Компьютерное моделирование усиления десиалирования гликокаликса как результат активации тромбоцита.
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Тромбоциты – безъядерные клетки крови, играющие важную роль в остановке кровотечения. Тромбоцит на своей поверхности имеет гликокаликс – набор гликанов, к некоторым из которых присоединена сиаловая кислота. Десиалирование – процесс гидролиза сиаловых кислот с помощью ферментов нейраминидаз (сиалидаз). Удаление сиаловых кислот ведет к обнажению остатков углеводов, которые являются маркерами для удаления тромбоцитов из крови [1]. Показано, что активация тромбоцитов помощью антителами к тромбоцитарному гликопротеину Ib, в частности, происходящая при иммунной тромбоцитопении, способна вызвать усиление десиалирования тромбоцитов [2]. Также показано, что десиалирование усиливается при других видах активации [3].
Целью данной работы является исследование потенциального механизма десиалирования тромбоцита через выход нейраминидазы из плотных гранул. 

Для того чтобы исследовать выход нейраминидазы из плотных гранул была построена модель дегрануляции под действием тромбина. В основе лежит модель активации PAR-рецепторов [4]. Под действием тромбина происходит выход плотных гранул и их содержимого, в том числе и сиалидазы. Вышедшая нейраминидаза гидролизует сиаловые кислоты с поверхности гликокаликса. В данной модели рассматривается десиалирование гликопротеина Ib. Модель состоит из системы обыкновенных дифференциальных уравнений, интегрируемых методом LSODA в среде COPASI.
Для экспериментальной валидации разработанной модели была проведена покраска отмытых тройным центрифугированием тромбоцитов здоровых доноров. Суспензия тромбоцитов окрашивалась 10 мкМ мепакрина (флуоресцирует в кислой среде плотных гранул), 0,1 мкг/мл лектина из Ricinus communis, RCA (связывается с (-галактозой) и 4% антител к CD42b (альфа цепь гликопротеина Ib). Дегрануляция вызывалась инкубацией суспензии тромбоцитов с 500 пМ тромбина. 
С помощью построенной компьютерной модели было получено, что кальциевый сигнал коррелирует с выходом плотных гранул. В ответ на повышение концентрации кальция в цитозоле происходит транспорт плотных гранул к плазматической мембране и экзоцитозу их содержимого, в том числе и нейраминидазы, в межклеточное пространство. Активная нейраминидаза снижает количество сиаловых кислот на поверхности гликокаликса, в частности гликопротеина Ib. Корреляция кальциевого ответа тромбоцита на активацию и десиалирования позволяет описать новый возможный вариант функционального ответа тромбоцитов на активацию. Полученные результаты согласуются с известными экспериментальными данными, что активация тромбоцитов усиливает гидролиз сиаловых кислот с их поверхности [2]. Также произведена нормировка количества гликопротеина Ib на флуоресценцию лектина RCA, что позволяет количественно оценить степень десиалирования у здоровых доноров и применить этот метод к оценке десиалирования при патологических состояниях.

Таким образом, in vitro и in silico был продемонстрирован возможный механизм усиления десиалирования тромбоцитов, который может проходить in vivo в патологических условиях. Патологическое усиление десиалирования может приводить к ускоренному выводу тромбоцитов из кровотока и вызывать значительную тромбоцитопению. Данный механизм может обладать клинической значимостью в терапии аутоиммунных заболеваний, таких как иммунная тромбоцитопения.
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