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Âûäåëåíèå òðîìáîöèòàìè ìåìáðàííûõ âåçèêóë, íåñóùèõ çðåëóþ ìèêðîÐÍÊ-221 è àêòèâèðîâàííóþ ...

Ïðîöåññ ïðèãîòîâëåíèÿ è õðàíåíèÿ ïðåïàðàòîâ òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñÿ
àêòèâàöèåé òðîìáîöèòîâ è çàïóñêîì â íèõ àïîïòîçà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî óñèëèâàåòñÿ îáðàçîâàíèå òðîìáî-
öèòàðíûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë è óõóäøàþòñÿ òåðàïåâòè÷åñêèå ñâîéñòâà òàêèõ ïðåïàðàòîâ. Îäíàêî ìå-
õàíèçìû ðåãóëÿöèè àïîïòîçà â òðîìáîöèòàõ è ìîëåêóëÿðíûé ñîñòàâ òðîìáîöèòàðíûõ ìåìáðàííûõ âåçè-
êóë, ñâÿçàííûõ ñ ýòèì ïðîöåññîì, äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ ìàëî èçó÷åííûìè. Öåëüþ ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå
óðîâíåé ïðîàïîïòîòè÷åñêîé êàñïàçû-3 è àíòèàïîïòîòè÷åñêîé ìèêðîÐÍÊ-221 â òðîìáîöèòàõ è òðîìáî-
öèòàðíûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóëàõ ïðè õðàíåíèè ïðåïàðàòîâ òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà. Îáúåêòîì èñ-
ñëåäîâàíèÿ áûëè îáðàçöû ïóëèðîâàííûõ òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ (n = 6), îòîáðàííûå èç êîíòåéíå-
ðîâ íà 2-å è 7-å ñóò õðàíåíèÿ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðåïàðàòû òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ ñîäåðæàò êàñïà-
çó-3 è åå àêòèâèðîâàííóþ ôîðìó êàê â ñîñòàâå òðîìáîöèòîâ, òàê è âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë.
Ïðè õðàíåíèè â òðîìáîöèòàõ óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ àêòèâèðîâàííîé êàñïàçû-3. ÌèêðîÐÍÊ-221 ïðèñóòñò-
âóåò â òðîìáîöèòàõ, ôðàêöèÿõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë, à òàêæå âî âíåâåçèêóëÿðíîé ôðàêöèè. Â ïðîöåññå
õðàíåíèÿ êîëè÷åñòâî ìèêðîÐÍÊ-221 ïîâûøàåòñÿ â 8 ðàç (Ð = 0.004) âî ôðàêöèè ìåìáðàííûõ âåçèêóë,
îñàæäàåìûõ ïðè 100 000 g. Ðåçóëüòàòû ðàáîòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ìåìáðàííûå âåçèêóëû, âûäå-
ëÿåìûå òðîìáîöèòàìè â ïðîöåññå õðàíåíèÿ, íåñóò çðåëóþ ìèêðîÐÍÊ-221 è àêòèâèðîâàííóþ ôîðìó êàñ-
ïàçû-3.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðîìáîöèòíûé êîíöåíòðàò, ìåìáðàííûå âåçèêóëû, ýêçîñîìû, ìèêðîÐÍÊ-221,
êàñïàçà-3

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.

Òðîìáîöèòíûé êîíöåíòðàò, ïîëó÷àåìûé èç äîíîð-
ñêîé êðîâè, ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ñðåäñòâîì òåðàïèè ïàòîëî-
ãèé, òðåáóþùèõ âîññòàíîâëåíèÿ ãåìîñòàçà (Tynngard,
2009). Ñâîéñòâà òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà ìåíÿþòñÿ â
ïðîöåññå õðàíåíèÿ. Îäíèìè èç îñíîâíûõ ïðè÷èí óõóäøå-
íèÿ êà÷åñòâà òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà ÿâëÿþòñÿ àêòè-
âàöèÿ òðîìáîöèòîâ è çàïóñê â íèõ àïîïòîçà (Leytin et al.,
2008). Îáà ïðîöåññà ñîïðîâîæäàþòñÿ âûäåëåíèåì òðîì-
áîöèòàðíûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë (Heijnen et al., 1999;
Jackson, Schoenwaelder, 2010). Ïðîäóêòû ãåíîâ àïîïòîòè-
÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè, â ÷àñòíîñòè ýôôåêòîðíîé êàñ-
ïàçû-3, ïðèñóòñòâóþò â òðîìáîöèòàõ êàê â ôîðìå íåàê-

òèâíûõ ïðîôåðìåíòîâ, òàê è ìÐÍÊ (Li et al., 2000), ïîýòî-
ìó ðåàëèçàöèÿ ïðîãðàììû àïîïòîçà â òðîìáîöèòàõ ìîæåò
ðåãóëèðîâàòüñÿ êàê íà óðîâíå àêòèâàöèè ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ áåëêîâ, òàê è ïîñðåäñòâîì ìîäóëÿöèè èõ ñèíòåçà de
novo. Îäíàêî ìåõàíèçìû òàêîé ðåãóëÿöèè äî ñèõ ïîð
îñòàþòñÿ ìàëî èçó÷åííûìè. ÌèêðîÐÍÊ — êëàññ ìîëå-
êóë, êîòîðûå â òðîìáîöèòàõ àêòèâíî âîâëå÷åíû â ïîñò-
òðàíñêðèïöèîííóþ ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè (Landry et al.,
2009). ÌèêðîÐÍÊ-221 èçâåñòíà êàê ñóïðåññîð àïîïòîçà
îïóõîëåâûõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå è ïîñðåäñòâîì ïðÿìîé
íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèè êàñïàçû-3 (Wang et al., 2015; For-
nari et al., 2017; Jin et al., 2018). ÌèêðîÐÍÊ-221 ïðèñóòñò-

2 0 1 8 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 60, ¹ 7

563



âóåò â çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ â òðîìáîöèòàõ (Pontes
et al., 2015), îäíàêî åå ðîëü â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà òðîìáî-
öèòîâ ïîêà íå îïðåäåëåíà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíû óðîâíè êàñïàçû-3 è
ìèêðîÐÍÊ-221 â òðîìáîöèòàõ è òðîìáîöèòàðíûõ ìåìá-
ðàííûõ âåçèêóëàõ ïðè õðàíåíèè ïðåïàðàòîâ òðîìáîöèò-
íîãî êîíöåíòðàòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å è ô ð à ê ö è î í è ð î â à í è å ï ð å ï à -
ð à 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. Ïðåïàðàòû
òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà áûëè ïîëó÷åíû íà ñòàíöèè
ïåðåëèâàíèÿ êðîâè ÍÌÈÖ èì. Â. À. Àëìàçîâà â ñîîòâåòñò-
âèè ñ íàöèîíàëüíûì ñòàíäàðòîì ÐÔ ÃÎÑÒ Ð 53420-2009.
Ïðèìåíÿëñÿ ìåòîä ïóëèðîâàíèÿ ìàòåðèàëà îò ÷åòûðåõ
äîíîðîâ. Õðàíåíèå îñóùåñòâëÿëè ñ ñîáëþäåíèåì âñåõ
òðåáîâàíèé. Îáðàçöû òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ (n = 6)
îòáèðàëè â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ íà 2-å è 7-å ñóò õðàíå-
íèÿ. Ôðàêöèè òðîìáîöèòîâ, à òàêæå îñàäêîâ ïîñëå öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 è 100 000 g, ñîäåðæàùèå ìåì-
áðàííûå âåçèêóëû, è îáåäíåííûé âåçèêóëàìè ñóïåðíà-
òàíò ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêè
äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (Êèøåíêî è äð.,
2017). Äëÿ âèçóàëèçàöèè îáúåêòîâ èç ôðàêöèé òðîìáî-
öèòíîãî êîíöåíòðàòà ïðèìåíÿëè îïèñàííûé ðàíåå ïðîòî-
êîë ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè íèçêîãî íà-
ïðÿæåíèÿ (ÑÝÌÍÍ) (Êèøåíêî è äð., 2017).

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ðàçäåëåíèå áåëêîâ â ïîëèàêðèë-
àìèäíîì ãåëå, ýëåêòðîïåðåíîñ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ
ìåìáðàíó è ðåãèñòðàöèþ ñèãíàëà îò âòîðè÷íûõ àíòèòåë
âûïîëíÿëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Êèøåíêî è äð., 2017). Äëÿ
äåòåêöèè ïîëíîðàçìåðíîé è àêòèâèðîâàííîé (ðàñùåïëåí-
íîé) ôîðì êàñïàçû-3 èñïîëüçîâàëè ïåðâè÷íûå àíòèòåëà
8G10 (Cell Signaling, ÑØÀ).

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í î å è ç ì å ð å í è å ó ð î â í å é ì è ê -
ð î Ð Í Ê. Âûäåëåíèå îáùåé ÐÍÊ èç ôðàêöèé òðîìáîöèò-
íîãî êîíöåíòðàòà è êîëè÷åñòâåííóþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðå-
ìåíè âûïîëíÿëè ïî îïèñàííûì ðàíåå ìåòîäèêàì (Kond-
ratov et al., 2016). Äëÿ äåòåêöèè çðåëîé ìèêðîÐÍÊ-221
èñïîëüçîâàëè íàáîð 000524 (LifeTechnologies, ÑØÀ). Îò-
íîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ìèêðîÐÍÊ-221 îïðåäåëÿëè êàê

2(34-Cq), ãäå Cq — çíà÷åíèå öèêëà êâàíòèôèêàöèè. Ñòàòè-
ñòè÷åñêèé àíàëèç è âèçóàëèçàöèþ ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî ïàêåòà R âåðñèè
2.15.2. Äëÿ àíàëèçà ðàçëè÷èé óðîâíåé ìèêðîÐÍÊ èñïîëü-
çîâàëè ïàðíûé t-êðèòåðèé. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè ñòàòèñòè÷å-
ñêè çíà÷èìûìè ïðè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðåïàðàòû òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ áûëè ðàçäå-
ëåíû íà ôðàêöèþ òðîìáîöèòîâ, ôðàêöèè îáúåêòîâ, îñàæ-
äàþùèõñÿ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 è
100 000 g, à òàêæå ôðàêöèþ ñóïåðíàòàíòà. Ñ ïîìîùüþ
ÑÝÌÍÍ âî ôðàêöèÿõ îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
ïðè 16 000 è 100 000 g íàáëþäàëè îêîëîñôåðè÷åñêèå ÷à-
ñòèöû äèàìåòðîì îêîëî 200 è 50 íì ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 1). Âûÿâëåííûå ÷àñòèöû, ïî âñåé âèäèìîñòè, ñîîò-
âåòñòâóþò îïèñàííûì ðàíåå òðîìáîöèòàðíûì ìåìáðàí-
íûì âåçèêóëàì — ìèêðîâåçèêóëàì è ýêçîñîìàì (Heijnen
et al., 1999).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëêîâûé ñîñòàâ ïî-
ëó÷åííûõ ôðàêöèé òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ ðàçëè÷à-
åòñÿ è, êðîìå òîãî, ìåíÿåòñÿ â ïðîöåññå õðàíåíèÿ (Êè-
øåíêî è äð., 2017). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ ïîìîùüþ èììó-
íîáëîòèíãà â òðîìáîöèòàõ äåòåêòèðîâàíà êàê ïîëíîðàç-
ìåðíàÿ, òàê è àêòèâèðîâàííàÿ ôîðìû êàñïàçû-3 (ðèñ. 2, á).
Äîëÿ àêòèâèðîâàííîé ôîðìû çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò íà
7-å ñóò, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçâèòèè àïîïòîçà â ïðî-
öåññå õðàíåíèÿ èññëåäóåìûõ òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðà-
òîâ è ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (Li et al., 2000).
Âíå òðîìáîöèòîâ ïîëíîðàçìåðíàÿ è àêòèâèðîâàííàÿ ôîð-
ìû êàñïàçû-3 ïðèñóòñòâóþò âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàííûõ âå-
çèêóë, îñàæäàåìûõ ïðè 16 000 è 100 000 g, íî íå â ñóïåð-
íàòàíòå. Ýòè íàáëþäåíèÿ ïîäòâåðæäàþò è äîïîëíÿþò
ïðåäñòàâëåíèÿ î ïðèñóòñòâèè ïîëíîðàçìåðíîé è àêòèâè-
ðîâàííîé ôîðì êàñïàçû-3 â ìåìáðàííûõ âåçèêóëàõ,
îñàæäàåìûõ öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 18 890 g (Boing
et al., 2008).

Ñ ïîìîùüþ êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìå-
íè çðåëàÿ ìèêðîÐÍÊ-221 áûëà âûÿâëåíà êàê â òðîìáîöè-
òàõ, òàê è âî âñåõ âíåòðîìáîöèòàðíûõ ôðàêöèÿõ
(ðèñ. 2, à). Á*îëüøàÿ ÷àñòü îáùåé çðåëîé ìèêðîÐÍÊ-221
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Ðèñ. 1. Âèçóàëèçàöèÿ ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ îáúåêòîâ â ïðåïàðàòå òðîìáîöèòîâ (à), à òàêæå âî ôðàêöèÿõ îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãè-
ðîâàíèÿ òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ ïðè 16 000 g (á) è 100 000 g (â).

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à, á — 1000 íì, â — 200 íì.



ïðåïàðàòîâ òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ ñîäåðæèòñÿ â
òðîìáîöèòàõ. Â ïðîöåññå õðàíåíèÿ äîëÿ çðåëîé ìèê-
ðîÐÍÊ-221 â òðîìáîöèòàõ íå ìåíÿåòñÿ, à âî âíåòðîìáî-
öèòàðíûõ ôðàêöèÿõ óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 2 äî 5 % (Ð = 0.002).
Íà 2-å ñóò õðàíåíèÿ âíåòðîìáîöèòàðíàÿ çðåëàÿ ìèê-
ðîÐÍÊ-221 ðàñïðåäåëåíà ïî ôðàêöèÿì ñëåäóþùèì îáðà-
çîì: 78 % — ñóïåðíàòàíò, 17 — ÎÑ16, 5 % — ÎÑ100. Íà
7-å ñóò õðàíåíèÿ óðîâíè çðåëîé ìèêðîÐÍÊ-221 âî ôðàê-
öèè ýêçîñîì (ÎÑ100) óâåëè÷èâàþòñÿ â 8 ðàç (Ð = 0.004),
÷òî óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýêçîñîìà-
ëüíîé ìèêðîÐÍÊ-221 â êà÷åñòâå ìàðêåðà, õàðàêòåðèçóþ-
ùåãî èçìåíåíèÿ ñâîéñòâ òðîìáîöèòíûõ êîíöåíòðàòîâ
ïðè õðàíåíèè.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî âî âðåìÿ õðàíåíèÿ òðîìáîöèòû âûäåëÿþò
êàñïàçó-3 è çðåëóþ ìèêðîÐÍÊ-221 âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàí-
íûõ âåçèêóë. Ïîïàäàíèå êàñïàçû-3 è ìèêðîÐÍÊ-221 â
ìåìáðàííûå âåçèêóëû ìîæåò áûòü ìåõàíèçìîì âûâîäà
ýòèõ ìîëåêóë èç ðåãóëÿòîðíûõ ïóòåé òðîìáîöèòîâ â ïðî-
öåññå õðàíåíèÿ. Äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé òðåáóåò âî-
ïðîñ î âîçìîæíîñòè òðàíñïîðòà àêòèâèðîâàííîé êàñïà-
çû-3 è çðåëîé ìèêðîÐÍÊ-221 â ñîñòàâå òðîìáîöèòàðíûõ
ìåìáðàííûõ âåçèêóë â êëåòêè-ðåöèïèåíòû è ïîñëåäóþ-
ùåé ðåàëèçàöèè èõ ïðî- è àíòèàïîïòîòè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 16-04-01142) è ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ
ìåæäèñöèïëèíàðíîãî ðåñóðñíîãî öåíòðà ïî íàïðàâëå-
íèþ «Íàíîòåõíîëîãèè» Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà.
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Ðèñ 2. Ñîäåðæàíèå ìèêðîÐÍÊ-221 è êàñïàçû-3 âî ôðàêöèÿõ òðîìáîöèòíîãî êîíöåíòðàòà íà 2-å (ä2) è 7-å (ä7) ñóò õðàíåíèÿ.

à — îòíîñèòåëüíûå óðîâíè ìèêðîÐÍÊ-221; á — äåòåêöèÿ ïîëíîðàçìåðíîé è àêòèâèðîâàííîé ôîðì êàñïàçû-3. Ò — òðîìáîöèòû, ÑÓ — ñóïåðíàòàíò,
ÎÑ16 è ÎÑ100 — ôðàêöèè îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 è 100 000 g ñîîòâåòñòâåííî.
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PLATELETS RELEASE MEMBRANE VESICLES CARRYING THE MATURE microRNA-221

AND ACTIVATED CASPASE-3 DURING THE PLATELET CONCENTRATE STORAGE
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The isolation and storage of platelet concentrates can be accompanied by platelets activation and apoptosis,
which cause membrane vesicles release and decline in therapeutic properties of concentrates. However, the
mechanisms for the regulation of platelet apoptosis as well as the molecular composition of platelet membrane
vesicles remain poorly understood. The aim of the study was to analyze the levels of pro-apoptotic caspase-3
and anti-apoptotic microRNA-221 in platelets and platelet membrane vesicles during storage of platelet con-
centrates. The object of the study was samples of the pooled platelet concentrates (n = 6), collected from the
containers on the 2nd and the 7th day of storage. Full length and activated caspase-3 were found in platelets and
in fractions of membrane vesicles. The proportion of activated caspase-3 in platelets increased during storage.
MicroRNA-221 was found in platelets, fractions of membrane vesicles, as well as in the extravesicular fraction.
During storage, levels of microRNA-221 increased 8-fold (Ð = 0.004) in the fraction of membrane vesicles pel-
leted at 100 000 g. The results of the work indicate that the membrane vesicles, released by platelets during sto-
rage, carry the mature microRNA-221 and the activated form of caspase-3.

K e y w o r d s: platelet concentrate, membrane vesicles, exsomes, microRNA-221, caspase-3
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