Гомогенная математическая модель активации тромбоцита через лектиновые рецепторы C-типа
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Введение. Тромбоциты - клетки крови, являющиеся важнейшей частью системы гемостаза. На поверхности тромбоцита находится множество рецепторов, лигирование которых приводит к активации этих клеток. В активированном состоянии тромбоциты способны к адгезии и агрегации. Одним из наиболее известных агонистов тромбоцитов является коллаген, находящийся в стенках кровеносных сосудов. Коллаген приводит к активации тромбоцитов через рецептор GPVI (гликопротеин VI), сигнальные пути которого хорошо изучены и описаны. Практически не отличающийся по составу каскад белков внутриклеточной сигнализации ассоциирован с рецептором CLEC-2 [1], который важен для поддержания целостности сосудистой стенки при воспалительных процессах [2-4]. С другой стороны, было показано, что CLEC-2 участвует в развитии сепсиса и лимфатических опухолей [5-6]. Несмотря на общую схожесть сигнальных путей CLEC-2 и GPVI, сигнализация через CLEC-2 существенно отличается от GPVI, что порождает ряд вопросов, важных для лечения заболеваний, развивающихся через рецептор CLEC-2.
Цели. Построение математической модели, описывающей в гомогенном приближении последовательность ферментативных реакций при активации тромбоцита через рецептор CLEC-2. Предсказания мишеней для фармакологического воздействия на процесс активации тромбоцита в условиях воспаления и онкологических заболеваний.
Методы. В основе модели находится схема сигнализации (см. рис. 1), полученная на основе данных из [7-8]. Модель представляет собой систему ОДУ, описывающих изменения концентраций компонентов сигнального пути в тромбоците после активации. Кинетика реакций в модели была основана на законе действующих масс и уравнении Михаэлиса-Ментен. Интегрирование проводилось в среде VCell (http://vcell.org) комбинированным методом CVODE (http://computation.llnl.gov/projects/sundials/cvode). Параметры реакций были получены на основании литературных данных, данных системы BRENDA (http://brenda-enzymes.org), а также подобраны в рамках данной работы. Были проведены эксперименты по спектрофлуориметрии с отмытыми тромбоцитами, окрашенными Fura-2. Также для изучения сигнализации в отдельных тромбоцитах клетки были окрашены Fura-2 и иммобилизованы на фибриногене, а затем исследованы методом TIRF-микроскопии.
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Рис. 1
Результаты. На основе доступных данных была построена модель сигнализации в тромбоците при активации через рецептор CLEC-2. Активация в модели вызвана Фукоиданом (f. Vesiculosis, F8190 Sigma), который, как это показано в [9-10], способен связывать димеры CLEC-2 и приводить к сигнализации. После связывания CLEC-2 с лигандом и перехода молекул рецептора в сигнальный регион, запускается каскад реакций, основными действующими ферментами которого являются тирозин-киназы Syk, SFK, Btk, адаптерный белок LAT, а также киназа PI3K и фосфолипаза PLCγ2. Активация последней приводит к повышению концентрации Ca2+ в цитозоле клетки. Полученные в ходе моделирования результаты хорошо описывают экспериментальные данные. Теоретические расчеты показывают, что при активации 100 мкг/мл Фукоидана с задержкой по времени в 50-70с начинаются кальциевые спайки (кратковременное увеличение концентрации Ca2+ в цитоплазме тромбоцита в несколько раз). Анализ отдельных клеток с помощью TIRF-микроскопа подтвердил эти предположения.
Итоги. Предложена новая схема сигнализации через лектиновые рецепторы C-типа на примере рецептора CLEC-2 (см. рис. 1). Предсказаны и подтверждены экспериментально кальциевые осцилляции и спайкинг при сигнализации через рецептор CLEC-2. 
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