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Аннотация
Передача внешнего стимула внутрь клетки 

обычно осуществляется за счет работы 
клеточных рецепто-ров. Можно выделить 
целый класс рецепторов, для которых одним из 
важнейших этапов передачи сигнала является 
кластеризация. В качестве основных индукторов 
кластеризации чаще всего рассматривают 
либо их связывание с общим лигандом, 
либо изменение аффинности друг к другу. 
Регуляция процесса кластеризации мембранных 
рецепторов происходит за счет целого ряда 
факторов, зависящих как от молекулы активатора 
(например, его структура и валентность), так 
и от микроокружения рецепторов в мембране 
клетки (вязкость и текучесть локального 
участка мембраны, определяемая липидным 
составом). Однако, недавно стало известно, что 
возможно существование еще одного фактора 
микроокружения, влияющего на процесс 
кластеризации, а именно: локальной перестройки 
цитоскелета клетки при активации рецепторов. 
Данный процесс приводит к увеличению 
подвижности молекул в ограниченной области, в 
результате чего возможно значительное 

повышение вероятности столкновения 
с другими рецепторами и их последующей 
активации. 

В настоящей работе была разработана 
компьютерная модель активации тромбоцитарных 
рецепторов GPVI от коллаген подобного пептида, 
учитывающая липидное микроокружение 
и способность активированного рецептора 
инициировать перестройку цитоскелета. 

С помощью данной модели была проведена 
оценка роли локальной перестройки цитоскелета 
в покое и при активации. Было показано, что 
количество кластеризованных рецепторов как в 
состоянии покоя, так и при активации максимально 
в том случае, когда изменения цитоскелета 
(и скорости диффузии, соответственно) носят 
локальный характер. При постоянных значениях 
скорости диффузии (как минимально, так и 
максимально возможных), кластеризация 
наблюдается для меньшего числа рецепторов. 

Таким образом, в данной работе было 
показано, что локальная перестройка цитоскелета 
играет одну из важных ролей в процессе 
кластеризации и активации целого класса 
мембранных рецепторов. 

Для цитирования: Болдова А.Е. et al. СБФ 2025 I; 1 (4) сс. 3-15
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Annotation
The process of transmitting external stimuli into 

the cell is typically achieved through the activity of 
cellu-lar receptors. A significant number of receptors 
are capable of clustering, which represents a crucial 
step in the transmission of signals. The clustering 
of receptors could be triggered by the binding of a 
common ligand or a change in receptor affinity. The 
regulation of membrane receptor clustering depends 
on multiple factors related both to the activating 
molecule (such as its structure and valency) and the 
local membrane environment around the receptors 
(e.g., the viscosity and fluidity of the membrane area, 
determined by its lipid composition). It has recently 
been demonstrated that an additional environmental 
factor may exert an influence on clustering, namely 
the local reorganization of the cell’s cytoskeleton 
upon receptor activation. This process increases 
the mobility of molecules within a restricted area, 
thereby significantly raising the likelihood of receptor 
collisions and subse-quent activation.

In this study, a computational model was 
developed to investigate the activation of platelet 
GPVI receptors by a collagen-like peptide, taking into 
account the lipid microenvironment and the ability of 
the receptor to in-duce cytoskeletal reorganisation 
upon activation. The model was employed to evaluate 
the role of local cytoskel-etal reorganization in both 
resting and activated states. The findings indicated 
that the greatest number of clus-tered receptors, both 
in resting and activated states, was observed when 
cytoskeletal alterations (and, consequent-ly, diffusion 
rates) were localised. When the diffusion rates were 
maintained at a constant level, irrespective of whether 
they were at their minimum or maximum values, the 
clustering of receptors was observed to occur for a 
smaller number of receptors.

The findings of this study illustrate that local 
cytoskeletal reorganization plays an important role 
in the clustering and activation of platelet GPVI 
receptors.

The work was supported by the RSF 23-44-
00082.

Key words: Agent-based modeling, Clustering, 
Receptors, Cortical cytoskeleton.

Введение
Одной из часто встречающихся задач 

математической биологии является 

моделирование агрегации (кластеризации, 
полимеризации) белков и других биомолекул [1]. 
Классическим подходом для решения такой задачи 
является система уравнений Смолуховского, 
основанная на законе действующих масс. Данная 
система позволяет описать временную динамику 
концентрации агрегатов различного размера [2]. 
Формирование агрегатов определяется двумя 
основными процессами: слипанием агрегатов 
меньшего размера, а также распадом до более 
мелких агрегатов [2]. В общем виде данный 
процесс может быть описан в виде следующей 
реакции: Ai+ Aj↔ A(i+j) при i, j ≥ 1, где символами  Ai, Aj, 
Ai+j обозначена концентрация агрегатов размера i, 
j и i+j соответственно [1]. Данной системе реакций 
соответствует следующая система обыкновенных 
дифференциальных уравнений (ОДУ):

где kij – константа скорости «слипания» 
агрегатов размеров i и j, ki+j – константа скорости 
разделения большого агрегата на два размерами 
i и j. 

Ограничением такого моделирования, 
помимо длительности расчетов, является 
отсутствие достоверное информации о 
распределении агрегатов по размеру в реальной 
биологической системе, из-за чего невозможно 
однозначного определить параметры модели 
по экспериментальным данным. Для решения 
первой проблемы ранее была предложена 
упрощенная схема Смолуховского, при которой 
сложная мультипараметрическая система 
уравнений сводится к системе, состоящей из 
двух ОДУ. Переменными в данном случае будут 
выступать концентрации отдельных частиц и 
кластеров, содержащих больше одной частицы. В 
основе данного подхода лежит предположение о 
различиях в скоростях ассоциации/диссоциации 
агрегатов между собой и  между агрегатом 
и отдельной частицей [1]. Данная схема 
действительно позволяет существенно сократить 
времена вычислений и количество варьируемых 
параметров, однако в то же время она дает 
возможность получить только общую информацию 
о системе (например, средний размер агрегата и 
количество одиночных частиц) [1].

Однако для моделирования начальных 
этапов кластеризации рецепторов описанный 
выше метод неприменим. В клеточной биологии 
процессы олигомеризации рецепторов являются 
ключевыми для множества задач [3]. Особое 
значение имеет кластеризация рецепторов, 
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ассоциированных с тирозинкиназами 
– ферментами, которые катализируют 
фосфорилирование, то есть присоединение 
фосфатной группы к аминокислотным остаткам 
тирозина в белках-мишенях [4]. За счет данной 
модификации значительным образом могут 
измениться функциональные особенности 
белков. Она играет огромное значение поскольку 
управляет активацией, например, иммунных 
клеток – лимфоцитов [5,6] и нейтрофилов [7,8]. В 
тромбоцитах – клетках, отвечающих за мониторинг 
целостности сосудистого русла – одним из таких 
рецепторов является гликопротеин VI (GPVI) 
[9,10]. Данный рецептор принадлежит к классу 
трансмембранных белков, пронизывающих 
клеточную мембрану. Внеклеточная часть 
рецептора содержит довольно крупные участки 
– домены, благодаря которым рецептор может 
определять наличие активатора во внешнем 
пространстве. В процессе кластеризации 
запускается каскад реакций фосфорилирования 
и образования большого белкового комплек-
са, называемого сигналосомой. В результате 
тромбоцит может перейти в активированное 
состояние: происходит изменение формы, 
секреция гранул, изменение активности поверх-
ностных белков [10,11]. 

Одним из основных лигандов GPVI 
является коллаген [12]. Связывание рецептора 
с коллагеном обусловлено наличием в 
последнем повторяющейся аминокислотной 
последовательности глицин-пролин-
гидроксипролин (GPO) [13]. Интересно, что 
аффинность мономеров и димеров GPVI к 
коллагену может различаться более чем в 100 
раз [12,14,15]. В процессе активации количество 
димеров GPVI возрастает [14], в результате чего 
тромбоцит способен связывать больше молекул 
коллагена. За счет данного механизма возможна 
реализация положительной обратной связи 
[12]. Помимо коллагена существует ряд других 
лигандов GPVI -  как естественного происхождения 
(фибрин [16–19], ламинин [20], адипонектин 
[21], конвульксин [22,23]), так и синтетических 
(например, коллаген-подобный пептид – CRP 
[13,24]), - которые индуцируют кластеризацию и 
активацию GPVI. 

Существенным фактором, влияющим на 
кластеризацию белков в распределенных 
системах, является скорость их диффузии [3,25]. 
Для трансмембранных рецепторов данный 
параметр определяется свойствами локального 
микроокружения [26]. Многие рецепторы, 
ассоциированные с тирозинкиназами (например, 
рецептор  семейства  лектиноподбных типа С - CLEC-
2, рецептор B-клеток  - BCR, рецептор T-клеток - 
TCR) располагаются в так называемых липидных 
рафтах. Липидные рафты представляют собой  

ограниченные области мембраны, обогащенные 
липидами определённого состава, такими как 
холестерин и насыщенные глицерофосфолипиды  
[27–32]. Благодаря присутствию в составе рафта 
холестерола средняя площадь, приходящаяся 
на отдельную молекулу липида, уменьшается 
[33,34]. Таким образом, обеспечивается более 
высокая плотность упаковки молекул липидов в 
пределах одного рафта [33,34]. Соответственно, 
при попадании в липидный рафт способность 
белков к диффузии может значительно 
снижаться, что способствует стабилизации 
образованных белковых кластеров. Рецепторы 
GPVI также принадлежат классу рецепторов, ассо-
циированных с тирозин-киназами, и располаются 
преимущественно в области липидных рафтов 
[27,35–37]. 

Еще одним фактором, влияющим на диффузию 
белков в мембране, является примембранный 
цитоскелет (кортекс) - сеть актиновых 
филаментов, формирующая структурный 
каркас под плазматической мембраной [38]. 
Толщина кортикального цитоскелета составляет 
от 50 нм до 400 нм [39,40], а размер ячеек, 
образуемых актиновыми нитями, составляет 20-
200 нм [40]. Филаменты служат «барьерами», 
препятствующими движению трансмембранных 
белков [41,42]. При активации клетки запускаются 
процессы полимеризации и деполимеризации 
актина, что приводит к изменению размера 
ячеек сети [43]. Частным случаем такой 
реорганизации является локальная перестройка 
цитоскелета, индуцированная связыванием 
лиганда с тирозинкиназным рецептором [44–46]. 
Можно предположить, что активация отдельного 
рецептора вызывает локальную перестройку 
цитоскелета, приводяшая к локальному 
ускорению диффузии, и тем самым способствует 
кластеризации соседних рецепторов. В 
результате можно ожидать усиление активации 
клетки и дальнейшую перестройку цитоскелета. 
Однако, экспериментальная проверка данной 
гипотезы является крайне сложной задачей. 
В настоящей работе мы применяем метод 
агентного моделирования, которое позволяет 
воспроизвести диффузию и кластеризацию 
рецепторов (на примере GPVI) в сочетании с 
динамической реорганизацией примембранного 
кортекса в ответ на активацию клетки.

 
Материалы и Методы

В данной работе представлена 
пространственная компьютерная модель 
динамики диффузии, кластеризации и 
фосфорилирования GPVI, созданная 
с использованием метода агентного 
моделирования (АМ). АМ представляет собой 
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один из методов имитационного моделирования 
[47]. В основе АМ лежит предположение о том, 
что система моделируется как совокупность 
автономных объектов, называемых агентами 
[48,49]. Каждому агенту присваивается набор 
характеристик и правил, определяющих как его 
внутреннее состояние, так и взаимодействие с 
другими агентами и окружающей средой [47].

Для моделирования был выбран регион 
плазматической мембраны тромбоцита размером 
0.6*0.6 мкм2 (что составляет приблизительно 
2 % от общей поверхности покоящегося 
тромбоцита). Моделируемый участок состоял из 
2 несмешивающихся частей: липидных рафтов и 
окружающую их мембрану. В роли агентов были 
выбраны липидные рафты и отдельные рецепторы 
GPVI.  Липидные рафты были представлены 
в виде круглых областей, чьи радиусы лежат 
в диапазоне от 4 до 100 нм [50]. В качестве 
основных параметров для липидных рафтов 
задавались координаты центров и радиусы. В 
случае сближения двух рафтов на расстояние, 
меньшее суммы их радиусов, происходило 
их слияние в единый рафт.  В данном случае 
образовавшийся рафт инициализировался как 
новый объект, координаты центра и радиус 
которого рассчитывались по формулам:

вероятностью Рact. Данный параметр определялся 
несколькими факторами: концентрацией 
активирующих Src-киназ в заданной области [51], 
а также их константой диссоциации с рецептором 
[3]. Поскольку Src-киназы располагаются 
преимущественно в области липидных рафтов 
[36], в модели предполагалось, что их количество 
пропорционально площади отдельного рафта. 
Таким образом, вероятность активации i-го 
рецептора описывалась следующим уравнением:

где (x0, y0), (x1, y1) и (x2, y2) - координаты центров 
объединенного и двух исходных рафтов; R, R1 
и R2-радиусы объединенного и двух исходных 
рафтов.

В качестве основных параметров для 
отдельных рецепторов задавались координаты 
центров, радиусы и состояние (активированное 
или неактивированное). В рамках модели было 
принято допущение, что молекулы GPVI могут 
находиться исключительно в липидных рафтах. 
Каждый рецептор моделировался как жесткий 
(недеформируемый) круглый объект радиусом 25 
нм [13] и мог находится в одном из двух состояний: 
неактивированном (дефосфорилированном) и 
активированном (фосфорилированном) (рис.1). 
Если расстояние между двумя рецепторами 
не превышало удвоенного радиуса, считалось, 
что они образуют кластер. Кластеризация 
могла происходить как в результате случайных 
столкновений рецепторов в мембране, так и за 
счет механического стягивания, осуществляемого 
молекулами активатора с фиксированным 
расстоянием между сайтами связывания. 
Находясь в кластере, неактивированный GPVI 
мог перейти в активированное состояние с 

где P0 – вероятность активации 
кластеризованного рецептора, Ri- радиус 
липидного рафта, в котором находился i-рецептор, 
SLo-площадь липидных рафтов. Площадь 
липидных рафтов составляла 35 % [52,53] 
от площади мембраны и для моделируемого 
участка равна 0.126 мкм2. Предполагается, что 
деактивация рецептора может происходить 
случайным образом с вероятностью Pdeact. 

В начальный момент времени все липидные 
рафты можно было разделить на 2 категории: 
свободные липидные рафты, не содержавшие 
рецепторов, а также связанные рафты, 
принадлежавшие отдельным рецепторам. 
Радиусы связанных липидных рафтов равны 25 
нм. Количество свободных липидных рафтов 
вычислялось по следующей формуле: 

где SLo  - площадь, занимаемая липидными 
рафтами, GPVI0 - количество рецепторов GPVI 
на моделируемом участке мембраны,  Rbound - 
радиус связанного липидного рафта в начальный 
момент времени, Rmin,  Rmax – минимальный и 
максимальный радиусы свободных липидных 
рафтов в начальный момент времени 
соответственно. 

В начальный момент времени координаты 
рецепторов GPVI задавались случайным образом. 
Связанные липидные рафты позиционировались 
так, чтобы их центры совпадали с координатами 
соответствующих рецепторов. Координаты 
центров остальных липидных рафтов 
распределяются в свободном пространстве. 
Радиусы свободных липидных рафтов 
выбирались также случайно в соответствии с 
нормальным распределением и лежали в диа-
пазоне от 4 нм до 100 нм. При инициализации 
модели происходило объединение перекры-
вающихся липидных рафтов с образованием 
единого рафта. Центр и радиус образованного 
рафта вычислялись по формулам (1-2). 

В основе модели лежало предположение о 
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том, что движение объектов (отдельных молекул 
GPVI и липидных рафтов) можно рассматривать 
как броуновское и, следовательно, описывать с 
помощью формулы Эйнштейна-Смолуховского. 
Таким образом, смещение r центра отдельной 
частицы в двумерном пространстве описывалось 
следующим уравнением: 

рецепторов и липидных рафтов. Фактор μ 
обратно пропорционален относительной 
плотности цитоскелета в выбранной точке. 
Предполагалось, что в покоящемся состоянии 
в области неактивированных одиночных 
рецепторов μ0=0.001. Также считалось, активация 
рецептора запускает процесс «таяния» (снижение 
плотности) цитоскелета, который описывался 
нормальным распределением. Фактор μ в каждый 
момент времени представлял собой сумму 
сигналов от всех активных источников, однако не 
мог превышать максимальное значение μmax=1. В 
общем виде данная величина в момент времени 
t произвольной точке c координатами (x, y) 
мембраны задавалась следующим уравнением 
(6), где ν-эффективность «таяния» цитоскелета-
определяет максимальный сигнал от отдельного 
источника, xi, yi, - координаты i-го источника 
сигнала, δ-скорость распространения сигнала 
«таяния» цитоскелета, τi-время, прошедшее 
после активации i-го источника сигнала. Через 
время τd уровень сигнала, распространяемого 
от отдельного источника, становился меньше 
μ0, соответственно, его вкладом можно было 
пренебречь. 

Коэффициенты диффузии GPVI при 
различных плотностях актинового цитоскелета, 
распределения размеров липидных рафтов 
рецепторов были получены из литературы. Неиз-
вестные параметры были подобраны на основе 
доступных экспериментальных данных [55]. 
Параметры модели приведены в Таблице 1. 

Модель была разработана в языке 
программирования Python, с использованием 
стандартных общедоступных библиотек numpy, 
scipy, pandas. 

Статистический анализ проводился 
посредством программного обеспечения 
GraphPad Prism v9.5.1 (Калифорния, США).

Рисунок 1. Схема модели состояния мембраны тромбоцита в покое (А) и при активации (Б). В покоящемся состоянии 
диффузия отдельных рецепторов GPVI ограничена плотной сетью актинового цитооскелета. Молекула активатора (в данном 
случае, CRP) индуцирует физическое стягивание отдельных рецепторов друг к другу. При кластеризации GPVI может 
перейти в активированное состояние (то есть происходит фосфорилирование ITAM-мотивов, сопряженных с FcRγ-цепями 
рецепторов). Активация рецептора запускает цепь событий, в результате которых происходит изменение микроокружения 
(в том числе, изменяется липидный состав мембраны, окружающей рецептор). Данный процесс инициирует локальную 
деполимеризацию актинового цитоскелета, что вызывает увеличение коэффициента диффузии GPVI.

где D–коэффициент диффузии объекта 
(рафтов или отдельных рецепторов GPVI), Δt – 
шаг времени. 

Положение элементов модели вычислялось 
итеративно на основе их координат на 
предыдущем временном шаге. Координаты 
центра каждого рецептора GPVI определялись 
относительно центра липидного рафта, в котором 
тот был локализован.

Для обеспечения строгой локализации 
рецепторов в пределах своих мембранных 
доменов были заданы граничные условия. Если 
в результате расчёта новое положение молекулы 
GPVI оказывалось за пределами её рафта (т.е. 
расстояние от центра рецептора до центра 
рафта превышало его радиус), то направление 
её смещения изменялось на противоположное. 
При этом величина смещения сохранялась, что 
физически соответствует упругому отражению от 
границы домена. 

В рамках модели предполагалось, что 
коэффициент диффузии рецепторов определялся  
относительной плотностью цитоскелета в месте 
их расположения. Коэффициент диффузии 
липидного рафта был обратно пропорционален 
натуральному логарифму его радиуса  и также 
зависел от плотности актинового цитоскелета 
[41,54].

В построенной модели актиновый цитоскелет 
был задан неявным образом как фактор 
μ, влияющий на коэффициент диффузии 
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Таблица 1. Параметры модели. 
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Результаты
Сопоставление результатов работы модели и 
существующих экспериментальных данных. 

В рамках данной модели предполагалось, 
что активирующие молекулы не влияют 
на вероятность активации рецепторов 
напрямую, но способствуют их кластеризации. 
Соответственно, ключевыми параметрами 
активатора, регулирующими результат работы 
модели, являлись: концентрация, валентность 
(максимальное число связывающих рецепторов), 
а также наименьшее расстояние между 
ближайшими сайтами связывания. 

Действие активатора в модели было задано 
следующим образом: при инициализации часть 
рецепторов GPVI случайным образом оказывалась 
жестко связанной внутри единого липидного 

рафта, причем расстояние между центрами 
рецепторов соответствовало расстоянию 
между сайтами связывания активатора. После 
запуска модели, эти рецепторы могли свободно 
диффундировать и вращаться с коэффициентом 
диффузии, обратно пропорциональным размеру 
кластера.

В качестве активатора GPVI был рассмотрен 
CRP. Данный пептид способен связывать вместе 
до 5 рецепторов, причем расстояние между двумя 
ближайшими сайтами не превышало удвоенного 
радиуса отдельного рецептора GPVI [13]. Таким 
образом, благодаря 1 молекуле CRP 5 рецепторов 
могли быть объединены в единый кластер. В 
модели принималось, что связывание рецепторов 
и молекулы CRP являлось необратимым. 

Состояния мембраны в различных условиях 
представлены на рис. 2А, Б. В результате 

Рисунок 2. Результат работы модели в условиях покоя и активации. Типичное состояние мембраны в покоящемся 
состоянии (А) и в результате активации 5 мкг/мл CRP (Б). Рецепторы в неактивированном состоянии обозначены 
светло-серыми точками, активированном – черными. Липидные рафты представлены в виде серых круглых областей с 
выделенной границей.  Области с высоким значением коэффициента μ (и низкой плотностью цитоскелета, соответственно), 
представлены в виде темных участков на мембране. Области, где коэффициент μ минимален (а плотность цитоскелета 
максимальна) представлены белым цветом. Чем больше коэффициент μ в определенной точке, тем темнее данная точка.  (В) 
Распределение степени «таяния» актинового цитоскелета на моделируемом участке мембраны на 100 с после запуска для 
покоящегося состояния (обозначено серым контуром) и при активации 5 мкг/мл CRP (обозначено серым цветом с черными 
штриховыми линиями). Общее количество запусков для каждого из моделируемых условий – 240. Вертикальные серая 
и черная линии обозначают средние значения степени «таяния» в состоянии покоя и при активации соответственно. (Г) 
Сравнение предсказаний модели и экспериментальных данных [55] доли кластеризованных рецепторов в покое (результат 
отдельного запуска представлен красным кольцом, среднее значение по всем запускам обозначено красной горизонтальной 
чертой) и при активации 5 мкг/мл CRP (результат отдельного запуска представлен синим ромбом, среднее значение по всем 
запускам обозначено синей горизонтальной чертой) через 100 с после запуска. Экспериментальные данные представлены 
черными горизонтальными чертами для разных экспериментальных условий. Общее количество запусков для каждого из 
моделируемых условий – 240. Оценка статистической значимости производилась по t-критерию Стьюдента (* соответствуют 
p-value <0.05).
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расчетов было показано, что при активации 5 
мкг/мл CRP доля кластеризованных рецепторов 
была статистически значимо (p<0.05) выше, 
чем в стационарном состоянии (рис. 2Г). 
Кроме того, была произведена оценка степени 
«таяния» цитоскелета (представляющая собой 
интегральное значение коэффициента μ) при 
различных условиях (рис. 2В). Как можно видеть 
из гистограмм распределения (рис. 2В), степень 
«таяния» при активации была значительно выше, 
чем в покоящемся состоянии клетки.

 

Оценка влияния цитоскелета.

Для определения роли цитоскелета в 
поддержании состояния покоя и инициации 
активации были рассмотрены следующие 
ситуации: (1) степень «таяния» цитоскелета 
регулировалась сигналом от активированного 
рецептора; (2) актиновый цитоскелет не 
препятствовал движению, что соответствовало 
максимальному коэффициенту диффузии в 
каждой точке мембраны (в данном случае степень 
«таяния» принимала наибольшее значение 
μmax); (3) динамика актинового цитоскелета не 
зависела от активации отдельных рецепторов, 
что соответствовало минимальному значению 
коэффициента диффузии в каждой точке 
мембраны (степень «таяния» цитоскелета 
принимала наименьшее значение, равное μ0). 
Результаты вычислений представлены на рис.3. 

Рисунок 3. Оценка роли «таяния» цитоскелета для 
поддержания состояния покоя и в процессе активации 
5 мкг/мл CRP. Доля кластеризованных рецепторов в 
состоянии покоя (А) и при активации (Б) при следующих 
условиях: коэффициент μ зависит от координаты, времени 
и описывается формулой (4) (результат отдельного запуска 
представлен красным кольцом); влияние цитоскелета 
на диффузию отдельных рецепторов минимально - 
коэффициент μ достигает максимального значения 
μ=μmax (результат отдельного запуска представлен синим 
ромбом); «таяние» цитоскелета отсутствует - коэффициент 
μ не превышает минимального значения μ=μ0 (результат 
отдельного запуска представлен зеленым треугольником). 
Общее количество запусков для каждого из моделируемых 
условий – 240. Результат рассматривался на 100 с после 
запуска модели. Оценка статистической значимости 
производилась по критерию Краскела-Уоллиса (**** 
соответствуют p-value <0.0001).

Было установлено, что при максимальной степени 
«таяния» (μ =μmax) доля кластеризованных 
рецепторов (обозначены синими ромбами) 
была статистически значимо меньше как в 
состоянии покоя, так и при активации 5 мкг/
мл CRP по сравнению со случаем, когда μ 
мог изменяться в зависимости от активации и 
кластеризации (обозначены красными кругами). 
Для минимальной степени «таяния» (μ= μ0), как 
и ожидалось, доля кластеризованных рецепторов 
(обозначены зелеными треугольниками) 
была также существенно ниже, чем в случае 
изменяющейся μ.

 
Обсуждение и заключение

В настоящей работе была впервые 
разработана агентная компьютерная модель 
кластеризации рецепторов GPVI тромбоцита, 
учитывающая динамику цитоскелета в 
процессе активации. Данная модель позволяет 
оценить не только распределение кластеров 
рецепторов GPVI в различные моменты времени 
после активации, но и исследовать влияние 
перестроек цитоскелета на процессы активации и 
олигомеризации. За основу модели была принята 
одна из гипотез, предложенная для описания 
кластеризации и активации другого рецептора, 
запускающего тирозинкиназную сигнализацию, 
- рецептора В-клеток (BCR) [43,58,59]. Согласно 
литературным данным в покоящихся В-клетках 
диффузия BCR ограничена актиновым 
цитоскелетом, причем скорость диффузии 
обратно пропорциональна плотности актинового 
цитосклета, расположенного под мембраной 
[58,60]. 

В первую очередь, с помощью построенной 
модели была оценена доля кластеризованных 
рецепторов. Особый интерес представляют 
результаты, полученные для состояния покоя. 
С помощью модели было показано, что более 
30% рецепторов GPVI находятся в кластерах 
даже при отсутствии активатора. Этот результат 
согласуется с известным экспериментальным 
данным для GPVI [55]. Явление кластеризации 
рецепторов, ассоциированных с тирозинкиназами,  
при отсутствии активации характерно не только 
для тромбоцитов. Ярким примером служит BCR. 
С помощью высоко чувствительных методов было 
показано, что в состоянии покоя на поверхности 
В-клеток доля мономеров не превышает 60% от 
общего количества рецепторов [61]. Добавление 
активаторов (например, CRP к тромбоцитам или 
поливалентных фрагментов антител против BCR 
к В-клеткам) вызывало значительное увеличение 
доли димеров и олигомеров соответствующих 
рецепторов на поверхности клеток [55,61]. Эти 
экспериментальные наблюдения были успешно 
подтверждены с помощью разработанной 
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модели.
Построенная модель позволяет проверить 

гипотезу о роли цитоскелета на начальных этапах 
активации тромбоцита через рецептор GPVI. 
С помощью модели было показано, что доля 
кластеризованных рецепторов при постоянной 
плотности цитоскелета значительно ниже, чем 
при возможной локальной деполимеризации. 
Более того, было обнаружено, что при полной 
деполимеризации цитоскелета (степень 
«таяния» принимает максимальное значение во 
всех точках мембраны) доля кластеризованных 
рецепторов статистически значимо снижается по 
сравнению с ситуацией, когда степень «таяния» 
зависит от активации. На первый взгляд, данный 
результат может показаться неочевидным. При 
максимальной деполимеризации актинового 
цитоскелета коэффициент диффузии принимает 
наибольшее значение, что позволяет отдельным 
рецепторам двигаться быстрее и чаще 
сталкиваться. Однако отсутствие ограничений 
также приводит к увеличению расстояния, 
на которое рецепторы могут удаляться друг 
от друга между столкновениями. В случае 
локального изменения степени «таяния» 
цитоскелета (и, соответственно, коэффициента 
диффузии), рецепторы способны двигаться 
быстро и часто сталкиваться только в небольшой 
ограниченной области. Это предотвращает их 
значительное рассеивание. Доказательством 
нашего вывода могут служить работы [15,62], 
где экспериментально было показано, что 
добавление ингибиторов полимеризации актина 
приводит к снижению количества димеризованных 
рецепторов.

К настоящему времени опубликован ряд 
работ, посвященных активации и кластеризации 
рецепторов GPVI [1,56,63–67]. Большинство из 
них [1,64–67]  основаны на решении системы 
ОДУ. Такие модели позволяют исследовать 
общий ответ клетки на действие активаторов 
и проанализировать отдельные этапы 
внутриклеточной сигнализации. Однако с их 
помощью невозможно получить данные о 
пространственном распределении рецепторов 
на поверхности мембраны или оценить 
влияние процессов, имеющих локальный 
характер. Альтернативным подходом является 
агентное моделирование. Данный метод был 
применен в работах [56,63] для исследования 
димеризации тромбоцитарных рецепторов, 
ассоциированных с тирозин киназами (а 
именно, CLEC-2 и GPVI). Авторы исследовали 
влияние таких параметров, как относительный 
коэффициент диффузии внутри и вне рафтов, 
размер рафтов, содержание дополнительных 
белков в компартментах. В отличие от нашей 
работы, в указанных исследованиях влияние 

цитоскелета не рассматривалось. Процесс 
активации моделировался путем изменения 
константы ассоциации мономеров, что не 
позволяет непосредственно оценить, как 
различные дозы активатора и его валентность 
влияют на процесс кластеризации. Тем не менее, 
выводы нашей работы частично согласуются с 
результатами работы [56], где показано, что доля 
кластеризованных рецепторов возрастает, если 
рецепторы способны свободно двигаться только 
в ограниченной области. 

Большинство существующих работ, 
посвященных моделированию взаимодействия 
цитоскелета и мембраны, в первую очередь 
направлены на то, чтобы предсказать изменения 
физических свойств мембраны в целом. Подобные 
модели позволяют рассчитать поверхностное 
натяжение мембраны, создаваемое 
примембранным кортексом [68], скорость роста 
фило- и ламеллоподий [69–72]. Отдельно следует 
отметить работы [73,74], в которых описаны 
экспериментальные данные о распределении 
липидов и формировании липидных рафтов при 
наличии статичного кортекса под мембраной. 
Однако, в данных работах не рассматриваются 
движение и кластеризация мембранных белков. 

Построенная нами модель обладает рядом 
ограничений. Во-первых, в данной модели не 
реализован механизм разделения больших 
липидных рафтов на малые при достижении 
ими критического размера. Во-вторых, модель 
основана на допущении о том, что рецепторы 
GPVI могут находиться исключительно в 
липидных рафтах. В-третьих, в данной работе 
был рассмотрен упрощенный механизм 
активации рецепторов GPVI, зависящий только 
от заякоренных в мембране белков, но не 
учитывающий работу цитозольных ферментов, 
локализующихся на мембране в процессе 
активации. 

В результате работы нами была разработана 
агентная компьютерная модель, позволившая 
определить роль локальной перестройки 
примембранного цитоскелета в процессе 
кластеризации и активации целого класса 
мембранных рецепторов.
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Список используемых сокращений 
GPVI – гликопротеин 6 (glycoprotein VI)
CRP – коллаген-подобный пептид (collagen-

related peptide)
CLEC-2 - рецептор семейства лектиноподбных 

типа С (C-type lectin-like)
BCR –  B-клеточный рецептор (B-cell receptor)
CH –  гомологичный кальпонину (calponin 

homology) 
PIPs – полифосфоинозитиды 

(polyphosphoinositides)
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Аннотация
Ионы кальция — ключевые вторичные 

мессенджеры в системе внутриклеточной 
сигнализации. Для верификации 
детерминированного хаоса в подобных 
динамических системах традиционно 
используется метод оценки старшего показателя 
Ляпунова (λₘₐₓ). Однако его применение требует 
тщательной предобработки экспериментальных 
данных, что ограничивает спектр задач, 
в которых может быть использована эта 
оценка. В данной работе мы рассмотрели 
применимость метода λₘₐₓ к временным рядам 
кальциевых осцилляций, экспериментально 
зарегистрированных в одиночных тромбоцитах 
человека. Нашей целью было показать, что 
комплексная сложность осцилляций варьируется 
в зависимости от агониста, и для этой задачи 
был предложен метод оценки старшего 
показателя Ляпунова. Однако анализ выявил, 
что полученные сигналы обладают выраженной 
нестационарностью, включающей дрейф 
амплитуды и длительные периоды отсутствия 
динамики. Это приводит к ложноотрицательным 
результатам при расчёте показателя Ляпунова. 
Построенные двухмерные фазовые портреты 
демонстрируют смещение и «сплющивание» 
траекторий, что отражает эволюцию статических 
свойств сигнала, а не устойчивую структуру 
аттрактора. В результате расчёт λₘₐₓ для таких 

данных приводит к артефактным результатам: 
визуально схожие временные ряды выдают 
противоположные значения: как положительные 
(указывающие на хаос), так и отрицательные 
(соответствующие устойчивой динамике).  Таким 
образом, применение показателя Ляпунова 
к необработанным экспериментальным 
кальциевым сигналам тромбоцитам некорректно. 
Для получения достоверных результатов 
требуется предварительно устранить 
нестационарный компонент или использовать 
альтернативные методы анализа.

Ключевые слова: Показатель Ляпунова, 
Кальциевая сигнализация, Тромбоциты.

Annotation
Calcium ions are key secondary messengers in 

intracellular signaling. The largest Lyapunov exponent 
(λₘₐₓ) is traditionally used to verify deterministic 
chaos in such dynamical systems. However, its 
application requires thorough preprocessing of 
experimental data, which limits the range of tasks for 
which this metric can be reliably used. In this work, 
we examined the applicability of λₘₐₓ estimation to 
time series of calcium oscillations experimentally 
recorded in individual human platelets. Our aim 
was to demonstrate that the structural complexity of 
oscillations varies depending on the agonist, and that 
the Lyapunov exponent could potentially serve as 
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a quantitative metric for this purpose. However, the 
analysis revealed that the recorded signals exhibit 
pronounced nonstationarity—including amplitude drift 
and extended periods of minimal activity—leading to 
false-negative outcomes in Lyapunov analysis. The 
constructed two-dimensional phase portraits show 
shifting and “flattening” of trajectories, reflecting the 
evolution of the statistical properties of the signal 
rather than a stable attractor structure. As a result, 
λₘₐₓ computed for such data produces artefactual 
outcomes: visually similar time series yield opposite 
values, ranging from positive (indicating chaos) to 
negative (corresponding to stable dynamics). Thus, 
applying the Lyapunov exponent to raw experimental 
platelet calcium signals is inappropriate. Reliable 
results require prior removal of nonstationary 
components or the use of alternative analytical 
approaches.

Key words: Lyapunov exponent, calcium signaling, 
platelets.

Введение
Старший показатель Ляпунова (λₘₐₓ) — один 

из наиболее чувствительных и информативных 
инструментов для анализа динамических систем, 
который широко применяется для выявления 
и подтверждения хаотического поведения в их 
эволюции. Использование этого метода для 
изучения внутриклеточных процессов, в частности 
колебаний концентрации ионов кальция (Ca²⁺), 
позволило установить, что эти флуктуации не 
случайны, а отражают сложную нелинейную 
динамику системы регуляции ионного обмена. 
Ионы кальция играют важную роль вторичного 
мессенджера в клетках, кодируя широкий спектр 
физиологических процессов — от активации 
ферментов и экспрессии генов до секреции, 
мышечного сокращения и апоптоза. Проведенные 
ранее исследования показали, что кальциевые 
осцилляции имеют детерминированно-
хаотическую структуру, что существенно 
изменило представления о механизмах клеточной 
сигнализации и открыло новые перспективы 
для понимания фундаментальных принципов 
функционирования живых клеток.

Одним из ключевых исследований, впервые 
продемонстрировавших хаотическую природу 
колебаний концентраций ионов кальция, является 
работа Houart и соавторов [1]. Авторы исследовали 
модель кальциевых осцилляций, возникающих 
в результате нелинейной обратной связи между 
концентрацией Ca²⁺ и метаболизмом инозитол-
1,4,5-трифосфата (IP3). Они показали, что 
различным типам динамики — периодическому, 
квазипериодическому и хаотическому — 
соответствуют разные аттракторы в фазовом 

пространстве: предельный цикл, тор и странный 
аттрактор. В этой же работе впервые для Ca²⁺-
сигнализации был вычислен старший показатель 
Ляпунова (λₘₐₓ), что количественно подтвердило 
наличие хаотического поведения в моделируемых 
осцилляциях.

Дальнейшее развитие идеи исследования 
кальциевой сигнализации методом оценки 
старшего показателя Ляпунова представлено 
в работе Rückl и соавторов [2]. Авторы провели 
численный расчёт λₘₐₓ для моделируемых 
сигналов и показали, что переход от регулярных 
к хаотическим режимам сопровождается 
изменением знака λₘₐₓ. Это стало количественным 
подтверждением детерминированной природы 
хаоса в системе внутриклеточного кальциевого 
обмена.

Прямое экспериментальное подтверждение 
этих выводов было получено в работе Kosuta 
и соавторов [3], где методику расчёта λₘₐₓ 
впервые применили к флуоресцентным 
данным, регистрирующим ядерные колебания 
Ca²⁺ в клетках растений. Авторы изучали, как 
общий сигнальный путь симбиоза у бобовых 
(Sym pathway), включающий белки DMI1, DMI2 
и DMI3, различает сигналы от двух типов 
симбиотических партнёров: азотфиксирующих 
бактерий (ризобий) и арбускулярных микоризных 
грибов. Было установлено, что хаотическая 
динамика (подтвержденная положительным 
показателем Ляпунова) объясняет, как один и тот 
же сигнальный путь может быть гибко настроен 
на восприятие различных внешних стимулов при 
минимальных изменениях параметров системы.

В последние годы растет интерес к 
численному анализу «сложности» кальциевых 
сигналов, например, для сравнения реакций 
тромбоцитов человека на разные агонисты 
или условия активации. Для подобной задачи 
одним из инструментов потенциально может 
являться метод оценки старшего показателя 
Ляпунова, однако такое применение некорректно: 
λₘₐₓ предназначен не для классификации 
степени вариативности или информативности 
сигналов, а исключительно для диагностики 
детерминированного хаоса в стационарных 
временных рядах.

В реальных биологических экспериментах 
временные ряды кальциевых колебаний, как 
правило, нестационарны. Для них характерны 
дрейф базовой линии, постепенное изменение 
амплитуды и частоты пиков, а также переходы 
между различными режимами осцилляций. В таких 
условиях расчёт λₘₐₓ приводит к артефактным 
результатам, лишенным физического смысла. 
Для адекватного применения данного метода 
необходимо предварительно устранять 
нестационарности экспериментальных данных, 
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как это было сделано, например, в работе [3].
Целью настоящей работы является 

теоретическое обоснование ограничений 
применения показателя Ляпунова для 
анализа кальциевых осцилляций на примере 
экспериментальных данных, полученных из 
тромбоцитов человека. На основе анализа 
временных рядов и соответствующих фазовых 
портретов показано, что нестационарность 
данных приводит к систематическому занижению 
λₘₐₓ, что делает данный показатель непригодным 
для количественной оценки структурной 
сложности сигнала.

Материалы и Методы

Для регистрации внутриклеточной 
концентрации Ca²⁺ тромбоциты окрашивались 
флуоресцентным кальций-чувствительным 
красителем Calbryte-590AM (Molecular probes, 
Eugene, State Oregon, США). Антитела VM64 
к PECAM-1/CD31 (RRID:AB_782149) были 
предоставлены профессором А.В. Мазуровым 
(ФГБУ «НМИЦ кардиологии», Москва, РФ). Все 
остальные реагенты производства компании 
Sigma-Aldrich (San Diego, CA, США). Материалы 
для изготовления проточных камер поставлялись 
компаниями «ГемаКор» (Москва, Россия) и 
«МедСил» (Мытищи, Россия).

Буферные растворы 

Для работы с тромбоцитами в проточных 
камерах использовался модифицированный 
буфер Tyrode’s. Состав буфера: 137 мМ NaCl, 
2,7 мМ KCl, 12 мМ NaHCO₃, 0,36 мМ NaH₂PO₄, 
1 мМ MgCl₂, 2 мМ CaCl₂, 5 мМ HEPES (pH 7,35), 
0,36% BSA и 1 г/л глюкозы. Буфер BRB-80 (80 
мМ PIPES/KOH, pH 6,9, 1 мМ EGTA, 1 мМ MgCl₂) 
использовался для подготовки поверхности 
стекла и нанесения антител VM64 к PECAM-1/
CD31. 

Сборка проточной камеры 

Плоско-параллельная проточная камера 
собиралась на основе предметного стекла (с 
входным и выходным отверстиями на расстоянии 
42 мм, трубочки прикреплялись к стеклу 
термоклеем) и покровного стекла, предварительно 
силанизированного для обеспечения адгезии 
белков. Более подробно метод сборки описан 
в [4]. Внутренний канал между стеклами 
формировался с помощью двусторонней клеевой 
ленты толщиной 0,2 мм. Готовая герметичная 
система позволяла контролируемо заменять 
растворы в камере. Для создания адгезивной 
подложки, не активирующей тромбоциты, в 
камеру последовательно вводили:

 1)	 Раствор антител VM64 (40 мкг/мл)  в 

буфере BRB-80 (инкубация 15 мин).
2)	 Раствор буфера BRB-80.
3)	 Раствор Pluronic F-127 (1%) (инкубация 10 

мин).
4)	 Раствор буфера BRB-80.
5)	 Раствор буфера Тирода для финальной 

промывки.

 Забор крови и этические нормы

Для экспериментов использовалась цельная 
кровь здорового взрослого добровольца в 
течение 3 часов после забора. Кровь забирали в 
пробирку объёмом 1,6 мл, содержащую гирудин 
(> 525 антитромбиновых единиц, S-Monovette®, 
SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Germany). 
Исследования проводились в соответствии 
с Хельсинкской декларацией и одобрены 
этическим комитетом ЦТФ ПХФ РАН (решение 
№1 от 12.01.2018 г.). От донора было получено 
письменное информированное согласие. 

Загрузка красителя в клетки

Цельная кровь инкубировалась с 2мкМ 
CalBryte-590AM и апиразой (0.3 ед.акт./мл) в 
течение 30 минут при 37 °C. После инкубации 
кровь использовали немедленно.

Регистрация кальциевых ответов 
тромбоцитов

Проточная камера устанавливалась на 
флуоресцентный TIRF-микроскоп. Кровь 
вводили в камеру при низкой скорости перфузии, 
обеспечивая адгезию тромбоцитов к антителам 
VM64. Далее несвязанные клетки смывали 
буфером Tyrode’s с адреналином 400 нг/
мл. Регистрацию флуоресценции проводили 
в режиме TIRF с низкой интенсивностью 
возбуждения и частотой съёмки 12 кадров/с 
при постоянной перфузии. Сначала в течение 
5 минут регистрировали базовую активацию 
тромбоцитов. Затем буфер заменяли на свежий, 
содержащий адреналин 400 нг/мл и 10 µM АДФ, 
и проводили съёмку кальциевых осцилляций на 
новом поле зрения. Для каждого тромбоцита, 
активированного АДФ, извлекали временные 
ряды интенсивности флуоресценции. Полученные 
сигналы обрабатывали путём вычитания фона и 
последующей нормализации.

Обработка экспериментальных данных

Старший показатель Ляпунова λₘₐₓ 
является фундаментальным индикатором 
устойчивости динамических систем и позволяет 
дифференцировать регулярные и хаотические 
режимы. Применительно к кальциевым 
осцилляциям этот параметр служит инструментом 
для верификации наличия детерминированного 
хаоса, который отражает внутреннюю нелинейную 
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динамику системы, а не случайные внешние 
воздействия. Данный методологический подход 
открывает возможность для более глубокого 
понимания механизмов самоорганизации и 
регуляции клеточных процессов, обусловленных 
кальциевыми сигналами.

Старший показатель Ляпунова λₘₐₓ 
описывает среднюю скорость расхождения 
близких траекторий в фазовом пространстве: 
положительное значение λₘₐₓ указывает на 
хаотический режим, нулевое — на периодические 
или квазипериодические колебания, 
отрицательное — на устойчивое равновесие. 
Подробное математическое описание данного 
подхода представлено в классических работах [5, 
6].

При работе с экспериментальными данными, 
когда система уравнений, описывающая динамику 
системы, неизвестна, фазовое пространство 
восстанавливают методом временного 
встраивания (метод временной задержки) [7]. 
После фазовой реконструкции вычисляется 
средняя дивергенция соседних точек во 
времени, из которой по линейному участку 
зависимости определяется λₘₐₓ. В данной работе 
применялся стандартный алгоритм Розенштейна, 
реализованный в программной среде MatLab.

Корректность реконструкции фазового 
пространства в значительной степени 
определяется выбором двух ключевых 
параметров: временной задержки τ и 
размерности m, используемой для встраивания 
фазового пространства. В рамках данного 
исследования временную задержку τ определяли 
на основе временного масштаба, при котором 
автокорреляционная функция достигала 
значения, близкого к 1/e. Размерность фазового 
пространства была определена с использованием 
критерия ложных ближайших соседей [8].

Помимо вышеперечисленных шагов, 
экспериментальные временные ряды 
предварительно отфильтровывали от шумового 
фона. Для подавления высокочастотного шума 
без искажения формы и амплитуды кальциевых 
пиков применяли вейвлет-фильтрацию [9]. Также 
для увеличения точности расчётов проводили 
интерполяцию экспериментальных данных, 
удваивая количество точек.

Необходимо подчеркнуть, что корректная 
оценка старшего показателя Ляпунова возможна 
лишь при соблюдении ряда условий: временной 
ряд должен быть стационарным, достаточно 
длинным и содержать устойчивые осцилляции без 
перехода между режимами. При наличии дрейфа 
амплитуды, изменения частотных характеристик 
или значительного уровня шума, показатель 
Ляпунова утрачивает свою физическую 
интерпретируемость и не способен адекватно 

отражать внутреннюю динамику исследуемой 
системы. Следует отметить, что в работах [1, 2] 
анализировались теоретические осцилляции, 
лишенные шума, дрейфа и нестационарности. В 
работе [3] же исследовались экспериментальные 
данные, изначально обладавшие сильной 
нестационарностью, которая выражалась в виде 
плавного дрейфа базовой линии и в присутствии 
длинных участков без пиков. Однако, авторы 
в данной работе проводили многоступенчатую 
предварительную обработку исходных данных, 
которая позволила применить метод оценки λₘₐₓ 
для анализа.

Результаты
Характер экспериментальных данных 

В ходе работы были проанализированы 
временные ряды кальциевых осцилляций, 
зарегистрированные в одиночных тромбоцитах 
человека. Наблюдения показали, что даже 
в идентичных экспериментальных условиях 
тромбоциты демонстрируют разнообразие 
динамических паттернов. На основе частоты и 
формы осцилляций все наблюдаемые режимы 
можно разделить на четыре условные группы.

Первая группа характеризуется редкими 
одиночными спайками и длительными участками 
отсутствия какой-либо динамики. Вторая группа 
демонстрирует регулярную динамику кальциевых 
пиков с умеренной вариабельностью амплитуды. 
Третья группа содержит более высокочастотную 
последовательность пиков и образование 
характерных кластеров. Последняя, четвертая 
группа характеризуется стабильно высоким 
уровнем интенсивности флуоресценции в конце 
съемки. Все четыре группы представлены на 
рисунке 1.

 Несмотря на существенные различия между 
описанными типами динамики, все эти временные 
ряды обладают общей чертой — выраженной 
нестационарностью. Она проявляется в виде 
постепенного затухания амплитуды, спонтанной 
смены режимов колебаний и чередования 
активных сегментов с пассивными участками, 
лишёнными осцилляторной активности. Из 
четырех выделенных групп только вторая и 
третья могут быть использованы для применения 
метода оценки старшего показателя Ляпунова, 
при предварительной обработке сигнала как в 
работе [3].
 Фазовые портреты

Для каждого из четырёх типов динамики 
были построены двухмерные фазовые 
портреты, показанные на рисунке 2. Данные 
графики позволяют визуализировать геометрию 
траектории в двумерном реконструированном 
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пространстве состояний.
При переходе от первой группы к третьей 

траектории усложняются, и внешне портреты 
становятся похожими на структуру, характерную 
для квазирегулярных или хаотичнооподобных 
колебаний. Однако во всех случаях наблюдается 
одна важная особенность: дрейф фазовой 
траектории во времени. Вместо того чтобы 
формировать компактный аттрактор, как в 
работе [1, 3], траектория постепенно смещается 
в пространстве состояний вслед за изменением 
средней амплитуды сигнала. Такой дрейф 
приводит к тому, что соседние траектории, 
лежащие близко друг к другу в начальный момент 
времени, не расходятся экспоненциально, как 
должно быть в случае детерминированного хаоса, 
а постепенно сходятся в связи с уменьшением 
амплитуды и «сплющиванием» облака точек. 
Наиболее отчётливо это видно для четвертой 
группы. Ранний сегмент траектории образует 

крупную петлю, тогда как поздний сегмент 
сжимается в малую линейную область фазового 
пространства. 

Следствие нестационарности: влияние на 
оценку λₘₐₓ 

В качестве проверки применимости метода 
для оценки сложности кальциевых осцилляций 
тромбоцитов были рассчитаны старшие 
показателя Ляпунова для двух временных рядов 
(см. Рисунок 3), полученных в одном эксперименте 
с добавлением 10 мкМ АДФ. 

Несмотря на визуальную схожесть двух 
временных рядов мы в итоге получаем два 
диаметрально противоположных результата. 
Первый временной ряд (см. Рисунок 3(а)) имеет 
λₘₐₓ = 2.695, что формально свидетельствует 
о хаотичной динамике. В то же время внешне 
похожий сигнал (см. Рисунок 3(б)) имеет значение 
λₘₐₓ = -0.354. Из-за больших участков отсутствие 

Рисунок 1. Кальциевые осцилляции тромбоцитов человека. (а) – первая группа, (б) – вторая группа, (в) – третья группа, 
(г) – четвертая группа.

Рисунок 2. Двухмерные фазовые портреты для кальциевых осцилляций. (а) – первая группа, (б) – вторая группа, (в) – 
третья группа, (г) – четвертая группа.

Рисунок 3.  Зависимость интенсивности флуоресценции от времени первого тромбоцита (а) и второго тромбоцита (б).
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осцилляторной активности оценка старшего 
показателя Ляпунова дает ложноотрицательный 
результат, указывающий на устойчивую 
равновесную динамику.

 
Обсуждение

Результаты проведённого исследования 
позволяют лучше понять границы применимости 
метода оценки старшего показателя Ляпунова 
(λₘₐₓ) для анализа экспериментальных 
биологических данных. Метод λₘₐₓ остается 
надежным и валидным инструментом в тех случаях, 
когда основная задача состоит в подтверждении 
наличия хаоса в экспериментальных данных, 
как показано в работах [1-3]. В таких системах 
временные ряды являются стационарными, а 
фазовое пространство формирует устойчивый 
аттрактор, необходимый для качественного 
применения метода. 

Однако в случае анализа реальных данных, 
таких как кальциевые осцилляции в тромбоцитах, 
без проведения специализированной 
предварительной обработки, ситуация 
кардинально меняется. Ключевой проблемой 
является выраженная нестационарность 
сигналов, проявляющаяся в дрейфе амплитуды 
и в наличии протяженных периодов низкой 
активности. В этих условиях оценка λₘₐₓ теряет 
физическую интерпретируемость и перестает 
отображать внутреннюю вариативность или 
структурную сложность сигнала. Как показали наши 
результаты, визуально схожие временные ряды 
могут давать диаметрально противоположные 
значения — от положительных, указывающих 
на хаос, до отрицательных, соответствующих 
устойчивой динамике. Это указывает на 
методологическую несостоятельность данного 
подхода без предварительной нормализации и 
удаления нестационарности данных.

Таким образом, показатель Ляпунова не может 
быть использован в качестве количественной 
метрики «сложности» кальциевых осцилляций 
при сравнении различных агонистов или 
физиологических состояний. В условиях сильной 
нестационарности и зашумления данных более 
корректными являются методы, основанные на 
рекуррентном или энтропийном анализе.
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Аннотация
Понимание общих закономерностей 

регуляторных систем живых организмов 
представляет большой научный интерес. В 
настоящем обзоре литературы рассматриваются 
сходства и различия физиологических задач, 
механизмов преобразования сигнала и подходов, 
применяемых для моделирования киназных 
и протеазных каскадов. В то время как для 
киназных каскадов характерны обратимые 
реакции и квазистационарное поведение, каскады 
протеаз демонстрируют необратимые переходы 
и импульсную динамику. Таким образом, при 
схожести структуры и некоторых динамических 
особенностей, эти системы демонстрируют 
существенные динамические различия.

Ключевые слова: Ультрачувствительность, 
Порог, Киназы, Протеазы, Обратная связь, 
Стационарные состояния, Бистабильность.

Annotation
Understanding of general principles of regulatory 

systems in living organisms is of great scientific 
interest. This literature review examines the 
similarities and differences in the physiological tasks, 
signal transduction mechanisms, and approaches 
used to model kinase and protease cascades. While 
kinase cascades are characterized by reversible 
reactions and quasi-steady-state behavior, protease 
cascades exhibit irreversible transitions and excitable 
dynamics. Thus, despite similar structures and some 
dynamic features, these systems exhibit significant 
dynamic differences.

Key words: Ultrasensitivity, Threshold, Kinases, 
Proteases, Feedback loop, Steady states, Bistability.

Введение
Регуляторные системы играют ключевую 

роль в функционировании живых систем. Они 
позволяют координировать энергетические, 
структурные, двигательные и другие процессы в 
соответствии с текущим состоянием внешней и 
внутренней среды и оперативно реагировать на 
их изменения. Функции конкретных регуляторных 
систем можно всегда описать как некоторое 
преобразование сигнала, который вызывает 
некоторый ответ регулируемой системы. При 
этом в разных контекстах под сигналом и 
ответом могут пониматься различные вещи: это 
может быть дифференциация клетки в ответ на 
изменение концентрации гормона и образование 
фибринового сгустка при контакте плазмы крови с 
тканями вне сосудистого русла [1, 2].

Типы преобразования сигнала также очень 
разнообразны [3, 4]. Зачастую для решения 
физиологической задачи преобразование 
производится нелинейным образом. Часто 
от системы требуется обеспечение такого 
уровня входного сигнала, что при более низких 
его уровнях ответ системы отсутствует или 
почти отсутствует, но при его превышении 
ответ системы резко возрастает. Существует 
несколько разновидностей такой динамики: 
ультрачувствительность и порог, с которым часто 
связано явление гистерезиса.

В основе организации взаимодействия 
элементов сигнальной системы часто лежит 
каскад [1, 5], в котором между сигналом и ответом 
лежат несколько промежуточных элементов, 
участвующих в преобразовании сигнала. В 
настоящей статье рассматривается две группы 
таких систем, основанных на разных химических 
принципах: ковалентная модификация 
посредством фосфорилирования и частичный 
протеолиз. Сходная классификация каскадов 
на циклические (киназные) и не циклические 

Для цитирования: Кадыров Т.И. СБФ 2025 I; 1 (4) сс. 22-29
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Рисунок 1. Типичные качественные зависимости фосфорилированной формы в киназных каскадах от стационарного 
стимула S: гиперболическая (кривая Михаэлиса-Ментен, возникает в отсутствии насыщения [3]) (А), сигмоидная 
(ультрачувствительность) (Б), бистабильность с гистерезисом (В) – переход между ветвями кривой происходит при разном 
S в зависимости от его предыдущих значений.
(протеазные) приводится в [6]. В обоих типах 
наблюдаются нелинейные пороговые свойства, 
указанные выше. При внешнем сходстве 
организации этих систем возникает вопрос: как 
велико сходство их динамических свойств в 
контексте их физиологических задач?

 
Киназные каскады

Одним из распространённых типов 
внутриклеточной регуляции являются киназные 
каскады. Их базовым элементом является 
фермент, для которого присоединение или 
отсоединение фосфатной группы играет роль 
переключателя, переводящего фермент из 
не активной формы в активную. Например, в 
системе регуляции синтеза гликогена у животных 
присоединение одного фосфата активирует 
киназу фосфорилазы и протеинфосфатазу 
1 и инактивирует гликогенсинтазу. 
Фосфорилирование и дефосфорилирование 
происходят под действием ферментов киназ и 
фосфатаз соответственно.

В классической работе Гольдштейна и 
Кошланда 1981 г. [7] рассматривается простейшая 
система из одного фермента X, существующего 
в дефосфорилированной и фосфорилированной 
формах, а также киназы и фосфатазы, которые 
катализируют реакции перехода между этими 
формами. При этом суммарная концентрация 
фермента остаётся постоянной. В качестве 
входа этой системы рассматривается 
концентрация киназы, а выхода – количество 
фосфорилированной формы фермента X*. В 
данной системе при любом стационарном уровне 
сигнала на входе этой системы выходное значение 
также принимает фиксированное стационарное 
значение, определяемое параметрами системы.

Авторами было показано, что в случае, 
когда киназа и фосфатаза близки к насыщению, 
зависимость сигнал-ответ чрезвычайно 
напоминает кривую кооперативного связывания 
кислорода гемоглобином. Наклон этой 
кривой вблизи полумаксимального ответа 
оказывается больше, чем у кривой Михаэлиса-

Ментен. Это явление было названо авторами 
ультрачувствительностью, а, поскольку этот 
эффект достигался при насыщении ферментов, 
когда их активность выходит на плато – 
ультрачувствительностью нулевого порядка.

В подобных системах изменение входного 
сигнала с течением времени лишено сложной 
динамики. Для выполнения своей задачи системе 
достаточно различать кратковременный и 
продолжительный внешний сигнал [8,9]. Поэтому 
для описания поведения таких систем достаточно 
зависимости сигнал-ответ и лаг-тайма, за 
который система достигает нового стационарного 
состояния при изменении входного сигнала. В 
этом заключается, с одной стороны, удобство их 
моделирования, а, с другой стороны, одно из их 
отличий от других каскадных систем.

Ещё одной особенностью этих систем является 
то, что при любых изменениях состояния в ней 
могут быть задействованы одни и те же молекулы 
белков. Реакции производства и утилизации 
белков не играют существенной роли для 
понимания ответа, поскольку характерные лаг-
таймы существенно меньше характерных времён 
этих реакций [7]. Такая организация позволяет 
клетке сделать систему регуляции, которая не 
требует затрачивать ресурсы на постоянное 
производство лишних белков. Это позволяет 
ограничиваться порой всего несколькими 
тысячами молекулами на клетку (например, у 
дрожжей [1]).

Существуют и другие способы создания 
ультрачувствительной зависимости сигнал-ответ 
даже в отсутствии модифицирующих ферментов 
[1]. Если включение фермента требует двойного 
фосфорилирования, то скорость образования 
его активной формы пропорциональна квадрату 
концентрации киназы. В результате зависимость 
сигнал-ответ в области малых значений входного 
сигнала также пропорциональна его квадрату, 
а при увеличении сигнала выходит на плато, 
что создаёт бо́льшую чувствительность ответа, 
чем у кривой Михаэлиса. Подобная система 
соответствует каскаду MAPK в ооцитах шпорцевой 
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лягушки [10].
Ещё одним механизмом является наличие 

ингибитора киназы, который приводит к 
сильному снижению ответа при низком уровне 
входного сигнала (сравнимом с концентрацией 
ингибитора) [1]. При высокой аффинности 
ингибитора ответ системы в этой области может 
снижаться практически до нуля, что приводит 
к тому, что зависимость сигнал-ответ выглядит 
как кривая Михаэлиса, сдвинутая вправо на 
величину, равную концентрации ингибитора. 
При более слабой аффинности ингибитора в 
области слабых входных сигналов зависимость 
практически совпадает со случаем двухэтапного 
фосфорилирования, но при повышении входного 
сигнала достигает стационара медленнее.

Как в случае двойного фосфорилирования, 
так и в случае наличия ингибитора, для 
математического описания системы также 
достаточно расчёта стационарной зависимости 
сигнал-ответ и лаг-таймов при изменении 
входного сигнала.

После работы Гольдбетера и Кошланда 
разными авторами было исследовано 
множество систем, основанных на этом 
базовом модуле (называемом иногда петлёй 
Гольдбетера-Кошланда [11]), которые могут 
модифицировать и усиливать возникающую 
в нём ультрачувствительность. В частности, 
исследовались каскады таких ферментов, где 
активная форма является активатором для 
следующей ступени. Для всего каскада в целом 
входом является вход первой ступени, а выходом 
– выход последней. В работах [12–14] было 
показано, что зависимость сигнал-ответ для всего 
такого каскада в целом может быть даже более 
сигмоидной, чем у каждой ступени по-отдельности 
за счёт того, что каждая ступень «умножает» 
ультрачувствительность предыдущей. Для 
математически строгого описания этого эффекта 
вводятся коэффициенты чувствительности

рассчитываются в согласованных точках кривых 
последовательных ступеней каскада, локальный 
коэффициент чувствительности для каскада в 
целом 

rm =
d ln(Em)

d ln(Em−1)

Em ≈

am(Em

bm

)hm

1 + (Em

bm

)hm

r =
dln(En)

dln(E0)
= r1r2...rn

Em−1 ≈ am−1

(Em−1

bm−1

)

hm−1

(где Ei – концентрация фермента на ступени 
с номером i), характеризующие наклон кривой 
сигнал-ответ при заданной концентрации Em, 
и коэффициенты Хилла hm, позволяющие 
охарактеризовать ультрачувствительность 
кривой сигнал-ответ на данной ступени в целом 
(которая для этого аппроксимируется уравнением 
Хилла. 
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am(am−1
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)hm(Em−1

bm−1

)hm−1hm
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Чем больше эти характеристики, тем больше 
ультрачувствительность. Непосредственной 
подстановкой легко убедиться, что, если rm 

где n – номер последней ступени, E0=S. 
Для оценки верхней границы коэффициента 
Хилла для каскада в целом рассмотрим две 
последовательные ступени m−1 и m. Если bm−1 
достаточно велик, то Em-1 и Em описываются 
следующими выражениями:

Таким образом, коэффициент Хилла для 
каскада в целом h≤h1h2...hn. Такое усиление 
чувствительности по каскаду может приводить 
к ещё более резкому переключению между 
«выключенным» и «включённым» состояниями 
системы, что подтверждается экспериментально 
для каскада MAPK у шпорцевой лягушки [10].

Ещё одним механизмом увеличения 
ультрачувствительности в зависимости сигнал-
ответ является двойная роль входного сигнала, 
когда он активирует реакцию включения фермента 
и ингибирует его выключение [15].

Однако, как замечают авторы [3], какой бы 
высокий наклон не имела кривая сигнал-ответ 
в подобных системах, она всегда остаётся 
непрерывной. В таких системах также отсутствует 
гистерезис. Тем не менее, существуют примеры 
физиологических систем, в которых наблюдается 
резкий и необратимый переход из одного 
состояния в другое. Примером таких процессов 
является дифференциация клеток [16,17].

Эти динамические свойства могут быть 
достигнуты посредством других систем, 
рассмотренных в [12]. Как и в работе Гольдбетера 
и Кошланда, рассматриваются системы с одним 
ковалентно модифицируемым ферментом, 
однако киназа и фосфатаза находятся в области 
кинетики первого порядка, и дополнительно 
вводится положительная обратная связь: 
активная форма фермента катализирует реакцию 
активации собственной неактивной формы. 
Для такой системы динамические свойства 
кардинально меняются.

Центральную роль при этом играет обратная 
связь. Для анализа таких систем применяется 
метод разомкнутой положительной обратной 
связи [18], при котором строится зависимость 
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сигнал-ответ в отсутствии обратной связи и 
выделяются такие точки, в которых система 
останется устойчивой даже при её обратном 
замыкании. В работе [12] показано, что при 
наличии нелинейной положительной обратной 
связи в системе Гольдбетера-Кошланда 
возникает бистабильность. Также бистабильность 
может возникнуть и при линейной кинетике 
положительной обратной связи, если фосфатаза 
находится в области насыщения. Это связано с 
тем, что скорость образования активной формы в 
обратной связи сама по себе задаётся нелинейной 
(квадратичной) функцией, поскольку она 
пропорциональна как концентрации прекурсора 
(неактивной формы X), так и самой активной 
форме (X* = Xtot - X), сумма которых постоянна (X 
+ X* = Xtot).

Любопытно, что бистабильность может 
существовать и в отсутствии явного молекулярного 
механизма автокатализа, и быть реализованной 
только с помощью двухэтапного непроцессивного 
фосфорилирования. В работе [19] показано, 
что в условиях, когда киназа и/или фосфатаза 
находятся в области насыщения, бистабильность 

может возникать на уровне одной ступени 
киназного каскада. Этот эффект связан с тем, что 
при увеличении концентрации конечной дважды 
модифицированной формы (X*) при условии 
равновесия скоростей фосфорилирования 
и дефосфорилирования происходит 
перераспределение пула нефосфорилированной 
и однократно фосфорилированной формы (X + 
X* = Xtot- X**) в пользу последней, что приводит 
к увеличению скорости образования дважды 
фосфорилированной формы.

Наличие в системе сразу двух положительных 
обратных связей может придавать системе 
бо́льшую устойчивость к изменению параметров. 
Так, в работе [20] показано, что в системе 
с одновременным действием нелинейных 
положительной и двойной отрицательной 
обратных связей (подобной системе CDK1-
Wee1-Cdc25) бистабильность возникает в 
более широком диапазоне параметров, чем при 
действии этих обратных связей по-отдельности.

Стоит также отметить, что организация 
регуляторной системы в виде каскада открывает 
разнообразные возможности для взаимодействия 

Рисунок 2. Качественные зависимости от времени переменных киназных каскадов типа MAPK (первый столбец: 
А, Г, Ж) и протеазных каскадов типа свёртывания крови (второй и третий столбец: Б, В, Д, Е, З, И) без обратных 
связей. Верхний ряд (А-В) – временные зависимости внешнего сигнала S, средний ряд (Г-Е) – временные зависимости 
промежуточных ферментов E, нижний ряд (Ж-И) – временные зависимости эффектора R. См. комментарии в тексте.
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с другими системами, которые могут оказывать 
своё влияние на разных ступенях каскада 
[8]. Например, в работе [9] показана роль 
положительных обратных связей между системой 
AKT, отвечающей за реакцию клетки на инсулин, и 
каскадом MAPK. Межсистемные положительные 
обратные связи организуют их как сопряжённую 
дважды бистабильную систему, в которой 
включение одной стабилизирует другую в 
выключенном состоянии. В работе [21] показано, 
что взаимодействие между несколькими каскадами 
MAPK в одной клетке делает возможным более 
сложные динамические эффекты, такие как 
регуляция уровня порога переключения одного 
каскада (JNK) при активации других (ERK и p38), а 
также регулируемое выключение положительной 
обратной связи внутри каскада (регулируемое 
AKT). 

Существуют и другие более сложные 
механизмы контроля преобразования сигнала 
в киназных каскадах, такие как разделение и 
локализация активности ферментов скаффолд-
белками [8], стабилизация, выключение или 
осцилляции под действием отрицательных 
обратных связей [8,21,22].

Протеазные каскады 
Регуляторные системы, организованные 

в виде каскада, не ограничиваются 
внутриклеточными системами из нескольких 
ферментов, подвергаемых ковалентной 
модификации. Другой большой и важной группой 
каскадных систем являются протеазные каскады. 
К ним относятся свёртывание крови, воспаление, 
регуляция артериального давления, фибринолиз, 
комплемент, каскад металлопротеиназ матрикса, 
а также дорсо-вентральная система морфогенеза. 
Также к протеазным каскадам относится 
внутриклеточный каскад апоптоза [23, 24].

Первым отличием, которое бросается в 
глаза для таких систем, является необратимость 
активации фермента, вытекающая из её 
протеолитического характера. Из этого следует, 
что суммарная концентрация неактивной и 
активной форм не может сохраняться с течением 
времени. Таким образом, в этих системах 
невозможна ультрачувствительность нулевого 
порядка.

В протеолитических каскадах также, как и в 
киназных, возможны стационарные состояния. 
Однако, они имеют другой характер: находясь в 
них, система всё время расходует прекурсоры 
и ингибирует активные формы. Таким образом, 
возникает равновесный поток вещества через 
систему. Подобный пример исследуется в 
работе [24]. Авторы рассматривают систему из 
двух ферментов, активирующих друг друга по 

степенному закону, каждый из которых имеет 
реакции образования из неактивного прекурсора и 
ингибирования. В свою очередь, каждый прекурсор 
имеет свою независимую скорость образования 
и деградации и равновесную концентрацию, 
которая понижается при активации системы. 
В этой системе существуют два стационарных 
состояния, которые на фазовой диаграмме имеют 
вид особых точек типа узел.

Ещё одной особенностью протеолитических 
каскадов является физиологическая роль 
их временной динамики. В таких системах, 
как свёртывание крови, время ответа играет 
решающую роль для их физиологических 
задач. В работе [2] было показано, что реакция 
ингибирования активаторного комплекса VIIa–
TF–Xa является контролирующей для времени 
свёртывания в гомогенной системе. Наличие 
этой реакции приводит к экспоненциальному 
уменьшению уровня входного сигнала с течением 
времени, и её отсутствие кардинально меняет 
динамику активатора. Таким образом, для таких 
систем может иметь значение не только уровень 
активатора, но и его зависимость от времени.

В системах, подобных свёртыванию, важны не 
стационарные состояния, а начальные и конечные 
концентрации. Для таких систем более характерен 
импульсный, а не стационарный ответ. Поэтому 
для таких систем зависимость сигнал-ответ 
может иметь другой смысл: вместо стационарного 
уровня входного сигала используется его 
начальное значение, а вместо стационарного 
уровня ответа – его конечное значение (например, 
полное количество образовавшегося фибрина в 
процессе свёртывания).

Импульсный характер ответа таких систем 
демонстрируется в работе Бельтрами и Джести 
[23]. Авторы рассматривали системы, основанные 
на имевшихся на тот момент данных о каскаде 
свёртывания. В их моделях концентрации 
прекурсоров задавалась константой в 
соответствии с тем, что на физиологически 
значимых временах и расстояниях свёртывания 
более информативно и легче рассматривать 
поведение системы, линеаризованной вблизи 
нулевого стационарного состояния. В такой 
системе в зависимости от соотношения 
параметров система или всегда возвращается 
к нулевым значениям концентраций активных 
факторов (нулевое стационарное состояние 
устойчиво) или концентрации активных факторов 
экспоненциально удаляются от нуля (нулевое 
стационарное состояние неустойчиво).

Поскольку протеазные каскады чаще всего 
имеют внеклеточную локализацию, важным 
фактором, отличающим их от киназных, 
является та роль, которую потоки могут 
играть в их динамике. В работе [25] авторы 
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показывают, как бистабильность может 
возникнуть в простой открытой системе только 
с эффективной кинетикой действующих масс 
и одной положительной обратной связью. 
Авторы используют приближение хорошо 
перемешиваемого реактора с постоянным 
притоком и оттоком. В такой системе может 
существовать асимптотическая бистабильность 
при определённых ограничениях сверху на 
силу положительной обратной связи и скорость 
потока, определяемых параметрами системы. 
В качестве активатора авторы используют 
начальную концентрацию автокатализирующего 
фермента Y, соответствующего тромбину 
в свёртывании крови. В качестве ответа 
системы авторы используют интеграл Y(t), 
коррелирующий с количеством образовавшегося 
фибрина, и обнаруживают резкий подъём в 
зависимости сигнал-ответ, соответствующий 
переключению бистабильности. Таким образом, 
даже в отсутствии сильной нелинейности в 
положительной обратной связи система может 
демонстрировать бистабильность и крутое 
переключение ответа при наличии потоков. 

Случай, описанный выше, является не 
единственным, когда несколько линейных 
эффектов создают нелинейность. Среди 
других результатов, в работе [2] была получена 
редуцированная модель каскада свёртывания 
в гомогенной системе, учитывающая две 
длинные положительные обратные связи через 
VIII и XI факторы. С помощью редуцирования 
полной системы с помощью теоремы Тихонова 
было показано, что эти линейные обратные 
связи приводят к существованию в системе 
квадратичной нелинейности, эффективно 
объединяясь в одну, что подтверждается 
анализом полной системы. В результате в этой 
системе существует порог бистабильности, 
проявляющейся до исчерпания факторов. Стоит 
отметить, что эта бистабильность функционально 
связана не с переключением ответа фибрина 
в гомогенной системе, а с распространением 

активации в пространстве.
Ещё одной особенностью протеазных каскадов, 

определяемой их внеклеточной локализацией, 
являются сложные пространственные эффекты. 
Так, в работе [26] авторы показывают, как 
каскад свёртывания крови может реагировать 
на очень локальную активацию одиночным 
фибробластом (с активатором TF на мембране), 
игнорируя большую, но более пространственно-
однородную концентрацию активатора. Такая 
динамика обеспечивается за счёт комбинации 
двух положительных обратных связей на двух 
уровнях каскада (между факторами Xa и VIIa, а 
также IIa и Va), диффузии и ингибированию.

Интересно отметить аналогию между 
скаффолд-белками киназ и мембранами 
активированных тромбоцитов для протеаз 
каскада свёртывания. В обоих случаях происходит 
локализация, сближение взаимодействующих 
факторов каскада и ускорение реакций [8,27]. 
Любопытно, что в самом процессе связывания 
протеаз с мембранами наблюдается гистерезис, 
что может защищать активированные факторы от 
вымывания потоком [28].

 
Заключение

На рис. 1 приведено сравнение качественной 
динамики киназных и протеазных каскадов. 
Эффекты обратных связей опущены для 
простоты. При кратковременном внешнем 
стимуле (красные кривые в первом и втором 
столбце) ответ эффектора киназных каскадов 
с течением времени возвращается в исходное 
(нулевое) стационарное состояние, в то 
время как в киназных каскадах концентрация 
эффектора может оказаться ненулевой 
(например, в свёртывании крови при неактивных 
положительных обратных связях это приводит 
к образованию неполноценного фибринового 
сгустка [2]). Также, в то время как в протеазных 
каскадах с течением времени концентрации 
промежуточных ферментов каскада выходят 
на ненулевой стационар при постоянном 
стимуле, в протеазных каскадах может играть 
роль исчерпание прекурсоров, что приводит к 
убыванию концентраций ферментов (при этом 
после исчерпания динамика системы не зависит 
от изменений внешнего стимула). Последний 
столбец рис. 1 демонстрирует динамику системы 
при более характерном для свёртывания крови 
виде стимула с экспоненциальным убыванием в 
сравнении со слабой, но постоянной активацией. В 
такой системе существует порог уровня начальной 
концентрации S, при которой эффектор может 
достигнуть критического значения, вызывающего 
функциональный ответ (ср. зелёную (штрих-
пунктир) и синюю (пунктир) кривые на фиг. 
И). Однако при постоянной активации, когда 

Рисунок 3. Качественные зависимости сигнал-ответ для 
киназных (А) и протеазных (Б) систем. На (А) сплошной 
линией показаны устойчивые стационарные состояния, 
пунктиром – неустойчивые. Отмечены пороговые значения. 
На фиг. А линия I – в отсутствии ПОС, линия II – при активной 
ПОС.
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отсутствует ингибирование внешнего сигнала, 
порог отсутствует, поскольку в этом случае даже 
слабого сигнала будет достаточно для активации 
системы за достаточно большое время.

На рис. 2 качественно показаны зависимости 
сигнал-ответ для киназных и протеазных каскадов 
(типа свёртывания крови). Важно отметить разный 
смысл параметра по горизонтальной оси: для 
киназных каскадов это стационарное значение 
активатора, в то время как для свёртывания 
крови это его начальная концентрация. Порог 
переключения, который чаще всего имеют в 
виду в работах по киназным каскадам, имеет 
характер резкого переключения между двумя 
ветвями кривой, в то время как для свёртывания 
крови речь идёт об определённой точке на 
плавной зависимость, которая выделена из-
за её физиологического значения (критическая 
концентрация фибрина, при которой происходит 
его полимеризация). 

Таким образом, при внешнем сходстве 
организации, киназные и протеазные каскады 
могут демонстрировать принципиально разные 
динамические режимы и работают в разных 
физиологических контекстах, ставящих перед 
ними разные задачи. Киназные каскады большую 
часть времени находятся в стационарных 
состояниях, переходя между ними непрерывно 
и квазистационарно при плавных изменениях 
входного сигнала (определяемого, например, 
концентрацией гормона вне клетки) или так же 
обратимо переключаясь между ними с небольшой 
задержкой при его быстрых изменениях. 
Задержка при переключении позволяет 
фильтровать кратковременные и реагировать 
только на длительные внешние стимулы [6]. В то 
же время, перед протеазными каскадами обычно 
стоят задачи регуляции необратимых процессов, 
требующих резкого и необратимого переключения, 
таких как свёртывание крови. Внеклеточная 
локализация не позволяет организовать 
такие каскады на основе фосфорилирования 
из-за высокой концентрации кальция или 

на основе гидролиза фосфонуклеотидов 
из-за их низкой концентрации. Кроме того, 
существуют свидетельства эволюционного 
родства протеазных каскадов, участвующих в 
морфогенезе, гемостазе и иммунитете [5], что 
позволяет частично объяснить, почему в этих 
системах используется один и тот же механизм 
активации ферментов.

Вместе с тем существуют определённые 
условия, когда оба типа каскадов могут проявлять 
одинаковую динамику (см.табл. 1). А именно, когда 
исчерпанием неактивных форм можно пренебречь 
(из-за их избытка или из-за акцента на начальных 
стадиях), становится неважным, какой характер 
имеет реакция, уменьшающая концентрацию 
активной формы – дефосфорилирования, 
сохраняющего суммарный пул фермента, или 
ингибирования, выводящего фермент из пула [6]. 
В этом случае функционально динамика систем 
не отличается. Однако при моделировании 
важно учитывать, какой характер имеет динамика 
стимула, как физиологический ответ системы 
связан с концентрацией и длительностью 
активации её эффектора и какие допущения для 
прекурсоров уместно сделать, поскольку все эти 
факторы могут существенно влиять на поведение 
системы.
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Аннотация
Протеин киназа С (PKC)– фермент, 

принадлежащий к семейству сериновых 
киназ.  Этот белок участвует во множестве 
сигнальных каскадов по всему организму [1], 
поэтому неудивительно, что активацию PKC 
множество научных групп пыталось описать с 
помощью математических моделей.[2-5] Однако, 
большинство исследователей не вдавались 
в подробности протекания данной реакции, 
используя общие методы, например рассматривая 
ее как простую, или пропуская некоторые 
промежуточные стадии. Этот подход допустим 
при изучении определенного круга явлений, 
однако не подходит для построения более 
универсальной модели, способной описывать 
реакцию в широком спектре физиологических 
состояний живой клетки.

Ключевые слова: Математическая модель, 
Протеин киназа С, Активация, Клеточная  
сигнализация, Кальций, Диацилглицерол.

Annotation
Protein kinase C (PKC) is an enzyme belonging 

to the family of serine kinases.  This protein 
participates in a variety of signaling cascades 
throughout the body [1], so it is not surprising that 
many scientific groups have tried to describe PKC 
activation using mathematical models.[2-5] However, 
most researchers did not go into details of the 
course of this reaction, using general methods, for 
example, considering it as simple, or skipping some 
intermediate stages. This approach is acceptable 
when studying a certain range of phenomena, but it is 
not suitable for constructing a more universal model 
capable of describing reactions in a wide range of 
physiological states of a living cell.

Key words: Mathematical model, Protein kinase C, 
Activation, Cell signaling, Calcium, Diacylglycerol.

Введение
Протеин киназа С (PKC)– фермент, 

принадлежащий к семейству сериновых 
киназ.  Этот белок участвует во множестве 
сигнальных каскадов по всему организму [1], 
поэтому неудивительно, что активацию PKC 
множество научных групп пыталось описать с 
помощью математических моделей.[2-5] Однако, 
большинство исследователей не вдавались 
в подробности протекания данной реакции, 
используя общие методы, например рассматривая 
ее как простую, или пропуская некоторые 
промежуточные стадии. Этот подход допустим 
при изучении определенного круга явлений, 
однако не подходит для построения более 
универсальной модели, способной описывать 
реакцию в широком спектре физиологических 
состояний живой клетки.

 
Краткое биохимическое описание

Для активации PKC в общем случае 
требуется присутствие трех активаторов: ионов 
кальция (Ca2+), фосфатидилсерина (PS) и 
диацилглицерола (DAG) – сигнальной молекулы, 
являющейся продуктом реакции с участием 
фосфатидилинозитол-3-фосфата (PIP3) и 
фосфолипазы С(PLC) (Рисунок 1). Аналогом 
DAG в лабораторных условиях могут являтся 
эфиры форбола – дитерпена растительного 
происхождения. Самым популярным из них 
является 12-форбол-13-миристацлеметат (PMA). 
В ходе реакции фермент поочередно связывает 
эти вещества, закрепляясь на мембране, где 
белок переходит в активную конформацию после 
связывания DAG или PMA. Дополнительно стоит 
отметить, что существуют достоверные данные о 

Для цитирования: Емельянов Н.С. СБФ 2025 I; 1 (4) сс. 30-34
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[PKCact] =
[DAG] + TPA

KP + [DAG] + [TPA]
∗

[Ca]

[Ca] +KC

кооперативном характере всех вышеописанных 
связываний [6-10].

Математические модели активации PKC
Одна из наиболее ранних моделей [2] 

рассматривает процесс активации cPKC 
как составную часть одного из важнейших 
внутриклеточных сигнальных путей – MAP-
киназного каскада. Авторы рассматривают 
реакцию как последовательное присоединение 
молекулы PMA/DAG и молекулы Ca2+ без учета 
стехиометрии реакции, кооперативного характера 
связывания с PS и мембранно-зависимого 
характера реакции. Доля концентрации фермента 
в активной конформации задается следующей 
формулой (1):

Рисунок 1. Приблизительная схема реакции активации PKC, основанная на литератутных данных. 1.	 PKC в 
состоянии покоя
2.	 PKC, связанная с кальцием, в цитозоле
3.	 PKC, связанная с кальцием и закрепленная на мембране посредством домена С2
4.	 PKC, связанная с кальцием и закрепленная на мембране посредством доменов С1 и С2.
5.	 PKC. связанная с кальцием (Домен С2 закреплен на мембране) и DAG/PMA
6.	 PKC, закрепленная на мембране посредством домена С1
7.	 PKC, связанная с кальцием и закрепленная на мембране посредством домена С1
8.	 PKC. связанная с DAG/PMA
9.	 PKC. связанная с кальцием и DAG/PMA
10.	 PKC. связанная с кальцием (Домен С2 не закреплен на мембране) и DAG/PMA

Однако, из работ [6-8] известно, что в 
связывании липидов и кальция наблюдается 
сильная кооперативность. Именно 
кооперативность обеспечивает реакции характер 
переключателя и определяет пороговые 
концентрации в реакции. При пренебрежением 
данным фактом характер реакции может 
существенно изменится. Из работы [8] также 
можно заметить, что кооперативность сильно 
влияет на активность фермента, что не отражено 
в вышенаписанной формуле. В завершение 
разбора этой модели следует сказать, что авторы 
не проводят различий между связыванием 
диацилглицерола и эфиров форбола. Однако 
PMA и его аналоги связывают PKC намного 
быстрее и активнее, нежели диацилглицерол 

[11-12]. Для этих веществ сильно различаются 
константы равновесия [11].Также стоит отметить 
независимость связывания PMA с PKC от кальция 
[12-13]. Совокупность фактов показывает, что 
невозможно считать PMA и DAG равнозначными 
молекулами, так как их появление вызывает в 
системе различный отклик и пренебрежение 
различиями между ними может привести к 
значительной погрешности предсказываемого 
результата. При рассмотрении PMA-зависимой 
активации необходимо учитывать возможность 
прямой посадки фермента на мембрану, чтобы 
воспроизвести активацию PKC в условиях 
отсутствия Ca2+ или активацию изоформ 
семейства nPKC. 

В другой работе [3] авторы рассматривают 
активацию РКС как составной элемент 
каскада циклического аденозинмонофосфата 
(cAMP), играющего центральную роль 
в сигнализации клетки. Присоединение 
активаторов рассматривается как несколько 
последовательных реакций первого порядка. 
В роли главного активатора рассматривается 
арахидоновая кислота (AA), в то время как кальций 
и диацилглицерол являются  вспомогательными 
веществами (Рисунок 2). Однако данный факт 
противоречит экспериментальным наблюдениям. 
Показано, что DAG и Ca2+ способны активировать 
фермент в отсутствие AA [14-15]. Так же в схеме 
присутствуют возможности прямого связывания 
белка с AA и самостоятельной активации белка, 
что в физиологических условиях является крайне 
маловероятным из-за низкой аффинности 
регуляторного домена PKC к данному активатору 
[16]. Стоит отметить, что вышеперечисленные 
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замечания насчет отсутствия кооперативности 
связывания активаторов и мембранно-зависимого 
характера связывания с мембранной относятся и 
к этой работе. 

Авторы модели [4] рассматривают роль 
фермента в хемотаксисе фибробластов. В 
данной модели активация PKC рассматривается 
как реакция первого порядка связывания DAG.  
Выбранный подход полностью игнорирует 
концентрацию внутриклеточного кальция, 
несмотря на его неоднократно отмеченную роль в 
активации белка. Вышеперечисленные замечания 
насчет кооперативности связывания активаторов 
и мембранно-зависимого характера связывания с 
мембранной остаются справедливыми. 

 Наиболее новой и точной на момент написания 
текста является модель [5] авторы описывают 
кальциевые  осцилляции в гепатоцитах. Создатели 
работают в пределах предстационарного 
допущения. Модель описывается системой ОДУ 
(2). Авторы рассматривают активацию cPKC как 
процесс присоединения двух молекул Ca2+ и 

одной молекулы DAG.
На данный момент эта модель активации 

PKC является наиболее полной. Она достаточно 
подробно описывает процесс активации 
PKC, точно соответствуя обсуждаемым выше 
экспериментальным фактам. Из недостатков 
данной модели стоит отметить недопустимость 
использования закона действующих масс в 
чистом виде для описания связывания белка c 
DAG. Необходимо помнить, что при протекании 
данной реакции фермент-ионый комплекс и 
DAG находятся в различных фазах системы: в 
клеточной мембране и в цитозоле. Поэтому в закон 
действующих масс необходимо внести поправку, 
учитывающую этот факт. Другой неточностью 
модели является исключение из рассмотрения 
PS, который является важным вспомогательным 
активаторов, без которого активация белка с 
помощью DAG крайне затруднительна. 

Общим недостатком всех вышеописанных 
моделей является неспецифичность в вопросе 
конкретизации изоформы. Показано, что даже 
в семействе кальций-зависимых изоформ PKC 
параметры связывания и стехиометрии реакций 
различаются [17][18].  Поэтому при построении 
более универсальных моделей фермента 
требуется уточнять рассматриваемую изоформу, 
и выбирать специфичные для нее параметры.

План возможной универсальной модели: 
Если принять во внимание все 

вышеперечисленные замечания к моделям 
активации PKC, можно попытаться предположить, 
как должна выглядеть модель пригодная для 
широкого использования (Таблица 1). 

d[DAG]

dt
= KL[PLC]−K

−L[DAG] (1)

d[PKCresting]

dt
= K

−
[PKCactive]−K+[PKCresting] (2)

d[PKCactive]

dt
= K+[PKCresting]−K

−
[PKCactive] (3)

K+i = VPKC [DAG]
K4

ce

K4
ce

+ c4e
K+e

= VPKC [DAG]
c2

K2

PKC + c2
(4)

Рисунок 2. Схема реакции в модели [3]. 
PKC-i – неактивная форма PKC
PKC-a – активная форма PKC
AA – арахидоновая кислота

Таблица 1. Анализ различий рассматриваемых математических моделей активации PKC. 
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Прежде всего важно правильно оценить 
возможные пути связывания белка с различными 
активаторами. Например, в случае DAG-
зависимой активации PKC следует пренебречь 
возможностью прямого связывания регуляторного 
момента с мембраной, ввиду низких темпов 
активации наблюдаемых в таких экспериментах. 

Необходимо также учитывать поверхностный 
характер реакции, так как он вносит 
дополнительный вклад в кооперативный характер 
реакции. Дополнительно стоит учитывать 
появление дополнительных связывания Ca2+ 
при закреплении на мембране. Это можно 
осуществить, сделав кинетические параметры 
связывания регуляторного домена с мембраной, 
зависящими от концентрации Са2+, как 
реализовано в модели [5]. Таким образом, можно 
достичь в модели схожих с экспериментами 
показателей кооперативностей и пороговых 
значений концентраций активатора, тем самым 
позволяя корректно описывать наблюдаемую в 
экспериментах активацию PKC.  

Для построения полной модели необходимо 
также учесть различия между изоформами. Этого 
можно достичь, изменяя константы связывания 
в различных реакциях. Например, для описания 
изоформ семейства nPKC можно устремить 
константы связывания Ca2+ к нулю. Различия 
между изоформами одного же семейства можно 
описать просто изменяя численные значения 
таких параметров как аффинность к кальцию, 
мембране, DAG или PMA.

 
Заключение

Таким образом, после ознакомления с 
вышеописанными моделями можно сделать 
вывод, что существующие математические 
модели не способны описать активацию 
фермента в общем случае, оставаясь 
применимыми в специфичных случаях. Во многих 
случаях их основные предположения перестанут 
выполнятся. Поэтому системно-биологические 
исследования соответствующих сигнальных 
путей требуют построения новой математической 
модели данного фермента, пригодной для 
изучения широкого круга физиологических 
процессов. 
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В современной биофизике методы 
математического моделирования находят 
применение для решения широкого диапазона 
задач. Так, подобные подходы применяются для 
исследования сложных вне- и внутриклеточных 
систем биохимических реакций, таких как 
внутриклеточные каскады кальциевой 
сигнализации [1–5], метаболические пути [6–
8], пути апоптоза клетки [9,10], внеклеточные 
реакции плазменного звена системы свертывания 
крови [11–14] или системы комплемента [15]. С 
помощью математических моделей исследуют 
клеточные системы: например, формирование, 
рост или контракцию тромба [16–22], агрегацию 
[23–25] и хемотаксис [26,27] клеток. Множество 
математических моделей различной сложности 
было предложено для исследования агрегации 
белков, формирования и механических свойств 
полимеров, кластеризации рецепторов на 
поверхности клетки [20,24,28].

Достаточно детальные и точные 
математические модели позволяют определять 
механизмы протекания биологических процессов, 
предсказывать поведение моделируемой 
системы в условиях, реализующихся in vivo, 
но при этом труднодостижимых или сложных 
для наблюдения in vitro. В последние годы 
математическое моделирование активно 
применяется в области разработки и анализа 
действия новых лекарственных препаратов 
[29,30], что потенциально может значительно 
удешевить доклинические исследования.

В специальном выпуске журнала «Системная 
биология и физиология» представлены 
оригинальные исследования и обзорные статьи, 
посвященные применению математических 

моделей для исследования сложных 
биологических систем. В обзоре Кадырова Т.И. 
проведен анализ сходств и различий протеазных 
и киназных каскадов биохимических реакций, 
сравнены основные типы ответов, реализуемых 
в таких системах, и отмечены многие интересные 
аспекты функционирования каскадов, изученные 
при помощи математического моделирования. 
Работа Емельянова Н.С. смещает фокус от более 
общих вопросов устройства каскадов реакций к 
частным: краткий литературный обзор посвящен 
функционированию протеинкиназы С, фермента, 
участвующего во внутриклеточных сигнальных 
каскадах. В работе рассмотрены основные 
существующие модели этого фермента, указаны 
их преимущества и недостатки и приведены 
соображения относительно построения 
универсальной математической модели 
протеинкиназы С.

В оригинальной работе Болдовой А.Е. 
и соавторов составлена и исследована 
математическая модель кластеризации и 
активации трансмембранных рецепторов 
тромбоцита – гликопротеинов VI. При помощи 
модели было показано, что степень и характер 
таяния цитоскелета влияют на кластеризацию 
рецепторов. В работе Ведерникова Л.С. и 
соавторов математические подходы были 
использованы для реконструкции фазового 
пространства по известным экспериментальным 
данным для осцилляций внутриклеточной 
концентрации Са2+. В результате авторами 
показано, что метод оценки старшего показателя 
Ляпунова неприменим для анализа кальциевых 
осцилляций в клетке без предварительной 
обработки данных.

Для цитирования: Коваленко Т.А. СБФ 2025 I; 1 (4) сс. 35-37
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Объединенные в специальном выпуске 
работы будут интересны для широкой аудитории 
читателей, связанных с областью системной 
биологии. Представленные результаты 
вносят вклад как в понимание общих аспектов 
функционирования сложных биофизических 
систем, так и в оценку применимости отдельных 
методик в их исследовании.
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