Гетерогенная компьютерная модель активации тромбоцита через лектиновые рецепторы С-типа
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Введение. Тромбоциты – безъядерные клеточные фрагменты, циркулирующие в кровотоке человека. Основной задачей тромбоцитов является поддержание целостности кровеносной системы [1]. Для этого на их поверхности присутствуют рецепторы, активирующие тромбоциты при связывании с лигандами. Одним из таких рецепторов является открытый в 2006-ом году лектин-подобный С-подобный рецептор 2го типа (CLEC-2) [2]. Роль рецептора тромбоцитов CLEC-2 является дискуссионной, однако достоверно показано, что он участвует в разделении кровеносной и лимфатической систем при эмбриональном развитии. Хотя известно, что сигнальный каскад CLEC-2 опирается на ряд тирозин киназ [4], однако, ответ тромбоцита на лиганды CLEC-2 существенно слабее ожидаемого исходя из биохимических данных. 
Цели. Определение механизма внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах крови при их активации через рецептор CLEC-2.
Методы. Было проведено построение математической модели сигнального каскада CLEC-2, представляющей собой систему дифференциальных уравнений в частных производных.Интегрирование проводилось в среде VCell (http://vcell.org) комбинированным методом CVODE (http://computation.llnl.gov/projects/sundials/cvode). Для валидации модели были проведены эксперименты по проточной цитометрии окрашенных чувствительной к Ca2+ краской Fura-RED. В качестве агониста CLEC-2 во всех экспериментах использовался фукоидан [6]. Также для изучения сигнализации в отдельных тромбоцитах клетки были окрашены Fura-RED, Fluo-3 и иммобилизованы на фибриногене или фукоидане, а затем исследованы методом TIRF-микроскопии.
Результаты. Предложенная система ДУЧП описывает следующие процессы: 1) после связывания CLEC-2 с лигандом, происходит кластеризация рецепторов в области сигнализации, 2) фосфорилирование цитоплазматических доменов CLEC-2 Syk и SFK киназами 3) фосфорилирование CLEC-2 приводит к активации большего числа Syk 4) фосфорилированию LAT 5) связыванию с LAT и активации PLCɣ2, что приводит к 6) производству вторичного мессенджера IP3, что приводит к повышению концентрации  Ca2+ в цитозоле. Полученные в ходе моделирования результаты хорошо описывают экспериментальные данные. Согласно проведенным расчетам, активация тромбоцита существенно зависит от времени диффузии молекул CLEC-2 в плазматической мембране. Данное предсказание было проверено посредством проточной цитометрии окрашенных Fura-RED тромбоцитов при разных температурах – при 37о С активация тромбоцитов происходила быстрее, чем при 25о С. Анализ отдельных клеток с помощью TIRF-микроскопа подтвердил эти результаты.
Итоги. Предложенная схема индуцируемой CLEC-2 сигнализации в тромбоцитах крови человека исследована и подтверждена теоретически и экспериментально. Предсказана и подтверждена экспериментально новая роль времени диффузии и текучести плазматической мембраны для внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах.
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