑØÀ).
Ñèãíàë ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû äîêóìåíòà-
öèè Fusion FÕ (Vilber, Ôðàíöèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

È ç ì å í å í è å ì î ð ô î ë î ã è è ò ð î ì á î ö è ò î â â
ï ð î ö å ñ ñ å õ ð à í å í è ÿ. Äëÿ âèçóàëèçàöèè îáúåêòîâ
â êîìïîíåíòàõ òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà è àíàëèçà èç-
ìåíåíèÿ èõ ìîðôîëîãèè â ïðîöåññå õðàíåíèÿ ïðèìåíÿëè
ôàçîâî-êîíòðàñòíóþ ìèêðîñêîïèþ. Íà 2-å ñóò õðàíåíèÿ â
ïðåïàðàòàõ òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà âî âñåõ ïîëÿõ
çðåíèÿ íàáëþäàëè ñâîáîäíî ëåæàùèå êëåòêè îäèíàêîâî-
ãî ðàçìåðà, êîòîðûå íå îáðàçîâûâàëè àãðåãàòîâ è ñîîò-
âåòñòâîâàëè ïî ôîðìå è ðàçìåðó òðîìáîöèòàì (ðèñ. 1, à).
Íà 7-å ñóò õðàíåíèÿ â ïðåïàðàòàõ íàáëþäàëè çíà÷èòåëü-
íîå óìåíüøåíèå ñâîáîäíî ëåæàùèõ êëåòîê, íàëè÷èå
êðóïíûõ ïëîòíûõ àãðåãàòîâ è îñòàòêîâ ðàçðóøåííûõ êëå-
òîê, à òàêæå èçìåíåíèå ðàçìåðà (àíèçîöèòîç) è ôîðìû
(ïîéêèëîöèòîç) òðîìáîöèòîâ (ðèñ. 1, á). Òàêèì îáðàçîì,
ôàçîâî-êîíòðàñòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîçâîëÿåò íàáëþäàòü
ïðîöåññ àãðåãàöèè è èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè òðîìáîöè-

òîâ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ èçâåñòíûìè ïðèçíàêàìè óõóäøå-
íèÿ ñâîéñòâ òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ â ïðîöåññå
õðàíåíèÿ (Slichter et al., 1976). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî àíà-
ëèç èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè òðîìáîöèòîâ ñ ïîìîùüþ ìèê-
ðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ (Kunicki et al., 1975) ñ÷èòà-
åòñÿ îäíèì èç ëó÷øèõ òåñòîâ äëÿ îöåíêè êà÷åñòâà òðîì-
áîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ (Maurer-Spurej, Chipperfield,
2007), ïîñêîëüêó ðàññ÷èòûâàåìûé â ðåçóëüòàòå òàêîãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïàðàìåòð, à èìåííî ÷èñëî äèñêîèäíûõ êëå-
òîê, õîðîøî êîððåëèðóåò ñ âûæèâàåìîñòüþ òðîìáîöèòîâ
in vivo ïîñëå ïåðåëèâàíèÿ ïàöèåíòàì (Bellhouse et al.,
1987).

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ô ð à ê ö è é ì å ì á ð à í í û õ â å -
ç è ê ó ë è ç ï ð å ï à ð à ò î â ò ð î ì á î ö è ò í û õ ê î í -
ö å í ò ð à ò î â. Ñ ïîìîùüþ äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíòðèôó-
ãèðîâàíèÿ êîìïîíåíòû òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ
áûëè ðàçäåëåíû íà ôðàêöèè ñóïåðíàòàíòà è îáúåêòîâ,
îñàæäàþùèõñÿ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 è
100 000 g. Îáúåêòû â ïîëó÷åííûõ ôðàêöèÿõ áûëè îõàðàê-
òåðèçîâàíû ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ÑÝÌÍÍ è ÄÐÑ. Ìèêðî-
ôîòîãðàôèè íà ðèñ. 2 äåìîíñòðèðóþò ïðèìåðû îáúåêòîâ,
âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ âî ôðàêöèÿõ òðîìáî-
öèòíîãî êîíöåíòðàòà 2-õ ñóò õðàíåíèÿ. Íàèáîëåå ÷àñòî âî
ôðàêöèÿõ îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 è
100 000 g âñòðå÷àëèñü îêîëîñôåðè÷åñêèå ÷àñòèöû äèà-
ìåòðîì îêîëî 200 è 50 íì ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2). Ïðè-
ñóòñòâèå ÷àñòèö äèàìåòðîì ìåíåå 100 íì âî ôðàêöèè
îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 g ìîæåò
áûòü îáúÿñíåíî èõ àãðåãàöèåé âî âðåìÿ öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ (Linares et al., 2015). Íà îñíîâàíèè ìåòîäà èõ âûäåëå-
íèÿ, ôîðìû è ðàçìåðà âèçóàëèçèðîâàííûõ îêîëîñôåðè÷å-
ñêèõ îáúåêòîâ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî îíè ñîîòâåòñòâóþò
ðàíåå îõàðàêòåðèçîâàííûì òðîìáîöèòàðíûì ìåìáðàí-
íûì âåçèêóëàì — ìèêðîâåçèêóëàì è ýêçîñîìàì (Heijnen
et al., 1999; Pook et al., 2014; Ïîíîìàðåâà è äð., 2016). Òà-
êèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ôðàêöèè ñîäåðæàò ìåìáðàííûå
âåçèêóëû è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ äåòàëüíîãî èçó-
÷åíèÿ èõ õàðàêòåðèñòèê.

Äèôôåðåíöèàëüíàÿ ýêñïðåññèÿ áåëêîâ CD42b è CD9 â òðîìáîöèòàõ è âíåêëåòî÷íûõ... 469

Ðèñ. 1. Ìèêðîôîòîãðàôèè ïðåïàðàòîâ òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà íà 2-å (à) è 7-å (á) ñóò õðàíåíèÿ. Ôàçîâî-êîíòðàñòíàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ.

Áåëûå ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ñâîáîäíî ëåæàùèå îáúåêòû, ñîîòâåòñòâóþùèå ïî ôîðìå è ðàçìåðó òðîìáîöèòàì, ÷åðíûå ãîëîâêè ñòðåëîê óêàçûâàþò
íà àãðåãàòû êëåòîê, ÷åðíûå ñòðåëêè — íà îñòàòêè ðàçðóøåííûõ êëåòîê (1), òðîìáîöèòû, èçìåíèâøèå ôîðìó (2) èëè ðàçìåð (3). Ìàñøòàáíûé îò-

ðåçîê — 5 ìêì.



Ìåòîäîì ÄÐÑ óñòàíîâëåíî, ÷òî ôðàêöèÿ ñóïåðíàòàí-
òà íà 2-å ñóò õðàíåíèÿ ñîäåðæèò îáúåêòû äèàìåòðîì îò 6
äî 500 íì ñ ìàêñèìóìàìè îêîëî 10 è 80 íì. Íà 7-å ñóò
õðàíåíèÿ ïðîôèëü ðàñïðåäåëåíèÿ îáúåêòîâ âî ôðàêöèè
ñóïåðíàòàíòà íå ìåíÿåòñÿ (ðèñ. 3, à). Îáúåêòû âî ôðàêöèè
ñóïåðíàòàíòà ïðåäïîëîæèòåëüíî ñôîðìèðîâàíû àãðåãà-
òàìè áåëêîâ ïëàçìû. Ôðàêöèÿ îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãè-
ðîâàíèÿ ïðè 16 000 g íà 2-å ñóò õðàíåíèÿ ñîäåðæèò îáú-

åêòû äèàìåòðîì îò 25 äî 80 è îò 150 äî 700 íì ñ ìàêñèìó-
ìàìè ñîîòâåòñòâåííî îêîëî 50 è 300 íì. Òàêîå ðàñïðåäå-
ëåíèå ïî ðàçìåðàì ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ÑÝÌÍÍ,
ïîçâîëèâøåé âûÿâèòü â ýòîé ôðàêöèè äâå ïîïóëÿöèè îêî-
ëîñôåðè÷åñêèõ îáúåêòîâ. Íà 7-å ñóò õðàíåíèÿ îñíîâíîé
ìàêñèìóì ðàñïðåäåëåíèÿ ñìåùàåòñÿ äî ïîëîæåíèÿ 400 íì
(ðèñ. 3, á). Ôðàêöèÿ îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè
100 000 g íà 2-å ñóò õðàíåíèÿ ñîäåðæèò îáúåêòû äèàìåò-
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Ðèñ. 2. Âèçóàëèçàöèÿ ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ îáúåêòîâ âî ôðàêöèÿõ îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ
ïðè 16 000 (à) è 100 000 (á) g.

Íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ îêîëîñôåðè÷åñêèå îáúåêòû äèàìåòðîì áîëåå 100 íì ïîêàçàíû ãîëîâêàìè ñòðåëîê, ìåíåå 100 íì — ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé
îòðåçîê — 100 íì.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå ïî ðàçìåðàì îáúåêòîâ èç ôðàêöèé òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ.

Èçìåðåíèÿ ïðîâåäåíû ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÄÐÑ. Îáúåêòû èç ôðàêöèè ñóïåðíàòàíòà (à) è ôðàêöèé îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 (á) è
100 000 (â) g. Øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — 2-å ñóò õðàíåíèÿ, ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — 7-å ñóò õðàíåíèÿ.



ðîì îò 20 äî 600 íì ñ ìàêñèìóìàìè îêîëî 50 íì è 250 íì.
Ïðèñóòñòâèå â ýòîé ôðàêöèè îáúåêòîâ äèàìåòðîì îêîëî
50 íì ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ÑÝÌÍÍ, à îáúåêòû
äèàìåòðîì îêîëî 250 íì, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿþòñÿ àãðåãà-
òàìè áîëåå ìåëêèõ ÷àñòèö. Íà 7-å ñóò õðàíåíèÿ ìàêñèìóì
50 íì ñìåùàåòñÿ äî ïîëîæåíèÿ 180 íì (ðèñ. 3, â). Â îáåèõ
ôðàêöèÿõ îñàäêîâ íà 7-å ñóò õðàíåíèÿ ìàêñèìóìû ðàñ-
ïðåäåëåíèé ñìåùàþòñÿ â ñòîðîíó á*îëüøèõ äèàìåòðîâ.
Ýòî ÿâëåíèå ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì ïîâûøåíèÿ ñïîñîá-
íîñòè âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë ê àãðåãàöèè çà ñ÷åò òîãî, ÷òî
âî âðåìÿ õðàíåíèÿ íà èõ ïîâåðõíîñòè óâåëè÷èâàåòñÿ óðî-
âåíü êîìïëåêñà GPIIb—GPIIIa (Miyamoto et al., 1998).
Êðîìå ýòîãî, èçâåñòíî, ÷òî â ïðîöåññå ïðèãîòîâëåíèÿ è
õðàíåíèÿ ïðåïàðàòîâ òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà ïîä
âîçäåéñòâèåì íàïðÿæåíèÿ ñäâèãà àêòèâèðóåòñÿ ëèãàíä
ðåöåïòîðà CD42b (Frojmovic et al., 1997). Ïîýòîìó àãðåãà-
öèè âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë òàêæå ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü
ýêñïðåññèÿ íà èõ ïîâåðõíîñòè ðåöåïòîðà CD42b.

È ç ì å í å í è å á å ë ê î â î ã î ñ î ñ ò à â à ò ð î ì á î ö è -
ò î â è ì å ì á ð à í í û õ â å ç è ê ó ë â ï ð î ö å ñ ñ å õ ð à í å -
í è ÿ. Äëÿ èçó÷åíèÿ áåëêîâîãî ñîñòàâà ôðàêöèé òðîìáî-
öèòíûõ êîíöåíòðàòîâ èñïîëüçîâàëè ýëåêòðîôîðåç â ïîëè-
àêðèëàìèäíîì ãåëå è èììóíîáëîòèíã. Êàê âèäíî íà
ðèñ. 4, à, ïðîôèëè îáùåãî áåëêà âî ôðàêöèÿõ òðîìáîöèò-
íûõ êîíöåíòðàòîâ íà 2-å è 7-å ñóò õðàíåíèÿ íå ñîâïà-
äàþò. Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ïðåäñòàâëåíèå î ñóùå-
ñòâîâàíèè íåñêîëüêèõ ïîïóëÿöèé òðîìáîöèòàðíûõ ìåìá-
ðàííûõ âåçèêóë, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîìó
ñîñòàâó (Aatonen et al., 2014). Êðîìå ýòîãî, ñðàâíåíèå
ôðàêöèé îäíîãî òèïà, ïîëó÷åííûõ èç òðîìáîöèòíûõ êîí-
öåíòðàòîâ ðàçíîãî ñðîêà õðàíåíèÿ ïîçâîëÿåò âûÿâèòü äî-
ïîëíèòåëüíûå áýíäû, ïîÿâëÿþùèåñÿ íà 7-å ñóò õðàíåíèÿ,
êàê â òðîìáîöèòàõ, òàê è âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàííûõ âåçè-
êóë (ðèñ. 4, à, ñòðåëêè). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èçìåíå-
íèè áåëêîâîãî ñîñòàâà ïðåïàðàòîâ òðîìáîöèòîâ è ôðàê-
öèé ìåìáðàííûõ âåçèêóë ïðè õðàíåíèè. Òàêèå èçìåíåíèÿ
ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû ñåëåêòèâíûì íàêîïëåíèåì ïðî-
äóêòîâ îïðåäåëåííûõ ãåíîâ â ìåìáðàííûõ âåçèêóëàõ è
(èëè) çàïóñêîì èçâåñòíîãî äëÿ ïðåïàðàòîâ õðàíÿùèõñÿ
òðîìáîöèòîâ ïðîöåññà ñèíòåçà áåëêà de novo (Weyrich
et al., 2004; Thiele et al., 2007; Thon, Devine, 2007; Ñèðîò-
êèíà è äð., 2016).

Äàííûå èììóíîáëîòèíãà ïîçâîëÿþò íà ïðèìåðå êîí-
êðåòíûõ áåëêîâ CD42b è ÑD9 ïðîñëåäèòü èçìåíåíèå ñî-
ñòàâà ôðàêöèé òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà â ïðîöåññå
õðàíåíèÿ. Íà 2-å ñóò õðàíåíèÿ óðîâåíü áåëêà CD42b â
òðîìáîöèòàõ áîëüøå, ÷åì âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàííûõ âåçè-
êóë. Ýòîò ôàêò ñîãëàñóåòñÿ è äîïîëíÿåò äàííûå ëèòåðàòó-
ðû îá ýêñïðåññèè CD42b âî ôðàêöèÿõ áîãàòîé òðîìáîöè-
òàìè ïëàçìû, à èìåííî òðîìáîöèòàõ è ìåìáðàííûõ âåçè-
êóëàõ, îñàæäàåìûõ öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 33 000 g
(Zdebska et al., 1998). Â ïðîöåññå õðàíåíèÿ óðîâåíü áåëêà
CD42b â òðîìáîöèòàõ óìåíüøàåòñÿ (ðèñ. 4, á), ÷òî ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíî åãî óñèëåííûì ýêñïîðòîì â ìåìáðàí-
íûå âåçèêóëû. Êðîìå ýòîãî, èçâåñòíî, ÷òî âî âðåìÿ õðàíå-
íèÿ òðîìáîöèòîâ ìåòàëëîïðîòåàçà ADAM17 îòùåïëÿåò
N-êîíöåâîé âíåêëåòî÷íûé äîìåí áåëêà CD42b (Bergmeier
et al., 2004). Ïîñêîëüêó èñïîëüçóåìûå íàìè àíòèòåëà
sc-7071 ðàñïîçíàþò ýòîò N-êîíöåâîé äîìåí, óìåíüøåíèå
óðîâíÿ CD42b ìîæåò òàêæå ÿâëÿòüñÿ ñëåäñòâèåì óäàëå-
íèÿ âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà CD42b ñ ïîâåðõíîñòè òðîìáî-
öèòîâ. Ïîòåðÿ âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà CD42b íåãàòèâíî
âëèÿåò íà ôóíêöèîíàëüíîñòü ïåðåëèòûõ òðîìáîöèòîâ,
ïîñêîëüêó óìåíüøàåò èõ ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè (Bergmei-
er et al., 2004) è óâåëè÷èâàåò êëèðåíñ (Chen et al., 2016).

Óðîâíè áåëêîâ CD42b è CD9 çíà÷èòåëüíî ïîâû-
øàþòñÿ âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë íà 7-å ñóò õðà-
íåíèÿ (ðèñ. 4, á). Ïîñêîëüêó íà êàæäóþ äîðîæêó íàíåñå-
íî îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî îáùåãî áåëêà, óâåëè÷åíèå
óðîâíåé èññëåäóåìûõ ìàðêåðîâ ìîæíî îáúÿñíèòü èõ ñå-
ëåêòèâíûì íàêîïëåíèåì â âåçèêóëàõ è (èëè) óâåëè÷åíè-
åì äîëè âåçèêóë, íåñóùèõ ýòè ìàðêåðû. Çíà÷èòåëüíîå
óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà CD42b è ÑD9 â âåçèêóëÿðíûõ
ôðàêöèÿõ â ïðîöåññå õðàíåíèÿ óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ áåëêîâ â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ äëÿ îöåí-
êè èçìåíåíèé ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ è êà÷åñòâà

Äèôôåðåíöèàëüíàÿ ýêñïðåññèÿ áåëêîâ CD42b è CD9 â òðîìáîöèòàõ è âíåêëåòî÷íûõ... 471

Ðèñ. 4. Àíàëèç áåëêîâîãî ñîñòàâà ôðàêöèé òðîìáîöèòíîãî êîí-
öåíòðàòà ïðè õðàíåíèè.

à — îêðàñêà Ponceau S, ãîëîâêè ñòðåëîê óêàçûâàþò íà ïðèìåðû áýíäîâ,
èíòåíñèâíîñòü êîòîðûõ óâåëè÷èâàåòñÿ íà 7-å ñóò õðàíåíèÿ; á — äåòåê-
öèÿ áåëêîâ CD9 è CD42b ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà âî ôðàêöèÿõ
òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà íà 2-å è 7-å ñóò õðàíåíèÿ. Ñòðåëêè óêàçûâà-
þò íà ïîëîæåíèå ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ìàññå CD9 è CD42b. Ò —
òðîìáîöèòû, ñâîáîäíûå îò ìåìáðàííûõ âåçèêóë, ÑÓ — ñóïåðíàòàíò,
ÎÑ16 è ÎÑ100 — ôðàêöèè îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000

è 100 000 g ñîîòâåòñòâåííî.



ïðèìåíÿåìûõ â êëèíèêå ïðåïàðàòîâ òðîìáîöèòíûõ êîí-
öåíòðàòîâ.

Â ñâÿçè ñ ïîëó÷åííûìè íàìè äàííûìè î òîì, ÷òî â
òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòàõ ìåìáðàííûå âåçèêóëû íåñóò
áåëêè CD42b è ÑD9, ñòàíîâÿòñÿ àêòóàëüíûìè äàëüíåé-
øèå èññëåäîâàíèÿ âîçìîæíûõ ðåãóëÿòîðíûõ âçàèìîäåé-
ñòâèé ìåæäó ýòèìè áåëêàìè íà ïîâåðõíîñòè âåçèêóë.
Â ÷àñòíîñòè, íåîáõîäèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ íå-
ïîñðåäñòâåííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó CD42b è CD9,
êîòîðîå èçâåñòíî äëÿ òðîìáîöèòîâ (Longhurst et al., 1999).
Òàêæå ïðåäñòàâëÿåò îïðåäåëåííûé èíòåðåñ ïðîâåðêà ãè-
ïîòåçû î òîì, ÷òî âûñîêèé óðîâåíü âíåêëåòî÷íîãî äîìåíà
CD42b â âåçèêóëàõ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåí èíãèáèðîâà-
íèåì àêòèâíîñòè ìåòàëëîïðîòåàçû ADAM17 áåëêîì ÑD9
(Gutierrez-Lopez et al., 2011).

Óâåëè÷åíèå ïðè õðàíåíèè óðîâíÿ CD42b â òðîìáîöè-
òàðíûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóëàõ ìîæåò îáóñëîâëèâàòü èõ àä-
ãåçèþ ê ñóáýíäîòåëèþ (Owens et al., 1992) è âëèÿòü íà ïðî-
êîàãóëÿöèîííûé ïîòåíöèàë (Cauwenberghs et al., 2006; Keu-
ren et al., 2006). Îäíàêî ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî â êðîâîòîêå
âðåìÿ æèçíè òðîìáîöèòàðíûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë íåâåëè-
êî (Flaumenhaft, 2006), èõ àêòèâíîñòü, ïî-âèäèìîìó, ìîæåò
ïðîÿâëÿòüñÿ òîëüêî íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå ïåðåëèâàíèÿ.

Çàêëþ÷åíèå

Òàêèì îáðàçîì, â ïðåïàðàòàõ òðîìáîöèòíîãî êîíöåí-
òðàòà ïðèñóòñòâóåò íåñêîëüêî òèïîâ ìåìáðàííûõ âåçè-
êóë, ðàçëè÷àþùèõñÿ êàê ïî ðàçìåðó, òàê è ïî ìîëåêóëÿð-
íîìó ñîñòàâó. Âî âðåìÿ õðàíåíèÿ ïðîèñõîäÿò àãðåãàöèÿ è
èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè òðîìáîöèòîâ, à òàêæå èçìåíåíèå
áåëêîâîãî ñîñòàâà êàê òðîìáîöèòîâ, òàê è ìåìáðàííûõ
âåçèêóë. Ó÷èòûâàÿ âûÿâëåííûå ðàçëè÷èÿ ìîëåêóëÿðíîãî
ñîñòàâà, íåëüçÿ èñêëþ÷àòü, ÷òî ôóíêöèè è, ñëåäîâàòåëü-
íî, òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîïóëÿ-
öèé ìåìáðàííûõ âåçèêóë ðàçëè÷àþòñÿ, ÷òî íåîáõîäèìî
çíàòü ïðè ïðèìåíåíèè òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ ðàç-
íûõ ñðîêîâ õðàíåíèÿ â êëèíèêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ
ìåæäèñöèïëèíàðíîãî ðåñóðñíîãî öåíòðà ïî íàïðàâëå-
íèþ «Íàíîòåõíîëîãèè» Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà è ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-01142).
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Platelet concentrates are used to restore and maintain hemostasis in patients with reduced number or activi-
ty of platelets. Properties of platelet concentrates gradually change during storage, which leads to a weakening
of the therapeutic effect and causes adverse transfusion reactions. One of the processes that alter platelet con-
centrates during storage is secretion of several types of membrane vesicles. Platelet derived membrane vesicles
affect homeostasis and mediate intercellular communication. However, mechanisms of their formation, regula-
tory activity and molecular composition are still poorly understood. In this study, we have evaluated expression
of CD42b and CD9 surface proteins in platelets and platelet derived membrane vesicles during storage of plate-
let concentrate. Membrane vesicles populations of different sizes were isolated from platelet concentrates and
characterized. Protein composition of platelets and membrane vesicles differs. During storage platelets showed
morphological alterations and form aggregates. In addition, protein composition of platelets and membrane ve-
sicle changed, and there a significant increase of CD42b and CD9 proteins levels in the fractions of membrane
vesicles. These results indicate that platelet concentrates contain different populations of membrane vesicles,
and their molecular compositions change during storage.

K e y w o r d s: platelet storage lesion, platelet activation, extracellular membrane vesicles, exosomes,
microvesicles, differential centrifugation, CD9, CD42b.
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