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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность исследования 

Нейтрофилы играют ключевую роль в тромбовоспалении (Schattner и др. 2020) – 

взаимодействии иммунной системы, эндотелия и системы свертывания крови в процессе 

формирования тромба (Jackson, Darbousset, и Schoenwaelder 2019). Их подвижность и 

распределение вблизи растущего тромба определяется целым набором явлений, включающих 

адгезию (Zarbock и Ley 2009; Louis, Campbell, и Colgan 2007), хемотаксис (Louis, Campbell, и 

Colgan 2007), случайное (Jones и др. 2015) и поток-опосредованное движение (Zarbock и Ley 

2009), а также взаимодействие с тромбоцитами, клетками эндотелия сосудов и межклеточным 

матриксом при их повреждении (Schattner и др. 2020; Jackson, Darbousset, и Schoenwaelder 2019). 

Нарушения в процессе тромбовоспаления ассоциированы с патологическими состояниями, 

например, с онкологией, атеротромбозом и некоторыми аутоиммунными заболеваниями человека 

(Schattner и др. 2020; Salet и др. 2023). Дефекты нейтрофилов, связанные с миграцией и 

нарушениями хемотаксиса, также характерны для врожденных иммунодефицитов (Keszei и 

Westerberg 2014).  

Нейтрофилы рекрутируются на субстрат и взаимодействуют с ним посредством молекул 

адгезии, таких как селектины и интегрины (Pulikkot и др. 2022; Wang и др. 2005). После адгезии, 

для данного типа клеток характерна актин-опосредованная амебоидная подвижность (Zarbock и 

Ley 2009). При миграции лейкоцит вступает в повторяющиеся циклы деформации. Сначала 

происходит рост ламеллиподии на переднем крае клетки с последующей её интегрин и селектин-

опосредованной адгезией к подложке. Формирование ламеллиподии на переднем крае зависит от 

полимеризации и ветвления актина и малых GTP-аз (Krause и Gautreau 2014; Ridley 2001). Затем 

происходит опосредованное актомиозиновыми волокнами сокращение тела клетки и разрыв 

ранее сформированных сайтов адгезии с продвижением нейтрофила вперед (Shin и др. 2010). При 

воздействии механических стимулов или распознавании хемокинов, состояние цитоскелета и 

интегринов регулируется целым набором вторичных мессенджеров, в том числе 

фосфоинозитидами (Norgauer и др. 1994) и внутриклеточной концентрацией ионов кальция 

(Sjaastad и Nelson 1997). 

Особую значимость подвижность нейтрофилов приобретает в контексте генетических 

иммунодефицитов, таких как синдром Швахмана-Даймонда (Stepanovic и др. 2004) и синдром 

Вискотта-Олдрича (Morozova и др. 2022). При данных заболеваниях подвижность нейтрофилов 

нарушается, что приводит к сниженной резистентности к инфекциям и повышенной склонности 

к воспалительным заболеваниям (Zicha и др. 1998; Tan и др. 2019; Orelio и Kuijpers 2009). 

Изучение механизмов регуляции подвижности нейтрофилов вблизи растущего тромба позволит 

https://doi.org/10.1155/2014/303782
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глубже понять патофизиологию тромбовоспаления и предложить новые терапевтические 

подходы для лечения заболеваний, связанных с нарушениями миграции нейтрофилов. 

Экспериментальные исследования показывают, что движение нейтрофилов в окрестности 

тромба определяется градиентами хемоаттрактантов, взаимодействием с тромбоцитами и 

плазменным звеном свертывания крови, а также активацией интегринов (Schattner и др. 2020; 

Jackson, Darbousset, и Schoenwaelder 2019; Dupuy и др. 2021). Однако до сих пор не было детально 

изучено, каким образом эти процессы регулируют движение нейтрофилов в условиях 

циркулирующей крови. Настоящее исследование направлено на изучение механизмов регуляции 

подвижности нейтрофилов вблизи растущего тромба в условиях ex vivo. 

Степень разработанности темы исследования 

В существующих экспериментальных моделях движения нейтрофилов используются 

нейтрофилы, выделенные из цельной крови (Iglesias и Devreotes 2008; Louis, Campbell, и Colgan 

2007). Однако было показано, что нейтрофилы очень чувствительны к сдвиговому напряжению и 

центрифугированию (Hundhammer, Gruber, и Wittmann 2022). В данной работе разработана 

экспериментальная модель хемотаксиса нейтрофилов вокруг растущего тромба в цельной крови 

и доказано, что данное движение является именно хемотаксисом. Работы по анализу кальциевого 

ответа в хемотактирующих нейтрофилах млекопитающих описаны, но только для in vitro условий 

(Boucek и Snyderman 1976; Hann и др. 2020). 

В случае математического моделирования хемотаксиса нейтрофилов, существует целый 

ряд моделей, описывающих движение нейтрофилов к модельным источникам хемоаттрактантов 

(Lu, Um, и Tartakovsky 2021; Szatmary и др. 2017a; Dallon и Othmer 1997; Palsson и Othmer 2000; 

Rieke 1997). Однако в данной работы впервые был проведен вычислительный анализ полей 

хемоаттрактанта, возникающих вокруг реального растущего тромба, а также произведено 

математическое моделирование движения нейтрофилов в таких реалистичных полях 

концентрации хемоаттрактанта.  

На настоящий момент существует ряд математических моделей, описывающих 

кальциевый ответ на прогестерон и регуляцию подвижности при помощи ионов кальция в 

сперматозоидах человека (S. D. Olson, Fauci, и Suarez 2011; Sarah D. Olson 2013; Alvarez и др. 

2012), однако существующие модели кальциевой активации количественно не описывают 

динамику концентрация кальция в сперматозоиде человека. Описанные в литературе модели 

регуляции подвижности сперматозоидов кальцием относятся либо к сперматозоидам 

беспозвоночных (Alvarez и др. 2012), либо не описывают управление кальциевым ответом на 

временах, соответствующих низкочастотным кальциевым осцилляциям (>100 с) (Sarah D. Olson 

2013; S. D. Olson, Fauci, и Suarez 2011).  
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Цель исследования – характеристика подвижности нейтрофилов вблизи растущего 

тромба ex vivo и выявление механизмов ее регуляции  

 

Задачи исследования 

1. Разработка экспериментальной методики и определение условий, позволяющих 

наблюдать подвижность нейтрофилов в цельной крови на подложке вблизи растущего тромба ex 

vivo. 

2. Исследование связи подвижности нейтрофилов вблизи растущего тромба с динамикой 

их кальциевой сигнализации в сравнении с соответствующими механизмами кальциевой 

регуляции подвижности у других эукариотических клеток. 

3. Определение вкладов хемотаксиса, случайной миграции и опосредованного потоком 

движения в поведение нейтрофилов вблизи растущего тромба. 

4. Выявление рецепторов и молекул-медиаторов, отвечающих за адгезию нейтрофилов к 

растущему тромбу в разработанной экспериментальной модели. 

Научная новизна 

Разработана новая экспериментальная модель ex vivo взаимодействия нейтрофилов с 

растущим тромбом и показано, что движение нейтрофилов в данной постановке является 

хемотаксисом и подходит для его анализа у пациентов.   

Впервые был проведен анализ состояния тромбовоспаления для пациентов с синдромом 

Швахмана-Даймонда. Показано, что хемотаксис для данных пациентов нарушен не только для in 

vitro экспериментальных постановок с использованием fMLP в качестве модельного 

хемоаттрактанта, но и для ex vivo модели растущего тромба. Экспериментально показано, что 

скорость роста ламеллиподии в нейтрофилах пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича не 

меняется по сравнению со здоровыми контролями. В рамках построенной минимальной 

математической модели актинового цитоскелета ламеллиподии показано, что на скорость роста 

ламеллиподии нейтрофила не влияет скорость ветвления актина и расстояние до мембраны, на 

котором происходит ветвление. 

Проведено наблюдение кальциевой сигнализации в нейтрофилах человека в ходе 

хемотаксиса. Показано, что кальций регулирует разборку ламеллиподий, но не их выставление 

при хемотаксисе нейтрофилов 

Впервые показано, что, как и в нейтрофилах человека, в сперматозоидах млекопитающих 

кальциевая сигнализация регулирует выбор направления движения. 

Теоретическая и практическая значимость 

Разработанная экспериментальная методика наблюдения взаимодействия нейтрофилов и 

тромбоцитов в плоскопараллельной проточной камере может быть использована для оценки 
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хемотаксиса нейтрофилов здоровых доноров и пациентов, что позволит идентифицировать 

механизмы развития нарушений функции нейтрофилов. Особенностью разработанной 

экспериментальной модели является использование цельной крови, что исключает влияние 

протоколов выделения иммунных клеток на их активность, а также позволяет исследовать 

взаимодействие нейтрофилов с растущим тромбом. Разработанная модель может быть 

использована для исследования механизмов развития иммунологических заболеваний и 

исследования эффектов различных вариантов терапии на функцию нейтрофилов пациентов.  

Методология и методы исследования 

Анализ кальциевой сигнализации в сперматозоидах человека, а также роста псевдоподий 

и хемотаксиса нейтрофилов около растущего тромба осуществлялись с помощью 

флуоресцентной или световой микроскопии. Для идентификации клеток использовались 

специфичные флуоресцентно-меченные антитела, либо загрузка живых клеток флуорофорами 

Fura-Red, DiOC6, Fluo-8. Наблюдение специфических ответов клеток на активацию проводилось 

в плоско-параллельных проточных камерах. Разработка компьютерной модели проводилась 

следующим образом: на основе литературных данных строилась схема физико-химических 

процессов, которая ложилась в основу теоретической модели. Модель представляла собой 

систему обыкновенных дифференциальных уравнений, которая интегрировалась численным 

методом для интегрирования жёстких и нежёстких систем обыкновенных дифференциальных 

уравнений (LSODA) в среде разработки COPASI (COPASI.org), либо систему дифференциальных 

уравнений в частных производных, интегрируемых в программе Virtual Cell (https://vcell.org/) 

методом конечных объёмов или в программном пакете COMSOL Multiphysics методом конечных 

объёмов, либо систему вероятностных уравнений, интегрируемых с помощью Python 3.8. 

Параметры моделей были либо взяты из литературных источников, либо подобраны на основании 

доступных из литературы данных или же данных, полученных экспериментально в рамках 

диссертационной работы. Полученные с помощью моделей предсказания проверяются 

экспериментально или на основе литературных данных.  

Положения, выносимые на защиту 

1. Движение нейтрофилов на коллагене в плоскопараллельной проточной камере 

вокруг растущего тромба является преимущественно хемотаксисом.  

2. У хемоаттрактирующих нейтрофилов кратковременные колебания 

внутриклеточного кальция сопряжены с ретракцией ламеллиподий, но не с их выставлением или 

поступательным движением клетки. При движении нейтрофилов и сперматозоидов наблюдаются 

изолированные пики цитозольного уровня кальция, ассоциированные с изменением направления 

движения клеток.  
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3. Адгезия нейтрофилов к коллагеновой подложке и растущему тромбу в 

наблюдаемой постановке преимущественно является интегрин-опосредованной. 

 

Личный вклад автора 

Личный вклад автора заключается в анализе научной литературы, разработке и реализации 

всех представленных в работе математических моделей, в планировании и проведении 

экспериментов по микроскопии живых клеток, подготовке иллюстраций, написания научных 

статей и тезисов по материалам работы. 

Достоверность и обоснованность результатов 

Достоверность полученных результатов и обоснованность выводов обеспечивались 

использованием общепринятых современных методов, таких как флуоресцентная микроскопия, 

статистическая обработка результатов, а также использованием распространенных методов 

математического моделирования и статистической обработки данных, реализованных в 

общедоступных программных пакетах. Достоверность полученных результатов также 

подтверждается их согласованностью с известными литературными источниками.  

Апробация работы 

Апробация работы проводилась на совместном расширенном заседании лаборатории 

внутриклеточной сигнализации и системной биологии, лаборатории физиологии и биофизики 

клетки, лаборатории молекулярных механизмов гемостаза, а также лаборатории биофизики 

цитоскелета федерального государственного бюджетного учреждения науки Центра 

теоретических проблем физико-химической фармакологии Российской академии наук, протокол 

№ 1 от 19.02.2025.  

Основные результаты диссертационной работы были представлены и обсуждались на 10 

всероссийских и международных конференциях: International Student Congress Of (bio)Medical 

Sciences (4 июня – 8 июня 2018 года, Гронинген, Нидерланды), XXVI международная 

конференция «Математика. Компьютер. Образование» (28 января — 2 февраля 2019, Пущино, 

Россия); Международная конференция “Рецепторы и внутриклеточная сигнализация” (20 мая − 

24 мая 2019 года, Пущино, Россия); European Congress on Thrombosis and Haemostasis 2019 (2-4 

октября 2019, Глазго, Великобритания); Четырнадцатый съезд Белорусского общественного 

объединения фотобиологов и биофизиков, (17 июня  –19 июня 2020 года, Минск, Беларусь); The 

45th FEBS Virtual Congress,  (3 июля — 8 июля 2021 года, Любляна, Словения); Международная 

конференция "Рецепторы и внутриклеточная сигнализация", (22 мая – 26 мая 2023 года, Пущино, 

Россия); XXIV съезд физиологического общества им. П.П. Павлова, (11 сентября – 15 сентября 

2023 года, Санкт-Петербург, Россия), Российский Форум по Тромбозу и Гемостазу 2024 (14 марта 
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–16 марта 2024 года, Москва, Россия), ESID 2024 Immunodeficiencies Meeting (16 октября – 19 

октября, 2024 года, Марсель, Франция).  

Публикации результатов исследования 

По материалам диссертации было опубликовано 17 работ, в том числе 2 статьи в  

международных и российских рецензируемых научных изданиях, рекомендованных ВАК при 

Минобрнауки России для публикации результатов диссертационных исследований, 3 статьи в 

журналах, относящихся к Q1, 2 по МБД, 2 статьи в иных изданиях и 10 тезисов в сборниках трудов 

международных научных конференций. 

Структура диссертации 

Диссертация изложена на 148 страницах машинописного текста и включает оглавление, 

введение, обзор литературы (глава 1), описание материалов и методов (глава 2), результаты (глава 

3), и их обсуждение (глава 4), заключение, выводы, список использованной литературы (218 

иностранных библиографических источников), список сокращений и обозначений, 

благодарности, приложения. Работа содержит 37 рисунков, 6 таблиц и 1 приложение. 

 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Исследование проведено в строгом соответствии с биоэтическими требованиями, 

предъявляемыми к исследованиям с использованием биологических материалов человека и 

лабораторных животных.   

Анализ кальциевого ответа в сперматозоидах человека  

Для исследования кальциевого ответа в сперматозоидах человека в ответ на прогестерон 

были использованы образцы спермы 10 взрослых нормозооспермных (по классификации 

Всемирной организации здравоохранения) доноров.  

Наблюдение  кальциевого ответа в  клетках, активированных 5 мкМ раствором 

прогестерона в буфере Тирода, проводилось  на  микроскопе  Nikon  Eclipse  TI-E с 

использованием плоско-параллельных проточных камер, покрытых поли-L-лизином. Адгезия 

клеток и их подвижность контролировались при помощи DIC-микроскопии. Кальциевый ответ 

измерялся с использованием флуоресцентного маркера Fura RED.    

Анализ кальциевого ответа в сперматозоидах мыши  

Экспериментальное наблюдение активации 50 мкм прогестероном сперматозоидов мыши, 

окрашенных флуоресцентной меткой на кальций Fura 2, производилось с помощью 

спектрофлуориметра. В части экспериментов перед добавлением прогестерона сперматозоиды 

инкубировались с аспирином в концентрации 100 нг/мл в течение пяти минут.  
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Построение модели кальциевого ответа в сперматозоидах человека 

Для сперматозоидов человека нами были разработаны две вычислительные модели 

(гомогенная и трехмерная) для изучения индуцированной прогестероном активации 

сперматозоидов человека. Гетерогенная (трехмерная, 3D) модель была построена автоматически 

в программе VCell (Moraru и др. 2008) на основе трехмерной структуры сперматозоида человека 

и набора биохимических реакций, лежащих в основе активации сперматозоида. Потоки для 

биохимических реакций рассчитывали на основе законов химической кинетики (закон 

действующих масс, кинетика Генри-Михаэлиса-Ментен или функции Хилла). Параметры 

уравнений были взяты из литератур. Полная модель представляет собой набор из 19 

дифференциальных уравнений и 52 параметров, 47 из которых взяты из литературы.  

Построение модели влияния кальциевого ответа на подвижность сперматозоидов 

Для прогнозирования траекторий модели сперматозоидов по кальциевому ответу мы 

объединили нашу ранее опубликованную модель прогестерон-индуцируемой кальциевой 

сигнализации в сперматозоиде человека (Korobkin и др. 2021) с моделью хемотаксиса 

сперматозоидов (Alvarez и др. 2012).  

Кальциевый ответ в сперматозоиде человека в ответ на стимуляцию прогестероном был 

получен из трехмерной модели кальциевого ответа в сперматозоидах человека (Korobkin и др. 

2021) путем усреднения концентрации кальция по объему цитозоля. К полученному с помощью 

математической модели сигнала добавлялся случайный шум. Чтобы восстановить траекторию 

сперматозоида по скорости и сигналам Ca2+, сначала рассчитывалась нормированная на базовый 

уровень кальция скорость изменения концентрации кальция в цитозоле сперматозоида 
𝑑𝐶𝑛

𝑑𝑡
. 

Значение 
𝑑𝐶𝑛

𝑑𝑡
  было получено путем численного дифференцирования и усреднено во временном 

окне 0,2 секунды (аналогично работе (Alvarez и др. 2012)). На основе полученной производной 

вычислялась кривизна траектории следующим образом:  

𝜅𝑓𝑖𝑡(𝑡) = 𝜅1 + 𝛽
𝑑𝐶𝑛

𝑑𝑡
  , 

где 𝜅1  и 𝛽 – взятые из  литературы (Alvarez и др. 2012) константы. 

Также нами был исследован вариант модели, в котором кривизна траектории 

рассчитывалась исходя из абсолютной концентрации кальция: 

𝜅𝑓𝑖𝑡(𝑡) = 𝜅1 + 𝛽
𝐶 

 

𝐾𝑐𝑎 + 𝐶
 

Для обоих вариантов модели траектория была восстановлена по кривизне κ и смещению 

сперматозоида (s = vmax × Δt) путем численного интегрирования двумерных уравнений Френе – 

Серре (Alvarez и др. 2012) методом Эйлера с использованием Python 3.8. Значения β, vmax и rmax 

варьировались для проверки надежности модели. 
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Наблюдение хемотаксиса и кальциевой сигнализации нейтрофилов вокруг 

растущего тромба 

В исследовании использовалась цельная кровь 10 здоровых доноров и 6 педиатрических 

пациентов с синдромом Швахмана-Даймонда. Кровь предварительно окрашивали DiOC6, Hoechst 

33342 и Annexin V-Alexa647 и перфузировали через плоско-параллельные проточные камеры со 

скоростью сдвига 100 с-1 по покрытой коллагеном I типа поверхности. Рост тромба и ползание 

лейкоцитов наблюдали в режиме эпифлуоресценции с помощью инвертированного микроскопа 

Nikon Eclipse Ti-E. 

Для наблюдения кальциевого ответа в нейтрофилах, хемотактирующих около растущего 

тромба, использовался флуоресцентный маркер Fura-RED. Наблюдение кальциевого ответа в 

хемотактирующих нейтрофилах производилось с помощью инвертированного микроскопа Nikon 

Eclipse Ti2 в режиме конфокальной съемки. 

Модель распределения хемоаттрактанта около растущего тромба представляла собой 

систему дифференциальных уравнений в частных производных, интегировавшихся в программе 

COMSOL Multiphysics методом конечных объёмов. Уравнения модели основаны на уравнениях 

Навье-Стокса для ламинарного потока и законе Фика.  

Модель роста ламеллиподии в нейтрофилах человека 

Модель роста ламеллиподии и модель движения нейтрофила в поле хемоаттрактанта 

представляли собой систему стохастических уравнений, интегрируемых с помощью Python 3.8. 

Параметры моделей были либо взяты из литературных источников, либо подобраны на основании 

доступных из литературы данных или же данных, полученных экспериментально в рамках 

диссертационной работы.  

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Хемотаксис нейтрофилов вблизи растущего тромба 

Анализ движения нейтрофилов в проточной камере 

Нами было проанализировано экспериментально наблюдаемое движение нейтрофилов 

здоровых доноров вокруг растущего тромба на подложке из фибриллярного коллагена. 

Расстояние между центрами нейтрофилов и краем ближайшего тромба было сравнено с 

расстоянием между тромбами и такими расстояниями для случайно сгенерированной траектории.   

У здоровых доноров траектории реальных нейтрофилов были значительно ближе к 

тромбам, чем случайные траектории, для 5 из 6 здоровых доноров (Рисунок 1). Это указывает на 

то, что нейтрофилы стремятся располагаться ближе к тромбам. Однако объяснением также может 

то, что как тромбоциты, так и нейтрофилы могут просто прикрепляться к областям с более 

высокой плотностью коллагена. Тот же анализ был проведен для образцов крови от пациентов с 

синдромом Швахмана-Даймонда (СШД). Оказалось, что средние скорости нейтрофилов были 
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значительно ниже (Рисунок 1) по сравнению со здоровыми донорами. Известно, что линейные 

скорости, связанные со случайным движением, но не скорости хемотаксиса, остаются 

неизменными у пациентов с СШД. Также для пациентов с СШД, не наблюдалось 

преимущественного расположения нейтрофилов у растущего тромба для 5 из 6 

проанализированных пациентов (Рисунок 1).  Кроме того, в отличие от здоровых доноров 

(Рисунок 1), нейтрофилы у пациентов с СШД не предпочитают двигаться против потока (Рисунок 

1). Отсутствие ориентации против потока и со-локализации с тромбами у нейтрофилов СШД 

может быть связано с их нарушенным хемотаксисом. 

 

 

Рисунок 1 – Анализ движения нейтрофилов для здоровых доноров и пациентов с синдромом 

Швахмана-Даймонда (СШД). (Б) Гистограмма направлений движения нейтрофилов (θ) для 

здоровых доноров (n = 6). Черная стрелка указывает направление потока. (В) Экспериментально 

измеренное расстояние от ближайшего края тромба до центра нейтрофила значимо меньше по 

сравнению с расстояниями до точек случайной траектории. Репрезентативная гистограмма для 

одного здорового донора. (Д) Гистограмма направлений движения нейтрофилов у пациентов с 

СШД. Черная стрелка указывает направление потока. (Е) У пациентов с СШД экспериментальное 

расстояние от ближайшего края тромба до центра нейтрофила не отличается от случайного у 5 из 

6 пациентов. Показаны данные для пациента №4. (Ж) Площади тромбов у здоровых контролей и 

пациентов с СШД. (З) Средние скорости движения нейтрофилов у пациентов с СШД значительно 

ниже, чем скорости движения нейтрофилов у контрольных здоровых доноров. * - p<0,05; ** - 

p<0,01; *** - p<0,001. Статистическая значимость рассчитана с помощью теста Манна-Уитни 

 

Влияние параметров потока на характер движения нейтрофилов вокруг растущего 

тромба  

Для того чтобы исследовать роль потока в движении нейтрофилов, мы сравнили скорости 

нейтрофилов, площадь тромбов и количество прикрепленных нейтрофилов для диапазона 

значений скорости сдвига μ = 100 с−1, 200 с−1, 300 с−1 и 500 с−1 (Рисунок 2). Хотя все наблюдаемые 

параметры тромбовоспаления не зависели от пристеночной скорости сдвига, примечательно, что 
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при μ = 100 с−1 нейтрофилы предпочитали располагаться близко к тромбам и были 

преимущественно ориентированы против потока (Рисунок 1), в то время как при более высоких 

сдвигах большинство клеток испытывали роллинг. Интересно, что когда кровоток был 

остановлен после 10 минут перфузии, средние скорости нейтрофилов снизились, а направление 

движения против потока исчезло (Рисунок 2). 

 

 

 

Рисунок 2 – Образование тромба и подвижность нейтрофилов в образцах крови взрослых 

здоровых доноров (n = 6) при различных пристеночных скоростях сдвига. (А) Средние 

скорости движения нейтрофилов не зависели от скорости потока. (Б) Количество адгезировавших 

нейтрофилов за эксперимент значительно снижалось при увеличении скорости потока. (В) 

Площадь тромба не зависела от потока. * соответствует p < 0,05; ** соответствует p < 0,01; *** p 

< 0,001. Статистическая значимость определялась с использованием критерия Манна-Уитни. (Г) 

Нейтрофилы значительно замедляются при остановке потока. n = 5. * - соответствует p<0,05. Для 

расчета статистической значимости использовался парный t-критерий 

 

Влияние различных подложек на рост тромба и движение нейтрофилов в проточной 

камере 

Также мы провели эксперименты, в которых тромбообразование происходило на других 

белках крови — фибриногене, фибронектине и факторе Виллебранда. Поскольку во всех случаях 

образовавшиеся тромбы были неотличимы от отдельных адгезировавших тромбоцитов (Рисунок 

3), расстояния от клеток до тромбов рассчитать не удалось. Ни один из использованных белков 

не мог поддерживать движение нейтрофилов против потока. Для фактора Виллебранда и 

фибриногена наблюдался преимущественно роллинг, а для фибронектина скорости движения 

клеток были снижены. Это указывает на необходимость наличия полноценного растущего тромба 

для обеспечения движения нейтрофилов против потока. 
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Рисунок 3 – Тромбовоспаление на различных подложках. Вид тромбов и скорость движения 

нейтрофилов для здоровых добровольцев (n = 4) в проточных камерах для различных подложек. 

Масштабный отрезок 30 мкм. Collagen – коллаген. Collagen + Mona – коллаген + монафрам. 

Fibrinogen – фибриноген.  Fibronectin – фибронектин. vWF – фактор Виллебранда 

 

Вклад компонентов крови в движение нейтрофилов вокруг растущего тромба 

Для того чтобы уточнить механизмы адгезии нейтрофилов к растущим тромбам, мы 

удалили плазменные белки из цельной крови с помощью последовательного центрифугирования. 

В такой «чистой» системе не наблюдалось ползания гранулоцитов по коллагеновой подложке 

(Рисунок 4), хотя наблюдалось кратковременное прикрепление нейтрофилов к покрытой 

тромбоцитами поверхности и качение гранулоцитов на 6 мкм выше слоя коллагена (Рисунок 4). 

Добавление 10% физиологических концентраций фибриногена и фактора фон Виллебранда 

привело к восстановлению ползания гранулоцитов (Рисунок 4) по покрытому коллагеном стеклу, 

однако гранулоциты спускались с тромбов менее охотно, чем в цельной крови (Рисунок 4). 

Для оценки влияния клеточных компонентов крови на движение нейтрофилов мы провели 

эксперименты с полным удалением тромбоцитов или эритроцитов или заменой цельной крови 

после 10 мин перфузии либо на буфер Тирода с кальцием, либо на бедную тромбоцитами плазму. 

В случае отсутствия эритроцитов, адгезии тромбоцитов или нейтрофилов не наблюдалось. 
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Рисунок 4 – Вклад компонентов крови в движение нейтрофилов вокруг тромба. 
(A, Б) Тромбы в “чистой системе” без плазмы на уровне коллагена (A) и на высоте 6 мкм над 

коллагеном (Б). (В,Г) Тромбы в “чистой системе” без плазмы с добавлением фибриногена и VWF 

на уровне коллагена (В) и на высоте 6 мкм над коллагеном (Г). Тромбы в цельной крови на уровне 

коллагена (Д) и на высоте 6 мкм над коллагеном (Е). Типичные изображения из n = 10 

экспериментов. (Ж) Скорости движения нейтрофилов для различных экспериментальных 

постановок. * соответствует p < 0,05; ** соответствует p < 0,01; *** p < 0,001. Статистическая 

значимость определялась с использованием критерия Манна-Уитни 

 

Во втором случае подвижность нейтрофилов значительно снизилась, (Рисунок 4) и в 

случае, когда мы продолжали перфузию буфером Тирода без кальция, и когда мы продолжали 

перфузию плазмой. Это указывает на то, что уже выросшие тромбы переставали привлекать 

нейтрофилы. 

Адгезия нейтрофилов к подложке и к тромбу происходит интегрин- и кальций-

зависимым образом 

Также мы провели эксперименты по наблюдению за тромбовоспалением в присутствии 

ингибиторов адгезии: Ведолизумаба и Монафрама.  

В образцах, предварительно инкубированных с Ведолизумабом, количество адгезировавших 

нейтрофилов значительно снизилось (Рисунок 5) тогда как для Монафрама значимых отличий не 

наблюдалось (Рисунок 5). Оба ингибитора не оказали влияния на скорость нейтрофилов  (Рисунок 

5). Для Ведолизумаба ориентация нейтрофилов против потока сохранялась (Рисунок 5). Однако 

для Монафрама направленность против потока для нейтрофилов была утрачена (Рисунок 5), что 

указывает на нарушенный хемотаксис, вероятно, из-за уменьшения размера тромбов, аналогично 

результатам, полученным для фибриногена или фибронектина. 
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Также в отсутствие ионов кальция, адгезия нейтрофилов к подложке полностью 

отсутствовала, а рост тромбов был снижен. 

 

Рисунок 5 – Вклад интегринов в поведение нейтрофилов около тромбов. Влияние антител 

против интегринов Ведолизумаба (n = 5) и Монафрама (n = 3) на подвижность нейтрофилов при 

перфузии крови здорового донора со скоростью сдвига 100 с−1 через проточную камеру с 

покровным стеклом, покрытым коллагеном. (А, Б) Средние скорости нейтрофилов. (В,Г) 

Количество нейтрофилов, адгезировавших к подложке. (Д,Е) Гистограммы направлений 

движения нейтрофилов. * соответствует p < 0,05; ** соответствует p < 0,01; *** p < 0,001. 

Статистическая значимость определялась с использованием парного t-критерия 

 

Математическое моделирование хемотаксиса нейтрофилов в плоскопараллельной 

проточной камере 

При анализе экспериментальных траекторий нейтрофилов было обнаружено, что время, в 

течение которого нейтрофилы здоровых доноров двигались в направлении потока, было короче 

по сравнению с движением во всех других направлениях (Рисунок 1).  

Чтобы объяснить этот результат, мы теоретически рассчитали распределение модельного 

хемоаттрактанта (ХА), выделяемого активированными тромбоцитами, вокруг экспериментально 

наблюдаемых тромбов (Рисунок 6). Для этого мы взяли распределение тромбов для 3 случайных 

полей зрения для 6 здоровых доноров. Сначала решалось уравнение Навье-Стокса для того, чтобы 

получить распределение потоков в системе. Далее с учетом потоков решалось уравнение реакции-

диффузии-адвекции для хемоаттрактанта в предположении, что тромбы выделяют 
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хемоаттрактант (ХА) с постоянной скоростью. Мы наблюдали, что позади тромбов в потоке 

образуются «хвосты» ХА. Таким образом, предпочтительное движение нейтрофилов против 

потока может относиться к движению по градиенту ХА. 

Чтобы дополнительно исследовать движение нейтрофилов, мы использовали 

модифицированный алгоритм, разработанный Szatmary et al. (Szatmary и др. 2017b), который 

описывает пошаговое принятие решений нейтрофилом, и поместили такой нейтрофил в 

рассчитанное поле хемоаттрактанта (Рисунок 6). Для модели с нечувствительными к ХА 

нейтрофилами среднее расстояние по точкам между траекторией модели и экспериментальной 

траекторией было значимо больше, чем для вышеописанной модели (Рисунок 6). Из 648 

модельных траекторий 433 были похожи на экспериментальные. Но процент траекторий, 

успешно описывающих экспериментальные, сильно различался между клетками.  

Для 5 траекторий из 18 ни одна модель не могла их описать; с другой стороны, для других 

13 более 60% запусков описали их хорошо, а для 8 клеток все случайные запуски модели были 

успешными. То, что модель не смогла описать 28% клеток, указывает на необходимость принятия 

во внимание других факторов, кроме хемотаксиса, например, роллинга нейтрофилов. 

Однако даже на текущем этапе можно сказать, что данная экспериментальная модель 

позволяет наблюдать хемотаксис нейтрофилов вблизи растущего тромба в цельной крови.  

Наблюдение кальциевой сигнализации в нейтрофилах 

Для изучения кальциевой регуляции хемотаксиса в нейтрофилах человека была 

использована описанная выше постановка наблюдения хемотаксиса вокруг растущего тромба.  

При одновременном измерении скоростей нейтрофилов и концентрации кальция в клетках 

было показано, что абсолютные концентрации кальция в нейтрофиле не коррелируют со 

скоростью переднего края клетки для 89% проанализированных клеток с кальциевым сигналом 

(корреляции были проанализирированы с помощью критерия Пирсона, p > 0.05). Типичный вид 

зависимости показан на Рисунок 7).  

При этом, для нейтрофилов, в которых наблюдалось выставление нескольких 

ламеллиподий и ретракция некоторых их них, пики концентрации кальция в нейтрофилах 

совпадали с моментом ретракции ламеллиподии (Рисунок 7), либо отличались не более, чем на 

время, соответствующее одному кадру видео. С помощью критерия Уилкоксона мы 

проанализировали разницу между моментом ретракции ламеллиподии и ближайшим пиком 

концентрации кальция (Рисунок 7). В случае, если бы данные события являлись независимыми, 

наблюдалось бы нормальное распределение временных задержек со средней величиной задержки 

0 cекунд. В реальных экспериментальных данных Δt почти всегда была положительной 

величиной, и нулевая гипотеза отвергалась (p=0.03), что указывает на то, что пик концентрации 

кальция и ретракция ламеллиподий связаны. 
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Рисунок 6 – Математическая модель хемотаксиса нейтрофила. (а) 16 запусков модели для одной 

модели нейтрофилов. Модельные траектории, успешно описывающие экспериментальную 

траекторию нейтрофилов, обозначены зелеными рамками. Неудачные запуски модели отмечены 

оранжевыми рамками. Масштаб равен 40 мкм. (б) Распределение поточечных расстояний от 

экспериментальных траекторий до модельных. Оранжевая гистограмма обозначает полные 

расстояния модели (N = 18 клеток, по 36 траекторий для каждой клетки). Черно-белая 

гистограмма обозначает случайные расстояния модели (N = 18 клеток, 36 траекторий для каждой 

клетки). В полной модели среднее расстояние составило 12 мкм по сравнению с 16 мкм в 

случайной. Для сравнения использовался непараметрический критерий Манна-Уитни. **p < 0,01 

 

Влияние скорости ветвления актина на рост ламеллиподии в хемотактирующем 

нейтрофиле 

При этом отсутствие связи скорости переднего края клетки с концентрацией кальция 

противоречит имеющимся экспериментальным данным о влиянии комплекса кальций-

кальмодулин на ремоделирование актинового цитоскелета в иммунных клетках путём 

взаимодействия комплекса кальций-кальмодулин с белком WASP (Wiscott-Aldrich Syndrome 

Protein) и ускорением ветвления актиновых филаментов путем активации Arp2/3.  

Известно, что количество WASP снижено у пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича 

(Wiscott-Aldrich Syndrome, WAS). Иммунные клетки пациентов с WAS демонстрируют более 

низкие скорости хемотаксиса (Morozova и др. 2022), но влияние мутаций WASP на формирование 

ламеллиподий пока не ясно.  

Для уточнения связи активности WASP со скоростью движения переднего края клетки, в 

данной работе было произведено измерение скорости роста ламеллиподий в нейтрофилах, 

движущихся около растущего тромба, для пациентов с WAS и здоровых контролей. Неожиданно, 

разница между скоростями роста ламеллиподии у здорового донора и у пациента с синдромом 

Вискотта-Олдрича оказалась незначимой (Рисунок 8).   
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Рисунок 7 – Экспериментально наблюдаемый кальциевый ответ в нейтрофилах не влияет на 

подвижность клеток, но регулирует ретракцию ламеллиподий. (А) Типичный кальциевый ответ в 

движущемся нейтрофиле. Ретракция ламеллиподий (красная стрелка) сопадает по времени с 

пиком концентрации кальция. На графике представлен типичный ответ из N = 14 событий 

ретракции ламеллиподий из 9 проанализированных клеток для 3 здоровых доноров. (Б) 

Временная задержка между ретракцией ламеллиподии и ближайшим по времени кальциевым 

пиком. С помощью критерия Уилкоксона (p = 0.03) показано, что временная задержка не 

распределена нормально со средним Δt = 0 сек. (В) В типичном нейтрофиле кальциевый ответ не 

коррелирует с подвижностью нейтрофила. На графике представлен типичный ответ из N = 9 

проанализированных клеток для 3 здоровых доноров. (Г) Скорости нейтрофилов для клеток, в 

которых уровень кальция постоянный, значимо выше, чем для клеток, в которых наблюдается 

кальциевый ответ. Проанализировано N = 21 клеток для 3 здоровых доноров.  * - p<0.05; ** - 

p<0.01; *** - p<0.001. Статистическая значимость рассчитана с помощью теста Манна-Уитни 

 

 

Рисунок 8 – Экспериментальное измерение скорости роста псевдоподий нейтрофилов. (А) 

Типичные изображения растущей псевдоподии. Красная точка обозначает положение края 

псевдоподии. (B) Скорости псевдоподий для здоровых контролей (N = 5) и пациентов с СВО (N 

= 5). 
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Для того, чтобы объяснить полученный результат, на основе литературных и 

экспериментальных данных мы построили минимальную стохастическую математическую 

модель реорганизации актинового цитоскелета при формировании ламеллиподий. В этой модели 

мы описали следующие события: полимеризацию и деполимеризацию F-актина, а также 

разветвление растущей актиновой сети. Поскольку полимеризация актина регулируется белками 

WASP, находящимися на плазматической мембране, ветвление актина в модели происходило 

только в пределах расстояния D от плазматической мембраны. Из-за того, что рост филаментов 

регулируется фосфолипидами мембраны, полимеризация актина в модели происходила только в 

пределах расстояния H от плазматической мембраны. В модели плазматическая мембрана клетки 

«проталкивалась» растущими концами F-актина. Критическое число толкающих концов (Nакт) 

выбирали по экспериментальным данным. Вероятность полимеризации, ветвления и 

деполимеризации актина оценивали по известным скоростям реакции для ферментов человека.   

Построенная расчетная модель количественно описывала формирование сети актина. 

Чтобы учесть влияние мутации в WASP, мы понизили модельную скорость ветвления на один 

порядок и предположили, что если локализация WASP нарушена, ветвление и полимеризация 

актина могут происходить дальше от мембраны. В модели скорость роста ламеллиподии не 

показала существенной зависимости ни от скорости ветвления k, ни от расстояния ветвления от 

мембраны H в большом интервале значений параметров. При H > 6, скорость роста псевдоподии 

не изменилась более чем на 15 %. 

То, что понижение константы ветвления (как при мутации в WASP) не изменяет 

существенно скорость движения переднего края, может объяснять отсутствия влияния динамики 

кальция на выставление ламеллиподий. 

Математическая модель кальциевой сигнализации в сперматозоидах человека 

Далее мы произвели анализ влияния кальциевого ответа на траектории других 

эукариотических клеток на примере сперматозоида человека. Для описания кальциевого ответа в 

сперматозоидах человека, активированных прогестероном, нами были разработаны две 

вычислительные модели (гомогенная и трехмерная). Трехмерная модель была построена по 

модульному принципу. Первый модуль состоял из канала CatSper, его активаторов и 

ингибиторов. Модуль описывал динамику открытия CatSper при активации сперматозоидов 

прогестероном. Второй модуль описывал динамику концентрации IP3 и ионов кальция, а также 

их диффузию. 
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Модель кальциевой сигнализации в сперматозоидах мыши 

На основе литературных данных была предложена схема активации сперматозоидов мыши 

прогестероном: у мыши прогестерон проникает диффузией сквозь плазматическую мембрану и 

активирует ABHD2 на мембране акросомы, что приводит к образованию арахидоновой кислоты 

и в дальнейшем – некоторого простаноида (например, PGE2). Этот простаноид активирует GPCR 

на мембране акросомы или плазматической мембране. Далее PLCβ1, активируемая G-белком, 

катализирует производство IP3, происходит активация рецепторов к IP3 и выход кальция из депо. 

Далее, на основе предложенной схемы реакций, нами построены две вычислительные модели 

прогестерон-индуцированной кальциевой сигнализации в сперматозоидах мыши, а именно 

точечная модель и трехмерная модель. 

Кальциевый ответ на активацию прогестероном в сперматозоидах млекопитающих 

В ходе экспериментов было показано, что сперматозоиды мыши активируются прогестероном в 

суспензии в концентрации 50 мкM с шириной кальциевого пика 120 ± 35 с (средние ± SD) и 

высотой 0.8 ± 0.3 мкM относительно базового уровня кальция, в то время как одиночные 

сперматозоиды человека – в концентрации 5 мкM с шириной 160 ± 44 с и высотой 0.5 ± 0.2 мкM 

или кальциевыми осцилляциями с периодом порядка сотен секунд. Характерная ширина 

определяется как ширина пика на высоте пика 10% от максимальной амплитуды. Также 

произведены эксперименты с добавлением аспирина к сперматозоидам мыши. Показано, что 

кальциевый ответ на прогестерон отсутствует в сперматозоидах мыши при пятиминутной 

преинкубации с 100 нг/мл аспирина. Это подтверждает предложенную схему активации 

сперматозоида мыши прогестероном. 

Трехмерная модель позволяет провести количественное описание 

экспериментальных данных по кальциевому ответу в сперматозоидах 

Было проведено исследование зависимости типа модельного ответа кальция от 

коэффициента диффузии кальция для сперматозоидов человека. Было показано, что система 

может переключать свой тип ответа с осцилляторного на одиночный пик при увеличении 

коэффициента диффузии кальция. Также скорость экструзии кальция PMCA, по-видимому, 

влияет на тип ответа сперматозоидов человека. Период кальциевых колебаний почти линейно 

зависит от скорости экструзии кальция PMCA. В модели, где PMCA располагалась как в головке, 

так и в шейке сперматозоида, период кальциевых колебаний сократился до 60 с.  

Для сперматозоидов мыши, как и для сперматозоидов человека, варьирование 

коэффициента диффузии кальция или параметров размещения кальциевой помпы PMCA 

изменяет характер ответа с осцилляций на одиночный пик. 
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Роль пространственной конфигурации системы 

При помощи трехмерной модели кальциевой сигнализации в сперматозоидах мыши нами 

было проведено теоретическое исследование характера зависимости кальциевого ответа от 

коэффициента диффузии кальция. Было показано, что система может переключать свой тип 

ответа с осцилляторного на одиночный пик при изменении коэффициента диффузии кальция.  

Связь кальциевой сигнализации и подвижности сперматозоидов  

Далее мы построили две математические модели регуляции подвижности сперматозоида 

человека концентрацией кальция: вариант модели (Alvarez и др. 2012), в которой кривизна 

траектории сперматозоида контролировалась с помощью абсолютной концентрации кальция и 

вариант модели, где кривизна контролировалась производной кальция по времени (Рисунок 9). 

При использовании абсолютных концентраций кальция вместо его производной, поведение 

модели было неустойчиво для таких параметров, как уровень шума, скорость движения 

сперматозоида и максимальная кривизна жгутика. 

 

 

Рисунок 9 – Математическая модель подвижности сперматозоида: типичные траектории. (А). 

Типичная траектория для периода кальциевых осцилляций T = 300 с. (Б) Вид кальциевого ответа 

для периода осцилляций T = 300 с (красная кривая) и зависимость фрактальной размерности от 

времени для восстановленной траектории (черная кривая). (В) Зависимость смещения 

сперматозоида через t = 600 с от периода колебаний концентрации кальция. (Г) Зависимость 

плотности траекторий сперматозоида на единицу площади от периода колебаний концентрации 

кальция 
 

Когда же управление траекторией производилось через скорость изменения концентрации 

кальция, модельные траектории согласуются с наблюдаемыми: низкочастотные осцилляции 

кальция дают продолжительный прямолинейный режим движения (Рисунок 7), а 

высокочастотные переводят сперматозоид к «поисковым» траекториям с резко возрастающей 

плотностью и уменьшением смещения клетки (Рисунок 9). Повороты сперматозоида в данной 

модели соответствуют пикам концентрации кальция. Это соответствует переключению 

подвижности сперматозоида с обычной на гиперактивированную при активации более высокими 

концентрациями прогестерона. 
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Итоги выполнения диссертационного исследования 

Экспериментальная модель движения нейтрофилов вокруг растущего тромба, 

разработанная в условиях цельной крови с формированием тромба на коллагеновой подложке, 

продемонстрировала, что движение нейтрофилов у здоровых доноров статистически достоверно 

ориентировано к тромбам и против потока, в то время как у пациентов с синдромом Швахмана-

Даймонда, для которых существуют литературные данные о нарушении хемотаксиса, такая 

направленность утрачивается. Математическая модель распределения хемоаттрактанта вокруг 

растущего тромба подтвердила наличие градиента, обеспечивающего такое движение 

нейтрофилов по механизму хемотаксиса.  

Также показано, что такие белки, как коллаген, фибриноген, фибронектин и фактор 

Виллебранда поддерживают адгезию тромбоцитов и нейтрофилов, и при этом только коллаген 

обеспечивают полноценное формирование тромба и направленное движение нейтрофилов к 

нему. Кроме того, фибронектин и фибриноген плазмы крови оказались необходимы для роста 

тромба, а также адгезии нейтрофилов к коллагеновому матриксу и тромбу, и данная адгезия 

происходит интегрин- и кальций-зависимым путём. 

При наблюдении кальциевой сигнализации у хемотактирующих нейтрофилов человека 

показано, что повышение концентрации кальция в первую очередь отвечает за ретракцию 

ламеллиподий, тогда как скорость их роста, а также скорость движения клетки не зависят от 

высоты или частоты кальциевых пиков. Показано, что в сперматозоидах млекопитающих 

кальциевая сигнализация также регулирует события поворота при движении. 

 Отсутствие корреляции моментов выставления ламеллиподии с концентрацией 

внутриклеточного кальция согласуется с построенной минимальной моделью, описывающей рост 

ламеллиподии. При исследовании нейтрофилов пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича 

обнаружено, что скорость роста ламеллиподий при хемотаксисе не изменена, несмотря на 

дефицит в системе WASP, белка, регулирующего ветвление актина. При помощи 

математического моделирования было показано, что скорость роста ламеллиподий 

действительно не зависит от скорости ветвления актина в широких диапазонах параметров. Это 

указывает на то, что кальциевая регуляция N-WASP не может влиять на скорость выставления 

ламеллиподий.  

ВЫВОДЫ 

1. Разработана экспериментальная модель, позволяющая наблюдать движение 

нейтрофилов вблизи растущего тромба в плоско-параллельных проточных камерах с подложкой 

из фибриллярного коллагена и скоростями сдвига, характерными для венозного кровотока, а 

также соответствующая ей компьютерная модель, описывающая распределение хемоаттрактанта 

вокруг растущего тромба и движение нейтрофилов в поле хемоаттрактанта. 
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2. При движении нейтрофилов и сперматозоидов наблюдаются изолированные пики 

цитозольного уровня кальция, ассоциированные с изменением направления движения клеток.  

3. Вклад хемотаксиса в наблюдаемую подвижность нейтрофилов вблизи растущего тромба 

является доминирующим (не менее 50% для здоровых доноров); оставшийся вклад 

распределяется между случайным блужданием и роллингом в зависимости от гемодинамических 

условий. 

           4. Адгезия нейтрофилов к коллагеновой подложке в наблюдаемой постановке 

преимущественно определяется их взаимодействием через интегрины с фибриногеном, 

фибронектином или фактором Виллебранда в качестве лигандов. 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Разработанная в рамках данной работы экспериментальная модель может 

использоваться для ex vivo анализа хемотаксиса нейтрофилов к растущему тромбу и состояния 

тромбовоспаления у пациентов. При этом данная модель не включает центрифугирования клеток, 

что приводит к упрощению экспериментального процесса и снижению повреждений, вызванных 

процессом выделения нейтрофилов. 
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Список сокращений 

2-АГ – 2-арахидоноилглицерол; ХА – хемоаттрактант; CatSper – катионный канал спермы; 

ABHD2 – α/β-гидролаза 2; PIP2 – фосфатидилинозитол 4,5-бифосфат; PLC – фосфолипаза C; 

PMCA – кальциевая АТФаза плазматической мембраны; RNE – redundant nuclear envelope, 

органелла в шейке сперматозоида; SERCA – кальциевая АТФаза саркоплазматического 

ретикулума; SPCA – кальциевая АТФаза секреторного пути; IP3 – Инозитол-1,4,5-трифосфат; 

IP3R – каналы-рецепторы к IP3; ПКА – протеинкиназа А; WASP – белок синдрома Вискотта-

Олдрича; СШД – синдром Швахмана-Даймонда; PGE2 – простагландин E2. 

 


