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И КЛАСТЕРИЗАЦИИ, РОЛЬ В ГЕТЕРОГЕННОСТИ СТРУКТУРЫ ТРОМБА
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Гликопротеин IIb-IIIa, также известный как интегрин αIIbβ3, представляет собой ключевой адгези-
онный рецептор тромбоцитов. Эти молекулы являются самыми многочисленными (около 100000 ко-
пий на клетку) трансмембранными рецепторами тромбоцитов и играют особую роль в тромбообра-
зовании, так как механически обеспечивают образование их агрегатов. Для образования мостиков
между тромбоцитами за счет связывания αIIbβ3 со своими основными лигандами – фибриногеном,
фибрином и фактором Виллебранда – интегрин должен перейти в активированное состояние. Ак-
тивация интегринов обеспечивается сложной сетью внутриклеточной сигнализации, в которой за-
действовано несколько вторичных мессенджеров (“inside-out” сигнализация). Как и другие инте-
грины, αIIbβ3 способны и к обратной передаче сигнала в клетку (“outside-in” сигнализация). Иссле-
дования последних лет показывают, что тромбы неоднородны по своей структуре: их внутренняя
часть более плотная и стабильная, чем рыхлая и текучая внешняя оболочка. Поскольку агрегация
тромбоцитов в первую очередь обеспечивается взаимодействием через интегрины, можно предпо-
ложить, что именно особенности активации и кластеризации данных рецепторов влияют на форми-
рование особенной архитектуры тромба. В настоящем обзоре систематизированы последние дан-
ные об активации и функционировании тромбоцитарных интегринов αIIbβ3, проведены параллели
между гетерогенностью тромба и состоянием интегринов на поверхности тромбоцитов.
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1. ВВЕДЕНИЕ
Интегрины – класс трансмембранных рецеп-

торов, экспонируемых на поверхности клеток и

отвечающих за образование связей между клетка-
ми [1]. Эти молекулы обеспечивают адгезию кле-
ток крови к стенкам сосуда и образование проч-

Список сокращений: ADMIDAS – близкий к MIDAS домен; Btk – тирозинкиназа Брутона; CalDAG-GEFI – регулируемый
кальцием и диацилглицерином гуаниновый обменный фактор-1; CHO – клетки яичников китайского хомячка; CLEC-2 –
лектиноподобный рецептор С-типа 2; DAG – диацилглицерин; DTS – плотная трубчатая система; EGF – фактор роста
эпидермиса; FERM – белок 4.1, эзрин, радиксин, моезин; GPCR – рецепторы, передающие сигнал через G-белки;
GPIb – гликопротеин Ib; GP-VI – гликопротеин VI; ICln – регулирующий хлорные каналы белок; IP3 – инозитол-3-фосфат;
ITAM – иммунный тирозинсодержащий активационный мотив; LAT – линкер/адаптер Т-клеток; LIMBS – ассоциирован-
ный с лигандом сайт связывания металла; MIDAS – зависящий от ионов металла адгезионный домен; PAR – активируе-
мые протеазами рецепторы; PH-домен – гомологичный плекстрину домен; PI3K – фосфоинозитид-киназа-3; PIP2 –
фосфоинозитол-4,5-бисфосфат; PIP3 – фосфоинозитол-3,4,5-трисфосфат; PKA – протеинкиназа А; PKC – протеинки-
наза C; PLCβ(γ-2) – фосфолипаза Сβ(γ-2); PP1 – фосфатаза 1; RASA3 – белок, активирующий Ras-GTP-азу; RIAM –
взаимодействующая с Rap-1b молекула-адаптер; SFK – семейство киназ Src; SH-2 – Src-гомологичный домен 2; Syk – ти-
розинкиназа селезенки; TRAP – пептид, активирующий рецептор тромбина; VWF – фактор Виллебранда.
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ных агрегатов клеток друг с другом [2]. Интегри-
ны представляют собой нековалентно связанные
гетеродимеры, состоящие из α- и β-цепей. В про-
цессе активации α- и β-цепи могут менять поло-
жение друг относительно друга, что приводит к
изменению способности интегринов связываться
с лигандами. Таким образом, интегрины могут
существовать в двух состояниях по отношению к
лиганду – низкоаффинном и высокоаффинном.
Иногда выделяют также промежуточную стадию
активации интегринов [3, 4]. Как и прочие адге-
зионные рецепторы, интегрины тесно взаимо-
действуют с цитоскелетом для обеспечения при-
крепления клеток как единого целого. Однако
способность менять аффинность и передавать та-
ким образом сигналы в обе стороны является
уникальной чертой молекул этого класса.

Интегрины играют особую роль в гемостазе
(остановке кровотечения) и тромбозе, так как
обеспечивают образование агрегатов тромбоци-
тов – клеток крови, ответственных за поддержа-
ние целостности кровеносной системы [2, 5, 6].
При повреждении сосудистой стенки и наруше-
ниях сосудистого эндотелия тромбоциты активи-
руются в результате взаимодействия с белками
внеклеточного матрикса (коллаген, фибронек-
тин, ламинин) и/или растворимыми агонистами
(ADP, тромбин, адреналин, тромбоксан) [7]. Из-
вестно, что из присутствующих на поверхности
тромбоцитов трех семейств интегринов (с β1-, β2-
и β3-цепями) – α2β1, α5β1, α6β1, αLβ2, αIIbβ3, ανβ3 –
в высокоаффинное состояние при активации пе-
реходят интегрины αIIbβ3 (GPIIb-IIIa), присут-
ствующие в количестве 100000 на клетку [8–10].

В активированном состоянии αIIbβ3 связыва-
ются с фибриногеном, который в достаточных
количествах присутствует в плазме крови, а также
содержится в альфа-гранулах [11] и высвобожда-
ется при активации тромбоцитов. Также активи-
рованные интегрины αIIbβ3 могут связываться с
молекулами фактора Виллебранда (vWF), кото-
рый содержится в плазме крови и альфа-гранулах
тромбоцитов и, кроме того, экспонируется акти-
вированными клетками эндотелия [12–14]. Дру-
гими лигандами αIIbβ3 являются витронектин,
фибронектин и тромбоспондин, которые могут
регулировать адгезию тромбоцитов в месте обна-
жения субэндотелиального матрикса в повре-
жденном сосуде [14]. Через мостики αIIbβ3-фиб-
риноген/vWF-αIIbβ3 тромбоциты могут связы-
ваться друг с другом, образуя тромбы – агрегаты,
перекрывающие повреждение или весь сосуд [6, 15].

Формирующийся в микрососуде тромб неод-
нороден по своей структуре. Так, наиболее акти-
вированные тромбоциты находятся ближе к месту
повреждения. Они сами секретируют содержимое
гранул, содержащих активаторы, способствуя
дальнейшему росту тромба. Эти тромбоциты

прочно связаны друг с другом и составляют
плотное и стабильное ядро [16, 17]. Внешние
тромбоциты “подактивированы”, они слабо свя-
заны – эта часть называется оболочкой тромба.
Оболочка нестабильна, она “обтекает” плотное
внутреннее ядро. Можно предположить, что гра-
диент плотности упаковки обеспечивается разли-
чиями в адгезионных силах между тромбоцитами,
которые могут определяться увеличением проч-
ности отдельных связей или локальным ростом
их плотности. Интегрины αIIbβ3 – наиболее ве-
роятные кандидаты на роль регуляторов этого
процесса.

При активации тромбоцита повышение аф-
финности интегрина αIIbβ3 к его лигандам может
происходить по классическому пути сигнализа-
ции “изнутри-наружу” (“inside-out”), а также,
как считают некоторые авторы, активацию инте-
грина может индуцировать появление лиганда
[18]. Для активации интегринов “изнутри” необ-
ходимо изменение субклеточной локализации
нескольких белков, основные из которых талин-1,
киндлин-3, а также малая GTP-аза Rap1b [19–22].
В активации (замещении GDP на GTP) послед-
ней задействованы два вторичных мессенджера
внутриклеточной сигнализации тромбоцита –
ионы кальция и фосфатидилинозитол-3,4,5-три-
сфосфат, которые появляются при активации
тромбоцита. Цитоплазматические домены инте-
гринов αIIbβ3 могут быть ассоциированы с тали-
ном-1 и киндлином, которые, в свою очередь,
связаны с актиновым цитоскелетом. При возник-
новении продольных напряжений на мембране
тромбоцита, обусловленных воздействием на ак-
тиновый цитоскелет, также может происходить
активация интегринов [23]. Связывание αIIbβ3
с лигандами приводит к усилению активации
тромбоцита – так называемая сигнализация
“снаружи-внутрь” (“ouside-in”), которая в экспе-
риментах выражается в виде “распластывания”
тромбоцитов по поверхности, покрытой фибри-
ногеном [18, 24]. Известно, что сигнализация от
интегринов зависит от тирозинкиназы Syk, обыч-
но активируемой рецепторами, содержащими
ITAM-домен [25], однако так как у αIIbβ3 такого
домена нет, то какой из ITAM-содержащих бел-
ков служит посредником сигнализации от инте-
гринов и есть ли необходимость в таком посред-
нике, является предметом интенсивной дискус-
сии [26–29].

Кроме тромбоцитов, αIIbβ3 экспонируется на
поверхности мегакариоцитов, тучных клеток, ба-
зофилов, а также клеток некоторых опухолей
(меланом, плоскоклеточных карцином и т.д.)
[30–36]. Несмотря на это, цепи β3 и αIIb часто
служат маркерами тромбоцитов при использова-
нии соответствующих антител (anti-CD61 и an-
ti-CD41). Нарушения сигнализации “outside-
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in”/“nside-out” наравне с дефицитом интегрина
αIIbβ3 на тромбоцитах (тромбастения Гланцма-
на) приводят к серьезным нарушениям свертыва-
ния крови: меноррагиям, носовым кровотечени-
ям, желудочно-кишечным кровотечениям, по-
слеродовым кровотечениям, а также к обильным
послеоперационным кровотечениям [37, 38]. При
тромбастении Гланцмана рост тромбов на колла-
геновой подложке нарушен при любых скоростях
сдвига, в отличие от синдрома Бернара–Сулье
(дефицит тромбоцитарного рецептора к VWF
GPIb) – при низких скоростях сдвига рост тром-
бов не нарушен [39].

Цель данного обзора – систематизация дан-
ных о функционировании тромбоцитарного ин-
тегрина αIIbβ3, а также оценка влияния силь-
ной/слабой активации тромбоцитов на кластери-
зацию αIIbβ3 и роли активации тромбоцитарных
интегринов αIIbβ3 в формировании гетерогенной
структуры тромбов.

2. МОЛЕКУЛЯРНЫЕ СОБЫТИЯ 
ПРИ АКТИВАЦИИ αIIbβ3

2.1. Структура интегринов αIIbβ3

Интегрины – интегральные гликопротеины
плазматической мембраны клеток, состоящие из
α- и β-цепей. Каждая субъединица содержит
длинный внеклеточный домен, трансмембран-
ный регион, а также короткую цитоплазматиче-
скую аминокислотную последовательность. Вне-

клеточный домен αIIb цепи состоит из β-пропел-
лера – структуры из серии повторов, которые
совместно образуют семиконечную (семь лезвий)
кольцевую последовательность с отверстием в се-
редине [40, 41]. Связанные с остатками аспартата
катионы увеличивают жесткость связки между
β-пропеллером и нижележащими доменами
(бедро, домены calf1, calf2). Между бедром и до-
меном calf1 расположена “гибкая” гидрофобная
последовательность, позволяющая менять поло-
жение αIIb цепи относительно β3-цепи [42–44]
(рис. 1а).

Цепь β3 состоит из А-домена, который благо-
даря аргинину (Arg261) “входит” в отверстие
β-пропеллера αIIb-цепи [42, 45–47]. А-домен об-
ладает несколькими металлсвязывающими доме-
нами (MIDAS, ADMIDAS, LIMBS, см. рис. 1б)
[48]. Через гибридный домен А-домен связан с
несколькими EGF-доменами. EGF-домены обо-
гащены остатками цистеина и благодаря дисуль-
фидным мостикам образуют стержнеподобную
структуру [49, 50]. Между EGF-доменами и ги-
бридным доменом, как и в αIIb-цепи, расположе-
на гибкая гидрофобная последовательность [46, 51].

Трансмембранный регион αIIbβ3 состоит из
двух скрещенных спиралей. В трансмембранном
домене αIIb также содержит последовательность
GFFKR. В дезактивированном интегрине αIIbβ3
эта последовательность скрыта в плазматической
мембране (рис. 1а), но при изменении конформа-
ции интегрина GFFKR оказывается в цитозоле и

Рис. 1. Структура интегрина αIIbβ3. а – Внеклеточный домен закрытой формы αIIbβ3 (PDB: 3FCS). Показаны три ме-
таллсвязывающих сайта в домене I β-субъединицы; б – aминокислотные остатки вокруг металлсвязывающих доме-
нов; в – открытая форма αIIbβ3, связанная с лигандом (PDB: 3FCS) [127].
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становится сайтом докинга для ряда белков эф-
фекторов [53, 54] (рис. 1в).

Цитоплазматические домены обеих цепей, со-
ставляющих αIIbβ3, представляют собой корот-
кие участки, содержащие несколько функцио-
нальных аминокислотных последовательностей,
в частности NxxY [55, 56].

Интегрины αIIbβ3 могут связывать несколько
различных лигандов: фибриноген, фибрин и VWF.
Интегрины αIIbβ3 связываются с разными после-
довательностями в молекулах фибриногена и
VWF: RGD – в VWF и KQAGDV в фибриногене.
Важную роль в координации положения лиган-
дов при связывании с αIIbβ3 также играют кати-
онсвязывающие домены β3-цепи MIDAS и
ADMIDAS [57].

Благодаря наличию “гибких” регионов в αIIb-
и β3-цепях интегрины могут менять свою кон-
формацию и переходить при активации из закры-
того (низкоаффинного) состояния в открытое
(высокоаффинное).

2.2. Примембранные события 
активации интегринов

Цитоплазматический домен цепи β3 содержит
два NxxY-мотива, которые являются сайтами до-
кинга для талина-Н и киндлина-3, приводящими
к конформационным перестройкам интегрина
αIIbβ3. В неактивном состоянии талин-Н связан с
талином-R и не способен связаться с β3-цепью.
Разделение двух субъединиц талина может про-
исходить несколькими путями. При увеличении
концентрации свободных ионов кальция в цито-
золе активируется белок кальпаин, который раз-
резает связь между субъединицами, что делает та-
лин-Н активным. С другой стороны, субъедини-
цы талина могут быть разделены в результате
связывания комплекса талина и RIAM [58, 59].

Свободные субъединицы талина-Н связыва-
ются с одним из мотивов NxxY своими FERM-до-
менами, что считается одним из важных этапов
перехода интегрина αIIbβ3 в активное состояние.
Талин-Н может прямо или посредством образо-
вания комплексов с винкулином связывать инте-
грины αIIbβ3 с актиновым цитоскелетом, что так-
же способствует изменению формы тромбоцита.
Талин-Н способен связываться с мембранными
фосфоинозитидами (например, PIP2), что, на-
оборот, переведет его в неактивное состояние
[60]. Роль талина показана в котрансфицирован-
ных талином и αIIbβ3 клетках CHO: в отсутствие
талина интегрины αIIbβ3 не переходили в актив-
ное состояние [55, 61].

Другие важные участники активации тромбо-
цитарных интегринов αIIbβ3 – белки семейства
киндлинов, без которых не работает ни “inside-

out”, ни “outside-in” сигнализация [62, 63]. По-
добно талину киндлины связываются FERM-до-
меном с NxxY-последовательностями в цитоплаз-
матическом домене цепи β3, чаще с удаленным от
мембраны мотивом. Также киндлины содержат
PH-домен, который позволяет им одновременно
связываться с мембранными фосфоинозитидами
[62, 63]. Тем не менее, механизм, по которому
киндлин-3 приводит к активации интегрина
αIIbβ3 и его переходу в высокоаффинное к лиган-
ду состояние, не уточнен [64].

С NxxY-мотивами β3-цепи могут также связы-
ваться филамин и белки ICAP, конкурирующие с
талином и киндлином и блокирующие актива-
цию интегринов αIIbβ3 [65]. Мигфиллин спосо-
бен отводить филамин от цитоплазматического
домена β3 и таким образом выступать в качестве
кофактора активации интегринов, в частности,
кофактора киндлина-2, что также показано на
CHO-клетках.

С αIIb-цепью могут связываться CIB [66], ICln
[67], Aup1 [68], фосфатаза PP1 [69], шарпин [70],
однако их роли в активации интегринов не уста-
новлены.

2.3. Активация интегринов “inside-out”
2.3.1. GPCR-индуцированная активация

Большинство рецепторов на поверхности
тромбоцитов передают внутриклеточный сигнал
посредством семейства G-белков (GPCR-рецеп-
торы) [71]. Такими рецепторами являются, на-
пример, PAR1, PAR4 (активируемые тромбином),
P2Y1, P2Y12 (активируемые ADP) и т.д. Связыва-
ние одного из рецепторов G-белков с лигандом
приводит к его ассоциации с гетеротримерным
G-белком и замене GDP на GTP в α-субъединице
G-белка, что вызывает диссоциацию всего ком-
плекса и появление гетеродимера Gβ_ и Gα-GTP –
активных переносчиков сигнала. Как Gβ_, так и
Gα-GTP класса “q” могут независимо друг от
друга или совместно активировать фосфолипазу
Cβ (PLCβ) [72]. Кроме того, Gα-GTP класса “i” и
“z”, образующиеся при активации тромбоцита,
ингибируют аденилатциклазу, снижая количе-
ство cAMP в тромбоците и тем самым усиливая
активацию PLCβ [73]. В свою очередь, Gβγ, обра-
зующиеся в большом количестве при активации
GPCR (до 50000 на тромбоцит [74]), активируют
PI3Kγ.

2.3.2. Индуцированная тирозинкиназами активация
При адгезии в области повреждения происхо-

дит активация тромбоцитарных рецепторов GP-VI,
обусловленная взаимодействием с коллагеном –
компонентом субэндотелиального матрикса.
В результате запускается каскад внутриклеточ-
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ных тирозинкиназ, основными элементами кото-
рого являются киназы SFK и Syk [76–78]. При
связывании GP-VI с коллагеном SFK фосфори-
лирует два тирозинсодержащих мотива YxxL в
Fc_-цепи, ассоциированной с GP-VI. Затем к ним
присоединяются SH-2-домены Syk-киназы, пе-
реходящие при этом в полностью активное состо-
яние. Активные Syk-киназы фосфорилируют
крупный адаптерный белок LAT, к которому при-
соединяются PI3Kβ, а также PLCγ2 [79]. PI3Kβ и
PI3Kγ определяют образование PIP3 из PIP2,
который служит сайтом докинга для ряда белков,
таких как Btk, а также упомянутый выше
киндлин. Активированные PLCγ2 и PLCβ гидро-
лизуют PIP2 до IP3 и DAG [25, 80, 81]. Таким же
образом происходит передача сигналов и через
другие рецепторы тромбоцитов, зависимые от
каскада тирозинкиназ CLEC-2 и FcγRIIa, прини-
мающих участие в более специфичных физиоло-
гических ситуациях [82, 83].

2.3.3. Rap1, RASA3, CalDAG-GEFI

Образовавшиеся в результате активности PLC
IP3 и DAG являются важнейшими вторичными
мессенджерами при активации тромбоцитов. IP3,
связываясь со своими рецепторами на поверхно-
сти плотной тубулярной системы (остатков эндо-
плазматического ретикулума мегакариоцитов,
DTS), приводит к выходу свободных ионов каль-
ция в цитозоль клетки [71, 84]. DAG активирует
PKC – сериновую киназу, фосфорилирующую
большое количество мишеней в клетке. Повыше-
ние концентрации свободных ионов кальция
приводит к активации не только кальпаина, но и
CalDAG-GEFI [85]. Этот белок катализирует ре-
акцию диссоциации GDP в нуклеотидсвязываю-
щем сайте Rap1b, что приводит к связыванию
Rap1b с GTP. Активные Rap-1b вместе с адаптера-
ми RIAM и талином-Н приводят к активации ин-
тегринов αIIbβ3 [22, 58, 86]. Rap1b-GTP спонтан-
но инактивируется в результате гидролиза GTP.
Этот процесс может многократно ускоряться при
связывании Rap1b c белками типа GAP (GTPase
activating protein, белки, увеличивающие GTP-аз-
ную активность), среди которых в тромбоците в
наибольшем количестве представлен белок RA-
SA3 [87, 88]. RASA3, содержащий PH-домен, мо-
жет связываться как с PIP2, так и с PIP3, что изме-
няет его субклеточную локализацию. Таким об-
разом, при наработке PIP3, RASA3 покидает зону
влияния интегринов, что увеличивает время жиз-
ни Rap1b-GTP и ведет к активации αIIbβ3 [87, 88].
Кроме того, существует гипотеза, что фосфори-
лирование CalDAG-GEFI протеинкиназой А
(дезактивируемой при активации тромбоцита)
делает его неспособным к замене GDP на GTP в
сайте Rap1b. Таким образом блокируется внут-

ренний путь активации интегринов αIIbβ3 в по-
коящихся тромбоцитах (см. рис. 2а) [59, 85].

2.3.4. Роль взаимодействия тромбоцитов с vWF 
в активации интегринов

При повреждении стенок сосуда происходит
не только “обнажение” субэндотелиального мат-
рикса, но и активация клеток сосудистого эндо-
телия. Активированные эндотелиальные клетки
секретируют из телец Вайбеля-Паладе vWF –
мультимерный белок, который может состоять из
нескольких десятков мономеров размером 250 кДа
каждый [89, 90]. Также известно, что vWF содер-
жится в плазме и альфа-гранулах тромбоцитов
[91]. Высокие сдвиговые скорости в потоке (на-
равне с возможными турбулентными потоками)
приводят к тому, что связанные с коллагеном или
эндотелием мультимеры vWF “разворачивают-
ся”, что приводит к экспонированию их актив-
ных доменов А1, которые могут связываться с
тромбоцитарным рецептором GPIb. Этот процесс
приводит к первичной адгезии тромбоцитов и,
возможно, к их дальнейшей активации по тиро-
зинкиназному пути через Syk и SFK [92]. Также
vWF связывается своими C1-доменами с активи-
рованными интегринами αIIbβ3, что приводит к
развитию сигнализации “outside-in” (см. 2.4),
усилению активации тромбоцита и дальнейшему
образованию агрегата тромбоцитов в месте по-
вреждения [93].

2.4. Усиление активации: сигнализация “outside-in”
После активации в высокоаффинном к лиган-

дам состоянии интегрины αIIbβ3 связываются с
фибрином, фибриногеном или vWF, что приво-
дит к дополнительному усилениию активации
тромбоцитов, так называемой “outside-in”-сиг-
нализации [94]. Как уже сказано, цитоплазмати-
ческие домены активированных интегринов свя-
заны с актиновым цитоскелетом через комплек-
сы талина и киндлина. При активации клеток
происходит перераспределение большинства сиг-
нальных молекул посредством диффузии или пе-
рестройки актинового цитоскелета, в результате
чего интегрины могут образовывать гетерокла-
стеры с другими рецепторами, в частности GPIb,
GPVI, Fc_RIIА [24, 27, 28, 95]. Через свои SH3-до-
мены киназы SFK связаны с полипролином в ци-
топлазматических участках данных рецепторов
[96, 97]. Таким образом, активные SFK оказыва-
ются в непосредственной близости к активиро-
ванным интегринам αIIbβ3. SFK фосфорилируют
остатки тирозина в участке NxxY, что приводит к
дополнительной активации Syk и SFK и усилива-
ет активацию тромбоцитов. Многократно пока-
зано, что отсутствие GP-VI или Fc_RIIa приводит
к нарушению активации интегринов αIIbβ3 и
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формирования тромбов у мышей. С другой сторо-
ны, кластеризованные интегрины αIIbβ3 могут
активировать Syk-киназы и в отсутствие рецепто-
ров GP-VI или Fc_RIIa [27, 28]. Более того, фос-
форилирование остатков тирозина в цитоплазма-
тическом домене β3-цепи не является необходи-
мым для этого условием. Предполагается, что Syk
может образовать связь с цитоплазматическим
доменом β3-цепи, а затем активироваться по пути
аутофосфорилирования и транс-аутофосфори-
лирования [29]. Получающаяся в результате акти-

вации “outside-in” положительная обратная связь
многократно усиливает активацию тромбоцитов
(см. рис. 2б).

2.5. Кластеризация интегринов 
и необратимое связывание фибриногена

В предыдущем разделе сказано, что для успеш-
ного усиления активации тромбоцита (реализа-
ция “outside-in”) необходимо образование кла-
стеров интегринов. Однако роль кластеризации

Рис. 2. Схематическое изображение ассоциированной с интегринами внутриклеточной сигнализации в тромбоците.
а – Схема “inside-out” индуцированной активации тромбоцитарных интегринов αIIbβ3; б – схема усиления сигнали-
зации в тромбоците (путь “outside-in”).
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интегринов в тромбообразовании остается неяс-
ной. Кластеризацию интегринов можно наблю-
дать по связыванию экзогенного фибриногена
человека, меченного флуоресцентной или радио-
активной меткой [98]. В экспериментах тромбо-
циты иммобилизуются на покрытом адгезион-
ным белком покровном стекле из суспензии либо
из цельной крови [89, 99].

На рис. 3 приведены фотографии, полученные
в ходе изучения связывания отмытыми тромбо-
цитами FITC-меченного экзогенного фибрино-
гена человека [100]. В первом эксперименте
(рис. 3а, 3б) субстратом для адгезии тромбоцитов
также был фибриноген. Можно наблюдать необ-
ратимое связывание фибриногена с кластерами
интегринов (кластеры интегринов остаются свя-
занными с тромбоцитами после отмывки буфе-
ром, см. рис. 3б), в то время как связь фибриноге-
на с одиночными интегринами распадается при
разбавлении суспензии (на рис. 3б кластеры ин-
тегринов более контрастны, чем на рис. 3а).
Во втором эксперименте (рис 3в, 3г) субстратом
для адгезии были антитела к рецептору PECAM1
[101]. Далее тромбоциты активировались ADP в
концентрации 10 мкМ. Можно наблюдать, что в

таких условиях образование кластеров коррели-
рует с распластыванием тромбоцита (на рис. 3в
распластанный тромбоцит связывает фибрино-
ген, а нераспластанный на рис. 3г – нет).

На рис. 4 приведены данные проточной цито-
флуориметрии. В первом эксперименте (рис. 4а)
изучали связывание фибриногена после актива-
ции тромбином и TRAP-6 с последующим раз-
бавлением буфером в 2 раза. Более слабый акти-
ватор (TRAP-6) вызывает снижение связывания
при разбавлении. Предполагается, что при опре-
деленных условиях связывание фибриногена с
интегринами, по крайней мере с некоторой их ча-
стью, обратимо. Во втором эксперименте тром-
боциты (2 × 107/мл) активировали ADP с после-
дующим разбавлением буфером (без фибриноге-
на) в 20 раз и наблюдали четкое разделение
тромбоцитов на две субпопуляции по связыва-
нию меченого фибриногена (рис. 4б). Можно
предположить, что одна из популяций (с низким
уровнем активации интегринов) связывает фиб-
риноген обратимо, а вторая – необратимо [100].

Эти результаты могут свидетельствовать о том,
что существуют две степени активации тромбо-

Рис. 3. Связывание флуоресцентно меченного фибриногена с тромбоцитами человека, микроскопия. Приведены
микрофотографии тромбоцитов, полученные в режиме дифференциально-интерференционного контраста (DIC,
верхний ряд) и в режиме флуоресценции FITC (нижний ряд). а, б – Отмытые тромбоциты пропускали через проточ-
ную камеру с фибриногеном (100 мкг/мл) при помощи шприцевого насоса. После иммобилизации в течение 20 мин
не прикрепившиеся к подложке тромбоциты смывали раствором Тироде. Затем через проточную камеру пропускали
раствор с ADP (10 мкМ) и FITC-меченным фибриногеном (100 мкг/мл) и регистрировали связывание тромбоцитами
меченого фибриногена (а). После этого пропускали буфер Тироде, фотографировали тромбоцит после отмывки (б).
Необратимое связывание фибриногена наблюдали в виде “кластеров” с высокой интенсивностью флуоресценции. в,
г – Отмытые тромбоциты пропускали через проточную камеру с антителами anti-PECAM1 (клон vm64) (20 мкг/мл)
при помощи шприцевого насоса. После иммобилизации в течение 20 мин не прикрепившиеся к подложке тромбоци-
ты смывали буфером Тироде. Через проточную камеру пропускали раствор с ADP (10 мкМ) и FITC-меченным фиб-
риногеном (100 мкг/мл). В случае с активированными (распластанными) тромбоцитами наблюдали связывание фиб-
риногена в флуоресцентном режиме (в). В случае с неактивированными тромбоцитами, имеющими только ламелли-
подии, связывание фибриногена не наблюдалось (г).
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цитов, соответствующие двум состояниям связы-
вания лигандов интегринов: одиночные интегри-
ны, обратимо связывающие фибриноген, и кла-
стеры интегринов, необратимо связывающие
фибриноген. Интересно, что в недавнем сообще-
нии группы исследователей из Технологического
университета Джорджии на конгрессе ISTH SSC
независимо предложено существование нового
“состояния неполной активации” тромбоцитов,
индуцированного механорецепцией через глико-
протеин Ib и соответствующего обратимому низ-
коаффинному связыванию фибриногена и фиб-
ронектина [102]. Однако этот вопрос требует до-
полнительных подтверждений, поскольку такие
предположения противоречат ранее опублико-
ванным данным [103–106] о связывании активи-
рованных тромбоцитов с фибриногеном или ан-
тителами к активированным рецепторам PAC-1 в
суспензии. В этих работах сообщалось о суще-
ствовании одного типа сайтов связывания фиб-
риногена. Также необходимо учитывать, что ра-
нее было показано, что в связанные с фибриноге-
ном рецепторы находятся преимущественно в
кластеризованном состоянии  [107].

3. МЕХАНИКА ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ 
αIIbβ3-ЛИГАНД

Связи между тромбоцитами должны быть до-
статочно прочными, чтобы растущий тромб со-
противлялся потоку. С использованием атомно-

силовой микроскопии показано, что максималь-
ные силы связи между клетками могут достигать
несколько наноньютонов.

Механика связывания αIIbβ3 с различными
лигандами была изучена в экспериментах Литви-
нова и соавт. [94, 109, 110]. Они использовали оп-
тическую ловушку – сфокусированный лазерный
луч, при помощи которого можно манипулиро-
вать небольшими диэлектрическими объектами.
Оптическая ловушка позволяет измерить также
силу, приложенную к удерживаемому объекту
(она будет пропорциональна величине его откло-
нения от фокуса лазерного луча). В эксперимен-
тах использовали кварцевый шарик с нанесенны-
ми на него молекулами одного из лигандов
αIIbβ3. Кварцевый шарик приводили в контакт с
полимерным шариком, покрытым рецепторами
αIIbβ3, выделенными из тромбоцитов человека
[94, 110].

Изучение взаимодействия интегринов с фиб-
риногеном показало, что распределение критиче-
ской силы разрыва имеет две моды: оно является
суммой убывающей экспоненты (до 20–50 пН) и
распределения Гаусса с пиком в 70–80 пН. (рис. 5а)
Бимодальная природа распределения сил гово-
рит, возможно, о том, что комплекс αIIbβ3-фиб-
риноген может существовать в двух состояниях с
различной стабильностью [94].

В экспериментах по взаимодействию интегри-
нов с мономерным фибрином (м-фибрин) было

Рис. 4. Связывание FITC-меченного фибриногена с тромбоцитами в разбавленной суспензии, проточная цитометрия.
Выделение тромбоцитов происходило по протоколу, описанному ранее [71]. а – Непрерывная регистрация событий
на проточном цитометре осуществлялась по протоколу, описанному в работах [71, 128]. По оси абсцисс – время на-
блюдения события (тромбоцита), по оси ординат – интенсивность флуоресценции FITC в условных единицах. Кон-
центрация тромбоцитов 106 клеток/мл. Фибриноген был добавлен в начале эксперимента (не показано). Далее в сус-
пензию были добавлены активаторы: тромбин (25 нМ, черная кривая), TRAP-6 (10 мкМ, серая кривая). После дву-
кратного разбавления буфером без фибриногена наблюдалось падение уровня связывания в случае более слабого
активатора – TRAP-6. б – Связывание фибриногена с тромбоцитами в разбавленной суспензии (2 × 107 клеток/мл) до
и после активации ADP (10 мкM).
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выяснено, что вероятность образования связи
при контакте в несколько раз выше, чем в случае
фибриногена (рис. 5б). При этом гистограмма
распределения сил разрыва связи м-фибрин–ин-
тегрин не имеет столь же ярко выраженных мак-
симумов, а средняя сила значительно выше. Нуж-
но иметь в виду, что это может свидетельствовать
о том, что в некоторых случаях взаимодействие
было мультимолекулярным, и критические силы
для фибриногена и м-фибрина можно сравнивать
лишь качественно. Следует также обратить вни-
мание на то, что при ингибировании 1 мМ γC-до-
декапептидом (H12) вторая мода для критических
связей αIIbβ3–фибриноген пропадала. При инги-
бировании 1 мМ cRGD и для фибриногена, и для
м-фибрина оставалась лишь экспоненциально
убывающая часть распределения. Это говорит о
том, что при взаимодействии интегринов с раз-
личными лигандами меняется не только критиче-
ская сила, но и количество возможных стабиль-
ных состояний комплекса в данных условиях
[94]. При взаимодействии αIIbβ3 с полимеризо-
ванным фибрином на графике распределения сил
различимы два пика, при этом силы разрыва были в
среднем выше, чем в случае других лигандов [110].

Таким образом, по критическим силам взаи-
модействия лиганды αIIbβ3 можно расположить в
следующей последовательности: полимер фибри-
на > мономер фибрина > фибриноген (рис. 5б).
Предполагается, что, комплекс интегрин-лиганд
может существовать в двух состояниях с разной
стабильностью. Тем не менее, нельзя сделать вы-
вод о том, как меняются критические силы между
тромбоцитами при различной степени актива-
ции, поскольку использовали выделенные из
клеток рецепторы, оценить состояние которых не
представляется возможным.

В более ранней работе Литвинова и соавт. [111]
исследовали взаимодействие фибриногена с ин-
тегринами в мембране тромбоцитов. Распределе-
ние сил разрывов связи интегрин-лиганд для ак-
тивированных ADP тромбоцитов также было би-
модальным, но первый пик трактовали как
неспецифическое взаимодействие, поскольку он
выявлен и на неактивированных ADP тромбоци-
тах. Однако можно предположить, что на этих
тромбоцитах присутствовали активированные
интегрины, поскольку анализируемые тромбоци-
ты были частично активированы – это видно на
изображении, полученном методом сканирую-
щей электронной микроскопии (тромбоциты ша-
рообразные и имеют филоподии) [111]. Таким об-
разом, этот результат нельзя интерпретировать
однозначно. С другой стороны, об одном типе
сайтов связывания сообщают более ранние рабо-
ты [103–106], в которых исследовали связывание
тромбоцитов, активированных различными ин-
дукторами, с фибриногеном или антителами к ак-
тивированным рецепторам PAC-1 в суспензии.

4. ПРЕДПОЛАГАЕМАЯ РОЛЬ αIIbβ3 
В СТРУКТУРЕ ТРОМБА

Развитие экспериментальных моделей инду-
цированного тромбообразования у мышей выве-
ло исследования структуры тромба и динамики
его роста на новый уровень. Используя флуорес-
центное мечение и конфокальную микроскопию,
можно с достаточным разрешением наблюдать
детали процесса тромбообразования в повре-
жденном тонкостенном микрососуде.

Именно так показали, что микрососудистый
тромб по своей структуре неоднороден (рис. 6): у
самого основания формируется стабильная часть,
в то время как внешние слои подвижны [7]. Кро-
ме того, анализ диффузии флуоресцентно мечен-

Рис. 5. Силы взаимодействия интегрина αIIbβ3 с лигандами. а – Гистограмма критических сил разрыва комплекса
αIIbβ3-фибриноген. Воспроизведено из [94]; б – профили критических сил разрыва для взаимодействия αIIbβ3 с раз-
личными лигандами [110].

Ч
ас

то
та

, %

20
1

F, пН
100806040

100

10

п-фибрин
м-фибрин
фибриноген

б

αIIbβ3-фибриноген
Ч

ас
то

та
, %

0
0.1

F, пН
12010080604020 140

100

10

1

а



24

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 36  № 1  2019

КАНЕВА и др.

ного альбумина показал, что внутри тромб более
плотный (меньше альбумина проходит в проме-
жутки между клетками), чем снаружи. Логично
предположить, что гетерогенность тромба по
плотности тромбоцитов происходит из гетеро-
генности по силам связи между тромбоцитами.
Действительно, тромбоциты, а следовательно, и
адгезионные рецепторы различаются по степени
активации и доле активированных рецепторов
(в расчете на тромбоцит) в разных частях тромба:
положительные по P-селектину (дегранулиро-
ванные) тромбоциты локализованы в основании
тромба [7, 16]. Рядом с повреждением обнаружи-
вается и фибрин. Плотную, стабильную, сильно
активированную часть тромба называют ядром, а
внешнюю рыхлую, текучую, состоящую из по-
дактивированных тромбоцитов – оболочкой [7].

Считается, что для формирования ядра необ-
ходимо наличие тромбина – в присутствии инги-
битора которого ядро не образуется, тромб неста-
бильный и постоянно срывается [7, 16]. Кроме
того, предполагается, что неоднородность плот-
ности упаковки тромбоцитов приводит к суще-
ствованию градиента тромбина в тромбе – он в
высокой концентрации локализован в ядре, что, с
одной стороны, ограничивает рост тромба, а с
другой, способствует полимеризации фибрина в
уже сформированном ядре [7, 17].

Критичной для наличия оболочки тромба счи-
тается активация тромбоцитов через один из ре-
цепторов к ADP, P2Y12. В экспериментах с добав-
лением с систему кангрелора (ингибитор P2Y12),
размер оболочки был значительно уменьшен, в то
время как ядро оставалось таким же. С другой
стороны, у мышей с мутацией белка Gi (сделав-

шей их нечувствительными к инактивации RGS-
белками, обеспечивающими отрицательную об-
ратную связь при P2Y12-индуцированной сигна-
лизации) оболочка была значительно увеличена,
но изменения не затронули ядро. Таким образом,
показано, что сигнализация от P2Y12 критична
для формирования оболочки тромба [7]. Как упо-
миналось выше, P2Y12 ассоциирован с белком Gi
и его активация приводит к инактивации проте-
инкиназы А и активации PI3Kγ, т.е. к дополни-
тельному усилению активации тромбоцитарных
интегринов “inside-out”. Вероятно, что в форми-
ровании рыхлой оболочки тромба значительную
роль играет и другой медиатор вторичной актива-
ции тромбоцитов – тромбоксан А2.

Можно предположить, что концентрация ADP
во внешних слоях тромба достаточна лишь для
обратимой или частично необратимой активации
ограниченного числа интегринов на поверхности
отдельных тромбоцитов (слабая активация, ана-
логично рис. 4а, TRAP-6). Это может быть связа-
но с тем, что из-за рыхлости оболочки из нее ак-
тивно вытекают растворимые агонисты, или с
тем, что требуемую концентрацию ADP не могут
обеспечить ее источники (например, дегранули-
рованные тромбоциты). Поэтому оболочка не так
стабильна. Тромбин в основании тромба приво-
дит к сильной активации тромбоцитов и наработ-
ке фибрина, также связывающегося с тромбоци-
тарными интегринами, а значит, уплотнению
тромба. Вытекание тромбина из ядра затруднено,
что и ограничивает его дальнейший рост.

Рис. 6. Модель микрососудистого тромба. Микрососудистый тромб по своей архитектуре гетерогенный: он состоит из
плотного ядра, состоящего из сильно активированных тромбоцитов, и рыхлой шубы из слабо активированных клеток.
Тромбоциты ядра секретируют ADP из плотных гранул. Плотность ядра приводит к тому, что диффузия тромбина и
ADP из него затруднена (градиент тромбина показан темным цветом). Фибрин локализован у основания тромба.
Предполагается, что интегрины αIIbβ3 на тромбоцитах ядра кластеризованы, что обеспечивает усиление активации
(выход гранул, переход в прокоагулянтное состояние) и переход в необратимое состояние связей между тромбоцита-
ми. Тромбоциты ядра имеют измененную форму, не показанную на рисунке с целью упрощения.
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5. ИНАКТИВАЦИЯ ИНТЕГРИНОВ 
В ПРОКОАГУЛЯНТНЫХ ТРОМБОЦИТАХ

При сильной активации [112] тромбоциты пе-
реходят в прокоагулянтное состояние, связанное
с запрограммированной клеточной смертью [84]
по типу некроза [113, 114]. При этом на мембранах
экспрессируется отрицательно заряженный фос-
фатидилсерин, выступающий в качестве основы
для сборки комплексов [115, 116], а также проис-
ходят другие специфические реакции [117, 118].
Интересно, что интегрины в этом прокоагулянт-
ном состоянии не активны [119]. По-видимому, в
ходе такой сверхактивации сначала происходит
активация, а потом инактивация интегринов по
не вполне ясному механизму [120]. Предполагает-
ся, что в эту инактивацию вносит вклад расщеп-
ление ассоциированных с интегрином белков ци-
тоскелета кальпаином и сам по себе фосфолипид-
ный скрамблинг [121], хотя в других работах
ингибирование кальпаина никак не влияло на
этот процесс [122]. Интересно, что прокоагулянт-
ные тромбоциты при этом остаются ассоцииро-
ванными с тромбом [123, 124]. Это взаимодей-
ствие обусловлено тем [125], что на их поверхности
под действием трансглутаминаз и полимериза-
ции фибрина [126] формируется оболочка – “шу-
ба” из альфа-гранулярных белков, которые слу-
жат лигандами для интегринов соседних “нор-
мальных” тромбоцитов.

6. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Интегрины αIIbβ3 – рецепторы тромбоцитов,
обеспечивающие их стабильную агрегацию. Ин-
тегрины могут менять конформацию, при этом
предполагается, что существует спектр состояний
интегринов, обладающих различной аффинностью
к лигандам – фибриногену, фибрину и фактору
Виллебранда. Для перехода интегрина в высокоаф-
финное состояние необходим сигнал “изнутри”,
который заключается в кальций- и фосфоинозитид-
зависимой активации малой GTP-азы Rap1b. Как
альтернативный путь активации в некоторых ра-
ботах [43, 53] рассматривается перестройка акти-
нового цитоскелета тромбоцита в области инте-
гринов в результате механических напряжений.
Слабая активация тромбоцита приводит к обра-
тимому связыванию интегрина с лигандами (ана-
логично рис. 4а, TRAP-6), в то время как сильная
активация приводит к необратимому связыванию
с лигандами. Процесс кластеризации интегринов
представляется необходимым и достаточным для
развития сигнализации outside-in – усилению ак-
тивации тромбоцита.

Способность интегринов находиться в различ-
ных состояниях (активированное и неактивиро-
ванное) имеет важное значение при формирова-
нии гетерогенной структуры тромба. Для форми-

рования ядра критично наличие тромбина, в то
время как для формирования шубы – ADP. Мож-
но предположить, что интегрины тромбоцитов
оболочки, активированные ADP, слабо связыва-
ются через фибриноген, поэтому шуба неста-
бильна, так как ADP не может вызвать активацию
и кластеризацию достаточного числа интегринов
на тромбоцит. С другой стороны, на активиро-
ванных тромбоцитах ядра большая доля интегри-
нов кластеризована и необратимо связывается с
фибриногеном или фибрином. Таким образом,
плотность и стабильность внутренней части
тромба обеспечивается тем, что комплекс класте-
ров интегринов-лигандов стабилен и может вы-
держивать большие силы, возможно, за счет
увеличения локальной плотности рецепторов.
Плотность ядра по тромбоцитам препятствует
вытеканию из него тромбина, что, способствует
его высокой локальной концентрации и полиме-
ризации фибрина, а с другой, ограничивает рост
ядра. Сильно активированные тромбоциты сек-
ретируют ADP из плотных гранул, что обеспечи-
вает слабую активацию тромбоцитов оболочки
(концепция изложена на рис. 6) [7, 16, 17].

Дальнейшие исследования требуют развития
методов анализа критических сил, которые спо-
собны выдержать связанные с лигандом одиноч-
ные интегрины. На сегодняшний день это сдела-
но только для одиночных тромбоцитарных инте-
гринов in vitro, что позволяет оценить только
порядок сил. Также нельзя достоверно сравнить
значения сил для интегринов разной степени ак-
тивации и оценить роль кластеризации.

Поскольку показано, что фибрин связывается
с интегринами прочнее, чем фибриноген [110],
необходимо проанализировать вклад этого взаи-
модействия в реальном тромбе. Это позволит сде-
лать вывод о возможности использования фибри-
на в качестве мишени при необходимости деста-
билизации тромбов.

Работа выполнена в рамках гранта Российско-
го научного фонда (№ 17-74-20045).
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Glycoproteins IIb-IIIa (GP IIb-IIIa), also known as αIIbβ3 integrins, are key platelet adhesion receptors.
These molecules are the most abundant (over 10000 copies per cell) transmembrane receptors playing a cru-
cial role in thrombus formation by promoting platelet aggregation. Integrins need to undergo activation and
transit to high-affinity state for their ligands—fibrinogen, fibrin, and von Willebrand factor (VWF)—in order
to form bonds between platelets. Activation of integrins is mediated by a set of various messengers through
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intracellular signalization. Integrins αIIbβ3, like other integrins, are capable of reverse signal transmission in-
side the cell, called “outside-in” signaling. Recent studies have shown heterogeneity of the thrombus struc-
ture and the existence of a stable and dense inner core and a f luid-like loose shell. Since platelet aggregation
is provided by integrin-mediated interactions, one can suggest that it is the features of integrin activation and
clusterization that strongly influence the formation of thrombus architecture. This work is intent on system-
atizing recent data concerning activation and functioning of platelet integrins αIIbβ3 and searching for cor-
relations between thrombus heterogeneity and the state of integrins on the platelets surface.

Keywords: platelets, integrin αIIbβ3, cell adhesion, intracellular signaling
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