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Тромбоциты – безъядерные дисковидные клетки, циркулирующие в кровотоке человека. Основная функция тромбоцитов – предотвращение кровотечений. Для ее выполнения тромбоциты способны к активации. При активации тромбоциты адгезируют к поверхности и агрегируют друг с другом, изменяют форму и секретируют дополнительные активаторы, что в конечном итоге приводит к формированиютромба и остановке потери крови [1]. Активация тромбоцитов управляется внутриклеточной кальциевой сигнализацией, поскольку ионы кальция являются кофакторами практически для всех белков, ответственных за процессы, опосредующие активацию тромбоцита. В своих сигнальных и функциональных ответах на стимуляцию тромбоциты проявляют выраженную неоднородность. Известно, что на периферии тромба тромбоциты не столь сильно активированы, чем в толще, в месте непосредственного контакта с повреждением кровеносного сосуда [2], однако отличия в кальциевых ответах тромбоцитах из разных частей ранее количественно не исследовались. Ионы кальция в тромбоцитах являются удобным объектом для инструментальных исследований, поскольку при помощи флуоресцентного микроскопа, сопряженного с цифровой  видеокамерой возможно исследовать динамику концентрации кальция в одиночных клетках при помощи флуоресцентных зондов. Цель данной работы - разработка метода количественной оценки гетерогенности кальциевых ответов одиночных тромбоцитов на активацию.  
Мы проанализировали гетерогенность кальциевых ответов одиночных тромбоцитов на активацию коллагеном, АДФ и тромбином у здоровых доноров. В экспериментах использовалась цельная кровь, взятая на гирудин. Для визуализации динамики концентрации кальция в одиночных тромбоцитах была использована микроскопия полного внутреннего отражения, клетки загружались флуоресцентным зондом CalBryte 590-AM, реагирующим повышением интенсивности флуоресценции на повышение концентрации ионов кальция в цитозоле тромбоцита. Большинство тромбоцитов демонстрировало кальциевый ответ в форме зубцеобразных пиков (т.н. «спайков»).
В ходе проведенной работы были выделены четыре типа ответов тромбоцитов на активацию: 1) “отсутствие ответа” – наличие одиночных спайков, 2) “пики” - наличие осцилляторно-подобного изменения концентрации кальция в цитозоле с временными промежутками между спайками T = 3-10 с, 3) “кластеры" – появление «слитых» вместе пиков - кластеров и 4) “устойчиво высокий” с устойчиво высоким уровнем кальция. Показано, что распределение тромбоцитов здоровых доноров между этими типами реакции смещается в сторону более высоких средних уровней концентрации кальция при активации. Используя метод статистического анализа бутстрэп [3], мы получили доверительные интервалы для средних долей популяций тромбоцитов здоровых доноров в перечисленных выше группах. Также мы предлагаем инструмент, позволяющий определить, имеет ли пациент аномальный профиль активации тромбоцитов или нет на основании попадания долей тромбоцитов в доверительные интервалы, полученные для здоровых доноров. Мы пришли к выводу, что распределение одиночных тромбоцитов между группами ответа может быть использовано в качестве диагностического метода для определения долей рефрактерных тромбоцитов или гиперактивных тромбоцитов в популяции. Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект №21-74-20087).
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