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Актуальность темы диссертации 

Диссертационная работа Бутова Кирилла Романовича посвящена исследованиям по 

двум теоретически и практически актуальным направлениям: (1) регуляция 

дифференцировки мегакариоцитов с участием тромбоцитарных микровезикул и (2)

получение и апробация нового маркера для детекции фосфатидилсерина (ФС). К 

настоящему времени механизмы дифференцировки мегакариоцитов, стимулируемой их

главным фактором роста, тромбопоэтином (ТПО), изучены подробнейшим образом, однако

альтернативные возможности регуляции этого процесса, и, в частности, тромбоцитарными

микровезикулами, остаются практически неисследованными. Также к настоящему времени

хорошо известно, что именно ФС, экспонированный на поверхности активированных

тромбоцитов и тромбоцитарных микровезикул, опосредует их коагуляционную активность,

являясь субстратом для сборки коагуляционных комплексов. Чаще всего для детекции ФС

используют аннексии V. Однако его применение имеет ряд недостатков - невозможность

проводить исследования в отсутствие кальция (например, в цитратной крови), а также

относительно невысокая чувствительность. В связи с этим получение и внедрение новых 

маркеров ФС является актуальной методической задачей и для экспериментаторов, и для 

клиницистов. 

Научная и практическая значимость полученных результатов 

В работе основные результаты были получены по двум основным направлениям 

исследования: регуляция мегакариоцитопоэза и детекция ФС. 

В рамках исследований по первому направлению было показано, что 

дифференцировка мегакариоцитов может быть стимулирована тромбоцитарными 

микровезикулами по ТПО-независимому пути. Эти исследования были выполнены в 
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полученной с помощью разработанного автором метода культивирования мегакариоцитов 

из биоптатов костного мозга человека. Также в рамках этого направления на модели мышей 

нокаутированных по рецептору ТПО ( cMpl-/-) бьшо установлено, что тромбоциты «дикого» 

типа и их микровезикулы (содержащие cMpl) способны накапливаться в костном мозге. 

Также бьшо обнаружено, что тромбоцитарные и мегакариоцитарные микровезикулы 

отличаются по некоторым маркерам. В частности, большинство мегакариоцитарных 

микровезикул характеризуются низкой экспрессией ФС ( ФС-) и значительная часть низкой 

экспрессией Р-селектина (более 50% CD62P-). По данным автора в крови присутствуют 

преимущественно микровезикулы с мегакариоцитарным фенотипом, а вот в тканях 

костного мозга накапливаются микровезикулы тромбоцитарного происхождения. Однако 

причина такого обмена микровезикулами между костным мозгом и кровью остается 

неясной. 

В рамках исследований по второму направлению автором бьши получены 

рекомбинантные конструкты LactC2 фрагмента белка лактадгерина, маркера ФС, который в 

отличие от аннексина V способен связываться с ФС и в отсутствие кальция. Бьшо созданы 

и очищены конструкты LactC2 соединенные с флуоресцентными метками - белками 

mNeonGreen и TagBFP2, обладающими разными флуоресцентными спектрами. Оба 

флуоресцентных маркера высокочувствительно выявляли ФС на поверхности тромбоцитов 

и их микрочастиц, однако при использовании mNeonGreen варианта пики отрицательного и 

положительного контроля были разделены более значимо. Также важно, что LactC2 

фрагмент, в отличие от полноразмерного лактадгерина, лишь в очень высоких 

концентрациях ингибировал коагуляционную активность ФС, что делает возможным его 

использование в экспериментах с одновременной детекцией ФС и оценкой его активности. 

Результаты, полученные автором в области регуляции мегакариоцитопоэза 

микровезикулами тромбоцитов и разработки методов детекции ФС с помощью LactC2 

фрагмента лактадгерина безусловно являются более, чем достаточными для 

диссертационной работы на соискание степени кандидата биологических наук по 

специальности 1.5.2. Биофизика. 

Обоснованность и достоверность полученных результатов и выводов

Обоснованность и достоверность полученных результатов определяется, в первую

очередь, адекватностью методических подходов, предложенных для решения поставленных

задач: использование культуры мегакариоцитов человека, мьппиных нокаут-моделей,

выделение и подробнейшая характеристика микровезикул мегакариоцитов и тромбоцитов с

помощью проточной цитометрии, набор микроскопических методов ( световая,

флуоресцентная и конфокальная микроскопии) для изучения дифференцировки
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мегакариоцитов, методы экспрессии и выделения рекомбинантного фрагмента 

лактадгерина (LactC2), методы апробации LactC2 с использованием проточной цитометрии 

и теста генерации тромбина. Автором проведена корректная статистическая обработка 

полученных данных, а количество экспериментов во всех случаях было достаточно для 

получения статистически достоверных результатов. 

Научная новизна полученных результатов 

В работе было впервые установлено, что тромбоцитарные микровезикулы 

отличаются по набору маркеров от мегакариоцитарных и что они способны стимулировать 

дифференцировку мегакариоцитов по ТПО-независимому пути. Также впервые бьm 

разработан метод получения рекомбинантного LactC2 фрагмента лактадгерина и показано 

возможность его эффективного использования для детекции ФС на поверхности 

тромбоцитов и их микрочастиц. 

Общая характеристика, структура и объем диссертации 

Диссертация· изложена на 142 страницах машинописного текста и вюпочает 

следующие разделы: оглавление, введение, обзор литературы (глава 1 ), материалы и методы 

(глава 2), результаты и обсуждение (глава 3), заюпочение (глава 4), вьmоды, практические 

рекомендации, список обозначений и сокращений, список литературы, и благодарности. 

Обзор литературы свидетельствует о хорошем знании автором механизмов 

дифференцировки мегакариоцитов, образования мембранных микровезикул и экзосом, а 

также методов и маркеров, применяемых для детекции ФС. Список цитируемой литературы 

содержит очень большое для кандидатских диссертаций количество источников - 287 

ссылок, что скорее всего обусловлено, как высокой научной эрудированностью автора, так 

и мультидисциплинарным характером выполненной работы. Материалы и методы 

изложены достаточно подробно, так что большинство методик может бьпь воспроизведено 

по представленному описанию. Результаты структурированы по отдельным направлениям, 

представлены логично и хорошо иллюстрированы - собственно раздел «Результаты» 

содержит 30 рисунков, вюпочая качественные микроскопические изображения и цветные 

гистограммы проточной цитофлуориметрии. После изложения результатов по каждому 

направлению, автор, обсуждает их, сравнивая с ранее опубликованными работами и 

приводя финальные обобщения. «Заюпочение» подводит общие итоги диссертационного 

исследования и представляет возможности его развития на ближайшую перспективу. 

Вьmоды и практические рекомендации в целом соответствуют полученным результатам. 

Диссертация написана хорошим языком и содержит допустимое количество 

стилистических неточностей и опечаток. 

Публикации 
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По материалам диссертации опубликовано 5 статьи в журналах из списка ВАК,
вкточая 4 статьи в ведущих международных журналах, и 5 тезисов докладов на
международных и отечественных конференциях.

Замечания и вопросы 

Общие замечания и вопросы 

1. В чем по мнению автора состоит физиологический и/или патофизиологический смысл

механизма стимуляции мегакариоцитопоэза с помощью тромбоцитарных микровезикул? В 

каких ситуациях этот пуrь может быть значимым? Обладают ли такой же функцией 

мегакариоцитарные микровезикулы (вариант ауrокринного механизма)? 

2. Почему по мнению автора существуют фенотипические различия мегакариоцитарных и

тромбоцитарных микровезикул? Почему в крови присуrствуют, в основном, микровезикулы 

мегакариоцитарного фенотипа, а тромбоцитарные микровезикулы накапливаются в тканях 

костного мозга? 

Конкретные замечания по оформлению работы.

1. В «Материалах и методов» не представлено описание метода очистки тромбоцитарных и

мегакариоцитарных микровезикул (условия центрифугирования, буферы, условия

хранения). Также было бы целесообразно привести оригинальные гистограммы проточной

цитофлуориметрии, получаемые при анализе микровезикул с соответствующими

контролями.

2. Ни в «Материалах и методах», ни в «Результатах и обсуждениях» автор не приводит

описания метода обогащения мегакариоцитов в градиенте БСА, хотя указывает, что этот 

метод является оригинальным, т.е. разработанным именно в данной диссертации. 

3. В «Материалах и методах» принято выделять отдельно раздел, посвященный

статистической обработки данных 

4. В тексте автореферата и диссертации присуrствуют досадные опечатки. В подписи к

рисунку 12 автореферата указано после «добавления тромбоцитов», хотя в тексте речь идет 

о добавлении тромбоцитарных везикул к культурам костного мозга, а в подписи к рисунку 

16А указано «с тромбоцитарными внеклеточными везикулами», хотя на соответствующем 

рисунке представлены гистограммы окраски тромбоцитов. В «Практических 

рекомендациях» в п. 3 говориться об лактадгерине, хотя, очевидно, что речь идет о 

полученных в работе конструктах LactC2 фрагмента. 

Следует отметить, что вопросы и замечания носят дискуссионный и 

рекомендательный или формальный характер и не снижают научную ценность и 

достоверность полученных результатов. 

Заключение 
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Диссертация Бутова Кирилла Романовича на тему «Исследование тромбоцитарных
везикул как регуляторов тромбопоэтин-независимого мегакариопоэза» является
законченной, самостоятельной научно-квалификационной работой, содержащей решение
двух научных задач: (1) изучение дифференцировки мегакариоцитов с участием
микровезикул тромбоцитов и (2) получение и характеристика нового
высокочувствительного маркера для детекции ФС (LactC2 фрагмента лактадгерина), По
своей актуальности, новизне, практической и теоретической значимости, методическому
уровюо и объему вьmолненных исследований работа соответствует требованиям п. 9
«Положения о порядке присуждения ученых степеней», утвержденного постановлением
правительства Российской Федерации от 24.09.2013 № 842 (со всеми действующими
изменениями и дополнениями), предъявляемым к диссертациям на соискание степени
кандидэ:rа наук, а ее автор, Бутов Кирилла Романович, заслуживает присуждения искомой
степени кандидата биологических наук по специальности 1.5.2. Биофизика.
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профессор (! �

Адрес: 121552 Москва, ул. Академика Чазова, д. 15а

Мазуров Алексей Владимирович

Контактные телефоны: +7 (916) 6270543 (моб); +7 (495) 4146735 (раб)

Электронный адрес: avmazurov@list.ru
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