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При лечении раковых заболеваний противоопухолевыми препаратами частыми по-
бочными эффектами являются тромбоцитопения и нарушение активации тромбоцитов. 
Некоторые низкомолекулярные ингибиторы антиапоптотических BCL-2 белков могут вы-
зывать апоптоз тромбоцитов и блокировать их активацию. Были исследованы пять инги-
биторов (MIM-1, ABT-199, обатоклакс, госсипол и WEHI-539) и обнаружено, что обато-
клакс и госсипол вызывали прокоагулянтное состояние тромбоцитов и блокировали их 
активацию. WEHI-539 индуцировал каспаз-зависимый апоптоз и вызывал блокирование 
активации тромбоцитов за счет активации протеинкиназы А (ПКА), которая не связана 
с  увеличением количества циклического аденозинмонофосфата в  тромбоцитах. Действие 
обатоклакса и госсипола не зависит от активации ПКА и обусловлено другими механиз-
мами. Ингибиторы белков MCL-1 и BCL-2 (MIM1 и ABT-199 соответственно) не вызыва-
ли гибель тромбоцитов и не оказывали действия на их активацию.
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Thrombocytopenia and impairing platelets activation are common side effects of antican-
cer therapy. It is known that some low-molecular inhibitors of the pro-survival BCL-2 family 
proteins can cause apoptosis in platelets and block their activation. Here five inhibitors (MIM-
1, ABT-199, obatoclax, gossypol and WEHI-539) were explored and we found that obatoclax 
and gossypol induce procoagulant platelets and impair platelets activation. WEHI-539 induces 
caspase-dependent apoptosis and blocks platelets functions via cAMP-independent PKA acti-
vation. Platelets activation is inhibited by obatoclax and gossypol independently from PKA 
and cause by other mechanisms. MIM1 and ABT-199 (MCL-1 and BCL-2 proteins inhibitors, 
respectively) have no effects on platelets function.
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В противоопухолевой терапии одним из частых побочных эффектов яв-
ляется развитие тромбоцитопении, которая опасна риском образования кро-
вотечений у  пациентов [31]. Тромбоцитопения может возникать вследствие 
нарушения продукции или апоптоза тромбоцитов. Одним из ключевых при-
знаков апопотоза, как и прокоагулянтной активности тромбоцитов, являет-
ся экстернализация фосфатидилсерина (ФС), которая служит сигналом для 
макрофагов о необходимости элиминации клетки из организма [7]. В прокоа-
гулянтных (способных обеспечивать генерацию тромбина) тромбоцитах эк-
стернализация ФС является сигналом для сборки комплекса протромбиназы, 
катализирующей превращение неактивного протромбина в  активный тром-
бин [13, 38]. В норме асимметричное распределение липидов во внешнем и вну-
треннем слое мембраны поддерживается за счет активности флиппаз ATP11A 
и ATP11C [18]. В прокоагулянтных тромбоцитах концентрация внутриклеточ-
ного Ca2+ резко увеличивается, что приводит к  активации Ca2+-зависимой 
скрамблазы TMEM16F [23], переносящий ФС из внутреннего слоя мембраны 
во внешний, и обратимой инактивации флиппаз ATP11A и ATP11C [18]. При 
апоптозе каспазы-3 и 7 путем расщепления активируют скрамблазу Xrk8, что 
приводит к  конститутивной экстернализации ФС, необходимой для распоз-
навания макрофагом апоптотической клетки [28], а также расщепляют флиппа-
зы ATP11A и ATP11C, делая экстернализацию ФС необратимой [1, 29].

Основными регуляторами апоптоза в  клетках являются белки семейства 
BCL-2, среди которых выделяют проапоптотические, регуляторные и анти- 
апоптотические белки [30]. Считается, что регуляция апоптоза белками данно-
го семейства осуществляется за счет поддержания баланса между содержани-
ем про- и антиапоптотических BCL-2 белков в клетке [20]. При запуске апоп-
тоза основные эффекторные белки Bax и/или Bak образуют поры во внешней 
мембране митохондрий, инициируя выход цитохрома с  из межмембранного 
пространства митохондрий в цитозоль [24]. Цитохром с активирует регулятор-
ную каспазу-9 и запускает сборку комплекса апоптосом, активирующих эф-
фекторные каспазы-3 и -7, — протеазы, ответственные за большинство морфо-
логических и биохимических изменений в клетке, связанных с апоптозом [16].

Несмотря на то что тромбоциты являются безъядерными образования-
ми, они имеют практически полный набор белков, участвующих в  реализа-
ции внутреннего пути апоптоза [12]. Основным антиапоптотическим белком 
в  тромбоцитах является белок BCL-XL [15, 37]. Было показано, что некоторые 
низкомолекулярные ингибиторы антиапоптотических белков BCL-2 семей-
ства, такие как ABT-737 или навитоклакс, способствуют развитию тромбоци-
топении и даже при увеличении генерации тромбина ингибируют активацию 
тромбоцитов, что вынуждает приостанавливать лечение, снижать дозу и ча-
стоту применения препаратов [21, 30].

Цель работы заключалась в  исследовании механизма действия различ-
ных ингибиторов антиапоптотических BCL-2 белков на апоптоз и активацию 
тромбоцитов. В работе использовались следующие ингибиторы антиапоптоти-
ческих BCL-2 белков: MIM1, ингибитор белка MCL1 [5]; ABT-199, селектив-
ный ингибитор белка BCL-2 [26]; обатоклакс, блокирующий все антиапопто-
тические белки BCL-2 семейства [19], госсипол, ингибирующий белки BCL-2 
и BCL-XL [11]; WEHI-539, ингибитор белка BCL-XL [14]. Все эти соединения 
с разной аффинностью связываются BCL-2 белками.
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МЕТОДИКА

Реактивы. ABT-199, ABT-737, обатоклакс (Selleck Chemicals, Германия); 
MIM1, TRAP-6, H89 (Tocris Bioscience, Германия); госсипол, форсколин, SNP 
(Sigma-Aldrich, Германия); WEHI-539 (MedChem Express, Германия); аннек-
син V-PE, антитела к  каспазе-3 (BD-Bioscience, Германия); вторичные анти-
тела, конъюгированные с  пероксидазой хрена (Amersham, Pharmacia Biotech, 
Германия), VASPS239 антитела (Nano Tools, Германия), антитела к актину (Cell 
Signaling, Германия).

Выделение тромбоцитов. Кровь здоровых доноров собирали в  пробир-
ку с  цитратным буфером (мМ):12  лимонной кислоты, 15  цитрата натрия, 
25  D-глюкозы, 2  мкM ЭГТА. Плазму, обогащенную тромбоцитами (PRP),  
получали центрифугированием при 200 g (центрифуга СМ-6М ELMI) в тече-
ние 7  мин, затем центрифугировали 2.5  мин при 330  g. Осадок промывали 
раствором CGS (мМ): 120  NaCl, 12  цитрата натрия, 30  D-глюкозы, pH  6.5 и 
ресуспендировали в HEPES буфере (мМ): 150 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 
10 D-глюкозы, 10 HEPES, pH 7.4. Для проведения опытов использовали рабо-
чую концентрацию тромбоцитов 3 ∙ 108/мл.

Проточная цитометрия. Для оценки экстернализации фосфатидилсери-
на (ФС) отмытые тромбоциты инкубировали 10  мин с  аннексином 5-PE при 
комнатной температуре в  пропорции 10  :  1. Далее тромбоциты разбавляли 
в  10  раз аннексин-5 связывающим раствором (мМ): 140  NaCl, 10  HEPES, 
2.5  CaCl2. Для оценки активации интегринов αIIbβ3 тромбоциты инкубиро-
вали 10 мин с меченым фибриногеном (15 мг/мл) (Alexa-647) при комнатной 
температуре в пропорции 1 : 100, затем тромбоциты разбавляли в 10 раз фос-
фатным буфером.

Анализ проводился на проточном цитофлуориметре NaviousTM (Beckman 
Coulter, США). Каждый образец оценивался по 15 000 событиям.

Вестерн-блот анализ. Для проведения вестерн-блот анализа в  отмытые 
тромбоциты добавляли буфер, содержащий додецил сульфат натрия (SDS), 
затем проводили электрофорез в SDS полиакриламидном геле (PAGE). Выде-
ленные белки переносились на нитроцеллюлозную мембрану c использовани-
ем полусухого трансфера. Неспецифическое связывание блокировали 3%-ным 
раствором обезжиренного молока в трис-буфере, содержащим 0.1 % твин-20. 
В течение ночи белки инкубировали с первичными антителами при 4°С. Для 
регистрации хемилюминесценции к  пробам добавляли вторичные антитела, 
конъюгированные с пероксидазой хрена.

Статистическая обработка. Все эксперименты были выполнены в  ко- 
личестве не менее 4. Данные выражены как среднее арифметическое ± ошиб-
ка среднего. Различие между группами определялось с  помощью t-крите-
рия Стьюдента. Значения p  <  0.05 принимались как статистически зна- 
чимые.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для определения гибели тромбоцитов измерялся уровень экстернализа-
ции ФС и активация каспазы-3. Было показано, что обатоклакс (40  мкМ) и 
госсипол (30  мкМ) уже через 10  мин после введения вызывали связывание 
аннексина-5 (рис.  1, А). WEHI-539 (1 мкМ) вызывал увеличение экстернали-
зации ФС через 1  ч после введения (рис.  1, А), тогда как MIM-1 (5  мкМ) и 
ABT-199 (10 мкМ) не оказывали существенного влияния на экстернализацию 
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PS ни через 10 мин, ни через 1 ч (рис. 1, А). При этом обатоклакс (40 мкМ) и 
госсипол (30 мкМ) не влияли на активность каспазы-3, что указывает на воз-
никновение прокоагулянтного состояния в тромбоцитах (рис. 1, Б). WEHI-539 
вызывал расщепление каспазы-3 через 1 ч после введения (рис. 1, Б).

Обатоклакс и госсипол через 10  мин снижали активацию интегрина 
αIIbβ3, вызванную ТRAP-6, который является агонистом тромбинового рецеп-

Рис. 1. Влияние исследуемых ингибиторов на экстернализацию PS на поверхности тром-
боцитов и на активацию каспазы-3.

А — экстернализация ФС (связывание с аннексином-5); Б — вестерн-блот каспазы-3. Актин исполь-
зовали как контроль количества белка. Аннексиновое связывание представлено как кратное увеличе-

ние от контроля, принятого за единицу, n = 4. * Различия достоверны при p < 0.05.
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тора PAR-1 (рис. 2, А). WEHI-539 вызывал существенное снижение активации 
интегринов через 1 ч после введения (рис. 2, А). MIM1 и ABT-199 не оказыва-
ли влияния на активацию тромбоцитов (рис. 2, А). Ингибирование активации, 
вызванное исследуемыми веществами, совпадало по времени с возникновени-
ем апоптоза и прокоагулянтного состояния тромбоцитов.

Основными ингибирующими системами в  тромбоцитах являются адени-
лат- и гуанилатциклазы (АЦ и ГЦ), которые через синтез циклических нукле-
отидов (цАМФ и цГМФ) активируют киназы A и G (ПКА и ПКG). Эти киназы 
воздействуют на ключевые сигнальные молекулы в  тромбоцитах, блокируя 
освобождение Ca2+, активацию интегринов, высвобождение гранул, измене-
ние формы тромбоцитов, их агрегацию и адгезию [2]. Определить активность 
ПКА и ПКG в тромбоцитах можно по степени фосфорилирования белка VASP 
(Vasolidator-stimulated protein), который является известным субстратом этих 
киназ, и фосфорилируется ими по сайтам S239 и S157 [25].

Мы показали, что обатоклакс и госсипол ни через 10  мин, ни через 1  ч 
не вызывают фосфорилирования VASP (рис. 2, Б, В). В качестве позитивного 
контроля использовался активатор АЦ форсколин (1  мкМ). WEHI-539 вызы-
вал дозозависимое фосфорилирование белка VASP по Ser239 (рис.  2, Г), что 
свидетельствует об активации ингибирующих сигнальных путей в тромбоци-
тах. Фосфорилирование VASP совпадало по времени с экстернализацией PS и 
ингибированием активации интегрина aIIbβ3.

Для определения механизма активации ПКА/ПКG сигнальных систем ис-
следуемыми ингибиторами было проверено, влияет ли WEHI-539, селектив-

Рис. 2. Влияние исследуемых веществ на активацию тромбоцитов и на фосфорилирова-
ние белка VASP в тромбоцитах.

А — активацию тромбоцитов вызывали инкубацией в течение 5 мин с TRAP-6 и оценивали по свя-
зыванию с  меченым фибриногеном; Б  — вестерн-блот белка VASP. Актин использовали как кон-
троль количества белка. Активация интегринов, вызванная TRAP-6, принята за 100 %, n = 4. * Раз-

личия достоверны при p < 0.05 .
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ный ингибитор белка BCL-XL, на активность АЦ и ГЦ в  тромбоцитах. Для 
этого тромбоциты в  течение 10  мин преинкубировали с  SQ22536 и ODQ, 
блокирующими АЦ и ГЦ соответственно, после чего вводили WEHI-539 и 
далее анализировали при помощи вестерн-блот анализа. Было показано, что 
SQ22536 (30 мкМ) и ODQ (20 мкМ) не блокируют фосфорилирование VASP, 
вызванное WEHI-539 (рис. 3, А). Эти данные свидетельствуют, что активация 
ингибирующих сигнальных систем в тромбоцитах веществом WEHI-539 про-
исходит за счет механизма, не связанного с активацией АЦ и ГЦ и последую-
щим увеличением уровня цАМФ и цГМФ. В качестве контроля активности ин-
гибиторов АЦ и ГЦ использовали форсколин, активатор АЦ и SNP, донор NO.

Мы предположили, что механизм действия WEHI-539 может быть опосре-
дован активацией протеинкиназ A или G, не связанной с увеличением уровня 
циклических нуклеотидов в  тромбоцитах. Фосфорилирование VASP, вызван-
ное WEHI-539, высокоаффинным ингибитором BCL-XL, блокировалось пре-
инкубацией в течение 10 мин с H89 (20 мкМ), ингибитором ПКА (рис. 3, Б). 
Полученные данные позволяют сделать заключение, что WEHI-539 запускает 
апоптоз и активирует ингибиторные сигнальные системы в тромбоцитах, бло-
кируя тем самым возможность активации тромбоцита, вступившего в апоптоз.

Рис. 2 (продолжение).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для ABT-737, ингибирующего белки BCL-2, BCL-XL и BCL-w, была по-
казана способность блокировать активацию тромбоцитов, однако механизм 
этого ингибирования не был изучен [32]. Впоследствии нам удалось опреде-
лить, что ABT-737 вызывает апоптоз тромбоцитов и блокирует их активацию 
за счет цАМФ  — независимой активации ПКА [22]. Непонятным оставался 
вопрос, с  каким из белков BCL-2 семейства связано нарушение активации 
тромбоцитов, вызванное ABT-737. В  данной работе использовались различ-
ные ингибиторы BCL-2  белков, но только для WEHI-539, селективного ин-
гибитора BCL-XL, был показан аналогичный с  ABT-737 эффект. ABT-199 и 
MIM1, ингибирующие белки BCL-2 и MCL-1 соответственно в нашей работе 
не оказывали существенного влияния ни на апоптоз (рис. 1, А), ни на актива-
цию тромбоцитов (рис. 2, А).

Активация ПКА, вызванная ABT-737, по крайней мере отчасти блокирует-
ся ингибиторами каспазы-3, что свидетельствует о  каспаз-зависимой актива-
ции ПКА в тромбоцитах [22]. Важно отметить, что ABT-737 и WEHI-539 обла-
дают высокой аффинностью к белку BCL-XL и способны связывать его в на-
номолярных концентрациях [14, 32] в отличие от обатоклакса и госсипола [35].

На ядерных клетках было показано, что среди шести исследуемых инги-
биторов (обатоклакс, госсипол, апогоссипол, EM20-25, хелеретрин и ABT-737) 
только ABT-737 способен специфически ингибировать антиапоптотические 
BCL-2 белки и запускать Bak/Bax-зависимый путь апоптоза с  активацией кас-
пазы-9 [32]. Остальные вещества, в  том числе обатоклакс и госсипол, помимо 
способности индуцировать высвобождение цитохрома с и активировать каспазы 
могут запускать апоптоз Bak/Bax-независимым путем, что говорит о  наличии 
у данных веществ других мишеней [32]. Госсипол, природный полифенол, полу-
чаемый из семян хлопчатника, в настоящее время активно исследуется [10]. Уста-
новлено, что госсипол и его производные обладают противоопухолевыми [11, 34, 

36], антиоксидантными [6], контрацептивными [33] и противоинфекционными [10] 
свойствами. Известно, что госсипол помимо связывания с BCL-2 белками дей-

Рис. 3. WEHI-539, селективный ингибитор белка BCL-XL, активирует ПКА, не влияя на 
активность АЦ и ГЦ в тромбоцитах.

А  — SQ22536 и ODQ не блокируют фосфорилирование VASP, вызванное WEHI-539; Б  — ингиби-
тор ПКА H89 блокирует действие WEHI-539. Актин использовали как контроль количества белка.



1113

ствует как ингибитор некоторых дегидрогеназ, конкурируя с NADH за связыва-
ние с  лактатдегидрогеназой, ингибирует липоксигеназу, подавляет активность 
NF-κB и связывается кальмодулином [4, 17]. Обатоклакс (GX15-070) был разрабо-
тан для преодоления устойчивости к апоптозу клеток с повышенным синтезом 
белков BCL-2, BCL-XL или MCL-1 [19]. Недавно для обатоклакса на некоторых 
типах раковых клеток была показана возможность вызывать каспаз-независи-
мый тип гибели клеток: аутофагия-зависимый некроптоз или некроз [3, 27].

В тромбоцитах госсипол и обатоклакс (вещества с  низкой аффинностью 
к BCL-XL белку) инициировали прокоагулянтное состояние тромбоцитов, не-
смотря на способность активировать каспазы при запуске клеточной гибели 
в некоторых линиях раковых клеток (рис. 1). Экстернализация ФС и ингиби-
рование активации, вызванной ТRAP-6, развиваются в течение 10 мин (рис. 1, 
А; 2, А). При этом не наблюдается активации ПКА и ПКG ингибиторных си-
стем (рис. 2, Б, В). Ингибирование активации тромбоцитов, вызванное госси-
полом или обатоклаксом, не зависит от активации ПКА и ПКG сигнальных 
систем, а, возможно, обусловлено другими механизмами. В случае госсипола 
ингибирование активации может происходить за счет подавления активности 
липоксигеназы и/или за счет связывания кальмодулина [8, 9].

Изучение механизма гибели тромбоцитов имеет не только важное практи-
ческое значение в разработке новых подходов к терапии различных патологий, 
но и позволяет понять фундаментальные процессы регуляции и реализации 
апоптоза в  клетках. Вероятно, блокирование активации вступившего в  апоп-
тоз тромбоцита позволяет предотвращать спонтанные процессы активации 
и тромбообразования. В  нашей работе при запуске апоптоза в  тромбоцитах 
происходила активация ПКА, которая не была опосредована запуском АЦ и 
последующим синтезом цАМФ, что свидетельствует о  наличии в  тромбоци-
тах неканонического пути активации ПКА, который реализуется в  апоптоти-
ческой клетке. Полученные данные дают представления о  внутриклеточных 
процессах, запускаемых ингибиторами антиапоптотических BCL-2  белков 
в тромбоцитах.

Работа поддержана грантом КОМФИ № 17-00-00141 (17-00-00139) (проточ-
ная цитометрия). Исследование выполнено в рамках государственного задания 
ФАНО России № АААА-А18-118012290371-3(вестерн-блот анализ). Исследо-
вания выполнены методом проточной цитометрии на базе ЦКП ИЭФБ РАН. 
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