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Активность тромбоцитов в циркулирующей крови контролируется различными
стимулирующими и ингибирующими факторами, и регулируемое равновесие
между этими двумя процессами существенно для нормального функционирования
сосудов. NO/цГМФ/PKG сигнальный путь является одним из ключевых в инги-
бировании активности тромбоцитов. В последнее время в литературе стали появ-
ляться новые гипотезы о стимулирующих или двойственных функциях PKG
(протеинкиназы G) в тромбоцитах. Данный обзор сфокусирован на трех основных
проблемах: 1) стимулирующая и двойственная функции PKG в тромбоцитах,
“подводные камни” в изучении NO/цГМФ/PKG сигнального пути, артефакты и
некорректная интерпретация данных, которые приводят к развитию необосно-
ванных гипотез; 2) новые субстраты PKG, которые вовлечены в различные меха-
низмы ингибирования тромбоцитов; и 3) клинические аспекты использования
препаратов, приводящих к высвобождению NO и активации гуанилатциклазы
(ГЦ). В заключение обсуждается недавно разработанный метод количественной фос-
фопротеомики, который обещает стать мощным инструментом в анализе PKG-опо-
средованных эффектов. Этот метод позволит определить новые PKG-специфичные
субстраты, анализ которых может стать основой для разработки новых лекарств,
направленных на специфические аспекты функционирования тромбоцитов.
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РАЗВИТИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЙ О ФУНКЦИЯХ
цГМФ В ТРОМБОЦИТАХ

Молекула циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) впервые была синтези-
рована в 1960 г. [1], а вскоре после этого из мочи кролика был выделен цГМФ эн-
догенного происхождения [2]. Первые публикации о функциях цГМФ в тромбоци-
тах начали появляться в середине 70-х годов прошлого века, и в некоторых из работ
было показано увеличение концентрации цГМФ в ответ на различные соединения,
вызывающие активацию и агрегацию тромбоцитов. Например, коллаген в зависи-
мости от дозы, модели эксперимента и метода измерения цГМФ (радиоиммуноло-
гический анализ или преинкубация с [3H] гуанином), вызывал увеличение цГМФ в
тромбоцитах на 50–400% [3–6]. Для АДФ, адреналина и арахидоновой кислоты
также была показана способность увеличивать количество цГМФ в тромбоцитах,
однако не столь эффективно [5, 6]. Исходя из этих данных, была описана АДФ- или
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коллаген-стимулированная агрегация тромбоцитов, опосредованная цГМФ [7]. Соот-
ветственно в то время основной гипотезой относительно функций цГМФ в тром-
боцитах, поддерживаемой в основном группой R. J. Haslam [3, 8, 9], являлась тео-
рия активирующей роли цГМФ в тромбоцитах. В то же время другим группам не
удалось обнаружить увеличения содержания цГМФ в активированных тромбоци-
тах или доказать участие цГМФ в их активации [10, 11]. В тромбоцитах, активиро-
ванных тромбином, концентрация цГМФ не изменялась, с другой стороны, воз-
действие нитропруссида натрия (SNP), который вызывает увеличение цГМФ, не
ингибировало активацию тромбоцитов [12]. В связи с этим авторы, основываясь на
собственных данных и проведя анализ литературы, сделали заключение, что увели-
чение количества цГМФ является скорее следствием агрегации тромбоцитов, не-
жели опосредует этот процесс [12].

Вскоре после этого в литературе стали появляться данные, демонстрирующие
мощный ингибиторный эффект цГМФ в тромбоцитах. И здесь R. J. Haslam [13]
был одним из первых, кто предположил, что цГМФ может ингибировать актива-
цию тромбоцитов, вызванную различными стимулами, а затем доказал эту теорию
экспериментально [14]. Было показано, что цГМФ оказывает ингибиторный эф-
фект на обмен фосфатидилинозитола в тромбоцитах [15], на активацию тромбоци-
тов и мобилизацию кальция [16]. В то же время была открыта цГМФ-зависимая
протеинкиназа G (PKG), которая предположительно опосредовала ингибирующее
действие цГМФ и вызывала фосфорилирование белка VASP (vasodilator-stimulated protein),
который на сегодняшний день является известным индикатором активности PKG и/или
PKA в тромбоцитах [17, 18]. Позже во многих статьях было описано цГМФ/PKG-опосре-
дованное ингибирование активации тромбоцитов, данные по которому были сум-
мированы в нескольких обзорах [19–22].

Таким образом, можно сделать заключение, что увеличение концентрации цГМФ,
вызванное различными активаторами, и гипотеза о стимулирующей роли цГМФ в
тромбоцитах представляют интерес скорее исторический, нежели научный. При-
чина наблюдаемого увеличения количества цГМФ в тромбоцитах в ответ на актива-
торы, скорее всего, заключалась в недостатках методик измерения цГМФ. Эта про-
блема актуальна и по сегодняшний день, особенно в изучении тромбоцитов [23]. Су-
ществование первоначальной гипотезы о роли цГМФ в тромбоцитах можно
объяснить тем, что после открытия цГМФ, механизм его действия рассматривался
как антагонистичный эффектам циклического аденозинмонофосфата (цАМФ) [24,
25], который на тот момент уже был известен как ингибитор функций тромбоцитов.

I. ЗАБЛУЖДЕНИЯ

1. Активирующие функции PKG в тромбоцитах
После 1980-х годов, в течение более чем 20 лет в литературе существовала четкая

концепция об ингибирующей роли цГМФ/PKG и цАМФ/PKA в тромбоцитах. Од-
нако в 2003 году группой из Китая под руководством X. Du снова был поднят во-
прос о функциях цГМФ/PKG и их роли в активации тромбоцитов [26, 27]. Чтобы
продемонстрировать несостоятельность данных об активирующей роли PKG в
тромбоцитах, представленных группой X. Du, мы обратим внимание на некоторые
их работы. Одним из основных постулатов для “теории активирующей роли PKG”
X. Du являются данные, полученные на нокаутных по PKG гену мышах, которые
полностью противоречат первым работам о функциях тромбоцитов, полученных
при помощи этой модели [28]. S. Massberg с соавт. четко показали, что PKG (ука-
занная в работе как cGKI) выполняет только ингибиторную функцию в тромбоци-
тах при активации коллагеном или тромбином и в модели ишемии/реперфузии (И/Р).
В модели И/Р адгезия тромбоцитов к поврежденному эндотелию, помимо GPVI
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рецептора, обеспечивается активацией рецептора GPIb-IX к фактору фон Вилле-
бранда (vWF) и интегринов αIIb3, при этом PKG активно участвует в ингибирова-
нии как GPIb-IX, так и интегринов. X. Du и его группа, используя ту же самую мо-
дель, однако в несколько отличных экспериментах (адгезия тромбоцитов к иммо-
билизованному vWF), и ту же тромбин-индуцированную активацию, получили
данные, абсолютно противоположные результатам, полученным ранее другими
группами [27].

Следующим важным открытием X. Du стали данные об увеличении цГМФ в
тромбоцитах, активированных vWF [27]. Нашей группой было обнаружено неболь-
шое (максимум в 2.5 раза) увеличение количества цГМФ в тромбоцитах, активиро-
ванных vWF с ристоцетином [29, 30], однако повышение уровня цГМФ в этом случае
скорее представляло цепь отрицательной обратной связи, нежели играло роль в ак-
тивации [30]. В 2004 г. одновременно в журнале “Blood” были опубликованы две
статьи [29, 31] и письмо к редактору [32], где было показано, что основные экспе-
рименты (в том числе модель с нокаутными по PKG мышами), на которых основана
“теория активирующей роли PKG”, не воспроизводимы и содержат методологиче-
ские ошибки. Однако в своем ответе [33] и последующих публикациях X. Du [33–38]
попросту проигнорировал все предоставленные аргументы и продолжил развивать
“теорию активирующей роли PKG”. Здесь необходимо определить три основные
причины (помимо модели с нокаутными по PKG мышами), почему результаты
группы X. Du являются, по всей вероятности, артефактами и не отражают реальной
ситуации внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах. Прежде всего, ингибитор
PKG KT5823, который использовался для доказательства PKG-специфичных эффек-
тов, не является специфичным [39] и не ингибирует PKG как в тромбоцитах, так и в
других типах клеток [40, 41]. Второе, цГМФ аналоги как стимуляторы (8-Br-cGMP,
8-pCPT-cGMP, 8-Br-PET-cGMP), так и ингибиторы (Rp-8-PCPT-cGMPS, Rp-8-
Br-PET-cGMPS) могут ингибировать или активировать тромбоциты независимо от
действия на PKG [29, 31, 32, 41–43]. Двухфазный эффект цГМФ на тромбоциты
(быстрая активация, затем ингибирование после 10 мин инкубации с аналогами
цГМФ) может быть объяснен тем, что цГМФ-аналогам необходимо 10 мин, чтобы
достигнуть нужной концентрации для активации PKG в тромбоцитах [29, 41, 44].
То есть активирующий эффект опосредован неспецифической (цГМФ/PKG-неза-
висимой) активацией тромбоцитов, а ингибиторный эффект отражает реальное
цГМФ/PKG-зависимое блокирование активации тромбоцитов. И, наконец, тре-
тьей причиной является описание PKG-зависимой активации p38 и ERK MAP киназ,
которую автор использовал для объяснения своей теории. Важно отметить, что на-
чиная с 2003 г. никому не удалось воспроизвести эти данные, напротив, во многих
статьях был описан противоположный эффект (PKG-зависимое ингибирование
активности MAP киназ) [29, 31, 45–47]. Также никому не удалось воспроизвести
активирующий эффект силденафила (ингибитор цГМФ-специфической фосфоди-
эстеразы 5 типа) на тромбоциты, продемонстрированный в работе X. Du с соавт.
[27]. S. J. Marshall с соавт. в тех же экспериментах наблюдали только ингибирование
агрегации тромбоцитов и активации интегринов αIIb3 после воздействия силдена-
фила [31]. Во многих других статьях было показано, что силденафил оказывает
только ингибирующий эффект на тромбоциты, и особенно сильное потенцирование
этого эффекта наблюдается после использования соединений, повышающих уро-
вень NO [48–54]. Наша группа провела ряд экспериментов с силденафилом, однако
нам не удалось зафиксировать какого-либо активирующего эффекта на тромбоциты,
который оценивался по агрегации, активации интегринов αIIb3, экспрессии P-се-
лектина или по внутриклеточным маркерам активации (MAPK, ПКC, ПКB) (неопуб-
ликованные данные). Небольшие различия в эффекте силденафила на тромбоциты
(от полного отсутствия ингибирования или лишь потенцирования действия NO до
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слабого или относительно сильного ингибирования) можно объяснить двумя при-
чинами: первое, силденафил менее эффективен в PRP (platelet-rich-plasma); и второе,
силденафил, растворенный в воде или ДМСО, нестабилен, и после нескольких
дней хранения при –20°C становится менее эффективным.

Последующие статьи X. Du с соавт., где “теория активирующей роли PKG” по-
лучила дальнейшее развитие [34–38], были основаны на тех же неспецифических
эффектах стимуляторов и/или ингибиторов PKG, и не будут подробно рассматривать-
ся в данном обзоре за исключением статьи, где авторами был описан стимулирующий
эффект липополисахаридов (ЛПС) на тромбоциты [55]. Данные, представленные в
работе, полностью противоречат гипотетическому двухфазному эффекту цГМФ на
тромбоциты в их первой статье [27]. В статье X. Du с соавт. [27] на рис. 6 представлены
данные о раннем стимулирующем эффекте цГМФ/PKG, который через 5 мин блоки-
рует тромбин-индуцированную агрегацию тромбоцитов, в то время как в одной из
последующих статей [55] на рис. 5 показано, что ЛПС вызывает увеличение цГМФ
более чем в 3 раза через 30 с и потенцирует тромбин-индуцированную агрегацию
тромбоцитов после 5 мин инкубации. Важно отметить, что подготовка проб для
экспериментов в обоих случаях была идентичной. При этом фосфорилирование
белка VASP, которое должно наблюдаться при подобном значительном увеличении
цГМФ, вызванным ЛПС, среди данных не было представлено. Подобно опытам с
силденафилом, мы провели множество экспериментов на отмытых тромбоцитах с
использованием различных концентраций ЛПС и не обнаружили значимого фос-
форилирования белка VASP (неопубликованные данные). Важность упомянутой
выше работы заключается в том, что в 2015 г. вышли две статьи других авторов, где
вновь поднимается вопрос о стимулирующих функциях PKG в тромбоцитах [56, 57].

В работе S.Vogel с соавт. [56] был описан новый механизм активации тромбоцитов,
опосредованной белком HMGB1 (high-mobility group box 1). Однако объяснение
того, что молекулярный механизм действия данного белка опосредован PKG (ука-
зана в работе как cGKI), является чисто умозрительным и очень спорным. Если
данное предположение верно, оно противоречит всем данным по ингибирующему
эффекту PKG в тромбоцитах, и любой NO донор или активатор PKG должны были
бы вызывать активацию тромбоцитов. Однако подобных данных не было представ-
лено в статье и, за исключением группы X. Du, до сих пор никому не удалось их по-
лучить. Далее, если активированные тромбоциты секретируют HMGB1, который
связывается с TLR4 и активирует его, что, в свою очередь, приводит к активации
гуанилатциклазы (ГЦ), тогда все тромбоцитарные агонисты (тромбин, коллаген,
тромбоксан, АДФ) также должны стимулировать ГЦ путем секреции HMGB1 и
увеличивать количество цГМФ, чего в действительности не происходит. И, наконец,
в качестве одного из доказательств стимулирующей роли PKG в своих экспериментах
S. Vogel с соавт. используют PKG ингибитор DT-2, который неспецифичен in vivo [56].

В экспериментах, проведенных нашей группой с человеческими тромбоцитами,
проинкубированными в течение 5 мин с ЛПС, действительно, было показано не-
большое потенцирование активации тромбоцитов, стимулированных низкими до-
зами тромбина или конвульксина (неопубликованные данные). Однако данный
эффект был PKG-независимым, поскольку не наблюдалось фосфорилирование
белка VASP по Ser157 или Ser239. То есть, S. Vogel с соавт. показали очень интерес-
ный механизм NO-независимой и TLR4-опосредованной активации ГЦ, которая
может быть специфичной для мышиных, но не для человеческих тромбоцитов
(увеличение цГМФ в человеческих тромбоцитах не показано на рис. 7) [56]. При-
мечательно, что в тромбоцитах крысы ЛПС также стимулирует ГЦ через активацию
PKC и PKB, что приводит к 5-кратному увеличению содержания цГМФ и коррелирует
с мощным ингибированием тромбоцитов [59]. Следует отметить, что эффект ЛПС
на тромбоциты неоднозначен и порой дает очень противоречивые результаты. В за-
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висимости от постановки эксперимента (модели in vitro или in vivo, разные живот-
ные, человек) ЛПС может как ингибировать, так и потенцировать активацию
тромбоцитов [60–63], поэтому многие вопросы относительно эффекта ЛПС на
тромбоциты остаются открытыми.

Во второй работе были описаны экспрессия и функциональное значение белка
NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain 2) в человеческих и мышиных
тромбоцитах [57]. Авторы представили очень интересные данные (особенно для
воспалительного процесса), показав, что NOD2 задействован в активации тромбо-
цитов, индуцированной агонистами, и способен ее потенцировать. Однако аргу-
менты в пользу того, что действие NOD2 опосредовано цГМФ/PKG активностью,
не выглядят убедительными. Авторы в своем заключении основываются на двух
результатах: первое – агонисты NOD2 увеличивают количество тромбоцитарного
цГМФ путем активации индуцибельной NO-синтазы (iNOS) (касательно экспрес-
сии NOS в тромбоцитах см. следующую главу) и второе – данные, полученные с
использованием неспецифичного PKG ингибитора KT5823.

К сожалению, S. Vogel с соавт. [56] и S. Zhang с соавт. [57] вместо проведения более
детального анализа реальной вовлеченности PKG в TLR4- и NOD2-индуцированную
активацию тромбоцитов, поддержали очень сомнительную гипотезу об активиру-
ющей роли PKG, которую разрабатывает группа X. Du.

Исходя из представленного материала, мы можем заключить, что на данный мо-
мент нет ни одного неопровержимого и воспроизводимого другими группами факта,
который можно было бы рассматривать в качестве основания для доказательств су-
ществования “теории активирующей роли PKG”. Напротив, множество статей,
которые содержат результаты, воспроизводимые другими группами, без каких-ли-
бо сомнений подтверждают, что ГЦ/цГМФ/PKG путь играет исключительно инги-
бирующую роль как в человеческих, так и в мышиных тромбоцитах.

2. Двойственные функции ГЦ в тромбоцитах

Статья все той же группы X. Du [64], в которой очень убедительно описан фено-
мен двухфазного эффекта ГЦ в тромбоцитах, не будет подробно рассматриваться в
данном обзоре по двум причинам. Во-первых, статья содержит невоспроизводи-
мые результаты, что было изложено в письме к редактору журнала “Blood” [65], а
во-вторых, представленные в работе результаты снова противоречат результатам,
ранее полученным этой группой. В предыдущих работах [35, 66, 67] было показано,
что тромбин и коллаген увеличивают концентрацию цГМФ в мышиных тромбоци-
тах в 2, максимум 3.5 раза по сравнению с контролем. Однако в вышеупомянутой
статье тромбин увеличивает количество цГМФ более чем в 13 раз, а коллаген более чем
в 7 раз по сравнению с контролем [64]. При этом не были представлены данные по
фосфорилированию белка VASP, которое должно быть достаточно мощным при
подобных концентрациях цГМФ. В экспериментах нашей группы с постоянной
воспроизводимостью было показано, что тромбин никогда не вызывал увеличе-
ния, даже несколько уменьшал базальный уровень фосфорилирования VASP по
Ser239 [65, 68]. Увеличение же фосфорилирования VASP по Ser159 опосредовано
цГМФ- и цАМФ-независимой активацией PKA [69]. Что более занятно, в данных
G. Zhang с соавт. [64] тромбин и коллаген увеличивают концентрацию цГМФ в 6 и
в 5 раз соответственно даже в тромбоцитах мышей, нокаутных по ГЦ. Единствен-
ным ферментом, ответственным за синтез цГМФ в тромбоцитах, является раствори-
мая ГЦ [70], в связи с чем данные результаты можно объяснить только ошибками в
определении цГМФ. Как нашей группой [65, 71], так и другими авторами [72], ис-
пользовавшими тех же самых мышей с общим нокаутом по ГЦ и мышей с нокаут-
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ными по ГЦ тромбоцитами, в соответствии со многими другими публикациями,
был обнаружен только ингибиторный эффект ГЦ в тромбоцитах.

В заключение к этой части можно лишь повторить, что нет ни одного убедительного
результата в поддержку “теории активирующей роли PKG” в тромбоцитах. Резуль-
таты, представленные G. Zhang с соавт. [64] являются невоспроизводимыми, про-
тиворечат их собственным данным, а возможно попросту являются артефактами.

3. Экспрессия NOS и регуляция ее функций в тромбоцитах
В данном обзоре мы не будем проводить подробного анализа экспрессии и

функций NOS в тромбоцитах, поскольку этот вопрос детально был описан в одном
из предыдущих обзоров [23], в котором мы сделали акцент на трех основных про-
блемах в этой области. Первая и наиболее важная из них связана с экспрессией и
регуляцией активности NOS в тромбоцитах. И самым большим вопросом здесь яв-
ляется определение эндотелиальной NOS (eNOS) в тромбоцитах. Еще в 2008 г. нашей
группой было обнаружено, что фосфо-eNOSS1177 антитела, которые широко ис-
пользуются в качестве индикатора активации eNOS, могут детектировать увеличение
фосфорилирования eNOSS1177 в активированных тромбоцитах, выделенных из крови
нокаутных по eNOS мышей [30]. К сожалению, даже после публикации получен-
ных нами данных, эти антитела все еще используются для определения активации
eNOS в тромбоцитах. В этой связи одна статья, в которой представлены очень ин-
тересные данные касательно предотвращения образования тромбозов небивололом,
заслуживает особого внимания [73]. К сожалению, авторы использовали те же не-
специфичные антитела для определения экспрессии NOS и ее активации по фос-
форилированию eNOSS1177 без контроля на нокаутных по eNOS мышиных тромбо-
цитах [73].

Следующая проблема связана с определением цГМФ в тромбоцитах. Мы провели
множество экспериментов с определением уровня цГМФ методами ELISA, EIA и
RIA и пришли к выводу, что во многих случаях все эти подходы могут дать ошибочные
позитивные результаты для тромбоцитов, стимулированных различными агони-
стами. К сожалению, невозможно предсказать в каком случае результат отражает
реальное увеличение цГМФ, поскольку позитивный контроль (тромбоциты, сти-
мулированные донором NO), вне зависимости от используемого метода, всегда дает
достоверные данные, в отличие от опытного образца, где результат может зависеть
от буфера, в котором растворены тромбоциты (HEPES или PBS) или от того, каким
образом была остановлена реакция (TCA, HCl, или этанол). Именно поэтому дан-
ные по содержанию цГМФ в тромбоцитах, стимулированных агонистами, всегда
должны использоваться с осторожностью и с проверкой фосфорилирования белка
VASP по Ser239 в качестве позитивного контроля (предпочтительный для PKG
сайт, который очень чувствителен к увеличению цГМФ) [74]. Следует также учи-
тывать, что независимо от NO, через белок-белковое взаимодействие ГЦ могут ак-
тивировать Hsp70, Hsp90, PSD95 и MyD88, которые рекрутируют ГЦ к плазматиче-
ской мембране после фосфорилирования по Ser/Thr и/или по Tyr [30, 56, 75, 76].
К тому же, несколько соединений, в том числе ингибиторы тромбина [77] и гемфи-
брозил [78], могут стимулировать активность ГЦ в тромбоцитах независимо от NO.
Следовательно, даже в случае корректного измерения цГМФ и наличия фосфори-
лирования белка VASP, нельзя без сомнений утверждать, что активация ГЦ в тром-
боцитах опосредована активностью NOS.

Более подробно проблемы относительно измерения активности NOS описаны
в обзоре [23]. Как было сказано выше, распространенные подходы содержат мно-
го ошибок, особенно в измерении активности NOS в тромбоцитах. Активность
NOS в тромбоцитах в литературе колеблется от 8 фмоль/мин/мг белка [79] до
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16 пмоль/мин/мг [80], т.е. разница в три порядка. В тромбоцитах, стимулирован-
ных коллагеном, наблюдалось образование лишь 5 фмоль NO/мг белка в течение
60 мин [81], что, учитывая содержание 2.1 пг белка на один тромбоцит, равно обра-
зованию 6.3 молекул NO в одном тромбоците в час. Различия значений в 2–3 по-
рядка являются обычным делом в литературе, даже при условии одинакового ко-
личества стимулированных агонистами тромбоцитов.

В заключение к этой части можно добавить, что на сегодняшний день не было
зафиксировано наличия NOS в человеческих или мышиных тромбоцитах ни методом
вестерн-блот анализа [30, 82], ни при помощи протеомного анализа (для человече-
ских тромбоцитов) [83]. При этом также не удалось обнаружить мРНК NOS в челове-
ческих и мышиных тромбоцитах при помощи метода полногеномного РНК-секвени-
рования [84] и электронного ресурса www.plateletomics.com. Исходя из вышеска-
занного, гипотеза о наличия экспрессии и функционирования NOS в тромбоцитах,
судя по всему, далека от реальности и должна использоваться с большой осторожно-
стью, особенно это касается клиницистов.

4. Эритроциты синтезируют NO,
который ингибирует активацию тромбоцитов

Недавно в нескольких статьях [85–88] было описано ингибирование активации
тромбоцитов красными клетками крови (RBCs). Во всех этих работах демонстри-
ровалось ингибирование тромбоцитов деоксигинированными RBCs, способными
превращать нитриты в NO. Действительно, одним из источников NOS-независи-
мого образования NO может быть восстановление нитрита до NO при участии
деоксигемоглобина [89, 90], деоксимиоглобина [91], ксантиноксидазы [92] и кар-
боангидразы [93]. Теоретически, все эти (и некоторые другие) пути могут суще-
ствовать и осуществлять продукцию NO из нитритов, особенно в случае изолиро-
ванных ферментов in vitro. Образование NO, особенно из гемоглобина, было за-
фиксировано многими методами, однако, как было отмечено ранее в нашем
обзоре [23], измерение NO часто может дать непредсказуемый ошибочно положи-
тельный результат. Что более важно, ни в одной из упомянутых работ не было по-
казано прямой активации ГЦ в тромбоцитах, индуцированной RBCs. Описанное
ингибирование [85–88] измерялось при помощи агрегометрии и проточной цито-
метрии с использованием маркеров тромбоцитарной активации, которые не поз-
воляют определить, был ли ингибиторный эффект опосредован исключительно ак-
тивацией NO/цГМФ пути в тромбоцитах. В нескольких публикациях был описан
прямой синтез NO в эритроцитах, опосредованный eNOS [94, 95], однако результаты
других исследований не показали наличия функционально активной NOS в эрит-
роцитах [96]. Мы не будем поднимать вопрос относительно наличия экспрессии
eNOS в эритроцитах, возможно, эти данные связаны с проблемой неспецифично-
сти eNOS антител. Наиболее важная проблема, касающаяся ингибирования тром-
боцитов, опосредованного эритроцитами, независимо от eNOS активности, Hb
или других механизмов, заключается в том, что никогда не была показана способ-
ность эритроцитов активировать ГЦ напрямую. Для того, чтобы прояснить этот
вопрос, мы провели эксперименты на цельной крови и на тромбоцитах, проинку-
бированных с эритроцитами в разных состояниях (окси-, деокси- или нагруженный
NO гемоглобин) и с очищенной ГЦ [97]. Эксперименты показали, что эритроциты
во всех исследованных состояниях не способны активировать ни тромбоцитарную, ни
очищенную ГЦ, напротив, они участвуют в захвате NO.

Подводя итог данному разделу, можно заключить, что в последнее время в литера-
туре появилось несколько новых гипотез относительно функций NO/ГЦ/цГМФ/PKG
в тромбоцитах, которые нужно рассматривать с большой осторожностью по трем
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причинам: 1) большая часть данных, на которых основаны гипотезы, являются не-
воспроизводимыми; 2) данные из разных статей одних и тех же авторов часто про-
тиворечат друг другу; и 3) использование методов, взятых для доказательства гипотез,
может приводить к получению ошибочных результатов или артефактов. Поэтому
все еще существует множество нерешенных и важных вопросов, касающихся цГМФ
сигнализации в тромбоцитах.

II. РЕАЛЬНОСТЬ

1. Специфичность ингибиторов PKG и ГЦ
В предыдущем разделе мы обсуждали ингибиторы PKG, и можем лишь подчеркнуть,

что не существует специфичных PKG ингибиторов, которые могли бы использо-
ваться для определения связанных с PKG функций в тромбоцитах. Что касается
упомянутого выше КТ-5823, это соединение не ингибирует PKG, однако является
достаточно мощным ингибитором GSK3β и нескольких других киназ [39], играю-
щих важную роль в активации тромбоцитов [98, 99] и в поддержании целостности
тромба в условиях увеличивающегося градиента скорости сдвига [100]. Проникающие
через мембрану ингибиторы – аналоги цГМФ (Rp-8pCPT-cGMPS и Rp-8-Br-PET-
cGMPS) могут специфично ингибировать PKG, однако из-за их неспецифической
способности активировать тромбоциты в первые минуты после инкубации интер-
претация данных относительно функционального эффекта PKG на тромбоциты
может быть некорректна. Сравнительно недавно разработанные DT-олигопептиды,
которые были представлены как высоко специфичные, способные проникать че-
рез мембрану пептиды, блокирующие PKG [101, 102], исходя из наших данных, не
могут использоваться in vivo как ингибиторы PKG в принципе, поскольку нашей
группой был детально проанализирован эффект данных веществ на тромбоциты и
другие клетки [58], и было показано, что DT-2 не ингибирует PKG в интактных
клетках разных типов. При этом DT-2 сам по себе способен ингибировать активацию
тромбоцитов, индуцированную тромбином и в то же время потенцировать ответ тром-
боцитов на коллаген [58]. Оба описанных эффекта являются PKG-независимыми.

ODQ, наиболее часто используемый ингибитор ГЦ, судя по всему, не оказывает
какого-либо неспецифического действия на тромбоциты. В некоторых статьях
ODQ использовался для определения цГМФ-зависимых и независимых эффектов
в тромбоцитах [103–105]. Мы решили проверить действие ODQ на человеческих и
нокаутных по ГЦ мышиных тромбоцитах [71, 106] и, согласно полученным результа-
там, если блокирующий эффект ODQ не наблюдается, то это не исключает наличие
цГМФ-зависимой сигнализации в тромбоцитах, особенно в присутствии больших
доз донора NO. В мышиных тромбоцитах, нокаутных по ГЦ, ингибирование акти-
вации тромбоцитов и их апоптоз были исключительно цГМФ-зависимыми, и
лишь блокирование образования активных форм кислорода (АФК) отчасти инги-
бировалось цГМФ-независимыми механизмами, скорее всего за счет прямого за-
хвата свободных радикалов [71, 72].

2. Реакция изменения формы (shape change) тромбоцитов
Как было упомянуто выше, в последние годы публикуется множество данных,

посвященных описанию различных аспектов PKG-зависимого ингибирования
тромбоцитов, полученных разными группами в разных лабораториях. Эти данные
уже были обобщены в нескольких обзорах [21, 22, 107], поэтому PKG-зависимое
ингибирование агрегации тромбоцитов на данный момент является бесспорным,
однако относительно реакции shape change все не так однозначно. Согласно результа-
там, полученным B.O. Jensen с соавт. [108], NO вызывает PKA-, но не PKG-опосредо-
ванное ингибирование изменения формы тромбоцитов, активированных тромбином.
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Авторы объясняют этот эффект тем, что цГМФ инактивирует фосфодиэстеразу-3,
которая путем гидролиза блокирует функции цАМФ. Эти данные были получены раз-
ными методами регистрации изменения формы тромбоцитов с использованием раз-
личных аналогов циклических нуклеотидов (индукторы активации 8-Br-PET-cGMP,
8-pCPT-cGMP, cBIMPS, 8-AHA-cAMP, 8-pCPT-cAMP; ингибиторы активации
Rp-8-pCPT-cGMPS, Rp-8-Br-cAMPS, Rp-cAMPS). Что касается аналогов цикли-
ческих нуклеотидов, ранее мы упоминали, что они могут оказывать неспецифиче-
ский эффект на тромбоциты, не связанный с PKA/PKG активностью. В связи с
этим мы проверили, вызывает ли риоцигуат (активатор растворимой ГЦ, который
не влияет на уровень цАМФ) ингибирование изменения формы тромбоцитов, вы-
званное АДФ [109].

Следует отметить, что в тромбоцитах обнаружено три подтипа P2 фосфатных ре-
цепторов: АДФ-зависимые рецепторы P2Y1 и P2Y12, ассоциированные с G-белками,
и АТФ-зависимый ионный канал P2X1 [110] Было показано, что риоцигуат дозоза-
висимо ингибирует реакцию изменения формы тромбоцитов, опосредованную ак-
тивацией АДФ, но не АТФ, что указывает на отсутствие связи между активацией
PKG и активностью рецептора P2X1 [109]. При этом изменение формы тромбоци-
тов, индуцированное АДФ, может быть заблокировано при помощи ингибиторов
P2Y1 рецептора, но не P2Y12 [111]. Однако поскольку вопрос относительно влия-
ния цГМФ/PKG на изменение формы тромбоцитов не был изучен на нокаутных
по PKG мышах, до сих пор остается неясным, какая из киназ ответственна за инги-
бирование реакции shape change.

3. Кальциевая сигнализация

Все агонисты тромбоцитов действуют через специфические рецепторы, запуская
различные сигнальные процессы, приводящие в итоге к увеличению концентрации
внутриклеточного кальция [iCa2+]. Регуляция [iCa2+] в тромбоцитах является мно-
гофункциональным процессом, включающим системы, ответственные за транс-
порт Ca2+ внутрь клетки, выведение Ca2+ из клетки через плазматическую мембрану, и
закачивание Ca2+ во внутриклеточные хранилища. За увеличение [iCa2+] ответ-
ственны системы, высвобождающие Ca2+ из внутриклеточных депо и транспорти-
рующие Ca2+ через плазматическую мембрану внутрь клетки. За уменьшение
[iCa2+] в тромбоцитах отвечают две системы: саркоплазматические/эндоплазматические
Ca2+-АТФазы (SERCAs), закачивающие Ca2+ обратно в хранилища, и Ca2+-АТФазы на
плазматической мембране (PMCAs), выкачивающие кальций из клетки [112]. Из-
вестно, что активация PKG вызывает ингибирование увеличения [iCa2+] в тромбо-
цитах [113, 114], однако молекулярные механизмы и субстраты PKG на сегодняшний
день определены только для системы высвобождения Ca2+ из внутриклеточных депо.
Первыми в качестве субстрата были обнаружены рецепторы к инозитол-1,4,5-три-
фосфату (ИФ3) [115–117]. Однако до сих пор неясно, приводит ли к ингибирова-
нию высвобождения кальция фосфорилирование ИФ3 рецептора. Согласно данным,
полученным M.J. Betzenhauser с соавт., фосфорилирование ИФ3 рецептора 2 типа,
опосредованное PKA (которая также способна ингибировать увеличение [iCa2+] в
тромбоцитах), по Ser937 приводит к увеличению [iCa2+] в DT40-3KO клетках [118].
Следующим в качестве мишени для PKG в передаче кальциевого сигнала в тромбо-
цитах был описан белок IRAG (IP3 receptor associated cGK I substrate protein). IRAG,
выделенный из клеток гладкой мускулатуры вместе с PKGI и ИФ3 рецептором,
подвергается фосфорилированию PKG по Ser664 и Ser677 [119]. Фосфорилирова-
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ние белка IRAG, опосредованное PKG, приводит к ингибированию мобилизации
кальция и активации тромбоцитов [120, 121].

Высвобождение Ca2+ из внутриклеточных хранилищ вызывает депо-управляемый
вход кальция (SOCE) через плазматическую мембрану, который осуществляется
несколькими белками, среди которых STIM1 (stromal interaction molecule 1),
CRACM1 или Orai1 (calcium-release activated calcium modulator 1) и некоторые TRPC
(transient receptor potential channels) [112]. В настоящее время в литературе нет дан-
ных о том, что функции STIM1 или Orai1 могут модулироваться активностью PKG,
однако белки TRPC семейства могут подвергаться фосфорилированию PKG по
Thr11 и Ser263 [122]. До сих пор остается открытым вопрос относительно того, вли-
яют ли данные модификации белков на транспорт кальция через плазматическую
мембрану [112, 123]. Активность другого хорошо известного кальциевого канала,
рецептора P2X1 к АТФ, вероятно, также не регулируется PKG. По крайней мере,
активация PKG не приводит к ингибированию реакции shape change, которое опо-
средовано активацией P2X1 [109]. Также нет никаких данных относительно влия-
ния PKG на регуляцию функций SERCA и PMCA каналов. Известно лишь, что
PMCA может быть задействован в регуляции активности PKG, о чем свидетель-
ствуют данные, полученные с использованием PMCA ингибитора карбоксиэозина,
который вызывает дозозависимую активацию PKG и фосфорилирование белка
VASP в тромбоцитах. Однако молекулярные механизмы, ответственные за актива-
цию PKG карбоксиэозином, до сих пор неизвестны [124].

4. Малые ГТФазы
В тромбоцитах синтезируются все основные ГТФазы семейства Rho, включая

RhoA, Rac, Cdc42, Rap и некоторые атипичные Rho ГТФазы, такие как RhoB,
RhoF и RhoG [83, 125]. В целом активность малых ГТФаз контролируется белками
GEF (guanine nucleotide exchange factor) и GAP (GTPase-activating proteins). Белок
GEF способствует диссоциации ГДФ и связыванию ГТФ, что приводит к активации
ГТФазы, в то время как GAP вызывает гидролиз ГТФ, тем самым инактивируя ГТФазу.
цГМФ/PKG путь может ингибировать активность малых ГТФаз либо напрямую,
либо через фосфорилирование некоторых GEF и GAP белков. На ядерных клетках
было показано, что PKG фосфорилирует RhoA по Ser188, что приводит к ингиби-
рованию ее функций [126]. В тромбоцитах PKA-опосредованное фосфорилирование
RhoA по тому же сайту предотвращает связывание RhoA с Rho киназой ROCK2,
которая через активацию фосфатаз вызывает уменьшение фосфорилирования лег-
ких цепей миозина и ингибирование реакции изменения формы тромбоцитов
[127]. Неясно, фосфорилирует ли PKG белок RhoA по Ser188 в тромбоцитах, однако
известно, что ингибирование активации RhoA в тромбоцитах, стимулированных
тромбоксаном А2 (ТXA2), является PKA-, но не PKG-зависимым [128].

Белок PAK (p21-activated kinase) является основным эффектором Rac и Cdc42,
двух других основных ГТФаз Rho семейства. Обе эти ГТФазы вовлечены в активацию
тромбоцитов, образование филоподий и ламеллоподий [125]. По всей видимости,
Rac и Cdc42 не являются прямыми мишенями PKG, в то время как PAK фосфори-
лируется PKG по Ser21 в клетках эндотелия и HeLa клетках, что приводит к взаи-
модействию PAK с белком VASP и поляризации клетки [129]. Белки Rac, PAK и
VASP синтезируются в тромбоцитах [83], однако по данным литературы нет никаких
свидетельств наличия в тромбоцитах подобных реакций. Известно, что PKG может
ингибировать активность Rac1 путем уменьшения количества Rac1-GTP в тромбо-
цитах, что является признаком того, что Rac1-специфичные GEF и/или GAP могут
быть прямыми мишенями PKG. По недавно полученным нами данным, действи-
тельно, оказалось, что Raс1-специфичные GEF ARHGEF6 и GAP ARHGAP17 яв-



943NO/цГМФ СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ В ТРОМБОЦИТАХ

ляются прямыми мишенями PKA и PKG [130]. При помощи различных подходов,
включавших анализ протеома тромбоцитов, данные фосфопротеомики, Phos-tag,
вестерн блота и точечных мутаций специфичных аминокислот, нам удалось уста-
новить, что ARFGEF6 подвергается фосфорилированию по Ser684, а ARHGAP17 –
по Ser702. ARHGEF6 образует стабильный комплекс с рецептором GIT1 (G pro-
tein-coupled receptor kinase-interactor 1), фосфорилирование которого способствует
связыванию комплекса с белком 14-3-3, что коррелирует с уменьшением активно-
сти Rac1 [131]. Фосфорилирование ARHGAP17 по Ser702 приводит к диссоциации
CIP4 (Cdc42-interacting protein 4) от CIP4/ARHGAP17 стабильного комплекса, что
приводит к стимулированию функций ARHGAP17 и снижению активности Rac. Все
эти данные свидетельствуют о том, что PKG-зависимое ингибирование активности
белка Rac в тромбоцитах является сложным процессом, который опосредован фос-
форилированием множества субстратов, включая GEF, GAP и, возможно, PAK1.

Другая малая ГТФаза – Rap1 играет важную роль в активации интегринов αIIb3
и агрегации тромбоцитов. Rap1b является основной изоформой среди всех ГТФаз,
синтезирующихся в тромбоцитах [83, 132], и быстро активируется в ответ на боль-
шинство агонистов [133–137]. У нокаутных по Rap1b мышей наблюдается блокиро-
вание активации и агрегации тробмоцитов [138]. Активация цГМФ/PKG сигнального
пути приводит к ингибированию активности Rap1b [139]. Регуляция активности Rap1b
протеинкиназой G в тромбоцитах является комплексным процессом, включаю-
щим фосфорилирование самой Rap1b, фосфорилирование CalDAG-GEF1 (calcium
and diacylglycerol-regulated guanine nucleotide exchange factor 1), являющегося основ-
ным GEF белком для Rap1, и фосфорилирование единственного синтезирующегося в
тромбоцитах GAP для Rap1 – Rap1GAP2 [140]. PKG может фосфорилировать
Rap1b по Ser179 [141, 142], однако кинетика этого процесса гораздо медленнее, чем
ингибирование самой Rap1b [139], и фосфорилирование не оказывает прямого эф-
фекта на активность Rap1b [141]. Фосфорилирование Rap1GAP2 по Ser9 приводит
к диссоциации от Rap1GAP2 белка 14-3-3, который связан со стимулированием ак-
тивности Rap1b, что приводит к ее ингибированию [140, 143]. CalDAG-GEF1 является
важным регулятором активации Rap1b в тромбоцитах. По аналогии с нокаутом по
гену Rap1b, нокаут белка CalDAG-GEF1 у мышей приводит к пролонгированию
времени кровотечения [144], блокированию агрегации тромбоцитов и, соответ-
ственно, к защите от артериальных тромбозов [145]. CalDAG-GEF1 содержит в
своей структуре четыре предполагаемых сайта для фосфорилирования протеинки-
назами А и G (Serins116, 117, 147, 587), которые являются очень консервативными
среди CalDAG-GEF1 белков у млекопитающих. На интактных человеческих тром-
боцитах при помощи метода фосфопротеомики было показано, что основным сайтом
фосфорилирования CalDAG-GEF1 является Ser587. Фосфорилирование этого сайта
PKA напрямую коррелирует с ингибированием активности Rap1b [146, 147]. Важно
отметить, что в интактных человеческих тромбоцитах Ser587 фосфорилируется
PKA и очень слабо PKG, что указывает на возможность существования различных
путей ингибирования Rap1b этими киназами [147].

Атипичные Rho ГТФазы, такие как RhoB, RhoF и RhoG, также играют важную
роль в различных активационных сигнальных путях в тромбоцитах [125], однако в
литературе отсутствуют данные о регуляции функций данных ГТФаз, опосредо-
ванной PKG.

5. Передача сигнала от рецепторов, ассоциированных с G-белками (GPCR)
Основные агонисты активации тромбоцитов АДФ, тромбин и TXA2 активируют

рецепторы, ассоциированные с G-белками (GPCRs), которые запускают передачу
сигнала путем замены ГДФ на ГТФ на Gα субъединице рецептора, в то время как
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RGS (regulator of G-protein signaling), действуя как GAP, ускоряет гидролиз ГТФ,
что способствует воссоединению Gα и Gβγ субъединиц и завершает процесс пере-
дачи сигнала [148]. Было показано, что среди тромбоцитарных рецепторов, ассо-
циированных с G-белками (GPCR) только рецептор к TXA2 фосфорилируется
PKA, что приводит к прямому ингибированию активности ГТФаз, специфичных
для TXA2 [149]. Позже было показано PKG-опосредованное фосфорилирование
рецептора к TXA2 по Ser331 в клетках HEK 293 [150].

Из 37 различных RGS в тромбоцитах в основном присутствуют RGS10 и RGS18
[83, 151]. Функциональная активность RGS18 модулируется при помощи PKA и
PKG через прямое фосфорилирование по Ser216 и при помощи PKA через фосфо-
рилирование скэффолдного белка спинофилина (PPP1R9B) [152, 153]. Активация
GPCR на тромбоцитах увеличивает фосфорилирование RGS18 по Ser49 (киназа не
установлена), что способствует связыванию белка 14-3-3 с RGS18 и предотвращает
RGS18-опосредованное ингибирование передачи сигнала от GPCR. Фосфорили-
рование RGS18 по Ser216, опосредованное PKG, предотвращает связывание 14-3-3
с RGS18, что способствует активности RGS18 для завершения передачи сигнала от
GPCR [152]. Другие механизмы регуляции функций RGS18 в тромбоцитах относят
к PKA, которая фосфорилирует спинофилин по Ser94 [153]. Ранее на нервных
клетках было показано, что фосфорилирование спинофилина по Ser94 приводит к
нарушению его взаимодействия с актиновыми филаментами [154]. В тромбоцитах
спинофилин отчасти ассоциирован и формирует комплекс с RGS18 и SHP-1 (Src
homology region 2 domain-containing phosphatase-1). Фосфорилирование спинофи-
лина по Ser94, опосредованное PKA, приводит к увеличению концентрации сво-
бодного RGS18, что способствует завершению передачи сигнала от GPCR [153].
Последовательность аминокислот спинофилина рядом с Ser94 (VRLSL) свидетель-
ствует о том, что данный сайт может быть субстратом для PKA, но не для PKG, что
является наглядным примером того, как обе эти киназы по-разному могут быть во-
влечены в регуляцию ингибирования тромбоцитов.

6. Другие субстраты PKG в тромбоцитах
В одном из самых исчерпывающих и относительно недавних обзорах о сигнали-

зации циклических нуклеотидов, упоминается о 9 установленных субстратах PKG
[22]. В последние годы не появилось новой информации относительно функций
субстратов, описанных в обзоре, включая VASP, LASP, филамин-А, кальдесмон и
PDE5, поэтому в данной работе мы не будем акцентировать свое внимание на этих
белках. За прошедшее время были идентифицированы только четыре новых суб-
страта (CalDAG-GEF-1, RGS18, ARHGAP17 и ARHGEF6) и их функции в ингиби-
ровании активации тромбоцитов были детально описаны в нескольких работах
[130, 147, 152]. Также нужно отметить фосфорилирование TXA2 рецептора по
Ser331 [149, 150], которое не упоминалось в статье A. Smolenski [22]. Однако с уве-
ренность можно сказать, что в тромбоцитах содержится гораздо больше субстратов
для PKG. В статье, посвященной данным по фосфопротеомике тромбоцитов, было
описано 270 фосфорилируемых белков, и 23 из них содержали предполагаемый
сайт фосфорилирования для PKA/PKG [155]. PKA и PKG содержат общую типичную
последовательность (R/K|R/K|X|S/T) и во многих случаях могут фосфорилировать
те же сайты на одинаковых белках-мишенях, таких как VASP, LASP, HSP27,
RGS18, ARHGAP17, ARHGEF6 и другие. Соответственно, основываясь на совпа-
дении субстратов, можно предположить, что молекулярные механизмы ингибиро-
вания тромбоцитов для PKA и PKG будут одинаковыми. С другой стороны, некоторые
белки, содержащие одинаковую типичную последовательность, по непонятным при-
чинам, могут специфически или предпочтительно фосфорилироваться PKA либо
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PKG. Например, белок VASP фосфорилируется PKA предпочтительно по Ser157,
тогда как PKG – по Ser239, однако при сильной активации любой из киназ фосфо-
рилированию могут подвергаться оба сайта. При этом последствия фосфорилиро-
вания VASP по разным сайтам в тромбоцитах до сих пор неизвестны. В эндотели-
альных клетках фосфорилирование VASP по Ser157 ингибирует его связывание с
αII-спектрином [156]. В человеческих тромбоцитах PDE5 специфически фосфори-
лируется PKG, но не PKA [21]. IRAG, который был описан как специфичный суб-
страт для PKG [120], может фосфорилироваться и PKA [157]. В нокаутных по IRAG
мышиных тромбоцитах ингибирование высвобождения кальция из внутриклеточных
хранилищ опосредовано PKG, но не PKA, что указывает на различия в регуляции
кальциевой сигнализации упомянутыми киназами [120]. Активность Rap1b инги-
бируется PKA и PKG, однако только блокирование PKA коррелирует с мощным
фосфорилированием CalDAG-GEF-1 по Ser587, тогда как тот же сайт слабо фос-
форилируется PKG, из чего можно заключить, что в регуляцию активности белка
Rap1b в тромбоцитах могут быть вовлечены разные механизмы [147]. В одной из
наших работ было определено почти 300 белков, которые подвергаются PKA-опо-
средованному фосфорилированию. Среди них 137 содержат последовательность сай-
та фосфорилирования для PKA [157]. Очевидно, не все эти белки, но многие из них
и, возможно, некоторые другие, могут быть специфическими субстратами для PKG.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основная цель данного обзора заключалась в том, чтобы показать, насколько
сложной является регуляция PKA/PKG ингибиторных путей в тромбоцитах. Также
мы еще раз хотели подчеркнуть, что нет никаких надежных данных для обоснова-
ния “теории активирующей роли PKG” в тромбоцитах. Это особенно важно в кли-
ническом аспекте, поскольку множество препаратов, включая вазодилататоры,
прямые стимуляторы PKG, (например, недавно разработанный риоцигулат), инги-
биторы PDE (дипиридамол или силденафил), которые стимулируют цГМФ/PKG
сигнальный путь, используются в клинике для терапии различных заболеваний.
В литературе нет данных о том, что эти препараты могут активировать функции
тромбоцитов. Недавно разработанный метод количественной фосфопротеомики
открывает новую эру в изучении внутриклеточной сигнализации, особенно в ис-
следовании функций киназ/фосфатаз. Этот метод позволит определить новые суб-
страты определенных киназ, а анализ этих субстратов, их проверка и изучение уча-
стия в ингибирующих процессах в тромбоцитах могут стать основой для разработ-
ки новых лекарств, направленных на специфические аспекты функционирования
тромбоцитов.
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Abstract—In circulated blood, platelets are controlled by stimulatory and inhibitory fac-
tors and tightly regulated equilibrium between these two opposing processes is essential
for normal platelet and vascular function. NO/cGMP/PKG pathway plays one of the
most significant roles in platelet inhibition. However, recently in the literature appeared
some new hypothesis that PKG pathway plays a stimulatory or dual role in platelets.
Three main points are in the focus of our review i) stimulatory, or dual role of PKG in
platelets with a particular emphasis on the pitfalls, artifacts, and incorrect interpretations
of the data that leads to developing these new hypotheses, ii) data on new PKG sub-
strates in platelets which are involved in different mechanisms of PKG-mediated platelet
inhibition, and iii) clinical aspects of NO-liberating drugs and sGC activation. In con-
clusions, we suggested that recently developed quantitative phosphoproteomic method
might be one of the most powerful tools for analysis of PKG-mediated effects. Analysis
of phosphoproteins in PKG activated platelets will reveal many new PKG substrates. Fu-
ture validations of these substrates and their involvement on different platelet inhibitory
pathways could be a basis for the development of new antiplatelet drugs that might target
only specific aspects of platelet functions.
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