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Перспективными формами доставки лекарственных соединений являются микроча-
стицы ватерита, представляющие собой метастабильную форму карбоната кальция. 
Однако для более эффективной доставки целевых молекул (увеличения включения 
и удерживания) микрочастицы ватерита необходимо функционализировать биопо-
лимерами. Было исследовано влияние полисахаридов, муцина и микрочастиц вате-
рита, а также гибридных микрочастиц ватерита с вышеупомянутыми биополимера-
ми на агрегационную активность тромбоцитов. Установлено, что фукоидан, гепарин 
и декстрансульфат (при внесении в обогащенную тромбоцитами плазму) и муцин 
(при добавлении к изолированным тромбоцитам) индуцировали агрегацию клеток. 
Пектин и хондроитинсульфат дозозависимым образом ингибировали АДФ- и тром-
бин-индуцированную агрегацию, муцин подавлял АДФ-индуцированную, а декс-
трансульфат – тромбин-индуцированную агрегацию тромбоцитов. Микрочастицы 
ватерита в концентрации 100–1000 мкг/мл не влияли на агрегацию изолированных 
тромбоцитов, но вызывали 10–15%-ную агрегацию клеток в плазме; при этом в кон-
центрации 1000 мкг/мл микрочастицы ватерита на ~ 30% препятствовали агонист-
индуцированной агрегации клеток. Установлено, что гибридные микрочастицы вате-
рита с фукоиданом или гепарином при внесении как в обогащенную тромбоцитами 
плазму, так и к изолированным клеткам способны инициировать агрегацию тром-
боцитов. Микрочастицы ватерита, функционализированные пектином или хондрои-
тинсульфатом, не оказывали влияния на спонтанную агрегацию клеток и не влияли 
(с хондроитинсульфатом) или ингибировали (с пектином) агонист-индуцированную 
агрегацию тромбоцитов. Таким образом, использование гибридных микрочастиц ва-
терита с пектином или фукоиданом/гепарином может быть перспективным для до-
ставки препаратов, направленных на модуляцию (ингибирование – с пектином или 
активацию – с фукоиданом/гепарином) тромбоцитарного звена гемостаза.

Ключевые слова: тромбоцит, агрегация, микрочастица ватерита, полисахарид, му-
цин, аденозиндифосфат, тромбин

DOI: 10.31857/S0869813924060107, EDN: BEMOCM



1021ВЛИЯНИЕ БИОПОЛИМЕРОВ

ВВЕДЕНИЕ

Среди новых, быстро развивающихся систем доставки лекарственных соединений 
особое внимание уделяется тем системам, которые изготовлены из уже одобренных 
материалов для биомедицинского использования. К последним относятся кристаллы 
карбоната кальция, которые одобрены Управлением по контролю качества пищевых 
продуктов и лекарственных средств США, и используются в качестве дешевого арми-
рующего материала для бумажных и пластиковых покрытий, при производстве про-
дуктов питания, средств гигиены и косметики. Себестоимость производства систем 
доставки на основе частиц из карбоната кальция существенно ниже (в 250–500 раз), 
чем липосом, наночастиц металлов и других материалов [1]. Кроме того, они харак-
теризуются уникальными механическими, физическими и химическими свойствами, 
низкой токсичностью, биосовместимостью и биоразлагаемостью [2, 3].

Ватерит представляет собой метастабильную фазу (кристаллическую полиморф-
ную модификацию) карбоната кальция. Частицы ватерита особенно выделяют среди 
других полиморфов карбоната кальция с точки зрения их потенциального применения 
в биомедицине, включая доставку лекарств, ввиду их пористой морфологии и развитой 
внутренней структуры. Последнее свойство позволяет загружать в частицы ватерита 
молекулы разнообразной природы. Широкий спектр биологически активных веществ, 
в том числе низкомолекулярные соединения и макромолекулы, включают в частицы 
ватерита методом физической адсорбции в поры или соосаждения в процессе форми-
рования самих частиц.

Одним из основных недостатков микрочастиц ватерита является довольно быст-
рая перекристаллизация в водных средах в более термодинамически устойчивый не-
пористый кальцит [4, 5] или их полное растворение [6, 7]. На скорость этих процессов 
влияют физико-химические свойства среды, такие как pH [8], температура [5], ионная 
сила [9], а также наличие различных добавок [10–12]. С одной стороны, упомянутые 
выше свойства частиц ватерита дают возможность использовать их для контролируе-
мого высвобождения лекарственных препаратов, например, для рН-зависимого высво-
бождения лекарств, доставляемых в места локализации опухоли [7, 13, 14]. А с другой 
стороны, при использовании частиц в качестве контейнеров для включения лекарств 
в системы доставки, при изготовлении платформ для тканевой инженерии, в продуктах 
питания/косметических средствах, предназначенных для длительного действия, тре-
буется стабилизация ватерита и подавление его рекристаллизации. Одним из подхо-
дов для увеличения стабильности частиц ватерита является получение их гибридных 
форм, содержащих полимеры [5, 15, 16]. Например, муцин замедляет скорость пере-
кристаллизации ватерита в кальцит [16].

Одним из надежных способов увеличения количества загружаемого водораствори-
мого лекарственного препарата в ватеритные системы доставки является включение 
биополимеров [17]. Например, наличие декстрансульфата в частицах ватерита приво-
дило к увеличению загрузки пептидов в 5–10 раз, при адсорбции декстрансульфата 
загрузка целевых веществ была приблизительно в 2 раза выше, чем при соосажде-
нии [18]. Так, связывание лизоцима с гепарином было использовано для эффективной 
загрузки белка в гепарин-содержащие частицы ватерита [19]. Способность муцина 
к электростатическим, гидрофобным взаимодействиям и к образованию водородных 
связей с различными терапевтическими средствами используется для улучшения за-
грузки в системы доставки на основе ватерита. В работах [16, 20] муцин применя-
ли для увеличения включения в ватерит доксорубицина и апротинина, кроме того, 
высвобождение соединений из таких частиц было более пролонгированным по срав-
нению с частицами, не содержащими муцин. В работе [21] было показано, что при 
внутрибрюшинном введении крысам, инокулированным гепатомой Зейделя, доксиру-
бицин-содержащих частиц ватерита, легированных декстрансульфатом, наблюдается 



1022 ГРИГОРЬЕВА и др. 

пролонгированное высвобождение антрациклинового антибиотика и достигается его 
эффективная концентрация, которая ингибирует рост опухоли. Улучшенный гипогли-
кемический эффект у крыс был продемонстрирован после орального введения загру-
женных инсулином наночастиц ватерита по сравнению с подкожной инъекцией пре-
парата. Ватерит, покрытый слоем из фолиевой и гиалуроновой кислоты, обеспечивал 
эффективную защиту инсулина от потери биологической активности [22]. Сообщалось 
[23] также о введении ибупрофена в микрочастицы ватерита, модифицированные по-
листиролсульфонатом натрия. Было показано, что загрузка ибупрофена в поры частиц 
может достигать почти 10% от их массы, что является оптимальным для доставки. 
Ибупрофен, загруженный в поры микрочастиц ватерита с полистиролсульфанатом на-
трия, быстрее высвобождался в желудочный сок и медленнее в кишечную жидкость 
по сравнению с препаратом, высвобождаемым из частиц ватерита без полимерного 
покрытия.

Дополнением к вышеперечисленным важным свойством ватерита, перспективным 
для использования в медицине является выделение при его растворении Ca2+. Напри-
мер, способность Ca2+ стимулировать активность остео- и одонтобластов используется 
при создании на основе ватерита каркасов для регенерации костной и зубной тканей 
[24–26]. Высвобождаемые из ватерита ионы Ca2+ эффективно сшивают анионные по-
лисахариды (например, альгинат натрия, хитозан) с образованием гомогенных гидро-
гелей, используемых для создания систем доставки лекарств и ранозаживляющих 
средств [27–30].

В работах [31, 32] на основе карбоната кальция были разработаны микрочасти-
цы с включением тромбина и протонированной транексамовой кислоты, которые 
при введении грызунам и кроликам в место обширного кровотечения при контакте 
с кровью быстро выделяют пузырьки СО2, что способствует их активному переносу 
в потоке крови и доставке тромбина в глубокие места повреждения сосудов. Такие 
системы доставки представляются перспективными для терапии геморрагических 
состояний.

При использовании ватеритных микрочастиц для доставки целевых лекарственных 
средств возможно их взаимодействие с клетками крови. Это особенно важно при раз-
работке препаратов, направленных на коррекцию работы системы гемостаза, важная 
роль в которой отводится, прежде всего, тромбоцитам. Однако комплексные исследо-
вания влияния микрочастиц ватерита на функциональную активность тромбоцитов не 
проводились. Поскольку включение в ватеритные микрочастицы биополимеров позво-
ляет не только стабилизировать, но и усилить их адгезию к клеткам [33], что особенно 
важно при разработке средств доставки лекарств, нацеленных на коррекцию геморра-
гических состояний, нами было исследовано влияние гибридных микрочастиц ватери-
та с биополимерами на агрегацию изолированных тромбоцитов, а также на агрегацию 
тромбоцитов в плазме крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали следующие биополимеры: фукоидан из Fucus vesiculosus 
(20–200 кДа, содержание серы 7–11%, F-5631); пектин из яблок (30–100 кДа, степень 
этерификации 50–75%, 6.7% метоксигрупп, 74% галактуроновой кислоты, Р-8471); 
хондроитинсульфат А из бычьей трахеи (20–30 кДа, С-8529) и муцин III типа из же-
лудка свиньи (600 кДа, 0.5–1.5% сиаловых кислоты, М-1778) фирмы Sigma-Aldrich 
(США); декстрансульфат Leucononostoc ssp. (500 кДа, 2.3 сульфогруппы на звено, 
31395) фирмы Fluka (Германия) и гепарин (10–20 кДа) фирмы Spofa (Чехия). В работе 
использовали также аденозиндифосфат (АДФ) фирмы Sigma-Aldrich (США).

Микрочастицы ватерита получали путем смешивания растворов CaCl2 и Na2CO3 
в 0.05 М трис-буфере (рН 7.0), как это было описано ранее [16]. Для синтеза гибрид-
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ных микрочастиц ватерита с биополимерами предварительно смешивали раствор 
CaCl2 с полисахаридами или муцином [34, 35]. Синтезированные микрочастицы вате-
рита промывали бидистиллированной водой и высушивали лиофильно. Средний диа-
метр сферических микрочастиц ватерита определяли методом сканирующей электрон-
ной микроскопии (микроскоп Zeiss Merlin, Zeiss, Германия)) с помощью программы 
ImageJ, анализируя не менее 100 частиц. ζ-потенциал гибридных микрочастиц вате-
рита изучали методом динамического светорассеяния на установке Malvern Zetasizer 
Nano ZS (Великобритания). Диаметр и ζ-потенциал для нативных микрочастиц вате-
рита составили соответственно 3.6 ± 0.7 мкм и 2 ± 1 мВ; гибридных микрочастиц вате-
рита с декстрансульфатом – 3.8 ±0.8 мкм и –13 ± 2 мВ; хондроитинсульфатом – 1.9 ± 0.5 
мкм и –12 ± 2 мВ; гепарином – 2.0 ± 0.3 мкм и –9 ± 2 мВ; фукоиданом – 2.1 ± 0.5 мкм и  
–12 ± 2 мВ; пектином – 2.3 ± 0.7 мкм и –12 ± 2 мВ; муцином – 5.8 ± 0.7 мкм и –7 ± 1 мВ. 
Для получения тромбина использовали протромбин, отделенный от церулоплазмина 
с помощью аффинной хроматографии на неомицин-агарозе и активированный при 
фильтрации через колонку с экарин-агарозой, с дополнительной очисткой α-тромбина 
при хроматографии на бензамидин-агарозе [36].

Для получения обогащенной тромбоцитами плазмы (ОТП), а также изолирован-
ных тромбоцитов использовали донорскую кровь, стабилизированную цитратом на-
трия (109 мМ в соотношении 9: 1 по объему), полученную из Республиканского науч-
ного-практического центра трансфузиологии и медицинских биотехнологий (Минск, 
Беларусь). Все процедуры по выделению тромбоцитов проводились при комнатной 
температуре с использованием исключительно пластиковой посуды. ОТП получали 
центрифугированием крови при 200 g в течение 10 мин, бестромбоцитарную плазму 
(БТП) – центрифугированием крови при 1600 g в течение 15 мин. Отмытые тромбо-
циты выделяли путем двукратного центрифугирования ОТП при 1600 g в течение 
3 мин с последующим отмыванием осадка в трис/ЭДТА-буфере, содержащем (мМ) 
13.3 трис, 120 NaCl, 15.4 KCl, 6 D-глюкозы и 1.5 ЭДТА (pH 6.9). Использование дан-
ного буфера предотвращало спонтанную агрегацию и слипание тромбоцитов, кото-
рые хранили при комнатной температуре в концентрации 2.5 × 109 кл/мл в течение 
не более 3 ч.

Агрегацию тромбоцитов исследовали с применением компьютеризированного 
анализатора агрегации АР2110 («СОЛАР», Минск, Беларусь) регистрируя измене-
ние светопропускания клеточных суспензий на длине волны 540 нм при 37 °C и по-
стоянном перемешивании. При исследовании агонист-индуцированной агрегации 
концентрацию тромбоцитов в ОТП доводили до 2.5 × 108 кл/мл разбавлением БТП, 
концентрацию отмытых тромбоцитов доводили до 2.5 × 108 кл/мл разбавлением фос-
фатно-солевым буфером (ФСБ), содержащим (мМ) 8.7 Na2НРО4, 1.5 KH2PO4, 137.0 
NaCl, 2.7 KCl, 1.0 CaCl2 и 0.5 MgCl2 (pH 7.4), инкубировали в течение 2 мин при 37 °C 
и постоянном перемешивании, после чего добавляли тестируемые препараты в необ-
ходимой концентрации и/или агонист (2.5 мкМ АДФ к ОТП или 1 мкг/мл тромбина 
к изолированным тромбоцитам). Кривые агрегации записывали в течение 10 мин. 
Для количественной оценки агрегации использовали степень агрегации клеток, ко-
торая равнялась максимальному изменению величины светопропускания суспензии 
клеток [37].

Результаты представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка средне-
го значения (М ± SE). Минимальное количество независимых экспериментов, которое 
проводилось для каждой экспериментальной точки, составляло n = 5 при отсутствии 
других указаний. Достоверность различий средних рассчитывали с применением t-
критерия Стьюдента, принимая различия достоверными при уровне значимости р < 
0.05. Кинетические кривые представлены как типичные для серии из 5–7 независимых 
экспериментов. Статистическая обработка данных проводилась с использованием про-
граммного пакета Origin 7.0 (OriginLab Corporation, США).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние свободных биополимеров (фукоидана, пектина, муцина, гепарина, хон-
дроитинсульфата и декстрансульфата), а также нативных и функционализированных 
биополимерами микрочастиц ватерита на спонтанную и АДФ-индуцированную агре-
гацию тромбоцитов в ОТП.

Было обнаружено, что такие полисахариды как фукоидан, гепарин и декстрансуль-
фат (рис. 1a, b) индуцировали агрегацию тромбоцитов в плазме; пектин, муцин и хон-
дроитинсульфат не обладали такой способностью (данные не представлены). Наиболее 
сильным активатором агрегации тромбоцитов в ОТП оказался фукоидан, при внесении 
которого в диапазоне концентраций 100–1000 мкг/мл величина светопропускания кле-
точной суспензии составляла 50 ± 10%. Также необходимо отметить, что фукоидан 
в значительно меньших концентрациях, чем остальные биополимеры, инициировал 
концентрационно-зависимую агрегацию тромбоцитов (рис. 1a, b). Гепарин и декстран-
сульфат обладали меньшей агрегационной активностью в отношении тромбоцитов: 
так, при внесении данных соединений в концентрации 1000 мкг/мл величина свето-
пропускания составила 29 ±1 3% и 32 ± 12% соответственно.

Рис. 1. Влияние тестируемых биополимеров на агрегацию тромбоцитов в ОТП. (a) и (c) – типичные кинети-
ческие кривые агрегации тромбоцитов в ОТП, инициированной внесением фукоидана (а) или АДФ в при-
сутствии различных концентраций пектина (с). (b) и (d) – зависимости степени спонтанной (b) или индуци-
рованной АДФ (d) агрегации тромбоцитов в ОТП от концентрации фукоидана, гепарина и декстрансульфата 
(b) или пектина, муцина и хондроитинсульфата (d). Используемая концентрация АДФ – 2.5 мкМ. Правее 
кинетических кривых числами указаны используемые концентрации биополимеров в мкг/мл.
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Далее было исследовано влияние муцина, пектина и хондроитинсульфата, которые 
сами по себе не индуцировали агрегацию тромбоцитов в ОТП, на АДФ-индуцирован-
ную агрегацию тромбоцитов. Пектин и муцин концентрационно-зависимым образом 
(рис. 1c, d) ингибировали АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов: максималь-
ный эффект регистрировался при внесении препаратов в концентрации 1000 мкг/мл: 
подавление агрегации на ~ 48% при использовании пектина и на ~ 55% при использо-
вании муцина. Хондроитинсульфат в диапазоне концентраций 100–500 мкг/мл не вли-
ял, а в концентрации 1000 мкг/мл снижал на ~ 20% АДФ-индуцированную агрегацию 
клеток.

При исследовании влияния синтезированных микрочастиц ватерита на агрегацию 
тромбоцитов было выявлено, что внесение самих микрочастиц ватерита инициирова-
ло небольшую агрегацию тромбоцитов в ОТП, которая составляла порядка 12 ± 2% 
(рис. 2). Микрочастицы ватерита не оказывали влияния на АДФ-индуцированную аг-
регацию тромбоцитов вплоть до концентрации 500 мкг/мл (рис. 2) и лишь в концент-
рации 1000 мкг/мл ингибировали на ~ 30% АДФ-индуцированную агрегацию (данные 
не представлены).

Гибридные микрочастицы ватерита с фукоиданом, гепарином и декстрансульфатом 
при внесении в ОТП вызывали агрегацию тромбоцитов, что коррелировало со спо-

Рис. 2. Влияние нативных и функционализированных биополимерами микрочастиц ватерита (250 мкг/мл) 
на спонтанную и АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов в ОТП. Концентрация АДФ – 2.5 мкМ. *p 
< 0.05 по сравнению с эффектом нативных микрочастиц ватерита. В случае АДФ-индуцированной агрега-
ции за 100% принята величина степени агрегации в контроле (при добавлении 2.5 мкМ АДФ). #p < 0.05 по 
сравнению с эффектом АДФ.
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собностью соответствующих биополимеров индуцировать спонтанную агрегацию. По 
всей видимости, агрегационный эффект этих гибридных микрочастиц ватерита мог 
быть обусловлен входящими в их состав биополимерами.

Что касается микрочастиц ватерита с муцином, пектином или хондроитинсуль-
фатом, то их эффект на спонтанную агрегацию тромбоцитов в ОТП был сопоставим 
с действием нативного ватерита. Следует отметить, что добавление гибридных микро-
частиц ватерита с муцином или пектином в ОТП приводило к снижению АДФ-индуци-
рованной агрегации тромбоцитов. Микрочастицы ватерита с хондроитинсульфатом не 
оказывали влияния на АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов (рис. 2).

Влияние свободных биополимеров (фукоидана, пектина, муцина, гепарина, хон-
дроитинсульфата и декстрансульфата), а также нативных и функционализированных 
биополимерами микрочастиц ватерита на спонтанную и тромбин-индуцированную аг-
регацию изолированных тромбоцитов

При исследовании спонтанной агрегации изолированных тромбоцитов было уста-
новлено, что внесение к отмытым тромбоцитам фукоидана, гепарина и муцина иници-
ировало их агрегацию (рис. 3a, b). Наиболее сильными индукторами агрегации явля-
лись муцин и фукоидан (рис. 3а, b). Хондроитинсульфат, декстран сульфат и пектин не 

Рис. 3. Влияние тестируемых биополимеров на агрегацию изолированных тромбоцитов. (a) и (c) – типичные 
кинетические кривые агрегации изолированных тромбоцитов, инициированной внесением муцина (а) или 
тромбина в присутствии различных концентраций декстрансульфата (с). (b) и (d) – зависимости степени 
спонтанной (b) или индуцированной тромбином (d) агрегации изолированных тромбоцитов от концентра-
ции фукоидана, гепарина и муцина (b) или пектина, декстрансульфата и хондроитинсульфата (d). Использу-
емая концентрация тромбина – 1 мкг/мл. Правее кинетических кривых числами указана используемая кон-
центрация биополимеров в мкг/мл.
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индуцировали спонтанную агрегацию изолированных тромбоцитов, при этом концен-
трационно-зависимым образом ингибировали тромбин-индуцированную агрегацию 
тромбоцитов (рис. 3c, d). Практически 100%-ное подавление тромбин-индуцирован-
ной агрегации клеток регистрировалось при использовании вышеупомянутых биопо-
лимеров в концентрации 1000 мкг/мл.

Внесение самих микрочастиц ватерита не влияло на спонтанную агрегацию изо-
лированных тромбоцитов (рис. 4) во всем исследуемом концентрационном диапазоне 
(100–1000 мкг/мл). Микрочастицы ватерита не оказывали влияния на тромбин-ин-
дуцированную агрегацию тромбоцитов вплоть до концентрации 500 мкг/мл (рис. 4) 
и лишь в концентрации 1000 мкг/мл ингибировали на ~ 30% тромбин-индуцирован-
ную агрегацию клеток (данные не представлены) аналогично случаю АДФ-индуциро-
ванной агрегации тромбоцитов в ОТП.

Инициаторами агрегации изолированных тромбоцитов среди тестируемых гибрид-
ных микрочастиц ватерита оказались микрочастицы ватерита с фукоиданом и гепари-
ном, что коррелировало со способностью данных биополимеров вызывать агрегацию 
изолированных клеток. Следует отметить, что гибридные микрочастицы ватерита 
с муцином, в отличие от самого муцина, не вызывали агрегацию изолированных кле-

Рис. 4. Влияние нативных и функционализированных биополимерами микрочастиц ватерита (250 мкг/мл) 
на спонтанную и тромбин-индуцированную агрегацию изолированных тромбоцитов. Концентрация тром-
бина – 1 мкг/мл. * p < 0.05 по сравнению с эффектом нативных микрочастиц ватерита. В случае тромбин-ин-
дуцированной агрегации за 100% принята величина степени агрегации в контроле (при добавлении 1 мкг/мл 
тромбина). # p < 0.05 по сравнению с эффектом тромбина.
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ток. Ингибирующий эффект (~ 40%) на тромбин-индуцированную агрегацию тромбо-
цитов был выявлен для микрочастиц ватерита с пектином. Функционализированные 
декстрансульфатом, хондроитинсульфатом или муцином микрочастицы ватерита не 
оказывали влияния на агрегацию тромбоцитов в ответ на тромбин.

Эффекты свободных биополимеров, а также микрочастиц ватерита, функционали-
зированных упомянутыми биополимерами, на спонтанную и индуцированную агрега-
цию изолированных тромбоцитов и тромбоцитов в ОТП суммированы в табл. 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Поиск новых средств доставки лекарственных соединений привел к рассмотрению 
карбоната кальция в форме ватерита в качестве перспективного объекта, обладающего 
идеальными механическими, физическими и химическими свойствами для включения 

Таблица 1. Влияние свободных фукоидана, гепарина, пектина, муцина, декстрансульфата 
и хондроитинсульфата, а также данных биополимеров в составе микрочастиц ватерита на 
агрегацию тромбоцитов*

фукоидан гепарин пектин муцин декстран-
сульфат

хондроитин-
сульфат

аг
ре

га
ци

я 
тр

ом
бо

ци
то

в 
в 

О
ТП

спонтанная + + – – + –

АДФ-индуцированная н/о н/о ↓ ↓ н/о = ↓

спонтанная в присут-
ствии функционали-
зированных частиц 
ватерита

+ + – – + –

АДФ-индуцированная 
в присутствии функ-
ционализированных 
частиц ватерита

н/о н/о ↓ ↓ н/о =

аг
ре

га
ци

я 
из

ол
ир

ов
ан

ны
х 

тр
ом

бо
ци

то
в

спонтанная + + – + – –

тромбин-индуциро-
ванная н/о н/о ↓ н/о ↓ ↓

спонтанная в присут-
ствии функционали-
зированных частиц 
ватерита

+ + – – – –

тромбин-индуциро-
ванная в присутствии 
функционализирован-
ных частиц ватерита

н/о н/о ↓ = = =

* «+» – вызывает агрегацию, «–» – не вызывает агрегацию, «↓» – ингибирует агонист-индуцированную агре-
гацию, «=» – не влияет на агонист-индуцированную агрегацию, «н/о» – измерение не проводилось.
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целевых молекул. Недавние исследования показали перспективность использования 
средств доставки на основе карбоната кальция для коррекции геморрагических состоя-
ний [29–32]. В данной работе были синтезированы гибридные микрочастицы ватерита 
с включением различных биополимеров и исследовано их влияние на агрегацию тром-
боцитов – форменных элементов крови, которые играют важную роль как в обеспече-
нии нормального гемостаза, так и в развитии патологических кровотечений и тром-
бозов. Тромбоциты вносят решающий вклад в сужение и восстановление просвета 
сосудов. Кроме того, тромбоциты взаимодействуют с другими клетками (лейкоцитами, 
эндотелиальными, гладкомышечными клетками) и играют важную роль в воспалении, 
сопутствующих патологиях и в развитии атеросклероза.

Нами было показано, что микрочастицы ватерита не влияют на агрегацию изоли-
рованных тромбоцитов, но вызывают небольшую агрегацию тромбоцитов в плазме 
(степень агрегации ~ 10–15%). Необходимо отметить, что микрочастицы ватерита как 
системы доставки не лишены недостатков, к которым относят, в том числе небольшое 
включение и быстрое высвобождение положительно заряженных молекул. Однако это 
препятствие можно преодолеть дополнительным введением в структуру микрочастиц 
ватерита природных биополимеров, например, полисахаридов, что приведет к возра-
станию площади поверхности, пористости и увеличению включения и удерживания 
катионных молекул. Включение в состав микрочастиц ватерита биополимеров являет-
ся одним из подходов для их стабилизации. Кроме того, использование биополимеров 
в составе ватерита позволяет увеличить способность включать целевые лекарственные 
вещества и при необходимости усилить адгезию микро/наночастиц ватерита к клеткам.

Биологически активные биополимеры природного происхождения нашли широкое 
применение в различных областях биотехнологий, в том числе для лечения и профи-
лактики различных заболеваний и способны влиять на функциональные ответы им-
мунных клеток. Эти полимеры включают широкий круг подклассов, сходных с гепа-
ринами, гликоаминогликанами, фукоиданом, сульфатами декстрана и др., способных 
регулировать также и систему гемостаза, оказывая как прокоагулянтные, так и анти-
коагулянтные эффекты. В качестве кандидатов для функционализации микрочастиц 
ватерита нами были выбраны фукоидан, гепарин, пектин, декстрансульфат, хондрои-
тинсульфат и муцин, и вначале было исследовано действие этих соединений на агрега-
ционную активность тромбоцитов.

Фукоиданы представляют собой класс богатых фукозой сульфатированных углево-
дов, обнаруженных в бурых морских водорослях и в иглокожих. Большинство фукои-
данов различного происхождения состоят из сульфатированной L-фукозы, на долю ко-
торой приходится около 34–44%, небольшого количества галактозы, маннозы, ксилозы 
и уроновых кислот, а также ацетильных групп [39]. Хотя класс молекул, называемых 
«фукоиданы», сходны по своей биологической активности, в ряде случаев наблюдают-
ся большие различия в проявляемых ими эффектах в зависимости от источника выде-
ления, а также молекулярной массы, описанные в обзорах [39–41]. Полученные нами 
данные о сильной агрегантной активности используемого фукоидана согласуются с ре-
зультатами работы [42], авторы которой показали, что фукоидан из Fucus vesiculosus 
индуцирует активацию тромбоцитов посредством тирозинкиназа-зависимого пути 
(SFK и SYK), который опосредуется через рецептор CLEC-2 и приводит к активации 
интегрина αIIbβ3.

Гепарин относится к семейству гликозаминогликанов, белковое ядро которого 
включает в основном остатки глицина и серина, 2/3 последнего связывается с полиса-
харидными цепями, в основе которых лежит цепочка из повторяющихся сульфатиро-
ванного N-ацетил-D-глюкозамина, L-идуроновой кислоты и D-глюкуроновой кислоты 
[43]. Несмотря на то, что гепарин является наиболее широко используемым антикоа-
гулянтом во всем мире, в литературе имеются данные о том, что он прямо [44, 45] или 
косвенно [46, 47] способствует агрегации тромбоцитов. Полученные нами данные об 
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агрегации изолированных тромбоцитов и тромбоцитов в ОТП в присутствии гепарина 
согласуются с данными авторов работ [43, 44], в которых показано, что нефракциони-
рованный гепарин вызывает агрегацию тромбоцитов и фосфорилирование рецептора 
тромбоцитарно-эндотелиальной агрегации 1-го типа (PEAR-1) в отмытых тромбоци-
тах и заметную активацию интегрина αIIbβ3 в цельной крови; PEAR-1 в свою очередь 
стимулирует агрегацию тромбоцитов через сигнальный каскад SRC-PI3Kβ-AKT. При-
мечательно, что, как и в работе [44], согласно нашим данным, гепарин вызывает го-
раздо более медленный агрегационный ответ, чем фукоидан из Fucus vesiculosus. По 
всей видимости, данный факт ассоциирован с бóльшим размером и разветвленностью 
фукоидана. Также необходимо отметить, что при добавлении гепарина регистрирует-
ся умеренная, но необратимая агрегация тромбоцитов, из чего можно сделать вывод 
о том, что, по всей вероятности, ответ тромбоцитов на гепарин не сопровождается выс-
вобождением содержимого плотных и α-гранул.

Пектины являются несульфатированными полисахаридами, образованными, глав-
ным образом, остатками D-галактуроновой кислоты, присутствующими во всех выс-
ших растениях, особенно фруктах. Взаимодействие пектина с клетками сильно зависит 
от конкретных структурных характеристик используемой макромолекулы (степени ме-
тилэтерификации, ацетилирования и нейтральных боковых цепей рамногалактуронана 
I или рамногалактуронана II). В наших экспериментах пектин сам по себе не влиял 
на спонтанную, но концентрационно-зависимым образом ингибировал как АДФ-, так 
и тромбин-индуцированную агрегацию тромбоцитов, что согласуется с результатами 
работы [48], авторы которой выявили антикоагулянтную и антитромботическую актив-
ность двух полисахаридов с различной молекулярной массой, полученных из лимон-
ного пектина, как in vitro, так и in vivo.

Хондроитинсульфат является типичным гликозаминогликаном, который представ-
ляет собой линейный полисахарид, структура которого основана на сульфатирован-
ных (1–3)-β-N-ацетил-D-галактозамине и (1–4)-β-глюкуроновой кислоте [49]. В ряде 
работ сообщается об антикоагулянтном действии хондроитинсульфата [50, 51]. Что 
касается регуляции функций тромбоцитов, то в работе [52] было описано, что хон-
дроитин-4-сульфат ингибирует агрегацию тромбоцитов, индуцированную АДФ, это 
согласуется с полученными нами данными, указывающими на способность хондрои-
тинсульфата концентрационно-зависимым образом препятствовать агонист-индуциро-
ванной агрегации тромбоцитов. Данный эффект может быть обусловлен способностью 
хондроитинсульфата связывать ионы Са2+ [53].

Муцины представляют собой сильно гликозилированные амфифильные гликопро-
теины с молекулярной массой до 20 МДа. В наших исследованиях было выявлено, 
что муцин инициирует агрегацию изолированных тромбоцитов, это согласуется с дан-
ными работ [54, 55], авторами которых было показано, что белок муцинового ряда 
подопланин напрямую взаимодействует с CLEC-2, тем самым способствуя агрегации 
и активации тромбоцитов. Неспособность муцина вызывать агрегацию тромбоцитов 
в ОТП может быть обусловлена конкуренцией муцина с другими гликопротеинами 
плазмы крови за лектино-подобный рецептор CLEC-2 на мембране тромбоцитов. Кро-
ме того, в наших экспериментах в ОТП муцин концентрационно-зависимым образом 
ингибировал АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов.

В настоящей работе показано, что высокомолекулярный декстрансульфат (молеку-
лярная масса 500 кДа) инициирует агрегацию тромбоцитов в плазме, это согласует-
ся с результатами авторов работы [56], в которой было показано, что такой декстран-
сульфат индуцирует активацию рецептора фибриногена (αIIbβ3) посредством передачи 
сигналов CLEC-2/SYK и посредством SYK-независимого SFK/PI3K/AKT-зависимого 
тирозинкиназного пути с изначальным связыванием с рецептором PEAR-1 на тром-
боцитах человека. Отсутствие аналогичного эффекта на изолированных тромбоцитах 
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может быть обусловлено превалированием Са2+-связывающей способности декстран-
сульфата [57] над рецептор-опосредованной активацией тромбоцитов.

Таким образом, можно заключить, что поливалентная природа биополимеров в со-
четании с их сложной гетерогенной структурой, обуславливающей множественные 
белковые взаимодействия и сложные механизмы активации тромбоцитов, приводит 
к необходимости изучения каждого конкретно используемого в эксперименте полиса-
харида и белка на активацию/ингибирование функциональных ответов тромбоцитов.

При исследовании влияния гибридных микрочастиц ватерита на агрегацию тром-
боцитов было выявлено, что функционализированные фукоиданом или гепарином 
частицы вызывали сильную агрегацию клеток, что, по всей видимости, обусловлено 
выявленными нами агрегантными эффектами самих полисахаридов. Интересно отме-
тить, что гибридные микрочастицы ватерита с муцином не вызывали агрегацию изоли-
рованных тромбоцитов несмотря на то, что сам гликопротеин является стимулятором 
агрегации изолированных клеток. Данный факт, вероятно, обусловлен включением 
участков молекул, связывающихся с рецепторами на мембране тромбоцитов, вглубь 
гибридных микрочастиц ватерита. Однако при этом такие гибридные микрочастицы 
сохраняли способность самого муцина ингибировать АДФ-индуцированную агрега-
цию тромбоцитов в плазме. Также интересно отметить, что хондроитинсульфат в со-
ставе микрочастиц ватерита терял способность препятствовать агонист-индуцирован-
ной агрегации тромбоцитов. Гибридные микрочастицы ватерита с пектином, подобно 
самому пектину, эффективно ингибировали как тромбин- так и АДФ-индуцированную 
агрегацию клеток.

Таким образом, на основании полученных данных можно заключить, что для раз-
работки средств доставки на основе ватерита с целью коррекции геморрагических 
состояний перспективным является использование гибридных микрочастиц ватерита 
с гепарином или фукоиданом (для агрегантных эффектов). В то же время для антиаг-
регантных эффектов наиболее подходящим полисахаридом для включения в микроча-
стицы ватерита является пектин. Микрочастицы ватерита, функционализированные 
хондроитинсульфатом, являются нейтральными в отношении тромбоцитов.
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D. V. Grigorievaa, #, E. V. Mikhalchikb, N. G. Balabushevichb, c, D. V. Mosievichc, 
М. А. Murinab, О. М. Panasenkob, А. V. Sokolovb, d, and I. V. Gorudkoa

aBelarusian State University, Minsk, Belarus
bLopukhin Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine of Federal Medical 

Biological Agency, Moscow, Russia
cLomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

d nstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia
*e-mail: dargr@tut.by

Vaterite microparticles, metastable form of calcium carbonate, are promising forms 
of delivery of medicinal compounds. For more efficient delivery of target molecules 
(increased incorporation and retention), vaterite microparticles must be functionalized with 
biopolymers. In this article the effect of polysaccharides, mucin and vaterite microparticles, 
as well as hybrid vaterite microparticles with the above-mentioned biopolymers was 
studied on platelet aggregation. It was found that fucoidan, heparin and dextran sulfate 
(when added to platelet-rich plasma) and mucin (when added to isolated platelets) initiated 
cell aggregation. Pectin and chondroitin sulfate inhibited ADP- and thrombin-induced 
aggregation in a dose-dependent manner, mucin suppressed ADP-induced, and dextran 
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sulfate suppressed thrombin-induced platelet aggregation. Vaterite microparticles at a 
concentration of 100–1000 μg/ml did not affect the aggregation of isolated platelets, but 
caused 10–15% cell aggregation in plasma; at the same time, at a concentration of 1000 
μg/ml vaterite microparticles prevented agonist-induced cell aggregation by ~30%. It 
has been established that hybrid vaterite microparticles with fucoidan or heparin, when 
added both to platelet-rich plasma and to isolated cells, are capable to initiate platelet 
aggregation. Vaterite microparticles functionalized with pectin or chondroitin sulfate had 
no effect on spontaneous cell aggregation, and did not affect (with chondroitin sulfate) or 
inhibit (with pectin) agonist-induced platelet aggregation. Thus, the use of hybrid vaterite 
microparticles with pectin or fucoidan/heparin may be promising for the delivery of drugs 
aimed at modulating (inhibition with pectin or activation with fucoidan/heparin) the 
platelet component of hemostasis.

Keywords: platelet, aggregation, vaterite microparticle, polysaccharide, mucin, adenosine 
diphosphate, thrombin


