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в литературе данными [2, 7]. По [2, 7] NO уменьшает концентрацию внутри­
клеточного кальция за счет регуляции кальциевых АТФаз ПМ и ЭР. Так как 
в наших экспериментах при добавлении НП процесс агрегации останавли­
вался, можно предположить, что это происходит из-за снижения содержа­
ния ионов кальция в клетке за счет воздействия NO на Саг+-АТФазы. Из­
вестно, что повышение уровня цитозольного кальция инициирует реоргани­
зацию цитоскелета, активацию гликопротеидного комплекса ГП IIbMIIa и, та­
ким образом, образование межклеточных контактов. Саг+-АТФазы, удаляя 
цитоплазматический кальций, вызывают диссоциацию гликопротеидного 
комплекса ГП IIbMIIa1 что приводит к ингибированию агрегации тромбоцитов. 
Что же касается дезагрегации, то, возможно, она происходит с участием 
других механизмов. В работе [12] было показано, что НП, добавленный к 
активированным тромбоцитам, уменьшал содержание связанного фибрино­
гена. Можно предположить, что дезагрегация осуществляется за счет раз­
рушения межклеточных контактов, образованных связыванием фибриноге­
на с ГП llb/llla. Также известно, что в результате активации клеток происхо­
дит высвобождение из а-гранул Р-селектина, который, связываясь с лиган­
дом на мембране, способствует стабилизации тромбоцитарных агрегатов 
[13]. Ранее было показано, что за счет инактивации ПКС NO ингибирует 
экспрессию Р-селектина на мембране клетки [14-16], поэтому дезагрегаци- 
онный эффект НП может быть обусловлен ингибированием образования 
межклеточных контактов посредством Р-селектинов.
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ВЛИЯНИЕ АСПИРИНА НА АТФ-ИНДУЦИРОВАННУЮ ДЕЗАГРЕГАЦИЮ
ТРОМБОЦИТОВ

Disaggregation of ADP-aggregated platelets by ATP at the absence and presence of aspirin was 
studied. The results suggest that cyclooxygenase inhibition decreases the formation of inducible con­
tacts in platelets.

Одной из основных функций тромбоцитов -  безъядерных клеток крови -  
является агрегация. Под действием индукторов агрегации тромбоциты пе­
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реходят в активированное состояние, взаимодействуя друг с другом и обра­
зуя тромбоцитарные агрегаты двух типов: неустойчивые, существующие в 
течение короткого промежутка времени и спонтанно распадающиеся на 
одиночные тромбоциты, и устойчивые (стабильные), не разрушающиеся в 
течение длительного промежутка времени [1, 2]. Появление последних в 
крови опасно для здоровья человека [3]. Решение проблем тромбообра­
зования напрямую связано с установлением механизмов образования ус­
тойчивых межклеточных контактов и механизмов дезагрегации. До на­
стоящего времени внутриклеточные процессы, способствующие появлению 
стабильных тромбоцитарных агрегатов, остаются не известными. Процесс 
дезагрегации изучен в меньшей степени, чем процесс агрегации. Пред­
ставляет интерес дезагрегация тромбоцитов в присутствии аспирина -  инги­
битора циклооксигеназы. Известно, что in vitro аспирин не влияет на ско­
рость АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов, в то же время сведе­
ния о действии аспирина на процессе дезагрегации отсутствуют. В этой 
связи целью настоящей работы явилось исследование АТФ-индуцирован- 
ной дезагрегации тромбоцитов, агрегированных под действием АДФ, и роли 
циклооксигеназы в образовании устойчивых агрегатов.

Материал и методика
Свежую донорскую кровь брали на Республиканской станции перелива­

ния крови. Обогащенную тромбоцитами плазму (ОТП) получали центрифу­
гированием крови при скорости 1000 об/мин в течение 10 мин в центрифуге 
ОПН-ОЗ. В работе использовали фосфатно-солевой буфер (ФСБ), содержа­
щий ионы кальция (137 мМ NaCI1 2,7 -  KCI1 5 -  Na2HPO4, 1,5 -  KH2PO4, 
1 мМ CaCI2, pH 7,35).

Агрегацию и дезагрегацию исследовали с применением компьютеризи­
рованного анализатора АР2110 Научно-производственного центра «СОЛАР» 
(Минск, Беларусь), как описано в работе [4]. В кювету вносили по 200 мкл 
ОТП и ФСБ, инкубировали в течение 2 мин при 37 °С и постоянном пере­
мешивании, добавляли АДФ, а затем через определенные промежутки вре­
мени -АТФ . Аспирин добавляли к тромбоцитам за 2 мин до введения АДФ 
либо одновременно с АТФ.

Процессы агрегации и дезагрегации регистрировали по изменению све­
топропускания исследуемой системы. Для каждой агрегационной кривой 
максимальное светопропускание (Tmax, %) определялось автоматически. 
Ингибирующий эффект аспирина оценивали по изменению отношения ViV0, 
где V и V0 -  скорости АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов в при­
сутствии и в отсутствие аспирина соответственно. Дезагрегацию характери­
зовали скоростью данного процесса, которую определяли как отношение 
Vtj= ATiAt, где AT -  изменение светопропускания после добавления АТФ, а 
A t-  промежуток времени, за который произошло данное изменение.

Результаты представлены как средние значения ± стандартное отклоне­
ние для пяти независимых экспериментов, выполненных с кровью разных 
доноров. Достоверность значений определяли по /-критерию Стьюдента.

Результаты и их обсуждение
Известно, что необратимую агрегацию тромбоцитов вызывает АДФ в 

концентрациях 2,5-20 мкМ. В наших экспериментах использовали АДФ в 
концентрации 15 мкМ. На кривой 5 рис. 1 видно, что при необратимой АДФ- 
индуцированной агрегации светопропускание достигает максимального зна­
чения и остается постоянным, свидетельствуя об образовании стабильных 
агрегатов. На рис. 1 показан дезагрегационный эффект АТФ, добавленного 
на разных стадиях АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов. Установле­
но, что в этом случае ход агрегационных кривых изменялся: агрегация тор­
мозилась и сменялась дезагрегацией, о чем свидетельствовало уменьше­
ние светопропускания, как это было показано в [5]. АТФ (300 мкМ), добав­
ленный через 1 мин после начала агрегации, вызывал дезагрегацию тром-
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Рис. 1. АДФ-индуцированная агрегация тромбоцитов 
и дезагрегация, индуцированная АТФ (300 мкМ), добав­
ленным после АДФ через 1, 2, 3 и 4 мин соответственно 

5 -  контроль
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боцитов, при которой распа­
далось около 70 % образо­
вавшихся агрегатов. На бо­
лее поздних стадиях агрега­
ции процесс дезагрегации 
протекал с меньшей скоро­
стью, которая зависела от 
концентрации АТФ (рис. 2). 
Представленные данные сви­
детельствуют о том, что АТФ, 
добавленный через 4 мин по­
сле АДФ (на стадии макси­
мальной агрегации), не спо­
собен индуцировать дезагре­
гацию тромбоцитов, образо­
вавших стабильные агрегаты.

Влияние аспирина на 
АТФ-индуцированную дез­
агрегацию тромбоцитов по­
казано на рис. 3. В одном 
случае тромбоциты инкуби­
ровали с аспирином, затем 
добавляли АДФ и АТФ. Сам 
АТФ в концентрации 100 мкМ 
вызывал незначительный 
эффект (рис. 3, кривая 3). 
Инкубирование тромбоцитов 
с аспирином не влияло на 
их агрегационную способ­
ность и отношение ско­
рости АДФ-индуцированной 
агрегации тромбоцитов, ин­
кубированных с аспирином в 
концентрации 3 мМ, к скоро­
сти в контроле было рав­
но (0,93±0,04). Однако, как 
видно на кривой 1 рис. 3, 
при добавлении АТФ аг­
регаты, образованные тром­
боцитами, подвергнутыми 
действию аспирина, практи­
чески полностью распада­

лись. В случае, когда аспирин добавляли одновременно с АТФ, дезагрега­
ция тромбоцитов также усиливалась (см. рис. 3, кривая 2). Из данных рис. 3 6 
видно, что в присутствии аспирина скорость АТФ-индуцированной дезагре­
гации тромбоцитов увеличивалась при добавлении АТФ на всех исследо­
ванных стадиях агрегации. При одновременном действии аспирина и АТФ 
тромбоциты дезагрегировали с большей скоростью, чем при действии одно­
го АТФ, но с меньшей, чем тромбоциты, преинкубированные с аспирином. 
Сам аспирин дезагрегационную способность не показывал.

АДФ является наиболее важным физиологическим индуктором агре­
гации. В настоящее время показано, что АДФ вызывает агрегацию тромбо­
цитов, взаимодействуя с двумя типами пуриновых рецепторов плазматичес­
кой мембраны тромбоцитов -  Рфлс (P2 Y1 ) и РАЦ (P2Yi2) [2, 6]. Рецептор РФЛС 
связан с активацией фосфолипазы C и образованием вторичных мессенд­
жеров, приводящих к мобилизации кальция из внутриклеточных депо, ре­
цептор РАц -  с ингибированием аденилатцикпазы. Использование специ­

Концентрация, мкМ

Рис. 2. Зависимость скорости АТФ-индуцированной 
дезагрегации тромбоцитов от концентрации АТФ. АТФ 

добавлен в моменты времени, аналогичные рис. 1
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фических ингибиторов рецепторов показало, что для АДФ-индуцированной 
агрегации тромбоцитов существенное значение имеет одновременная ак­
тивация обоих типов рецепторов [1]. Внеклеточный АТФ взаимодействовал 
с теми же рецепторами, что и АДФ, однако агрегацию тромбоцитов не вы­
зывал [7]. Показано, что АТФ, добавленный после действия АДФ, иници­
ирует дезагрегацию тромбоцитов за счет механизма, связанного с рецепто­
рами РАц и отменой ингибирования аденилатциклазы [8].

а J Результаты проведен­
ной работы свидетельст­
вуют о том, что дезагрега- 
ционный эффект АТФ про­
является только на ран­
них стадиях агрегации и 
отсутствует, когда обра­
зуются стабильные агре­
гаты.

Известно, что аспирин 
ингибирует активность 
циклооксигеназы -  фер­
мента, катализирующего 
биосинтез простагланди- 
нов и тромбоксана A2. 
Полученные нами данные 
подтверждают известный 
факт, что этот фермент 
не включается в меха­
низм АДФ-индуцирован­
ной агрегации тромбоци­
тов, поскольку в отсутст­
вие и в присутствии аспи­
рина АДФ вызывал мак­
симальную агрегацию и 
количество образовав­
шихся агрегатов в обоих 
случаях было одинако­
вым. Однако в условиях 
ингибирования циклоок­
сигеназы под действием 
АТФ распадалось больше 
агрегатов, в том числе и 
образованных на стадии 
максимальной агрегации. 
Следовательно, при инги­
бировании циклооксиге­
назы аспирином процесс 

формирования тромбоцитарных агрегатов в ответ на действие АДФ не из­
меняется, но нарушает другой, благодаря которому агрегаты становятся ус­
тойчивыми к действию дезагреганта. Результаты позволяют предположить, 
что циклооксигеназа необходима для формирования стабильных агрегатов. 
В работе [9] показано, что активированные тромбоциты посредством связы­
вания ГП Иб/Ша с фибриногеном взаимодействуют друг с другом и это 
взаимодействие является сигналом для образования продуктов циклоокси­
геназного метаболизма арахидоновой кислоты, назначение которых не бы­
ло понятно. C учетом литературных данных и собственных исследований 
можно предположить, что активация циклооксигеназного пути при АДФ-ин-

I
I

i

I
lń

Il 111 IV

Рис. 3. Влияние аспирина на АТФ-индуцированную дезагре­
гацию тромбоцитов (а) и зависимость скорости дезагрегации 

от времени добавления АТФ (б):
I -  аспирин добавлен до АДФ и АТФ, Il -  одновременно с АТФ, III -  АТФ в отсут­

ствие аспирина, IV -  контроль; ? -  3 мин, 2 - 4 ,  3  -  б мин
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дуцированной агрегации приводит к образованию стабильных межклеточ­
ных контактов.
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ВЛИЯНИЕ МУТАЦИЙ В ГЕНАХ p e IW  и kdg R  НА ПРОДУКЦИЮ 
ПЕКТАТЛИАЗ У E R W lN IA C A R O TO V O R A  SUBSP. A T R O S E P T IC A

We have investigated the role of the regulatory protein KdgR in control of pectate lyase produc­
tion in Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca). The levels of extracellular pectate lyases and ex­
pression of the peIW gene coding for the cytoplasmic pectate lyase PeIW, are higher in the kdgR mu­
tants than in kdgR* strains. The addition of polygalacturonic acid (universal inducer of pectate lyase 
genes) had no effect on the level of extracellular pectate lyases in the kdgR mutant. However, the 
level of extracellular pectate lyases production was lower in the presence of pectic compounds in 
strains with combined kdgR and pelW  mutations. We propose that Eca bacteria, in contrast to Erwinia 
chrysanthemi, have an additional regulatory mechanism controlling the production of virulence factors 
which is sensitive to intermediate concentrations of pectin catabolism pathway.

Подобно большинству фитопатогенных бактерий, Erwinia carotovora 
subsp. atroseptica (Eca) в условиях взаимодействия с хозяйским организмом 
(растениями картофеля) выделяет во внешнюю среду ряд ферментов, раз­
рушающих ткани растения, что приводит к развитию симптомов заболева­
ния «черная ножка» [1].

Установлено, что индукция синтеза факторов вирулентности и патоген­
ности у бактерий Erwinia carotovora, как и у Erwinia chrysanthemi (Ech), реа­
лизуется через нейтрализацию репрессирующего действия белка KdgR при 
наличии в клетках промежуточных продуктов метаболизма пектиновых ве­
ществ: 5-кето-4-дезоксиуроната (ДК1), 2,5-дикето-З-дезоксиглюконата (ДК2) и 
2-кето-З-дезоксиглюконата (КДГ) [2, 3]. Инактивация белка KdgR у бактерий 
приводит к гиперпродукции факторов вирулентности, основную массу кото­
рых составляют ферменты вне- и внутриклеточного метаболизма пекти­
новых веществ (пектинметилэстеразы, пектатлиазы, полигалактуроназы, 
олигогалактуронатлиазы и др.), а также ферменты целлюло- и протеоли­
тического комплексов. Действие внеклеточных пектиназ направлено на уко­
рачивание полимерного каркаса пектина, тогда как внутриклеточные фер­
менты катализируют превращение образующихся олигогалактуронидов и 
галактуроновой кислоты в 3-фосфоглицеральдегид и пируват [4].

Кроме того, у бактерий Ech охарактеризована группа периплазматичес- 
ких (PeIX1 PehV1 PehW, PehN) и цитоплазматических (PeIW) ферментов, 
специфичных в отношении олигогалактуронатов (рис. 1). Катализируя пре­
вращение последних в насыщенную и ненасыщенную дигалактуроновые 
кислоты и галактуронат, они обеспечивают образование субстратов для по­
следующих стадий утилизации пектина [5-7].
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