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ВЛИЯНИЕ ПЛАЗМИНОГЕНА НА СЕКРЕЦИЮ И СВЯЗЫВАНИЕ 

ТРОМБОЦИТАРНЫХ АДГЕЗИВНЫХ БЕЛКОВ

Рока-Мойя Я. М., Жерносеков Д. Д., Диордиева С. И., Тихомиров А. А.

Институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Украина, Киев
E-mail: yanulia@bk.ru

Целью работы было изучить влияние плазминогена (Pg) на секрецию α-гранул и экспонирование 
адгезивных белков тромбоцитами человека. В качестве маркера экзоцитоза использовали Р-селектин, 
уровень экспонирования которого на поверхности тромбоцитов определяли с помощью проточной 
цитометрии. Установлено, что Lys-форма Pg способствует частичному высвобождению α-гранул, но 
препятствует тромбин-индуцированной секреции тромбоцитов. Lys-Pg усиливает экспонирование 
витронектина на поверхности интактных и тромбин-активированных тромбоцитов, вероятно, выступая 
дополнительным сайтом связывания для этого протеина. В отличие от Lys-формы нативная форма 
профермента (Glu-Pg) не вызывает изменений секреторной активности тромбоцитов и не оказывает 
влияния на связывание адгезивных протеинов. Таким образом, в представленной работе впервые 
показана способность Lys-формы Pg модулировать секрецию α-гранул и экспонирование витронектина 
тромбоцитами, что может рассматриваться как один из возможных механизмов реализации его 
антиагрегантной активности.

РLASMINOGEN EFFECT ON SECRETION AND BINDING OF PLATELET  

ADHESIVE PROTEINS

Y. M. Roka-Moiia, D. D. Zhernossekov, S. I. Diordieva, A. A. Tykhomyrov

The present study was aimed to examine the plasminogen (Pg) effect on both: platelet α-granule secretion 
and the exposure of adhesive proteins on the platelet surface. P-selectin was used as an exocytose marker. The 
level of P-selectin exposed on the surface of human platelets was measured by flow cytometry. It was shown 
that Lys-Pg facilitates partial release of α-granules, but impedes thrombin-induced platelet exocytosis. Lys-Pg 
enhances vitronectin exposure on the surface of resting and thrombin-activated platelets. Probably this plas-
minogen form may be considered as an additional binding site for vitronectin. In contrast to Lys-form, the native 
proenzyme (Glu-Pg) had no effect on α-granule releasing and did not influence the binding of adhesive proteins. 
Here, we provide the first experimental demonstration that Lys-form of plasminogen is able to modulate platelet 
α-granule secretion and vitronectin exposure. The observed effect of Lys-plasminogen can be considered as one 
of the plausible mechanisms of its anti-aggregating activity.

Плазминоген / плазминовая система играет ведущую роль в разрушении фибриновых сгустков и под-
держании гемостатического баланса крови. Предполагают, что протеины этой системы могут лимитиро-
вать процесс тромбообразования посредством регуляции клеточного звена гемостаза [1]. Плазминоген 
(Pg) является неактивным предшественником сериновой протеиназы плазмина (EC 3.4.21.7), ключевого 
энзима фибринолитической системы. В плазме крови зимоген циркулирует в форме Glu-Pg. На поверхно-
сти плазматической мембраны клеток крови имеет место ограниченный протеолиз Glu-Pg с образованием 
укороченной формы — Lys-Pg [2]. Последний отличается от нативной молекулы открытой конформацией 
и характеризуется более высоким сродством к фибрину и мембранным рецепторам [1, 3]. На сегодня во-
просы о механизме образования Lys-Pg в организме и его физиологической роли исследованы недостаточ-
но. Нами впервые было показано, что Lys-Pg, в отличии от нативного зимогена, ингибирует тромбин- и 
коллаген-индуцированную агрегацию тромбоцитов человека [4]. Одним из механизмов антиагрегантного 
эффекта Lys-Pg может быть нарушение адекватной реорганизации актинового цитоскелета тромбоцитов 
при активации [5]. На данном этапе наших исследований остается невыясненным вопрос, какие протеины 
поверхности тромбоцитов могут опосредовать связывание и антитромбоцитарные эффекты Lys-Pg.
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Перестройки цитоскелета контролируют морфофункциональные превращения тромбоцитов при ак-
тивации, в том числе и высвобождение их секреторных гранул путем экзоцитоза. Так в составе α-гранул 
тромбоцитов высвобождается ряд адгезивних протеинов (фибриноген, витонектин, тромбоспондин). Свя-
зываясь со своими рецепторами на клеточной поверхности, эти протеины обеспечивают образование меж-
тромбоцитарных контактов и определяют ход дальнейшей необратимой агрегации клеток друг с другом. 
Вместе с тем, все они способны связывать Pg и могут рассматриваться как кандидаты на роль тромбоци-
тарных рецепторов Pg. Среди них витронектин привлекает особое внимание, поскольку, связываясь с ин-
тегринами и гепарином, урокиназным рецептором и ингибитором активаторов Pg витронектин принимает 
участие в формировании межклеточных контактов и регуляции фибринолиза [6, 7]. Интересно, что в мо-
лекуле витронектина наряду с аминокислотной последовательностью Arg-Gly-Asp (классический лиганд 
интегриновых рецепторов) содержится высокоафинный сайт связывания Pg [7]. Потому целью представ-
ленной работы было изучить влияние Lys- и Glu-форм Pg на процесс секреции α-гранул тромбоцитами и 
экспонирование витронектина на поверхности плазматической мембраны этих клеток.

Материалы и методы
Плазма и тромбоциты были получены из крови условно здоровых доноров методом дифференциаль-

ного центрифугирования [4]. Доноры были проинформированы и дали письменное согласие на исполь-
зование биологического материала в исследовательских целях. Для контроля жизнеспособности тромбо-
цитов и адекватности их ответа на действие агонистов использовали оптическую агрегометрию [4, 5]. 
Показатели агрегации тромбоцитов регистрировали с помощью агрегометра «SOLAR AT-02» (Белорус-
сия). Для активации тромбоцитов использовался препарат тромбина производства Sigma Aldrich (США) 
в концентрации 1,0 ед. NIH / мл. Препараты Glu-Pg и Lys-Pg были получены из плазмы крови и фракции 
ІІ-ІІІ по Кону, соответственно, методом афинной хроматографии [8]. Препараты Pg не содержали примеси 
плазмина.

Влияние различных форм Pg на секрецию α-гранул и связывание витронектина тромбоцитами оцени-
вали методом проточной цитометрии, определяя уровни экспонирования маркерного протеина α-гранул 
Р-селектина и витонектина на поверхности цитоплазматической мембраны этих клеток. Все процедуры, 
связанные с инкубацией тромбоцитов проводились при температуре 22‑25 °С для предотвращения гипе-
рактивации тромбоцитов. Детекция витронектина и Р-селектина на поверхности тромбоцитов осущест-
влялась с помощью соответствующих антител, конъюгированных с FITC (Sigma Aldrich, США) или фи-
коэритрином (Acris Antibodies, США). Уровни витронектина и Р-селектина на поверхности тромбоцитов 
анализировали на проточном цитометре «COULTER EPICS XL» (Beckman Coulter, США). Количествен-
ную оценку уровней этих антигенов проводили по двум параметрам: 1) процент антиген-положительных 
тромбоцитов от их общего количества, взятого для анализа, 2) интенсивность флуоресценции по каналу 
FL1 (515‑535 нм) (для витронектина) или FL3 (620‑630 нм) (для Р-селектина). Для получения статистиче-
ски достоверных результатов было проанализировано не менее 10 000 событий в каждой пробе. Графиче-
ское изображение результатов было получено с помощью программы «FCS Express V3» (De Novo Software, 
США). Статистическую обработку данных проводили с использованием t-теста Стьюдента, разницу меж-
ду средними значениями считали достоверной при P < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Компоненты α-гранул обуславливают участие тромбоцитов в тромбообразовании, а также в регу-

ляции ими функционирования других клеток крови. В результате агонист-индуцированной активации 
тромбоцитов, которая сопровождается экзоцитозом α-гранул, происходит экспонирование гликопротеина 
Р-селектина на поверхности плазматической мембраны. Поэтому этот белок является чувствительным и 
специфичным маркером активированных тромбоцитов, а его детекция методом проточной цитометрии ис-
пользуется для оценки влияния различных модуляторов на функциональное состояние этих клеток [9].

Механические воздействия и изменение температурного режима вызывают спонтанную активацию 
тромбоцитов, которая сопровождается выбросом содержимого α-гранул некоторым количеством клеток. 
Для исследования секреторной активности рекомендуется использовать препараты тромбоцитов, уровень 
спонтанной активации которых не превышает 50‑55 % [10]. Согласно результатам цитометрического ана-
лиза доля Р-селектин-позитивных клеток в препаратах интактных тромбоцитов, полученных нами, соста-
вила 48 ± 4,6 % от общего количества клеток, взятых для анализа (рис. 1, А). При инкубации тромбоцитов 
с тромбином происходит их активация с последующей секрецией, о чем свидетельствует полное перерас-
пределение клеток в сторону Р-селектин-позитивной популяции (97 ± 2,3 %) и скачок средней величины 
флюоресценции в 13,8 раз по сравнению с контролем (рис. 1).
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США). Статистическую обработку данных проводили с использованием t-теста Стьюдента, 
разницу между средними значениями считали достоверной при P < 0,05. 
Результаты и их обсуждение 

Компоненты α-гранул обуславливают участие тромбоцитов в тромбообразовании, а 
также в регуляции ими функционирования других клеток крови. В результате агонист-
индуцированной активации тромбоцитов, которая сопровождается экзоцитозом α-гранул, 
происходит экспонирование гликопротеина Р-селектина на поверхности плазматической 
мембраны. Поэтому этот белок является чувствительным и специфичным маркером 
активированных тромбоцитов, а его детекция методом проточной цитометрии используется для 
оценки влияния различных модуляторов на функциональное состояние этих клеток [9].  

Механические воздействия и изменение температурного режима вызывают спонтанную 
активацию тромбоцитов, которая сопровождается выбросом содержимого α-гранул некоторым 
количеством клеток. Для исследования секреторной активности рекомендуется использовать 
препараты тромбоцитов, уровень спонтанной активации которых не превышает 50-55 % [10]. 
Согласно результатам цитометрического анализа доля Р-селектин-позитивных клеток в 
препаратах интактных тромбоцитов, полученных нами, составила 48 ± 4,6 % от общего 
количества клеток, взятых для анализа (рис. 1, А). При инкубации тромбоцитов с тромбином 
происходит их активация с последующей секрецией, о чем свидетельствует полное 
перераспределение клеток в сторону Р-селектин-позитивной популяции (97 ± 2,3 %) и скачок 
средней величины флюоресценции в 13,8 раз по сравнению с контролем (рис. 1).  
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Рис. 1. Эффекты Lys- и Glu-плазминогена на экспонирование Р-селектина интактными и 
активированными тромбоцитами. А – гистограммы популяций тромбоцитов (Р-селектин-
позитивные тромбоциты ограничены гейтом 2). Б – результаты количественного анализа 
интенсивности флюоресценции, где 1 – контроль, 2 – тромбин, 3 – Lys-Pg, 4 – Lys-Pg + 
тромбин, 5 – Glu-Pg, 6 – Glu-Pg + тромбин. Отличия в сравниваемых группах статистически 
достоверны (Р < 0,05): * – сравнительно с группой «Контроль», # – сравнительно с группой 
«Тромбин». Glu-Pg – Glu-плазминоген, Lys-Pg – Lys-плазминоген, Thr – тромбин. 
 

Нами установлено, что Lys-Pg индуцирует незначительный, но статистически 
достоверный прирост числа тромбоцитов, которые экспонируют Р-селектин (78 ± 2,1 %) (рис. 1, 
А); интенсивность флюоресценции обработанных Lys-Pg клеток в 3 раза превышает таковую 
контрольной группы (рис. 1, Б). Данное наблюдение свидетельствует о том, что действие Lys-
Pg приводит к частичному экзоцитозу α-гранул тромбоцитами. Вместе с тем, обработка Lys-Pg 
препятствует полномасштабной секреции тромбоцитов при последующей стимуляции 
тромбином: детектируется несколько меньше Р-селектин-позитивных клеток (85 ± 1,6 %) и 
двукратное снижение флуоресцентного сигнала по сравнению с данными показателями в 
группе клеток, которые подвергались изолированному влиянию агониста. В отличие от Lys-Pg 
нативный профермент (Glu-Pg) не вызывает статистически достоверных изменений 
секреторной активности тромбоцитов (рис. 1, Б).  

Представленные данные согласуются и существенно дополняют результаты предыдущих 
исследований касательно эффектов Lys-Pg на агрегацию и динамику актинового цитоскелета 
тромбоцитов [4, 5]. На сегодня получены экспериментальные доказательства функциональной 
связи между цитоскелетом и секреторной активностью этих клеток. Актиновые 
микрофиламенты контролируют перемещение секреторных гранул к центру клетки, 
централизацию, слияние с плазматической мембраной и высвобождение [11]. Ранее нами было 
установлено, что Lys-Pg препятствует адекватной реорганизации актинового цитоскелета, 
индуцированной тромбином, предотвращая ассоциацию мембранного кортекса с филаментным 
аппаратом цитозоля [5]. Вероятно, эффект Lys-Pg на секреторную активность тромбоцитов 
является следствием аберрантной сборки актинового цитоскелета, как это было показано в 
опытах с использованием агентов-ингибиторов полимеризации актина. Возможно, сдвиг 
цитоскелетных структур, индуцированный Lys-Pg, приводит к частичной секреции α-гранул, 
но, вместе с тем, делает невозможным нормальный ответ тромбоцитов на действие агонистов. 

При оценке экспонирования витронектина на поверхности отмытых тромбоцитов 
методом проточной цитометрии в контрольной группе интактных тромбоцитов детектируются 
некоторое количество витронектин-позитивных клеток (рис. 2), что может быть следствием 
спонтанной активации тромбоцитов в ходе их получения. Нами показано, что в результате 
обработки тромбоцитов Lys-Pg количество витронектин-позитивных клеток возрастает вдвое, 
хотя их интенсивность флюоресценции изменяется незначительно. Glu-Pg подобного эффекта 
на экспонирование витронектина тромбоцитами не оказывает. Известно, что аффинность Lys-
Pg к протеинам тромбоцитарной поверхности превосходит таковую для Glu-Пг [12]. Вместе с 
тем, поверхностно-ассоциированный Lys-Pg может быть более предпочтительным лигандом 
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Рис. 1. Эффекты Lys- и Glu-плазминогена на экспонирование Р-селектина интактными и 
активированными тромбоцитами 

А — гистограммы популяций тромбоцитов (Р-селектин-позитивные тромбоциты ограничены гейтом 2). Б — ре-
зультаты количественного анализа интенсивности флюоресценции, где 1 — контроль, 2 — тромбин, 3 — Lys-Pg, 4 — 
Lys-Pg + тромбин, 5 — Glu-Pg, 6 — Glu-Pg + тромбин. Отличия в сравниваемых группах статистически достоверны  
(Р < 0,05): * — сравнительно с группой «Контроль», # — сравнительно с группой «Тромбин». Glu-Pg — Glu-
плазминоген, Lys-Pg — Lys-плазминоген, Thr — тромбин.

Нами установлено, что Lys-Pg индуцирует незначительный, но статистически достоверный прирост 
числа тромбоцитов, которые экспонируют Р-селектин (78 ± 2,1 %) (рис. 1, А); интенсивность флюорес-
ценции обработанных Lys-Pg клеток в 3 раза превышает таковую контрольной группы (рис. 1, Б). Дан-
ное наблюдение свидетельствует о том, что действие Lys-Pg приводит к частичному экзоцитозу α-гранул 
тромбоцитами. Вместе с тем, обработка Lys-Pg препятствует полномасштабной секреции тромбоцитов при 
последующей стимуляции тромбином: детектируется несколько меньше Р-селектин-позитивных клеток  
(85 ± 1,6 %) и двукратное снижение флуоресцентного сигнала по сравнению с данными показателями в 
группе клеток, которые подвергались изолированному влиянию агониста. В отличие от Lys-Pg нативный 
профермент (Glu-Pg) не вызывает статистически достоверных изменений секреторной активности тромбо-
цитов (рис. 1, Б).

Представленные данные согласуются и существенно дополняют результаты предыдущих исследова-
ний касательно эффектов Lys-Pg на агрегацию и динамику актинового цитоскелета тромбоцитов [4, 5]. 
На сегодня получены экспериментальные доказательства функциональной связи между цитоскелетом и 
секреторной активностью этих клеток. Актиновые микрофиламенты контролируют перемещение секре-
торных гранул к центру клетки, централизацию, слияние с плазматической мембраной и высвобождение 
[11]. Ранее нами было установлено, что Lys-Pg препятствует адекватной реорганизации актинового цито-
скелета, индуцированной тромбином, предотвращая ассоциацию мембранного кортекса с филаментным 
аппаратом цитозоля [5]. Вероятно, эффект Lys-Pg на секреторную активность тромбоцитов является след-
ствием аберрантной сборки актинового цитоскелета, как это было показано в опытах с использованием 
агентов-ингибиторов полимеризации актина. Возможно, сдвиг цитоскелетных структур, индуцированный 
Lys-Pg, приводит к частичной секреции α-гранул, но, вместе с тем, делает невозможным нормальный ответ 
тромбоцитов на действие агонистов.

При оценке экспонирования витронектина на поверхности отмытых тромбоцитов методом проточной 
цитометрии в контрольной группе интактных тромбоцитов детектируются некоторое количество витронек-
тин-позитивных клеток (рис. 2), что может быть следствием спонтанной активации тромбоцитов в ходе их 
получения. Нами показано, что в результате обработки тромбоцитов Lys-Pg количество витронектин-пози-
тивных клеток возрастает вдвое, хотя их интенсивность флюоресценции изменяется незначительно. Glu-Pg 
подобного эффекта на экспонирование витронектина тромбоцитами не оказывает. Известно, что аффинность 
Lys-Pg к протеинам тромбоцитарной поверхности превосходит таковую для Glu-Пг [12]. Вместе с тем, по-
верхностно-ассоциированный Lys-Pg может быть более предпочтительным лигандом для тромбоцитарного 
витронектина, поскольку аффинность витронектина к Lys-Pg на порядок выше, чем к Glu-форме зимогена 
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(Kd = 100 нM и Kd = 1 мM, соответственно [7]). При активации тромбином число тромбоцитов, экспонирую-
щих витронектин, возрастает в 2,3 раза по сравнению с котролем (рис. 2). Среднее значение интенсивности 
флюоресценции также возрастает, о чем свидетельствует существенное смещение пика кривой флюоресцен-
ции вправо (рис. 3). Интересно, что обработка интактных тромбоцитов Lys-Pg с последующей активацией 
тромбином вызывает увеличение количества витронектин-позитивных клеток в 1,3 раза и четырехкратный 
прирост средней величины интенсивности флуоресцентного сигнала по сравнению с данными показате-
лями в группе клеток, которые подвергались изолированному влиянию агониста (рис. 2 и 3). В отличие от 
Lys-Pg Glu-форма Pg не вызывает статистически достоверных изменений. Представленные данные свиде-
тельствуют о том, что активация тромбоцитов приводит к секреции α-гранул и высвобождению пула высо-
коадгезивного витронектина. При этом, около половины тромбоцитарного витронектина может связыватся 
с интегриновыми рецепторами на поверхности активированных тромбоцитов. Вероятно, Lys-Pg, сорбиру-
ясь на поверхности тромбоцитов, может выступать дополнительным сайтом связывания для витронектина. 

Рис. 2. Влияние Lys- и Glu-плазминогена на экспонирование витронектина интактными и 
активированными тромбоцитами: 

1 — контроль, 2 — Glu-Pg, 3 — Lys-Pg, 4 — тромбин, 5 — Glu-Pg + тромбин; 6 — Lys-Pg + тромбин. Отличия в 
сравниваемых группах статистически достоверны (Р < 0,05): * — сравнительно с группой з «Контроль», # — сравни-
тельно с группой «Тромбин».
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для тромбоцитарного витронектина, поскольку аффинность витронектина к Lys-Pg на порядок 
выше, чем к Glu-форме зимогена (Kd = 100 нM и Kd = 1 мM, соответственно [7]). При активации 
тромбином число тромбоцитов, экспонирующих витронектин, возрастает в 2,3 раза по 
сравнению с котролем (рис. 2). Среднее значение интенсивности флюоресценции также 
возрастает, о чем свидетельствует существенное смещение пика кривой флюоресценции вправо 
(рис. 3). Интересно, что обработка интактных тромбоцитов Lys-Pg с последующей активацией 
тромбином вызывает увеличение количества витронектин-позитивных клеток в 1,3 раза и 
четырехкратный прирост средней величины интенсивности флуоресцентного сигнала по 
сравнению с данными показателями в группе клеток, которые подвергались изолированному 
влиянию агониста (рис. 2 и 3). В отличие от Lys-Pg Glu-форма Pg не вызывает статистически 
достоверных изменений. Представленные данные свидетельствуют о том, что активация 
тромбоцитов приводит к секреции α-гранул и высвобождению пула высокоадгезивного 
витронектина. При этом, около половины тромбоцитарного витронектина может связыватся с 
интегриновыми рецепторами на поверхности активированных тромбоцитов. Вероятно, Lys-Pg, 
сорбируясь на поверхности тромбоцитов, может выступать дополнительным сайтом связывания 
для витронектина.  
 

 
Рис. 2. Влияние Lys- и Glu-плазминогена на экспонирование витронектина интактными и 
активированными тромбоцитами: 1 – контроль, 2 – Glu-Pg, 3 – Lys-Pg, 4 – тромбин,  
5 – Glu-Pg + тромбин; 6 – Lys-Pg + тромбин. Отличия в сравниваемых группах статистически 
достоверны (Р < 0,05): * - сравнительно с группой з «Контроль», # - сравнительно с группой 
«Тромбин». 
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Рис. 3. Эффекты Lys- (А) и Glu-плазминогена (Б) на интенсивность флюоресценции по каналу 
FL1, которая характеризует связывание антител к витронектину, меченных FITC, с 
тромбоцитами: 1 – интактные клетки (контроль), 2 – тромбин-активированные клетки, 3 – 
тромбин-активированные клетки после обработки Lys- или Glu-Pg.  
 

Таким образом, в представленной работе впервые продемонстрирована способность Lys-
формы Pg модулировать секрецию α-гранул и экспонирование витронектина тромбоцитами, что 
может рассматриваться как один из возможных механизмов реализации антиагрегантной 
активности зимогена. Полученные результаты позволяют предположить, что Lys-Pg может 
выполнять функцию регуляторной молекулы, которая не свойственна Glu-форме Pg. Кроме 
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Рис. 3. Эффекты Lys- (А) и Glu-плазминогена (Б) на интенсивность флюоресценции по каналу FL1, 
которая характеризует связывание антител к витронектину, меченных FITC, с тромбоцитами: 
1 — интактные клетки (контроль), 2 — тромбин-активированные клетки, 3 — тромбин-активированные клетки 

после обработки Lys- или Glu-Pg.

Таким образом, в представленной работе впервые продемонстрирована способность Lys-формы Pg 
модулировать секрецию α-гранул и экспонирование витронектина тромбоцитами, что может рассматри-
ваться как один из возможных механизмов реализации антиагрегантной активности зимогена. Полученные 
результаты позволяют предположить, что Lys-Pg может выполнять функцию регуляторной молекулы, кото-
рая не свойственна Glu-форме Pg. Кроме того, наши результаты могут быть использованы при разработке 
новых терапевтических подходов для коррекции ряда патологических состояний, сопровождающихся по-
вышенной активностью тромбоцитов и риском тромботических осложнений.
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В работе представлены результаты изучения взаимосвязи минеральной плотности костной ткани 
(МПКТ) и кальциевого гомеостаза у лиц с заболеваниями сердечно-сосудистой системы, осложненными 
хронической сердечной недостаточностью (ХСН). У значительной части обследованных больных 
в сравнении с контрольной группой обнаружено снижение МПКТ. Уже на ранних этапах развития 
остеопенического синдрома у пациентов с хронической сердечной недостаточностью отмечается 
нарушение кальциевого гомеостаза.
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