Метод проточной цитометрии для исследования гликокаликса поверхности тромбоцитов
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Большинство белков мембраны тромбоцитов являются гликопротеинами (ГП), такие как ГПIbα, ГПIIb/IIIa и ГПVI. ГП тромбоцитов обычно модифицированы сложными углеводами, которые в свою очередь “покрыты" сиаловыми кислотами. В норме десиалирование (отщепление сиаловых кислот) происходит по мере старения тромбоцита, что приводит к удалению тромбоцитов из кровотока клетками печени. Но при патологиях десиалирование может усиливаться за счет ферментов – нейраминидаз (могут быть вирусными, бактериальными или выходить из тромбоцитов), или связывания аутоантител, что приводит к тромбоцитопении и может приводить к кровотечениям [1].
Целью данной работы является разработка протокола изучения степени сиалирования тромбоцитов с помощью флуоресцентно-меченных лектинов методом проточной цитометрии.
Для проведения исследования венозную кровь набирали в пробирки с цитратом натрия. Обогащенную тромбоцитами плазму получали при помощи центрифугирования в течение 5 мин при 100×g. Далее для получения отмытых тромбоцитов необходимо еще два центрифугирования в течение 5 мин при 400×g: первое – с цитратом натрия 106 мМ с pH 5,5 в соотношении 3:1, второе – с цитратом натрия и с буфером, содержащим 140 мМ NaCl, 0,5 мМ NaHCO3, 3мМ  KCl, 10мМ Hepes,10 мМ глюкозы и имеющим  pH 7,4. После чего тромбоциты ресуспендировали в буфере в концентрации 200×103-500×103/мкл. В эксперименте использовали лектины, флуоресцентно-меченные флуоресцин изотиоцианатом (ФИТЦ) RCA-1 ФИТЦ (связывается с β-галактозой при десиалировании) и SNA EBL ФИТЦ (связывается с сиаловыми кислотами). Измерения выполнены на проточном цитометре NovoCyte 3000.
В результате исследования показано, что связывание лектинов зависит от концентрации лектинов и тромбоцитов, например, увеличение концентрации тромбоцитов с 10×103/мкл до 50×103/мкл приводит к снижению связывания лектина RCA-1 ФИТЦ в 3 раза. Для лектина SNA EBL ФИТЦ связывание не изменяется при концентрации тромбоцитов 1×103-10×103/мкл и при концентрации лектина 1-4 мкг/мл. Насыщение связывания лектинов наступает при концентрации 12,5 мкг/мл для RCA-1 ФИТЦ 12, и 4 мкг/мл для SNA EBL ФИТЦ через 30 минут инкубации. 
Так же было показано, что добавление плазмы крови к отмытым тромбоцитам или разбавление обогащенной тромбоцитами плазмы приводит к значительному уменьшению связывания с обоими лектинами в 10-20 раз по сравнению с отмытыми тромбоцитами. Причем увеличение процента плазмы от 2% до 10% приводит к уменьшению связывания в 3-4 раза для обоих лектинов. Таким образом, даже низкие концентрации плазмы крови значительно снижают интенсивность связывания лектинов с тромбоцитами, в связи с чем оптимизирована методика отмывки тромбоцитов.
Таким образом, была проведена оптимизация методики для анализа десиалирования тромбоцитов методом проточной цитометрии с использованием флуоресцентно-меченных лектинов RCA-1 ФИТЦ и SNA EBL ФИТЦ. Определены оптимальные концентрации тромбоцитов – 10×103/мкл и лектинов – 12,5мкг/мл для RCA-1 ФИТЦ и 4 мкг/мл для SNA EBL ФИТЦ, а также время инкубации – 30 мин. 
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