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Одна из ключевых особенностей синдрома Вискотта–Олдрича (СВО), редкого X-сцепленного 
иммунодефицитного состояния, – микротромбоцитопения, приводящая к спонтанным/пост-
травматическим кровотечениям. Причиной развития синдрома Вискотта–Олдрича является 
мутация в гене белка WASP, участвующего в поляризации актина и перестройке актинового 
цитоскелета. Механизм влияния данной мутации на внутриклеточную кальциевую сигнализацию, 
а также функциональные ответы тромбоцитов пациентов с СВО не уточнены. Цель исследования: 
анализ кальциевой сигнализации, изменения формы и связывания фибриногена тромбоцитами 
пациентов с СВО. Данное исследование поддержано Независимым этическим комитетом и 
утверждено решением Ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева Минздрава России. 
В исследование были включены 3 пациента с СВО и 3 здоровых добровольца. Внутриклеточная 
сигнализация и функциональные ответы тромбоцитов наблюдались на проточном цитометре 
BD Facs Canto II. Для измерения концентрации кальция в цитозоле тромбоцитов использовали 
флуорофор Fura-Red; изменение формы тромбоцитов при активации оценивали по боковому 
светорассеянию клеток на длине волны 488 нм; активацию тромбоцитарных интегринов – 
по связыванию флуоресцентно-меченного фибриногена. Во время активации концентрация 
тромбоцитов составляла 1000 клеток/мкл во избежание эффекта вторичной активации.  
В покоящемся состоянии тромбоцитов наблюдалась повышенная концентрация кальция в цитозоле 
тромбоцитов пациентов по сравнению с тромбоцитами здоровых доноров. В ответ на стимуляцию 
максимально достижимые концентрации кальция были сопоставимы в обоих случаях. Связывание 
фибриногена с тромбоцитами пациентов не было значимо изменено по сравнению со здоровыми 
донорами. С другой стороны, изменение формы клеток в ответ на активацию, выраженное в 
процентах, у пациентов оказалось более значимым, чем изменение формы тромбоцитов здоровых 
доноров. При схожих максимальных ответах на стимуляцию всеми агонистами концентрация 
кальция в покоящихся тромбоцитах, а также изменение формы тромбоцитов у пациентов с СВО 
значимо выше, чем у тромбоцитов здоровых доноров. Данные результаты можно объяснить 
увеличенным отношением площади мембраны тромбоцитов к их объему.
Ключевые слова: тромбоциты, синдром Вискотта–Олдрича, кальциевая сигнализация, 
проточная цитометрия, орфанные заболевания
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Wiskott–Aldrich syndrome (WAS) is a rare X-linked immunodeficient disease accompanied by microthrombocytopenia, which 
leads to spontaneous/post-traumatic haemorrhages. It has been demonstrated that WAS is caused by gene mutation of WASP 
protein, which is participating in the processes of actin polarization and actin cytoskeleton re-organisation. It is yet unknown 
how this mutation affects intracellular signalling and functional responses of platelets of patients with WAS. Assessment of the 
intracellular calcium signalling, shape change and fibrinogen binging by the platelets of WAS patients. The study was approved  
by the Independent Ethics Committee of the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, 
Oncology, and Immunology. Three patients with WAS and three healthy volunteers were included in the study. Intracellular 
signaling and platelet functional responses were observed on a BD Facs Canto II flow cytometer. To measure the calcium 
concentration in the platelet cytosol, the Fura-Red fluorophore was used, platelet shape change upon activation was evaluated by 
side scattering of cells at a wavelength of 488 nm, platelet integrin activation was evaluated by binding of fluorescently-labeled 
fibrinogen. During activation, the platelet concentration was 1000 cells per ul to avoid the effects of secondary activation. In 
quescent state of platelets, an increased concentration of calcium in the cytosol of platelets of patients was observed compared 
with platelets of healthy donors. In response to stimulation, the highest achievable calcium concentrations were comparable 
in both cases. The binding of fibrinogen to platelets in patients was not significantly changed compared to healthy donors. On 
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Синдром Вискотта–Олдрича (СВО) – редкое 
Х-сцепленное иммунодефицитное состояние,  
характеризующееся тромбоцитопенией, 

восприимчивостью к инфекциям и такими осложне-
ниями, как атопический дерматит, аутоиммунные и 
злокачественные заболевания [1, 2]. Этиология этого 
синдрома заключается в различных мутациях гена, 
кодирующего белок WASp [3]. Данный белок играет 
важную роль в полимеризации актина, перестройке 
цитоскелета гематопоэтических клеток при акти-
вации [4], в том числе при формировании иммуноло-
гического синапса [5].

СВО характеризуется различной тяжестью и 
степенью выраженности симптомов. Однако тром-
боцитопения, в отличие от остальных проявлений, – 
постоянный симптом этого заболевания, приводящий 
к спонтанным и/или посттравматическим эпизодам 
кровотечения. За редким исключением, маленький 
размер тромбоцитов является патогномоничным 
признаком СВО [6]. Механизмы возникновения 
тромбоцитопении изучены не до конца: исследо-
вания пациентов с данным синдромом и нокаутных 
по гену WASp мышей показывают как нарушение 
тромбопоэза в костном мозге [7], так и нормальную 
продукцию тромбоцитов [8]. Другие исследования 
объясняют тромбоцитопению усиленным фагоци-
тозом тромбоцитов макрофагами селезенки [9], 
возможно, в связи с увеличенным экспонированием 
фосфатидилсерина на их поверхности [10] или нали-
чием антитромбоцитарных антител [11]. Несмотря 
на то что большая часть функций тромбоцитов при 
СВО сохранена, существуют работы, показывающие 
дефицит плотных гранул [12, 13], а также склон-
ность к запланированной клеточной гибели в связи 
с малым количеством митохондрий в данных тром-
боцитах [14]. 

Диагностика СВО проводится у мальчиков с 
изолированной тромбоцитопенией или тромбоци-
топенией с сопутствующими дерматитом, реци-
дивирующими инфекциями, аутоиммунными и 
злокачественными заболеваниями. Однако количе-
ство тромбоцитов у разных пациентов сильно варьи-
рует, что затрудняет лабораторную диагностику [15], 
поэтому необходимо также учитывать маленький 
размер тромбоцитов, высокий процент незрелых 
тромбоцитов [16], тромбоцитов с повышенным экспо-
нированием фосфатидилсерина [17] и показатели 

гемостатических тестов [18]. Окончательный диагноз 
может быть подтвержден при определении мутации 
гена WAS [19]. Использование проточной цитоме-
трии – это метод, позволяющий быстро подтвер-
дить диагноз при полном отсутствии или сниженной 
экспрессии WASp в лимфоцитах периферической 
крови пациентов, однако в редких случаях СВО 
экспрессия WASp остается нормальной [20]. 

Большинство сигнальных путей в тромбоцитах 
приводит к изменению концентрации свободных ионов 
кальция в цитозоле, которая, в свою очередь, запу-
скает функциональные ответы тромбоцитов – изме-
нение формы, проаггрегантную и прокоагулянтную 
активность [17, 21]. Анализ кальциевой сигнали-
зации в ответ на стимуляцию различными агони-
стами позволяет всесторонне оценить потенциальные 
функциональные нарушения в тромбоцитах, а также 
идентифицировать новые маркеры, специфичные 
для различных заболеваний, в данном случае – для 
синдрма Вискотта–Олдрича. 

Цель  исследования:  анализ  изменения кон-
центрации кальция и функциональных ответов 
(изменения формы и связывания фибриногена) тром-
боцитов здоровых доноров и пациентов с синдромом 
Вискотта–Олдрича методом проточной цитометрии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

  Данное исследование поддержано Незави-
симым этическим комитетом и утверждено решением 
Ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева 
Минздрава России. Проанализированы образцы от 
трех пациентов в возрасте 8 мес., 10 мес. и 2 лет  
с тромбоцитопенией в составе синдрома Вискотта–
Олдрича (27–51 × 109/л тромбоцитов), госпитализи-
рованных в НМИЦ детской гематологии, онкологии 
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева Минздрава 
России в 2019 году. Диагноз подтвержден выяв-
лением мутаций гена WAS (таблица 1). На момент 
постановки эксперимента терапию агонистами ТПР 
не проводили. В качестве контроля использовали 
кровь здоровых молодых доноров (до 20 лет).

В исследовании были использованы следу-
ющие материалы: чувствительный к концентрации 
кальция, проникающий сквозь липидные мембраны 
клеток флуорофор Fura-Red-AM (Molecular Probes, 
Eugene, Орегон, США); фукоидан из водорослей 

the other hand, the change in the shape of the cells in response to activation, expressed as a percentage, was more significant 
in patients than the change in the shape of the platelets of healthy donors. With similar maximum responses to stimulation by 
all agonists, the concentration of calcium in resting platelets, as well as the change in the platelet shape of patients with WAS 
is significantly higher than that of healthy platelet donors. These results can be explained by the increased ratio of the platelet 
membrane area to their volume.
Key words: platelets, Wiskott–Aldrich Syndrome, calcium signalling, flow cytometry, orphan disease 
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Fucus Vesiculosis, АДФ, EGTA, HEPES, бычий сыво-
роточный альбумин, апираза (степень очистки VII), 
TRAP-6 (Sigma-Aldrich, St Louis, Миссури, США); 
NaCl; Na2HPO4; KCl; NaHCO3; MgCl2; CaCl2 (Агат-Мед, 
Москва, Россия).

Кровь здоровых доноров и пациентов с СВО 
забирали из локтевой вены в вакуумные пробирки, 
содержащие гирудин (Sarstedt Monovette©). Кровь 
была окрашена кальций-чувствительным флуоро-
фором Fura-Red в концентрации 2 мкМ в присутствии 
0,1 ед/мл апиразы в течение 35 мин при 37°С. По 
истечении 35 мин отбирали богатую тромбоцитами 
плазму, образованную при осаждении эритроцитов, 
и разводили буфером Тирода (134 мМ NaCl; 0,34 мМ 
Na2HPO4; 2,9 мМ KCl; 12 мМ NaHCO3; 20 мМ HEPES; 
5 мМ глюкозы; 1 мМ MgCl2; 2 мМ CaCl2; БСА 2%  
по массе; pH 7,3) до концентрации тромбоцитов  
1 × 103 в мл.

Исследование проведено посредством проточ-
ного цитометра BD FACS Canto II. К пробам добавляли 
флуоресцентно-меченный фибриноген человека в 
концентрации 100 мкг/мл. После этого пробы анали-
зировали в кинетическом режиме. Через 60 сек от 
начала исследования к пробам добавляли актива-
торы (2 мкМ АДФ; 2,5 мкМ TRAP-6; 5 мкг/мл CRP;  
100 мкг/мл фукоидан). Для пересчета флуоресценции 
Fura-Red в концентрации кальция последовательно 
добавляли 1 мкМ иономицина и 10 мМ EGTA. Пересчет 
производили по формуле Гринкевича [22]. Допол-
нительно проводили нормировку на теоретически 
рассчитанную концентрацию кальция в присутствии 
10 мМ EGTA на основе [23]. Связывание фибрино-
гена считали максимальным после инкубации пробы  
с 1 мкМ иономицина в течение 3 мин. 

Статистический анализ результатов проточной 
цитометрии выполнен с применением Python 3.7. 
Для оценки статистической значимости использовали 
критерий Манна–Уитни. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характерная особенность тромбоцитов у паци-
ентов с СВО – меньший их размер по сравнению с 
тромбоцитами здоровых доноров [14]. С помощью 
метода проточной цитометрии подтверждено, что 
тромбоциты пациентов с СВО обладают меньшим 
прямым светорассеянием (FSC, рисунок 1 А), чем 
тромбоциты здоровых доноров (рисунок 1 Б). При 
активации тромбоцитов происходит изменение их 
формы с дискоидной на сферическую, что приводит к 
уменьшению бокового светорассеяния на проточном 
цитометре. Данное явление наблюдалось и при иссле- 
довании тромбоцитов пациента с СВО (рисунок 2 В),  
и тромбоцитов здорового донора (рисунок 2 Г). 
Было также показано, что относительное изменение 
формы тромбоцитов пациентов с СВО при активации 
всеми агонистами происходило сильнее, чем у тром-
боцитов здоровых доноров (таблица 2).

Определение концентрации свободных ионов 
кальция в цитозоле тромбоцитов у пациентов с 
синдромом Вискотта–Олдрича. В покоящихся тромбо-
цитах здоровых доноров концентрация кальция посто-
янна и редко превышает 20 нМ (рисунок 2 Б). Однако 
при активации в тромбоцитах начинается кальциевый 
спайкинг – кратковременное многократное увели-
чение концентрации кальция в несколько раз, вплоть 
до 1 мкМ в максимуме, с последующей релаксацией 
до базового уровня. Кальциевые спайки хорошо 
наблюдаемы в экспериментах по микроскопии 
отдельных тромбоцитов [24]. Однако при анализе 
суспензии тромбоцитов с помощью проточной цито-
метрии происходит усреднение спайков по времени, 
что приводит к наблюдаемому постепенному увели-
чению концентрации кальция в целом по суспензии.

Сравнение концентрации кальция в цитозоле 
тромбоцитов пациентов с СВО (рисунок 2 А) и тром-
боцитах здоровых доноров (рисунок 2 Б) показало, 
что в покое концентрация кальция в тромбоцитах 
пациента составляет 35–65 нМ; у здоровых доноров 
– 5–15 нМ, то есть в 2–4 раза выше. Мы обнару-
жили также, что после перемешивания в результате 
пипетирования концентрация кальция в тромбоцитах 
пациентов возрастает с последующим снижением до 
базового уровня, а в тромбоцитах здоровых доноров 
сохраняет стабильность вне зависимости от переме-
шивания (рисунок 2 А, Б). 

Максимальная концентрация свободных ионов 
кальция и максимальное связывание фибрино-
гена совпадают у тромбоцитов здоровых доноров и 
пациентов с синдромом Вискотта–Олдрича. Каче-
ственное (рисунок 2) и количественное (рисунок 3) 
сравнение изменения концентрации кальция и связы-
вания фибриногена тромбоцитами пациентов с СВО 

Таблица 1
Пациенты, включенные в исследование
Table 1
Patients, included in the study

Пациент
Patient

Возраст
Age

Мутация 
WAS

WAS mutation

Экспрессия 
WASP

WASP expression

Пациент 1
Patient 1

6 мес.
6 months c.1058_1061delCACC –

Пациент 2
Patient 2

1 год 
6 мес.
1 year  

6 months

с.775delG –

Пациент 3
Patient 3

1 год 
9 мес.
1 year  

9 months

c.121С > Т –
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Таблица 2
Количественное значение характеристик активации тромбоцитов 
(выделены статистически значимо различающиеся результаты; p < 0,01)
Table 2
Averaged values of the platelet activation parameters (significantly different values are given in bold; p < 0.01)

Активатор
Activator

WAS
WAS

Здоровые доноры
Healthy donors

Кальций, нМ
Calcium, nM

Фибриноген, 
отн. eд.

Fibrinogen, r.u.

Изменение 
формы, %

SSC Change, %

Кальций, нМ
Calcium, nM

Фибриноген, 
отн. eд.

Fibrinogen, r.u.

Изменение 
формы, %

SSC Change, %

Покой
Resting 56 ±± 17 – – 9 ±± 6 – –

Некор. АДФ
Non-dyed ADP – 17 ± 4 63 ±± 7 – 20 ± 2 49 ±± 6

АДФ
ADP 117 ± 12 17 ± 4 67 ±± 7 97 ± 26 15 ± 6 48 ±± 3

TRAP-6
TRAP-6 165 ± 15 19 ± 4 67 ±± 17 208 ± 40 16 ± 5 46 ±± 9

CRP
CRP 75 ± 15 7 ± 3 60 ±± 3 77 ± 45 8 ± 4 40 ±± 6

Фукоидан
Fucoidan – 5 ± 1 63 ±± 4 – 9 ± 5 46 ±± 7

Рисунок 1
Сравнение размера (FSC) и формы (SSC) тромбоцитов пациента с синдромом Вискотта–Олдрича и здорового донора:  
тромбоцитарная область зависимости бокового светорассеяния (SSC) от прямого светорассеяния на точечных диаграммах  
(FSC, указано напряжение на детекторах) для пациента (А) и здорового донора (Б); изменение бокового светорассеяния  
(SSC-H) при активации тромбоцитов пациента (В) и здорового донора (Г)  
Figure 1
Comparison of the size (FSC) and shape (SSC) of platelets of WAS patients and platelets of healthy donors: platelet area on the dotplots of side scattering 
(SSC) vs forward scattering (FSC, detector voltages are given) for WAS patient (A) and healthy donors (Б); change of the side scattering (SSC-H) upon 
activation of platelets of patients (В) and healthy donors (Г) 
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Рисунок 2
Качественное сравнение активации тромбоцитов пациента с синдромом Вискотта–Олдрича и здорового донора:  
зависимость концентрации свободных ионов кальция в цитозоле тромбоцитов пациента (А) и здорового донора (Б) при активации; 
связывание фибриногена тромбоцитами пациента (В) и здорового донора (Г) при активации; Д – изменение концентрации свобод-
ных ионов кальция в цитозоле (сплошные линии) и связывание фибриногена (пунктир) тромбоцитами пациента (синяя линия)  
и здорового донора (красная линия) при последовательной активации фукоиданом и АДФ с интервалом в 5 мин
Figure 2
Qualitative comparison of the activation of platelets of Wiskott-Aldrich patients and healthy donors (A, Б) – dynamics of free calcium ions concentration in the 
platelet cytosol of WAS patients (А) and healthy donors (Б) upon activation. (В, Г) – fibrinogen binding by platelets of patient (В) and healthy donor (Г) upon 
activation; Д – cytosolic calcium concentration (solid lines) and fibrinogen binding (dotted lines) by platelets of WAS patients (black) and healthy donor (red) 
upon sequential activation by fucoidan and ADP delayed by 5 minutes
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Рисунок 3
Количественное сравнение маркеров активации тромбоцитов пациентов с синдромом Вискотта–Олдрича и здоровых доноров:  
А – концентрация кальция в покоящихся тромбоцитах; Б – связывание фибриногена неокрашенными тромбоцитами при стиму- 
ляции 2 мкМ АДФ; максимально достижимая концентрация свободных ионов кальция (В) и максимальное связывание фибрино- 
гена (Г) при стимуляции 2 мкМ АДФ окрашенных Fura-Red тромбоцитов (Г); максимально достижимая концентрация свобод-
ных ионов кальция (Д) и максимальное связывание фибриногена (Е) при стимуляции 2,5 мкМ TRAP окрашенных Fura-Red  
тромбоцитов (исследованы 3 пациента и 3 здоровых донора)
Figure 3
Quantative comparison of the platelet activation parameters of WAS patients and healthy donors: А – cytosolic calcium concentration in the resting platelets; 
Б – fibrinogen binding by non-dyed platelets upon stimulation by ADP 2 µM; В, Г – maximally achieved concentration of free calcium ions (В) and maximally 
achieved fibrinogen binding (Г) of Fura-Red loaded platelets upon activation by 2 µM of ADP; Д, Е – maximally achieved concentration of free calcium ions (В) 
and maximally achieved fibrinogen binding (Г) of Fura-Red loaded platelets upon activation by 2.5 µM of TRAP (3 patients and 3 healthy donors were included 
in the study)
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показало, что, несмотря на увеличенную концен-
трацию кальция в покое (рисунок 3 А), при активации 
всеми видами активаторов максимальные концен-
трации кальция совпадают с таковыми у здоровых 
доноров (рисунок 3 В, Д). Было также отмечено, что 
связывание фибриногена при качественной и коли-
чественной оценках не отличается (рисунки 2 В, Г и  
3 Б, Г, Д). Получено сходство и при последовательной 
активации CRP через 150 сек после стимуляции АДФ 
(рисунок 2 А–Г), индуцирующим различные ветви 
сигнализации в тромбоцитах (CRP индуцирует тиро-
зинкиназную сигнализацию, АДФ – GPCR-сигнали-
зацию), а также АДФ через 300 сек после активации 
фукоиданом, запускающим тирозинкиназную сигна-
лизацию (рисунок 2 Д). Количественное сравнение 
характеристик активации тромбоцитов пациентов и 
здоровых доноров представлено в таблице 2. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование внутриклеточной сигнализации 
и функциональной активности тромбоцитов при 
синдроме Вискотта–Олдрича было направлено как 
на выявление патофизиологических механизмов 
заболевания, так и на определение характерных 
черт, важных для диагностики данного заболевания. 
Методом проточной цитометрии проведен анализ 
внутриклеточной кальциевой сигнализации, а также 
изменения формы тромбоцитов и связывания фибри-
ногена тромбоцитами у пациентов с СВО и здоровых 
доноров при активации различными агонистами. 

Нами было показано, что для тромбоцитов 
пациентов с СВО характерна повышенная цитозо-
льная концентрация кальция в состоянии покоя (см. 
рисунки 2, 3, таблицу 2). Это хорошо согласуется 
с данными опубликованного исследования [10].  
С другой стороны, максимально достижимые концен-
трации кальция в ответ на индукторы как G-белковой, 
так и тирозинкиназной сигнализации не отлича-
ются достоверно от таковых у здоровых доноров 
(см. рисунок 3, таблицу 2), что также согласуется 
с ранее опубликованными исследованиями [10], где 
использовалась стимуляция TRAP (активация ассоци-
ированного с G-белком рецептора к тромбину PAR1). 
Данные по стимуляции аналогом коллагена (акти-
вация рецептора GPVI, задействующего тирозинки-
назную сигнализацию) позволяют предположить, что 
концентрация кальция у пациентов с СВО нарастает 
быстрее, чем у здоровых доноров. 

Уменьшенный объем тромбоцитов у паци-
ентов с СВО может быть одной из причин повы-
шенной концентрации кальция в состоянии покоя 
по сравнению с тромбоцитами здоровых доноров [6].  
С другой стороны, более сильное изменение формы 
тромбоцитов у пациентов с синдромом Вискотта–

Олдрича может потенциально компенсировать изна-
чальное различие в размерах. Данный результат, 
возможно, объясняет сходство максимально дости-
жимых концентраций кальция при активации тром-
боцитов пациентов и здоровых доноров, но для 
установления природы этого явления необходимы 
дополнительные исследования. 

Известно, что, несмотря на уменьшенный раз-
мер, количество ключевых сигнальных и цитоске-
летных белков в тромбоцитах пациентов с СВО и 
здоровых доноров совпадает [14]. Более сильное 
изменение формы тромбоцитов у пациентов может 
быть обусловлено большим значением отношения 
площади мембраны к объему цитозоля для тром-
боцитов пациентов, предсказанным посредством 
компьютерного моделирования в ранее опублико-
ванных работах [14]. Большее отношение площади 
мембраны к объему тромбоцита также предполагает 
усложненную открытую канальцевую систему. 

Увеличение площади мембраны может быть 
одним из следствий нарушенного механизма тромбо-
поэза у пациентов с синдромом Вискотта–Олдрича, 
в частности, нарушения процесса отшнуровывания 
протромбоцитов от мегакариоцитов, при котором 
важную роль выполняет белок WASp [25]. С другой 
стороны, измененное отношение площади мембраны 
к объему [14] может приводить к нестабильности 
открытой канальцевой системы тромбоцитов, что, в 
свою очередь, ведет к повышенной чувствительности 
тромбоцитов к сдвиговым стрессам и, возможно, их 
быстрой гибели.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Повышенная концентрация кальция, а также 
более значимое изменение формы тромбоцитов 
при активации – характерные проявления синдрома 
Вискотта–Олдрича, которые можно использовать как 
дополнительные лабораторные маркеры при диагно-
стике СВО.
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