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официального оппонента, доктора биологических наук (03.03.01 Физиология, 

03.03.04 Клеточная биология, цитология, гистология), главного научного 

сотрудника лаборатории клеточных механизмов гомеостаза крови 

федерального государственного бюджетного учреждения науки Института 

эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова Российской 

академии наук Гамбаряна Степана Петровича на диссертацию Мельниковой 

Евгении Александровны на тему «Разработка микрофлюидной модели 

тромбоцитарного гемостаза для клинического применения и изучение влияния 

геометрии активатора на процессы тромбообразования», представленную в 

диссертационный совет 99.1.098.02 на базе ФГБУН ЦТП ФХФ РАН, ФГБУ 

«НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России на соискание ученой 

степени кандидата биологических наук по специальности 1.5.2 Биофизика 

Актуальность темы диссертации 

Нарушения в системе гемостаза, ведущие к тромбозам или кровотечениям, 

являются одной из центральных проблем современной медицины, лежащей в основе 

патогенеза сердечно-сосудистых заболеваний. Механизмы тромбообразования, 

особенно на ранних стадиях взаимодействия тромбоцитов с сосу диетой стенкой, до 

сих пор нуждаются в детальном изучении. Исследование Мельниковой Е. А. 

относится к одному из наиболее перспективных направлений такого поиска, 

заключающегося в создании физиологически релевантных in vitro моделей, 

способных имитировать условия кровотока. В последние годы значительное 

внимание исследователей привлекает микрофлюидика как инструмент, 

позволяющий преодолеть ограничения стандартных коагулологических тестов, 

которые проводятся в статических условиях и не учитьmают вклад 

гидродинамических сил. Несмотря на то, что существование зависимости 
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тромбообразования от скорости сдвига подтверждено во многих 

экспериментальных исследованиях, вопросы стандартизации таких методик для 

клиники, а также фундаментальные механизмы влияния микроархитектуры 

субэндотелиального матрикса на адгезию тромбоцитов остаются неизученными до 

сих пор. Для того, чтобы ответить на вопросы о роли геометрии коллагеновых 

волокон и их состава в первичном гемостазе, требуется создание новых 

экспериментальных подходов. В этом плане диссертационное исследование 

Мельниковой Е. А., посвященное разработке стандартизированного 

микрофлюидного теста и изучению на его основе влияния ориентации фибрилл 

коллагена на динамику роста тромбов, является весьма актуальным и 

своевременным в области современной биофизики и гематологии. С одной стороны, 

данная модель может использоваться в целях диагностики нарушений 

тромбоцитарного звена у различных пациентов (например, с ИГП), а, с другой 

стороны, может открыть новые rрани функционирования тромбоцитов при 

взаимодействии с фактором фон Виллебранда и коллагеном в условиях высоких 

скоростей сдвига и повреждения сосудов. 

Степень обоснованности научных положений, выводов и рекомендаций, 

сформулированных в диссертации 

В данной работе использованы передовые технологии, в частности, 

микрофлюидика, высокоскоростная эпифлуоресцентная микроскопия, проточная 

цитометрия. Применение этих методов позволяет проводить подробные, 

воспроизводимые и клинически значимые исследования формирования тромбов. 

Исследование проведено на обширной выборке, включающей образцы крови 

как здоровых людей, так и пациентов с такими заболеваниями как иммунная 

тромбоцитопеническая пурпура и синдром Вискотта-Олдрича. К образцам 

применялись строгие преаналитические требования, соответствующие ведущим 

международным стандартам. 
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Обработка и анализ данных проведены при помощи современных требований

и оборудования. Надежность полученных результатов обеспечена достаточным

размером выборок, строгими статистическими критериями и небходимыми

контролями. 

Сделанные выводы логично следуют из результатов экспериментов,

согласуются с существующими научными данными и соответствуют поставленным

целям. Разработанные рекомендации опираются на собственные исследования

автора, а также на известные литературные источники, и отражают современные

представления о механизмах свертывания крови. 

Научная новизна и теоретическая значимость работы 

В диссертации впервые проведено комплексное исследование влияния 

ориентации коллагеновых волокон на динамику тромбообразования в условиях 

потока. Основные результаты работы являются безусловно новыми и не имеют 

прямых аналогов в литературе. Это относится в первую очередь к данным о том, 

что при высоких скоростях сдвига (2000 с- 1) продольная ориентация фибрилл

коллагена существенно усиливает тромбогенность поверхности по сравнению с 

поперечной. До настоящего времени большинство исследований не учитывало 

фактор геометрии активатора, используя различные методы нанесение коллагена. 

В результате проведенных автором исследований впервые у далось 

продемонстрировать механизм «рельсового» движения тромбоцитов вдоль 

фибрилл, обеспечивающий необходимое для их активации время. Стоит особенно 

отметить, что автором было установлено критическое значение примеси коллагена 

Ш типа в коммерческих препаратах коллагена I типа для обеспечения адгезии через 

фактор фон Виллебранда на высоких скоростях сдвига. Эти данные заставляют 

пересмотреть интерпретацию многих классических экспериментов в данной 

области. Также автором впервые предложена и валидирована в клинических 

условиях (пациенты с ИТП и синдромом Вискотга-Олдрича) методика 
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интегральной оценки тромбоцитарного гемостаза с использованием 

микрофлюидноrо теста с локализованной зоной активации.

Практическая значимость 

Результаты исследования, полученные диссертантом, безусловно,

расширяют представления о биофизических механизмах первичной адгезии

тромбоцитов, юпочевая роль в которых принадлежит взаимодействию

рецепторного аппарата клеток с гетерогенным субэндотелиальным матриксом в

условиях потока. Характеристика динамики движения отдельных тромбоцитов на

ориентированных волокнах, вьшолненная в рамках данной работы, открывает

возможности для более глубокого понимания процессов, происходящих при

повреждении артериальных сосудов. Предложенная автором микрофлюидная

модель позволяет не только более детально изучить функции тромбоцитов, но и 

служит готовым инструментом для клинической диагностики. Исследования в 

данном направлении позволяют разрабатьшать новые диагностические подходы 

для оценки рисков тромбозов и кровотечений у пациентов с rемостатическими 

нарушениями, которые демонстрируют более высокую прогностическую ценность 

по сравнению со стандартным подсчетом количества тромбоцитов. 

Структура диссертации и автореферата 

Кандидатская диссертация Мельниковой Е. А. изложена на 104 страницах 

машинописного текста, имеет классическую структуру и состоит из следующих 

разделов: Введение, Обзор литературы (глава 1 ), Материалы и методы (глава 2), 

Результаты (главы 3 и 4), Заключение (глава 5), Выводы, Практические 

рекомендации, Список сокращений и Список литературы. Работа иллюстрирована 

24 рисунками. Список литературы содержит 132 источника. 



5 

Во вводной части четко представлены цель и задачи исследования и 

приведено их обоснование. 

В главе 1 «Обзор литературы» описаны механизмы тромбоцитарного 

гемостаза, а также роль реологических факторов в них. Рассмотрена история и 

современные подходы к их изучению с помощью микрофлюидики. Особое 

внимание уделено строению сосудистой стенки в целом и коллагена в частности, 

молекулярным основам взаимодействия тромбоцитов с коллагеном и фактором 

фон Виллебранда, а также рецепторам и сигнальным путям, задействованным в 

этих процессах. 

В главе 2 «Материалы и методы» подробно описаны протоколы подготовки 

и проведения экспериментов, методы пробоподготовки и флуоресцентного 

мечения образцов и преаланитические требования. Экспериментальные методы, 

использованные в диссертации, включая высокоскоростную флуоресцентную 

микроскопию и иммунофлуоресцентный анализ, полностью соответствуют 

поставленным задачам. 

В главах 3 и 4, посвященных изложению результатов исследования, 

приводятся данные о разработке тест-системы и фундаментальном изучении роли 

геометрии активатора в формировании тромбов в описанной системе. Автором 

убедительно показано, что использование гирудина в качестве антикоагулянта и 

скорости сдвига 1000 с· 1 является оптимальным для данного клинического теста. 

Продемонстрированы преимущества использования локализованной зоны с 

активатором. Оптимизирован ряд параметров, в том числе предложено 

использование площади покрытия активатора тромбами как наиболее 

репрезентативного выходного параметра. Показана удовлетворительная 

воспроизводимость теста как внутри одного экспериментального дня, так и на 

больших временных масштабах. Получены данные о том, что площадь покрытия

активатора тромбами лучше коррелирует с клинической картиной кровоточивости 

при ИТП, чем стандартные параметры. Особенно интересными с фундаментальной 

точки зрения представляются результаты 4-й главы, где раскрьmается механизм 
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адгезии тромбоцитов на высоких скоростях сдвига. Продемонстрировано 

значительное различие в формировании тромбов на фибриллах разной ориентации 

при высоких скоростях сдвига. Показана роль времени взаимодействия с 

активатором в активации тромбоцитов и объяснена необходимость продольных 

фибрилл коллагена для адгезии тромбоцитов. Помимо этого, выявлена ведущая 

роль волокон коллагена III типа в адгезии за счет связывании фактора фон 

Виллебранда. Степень обоснованности и достоверности основных результатов 

диссертации не вызывает сомнений. 

В главе 5 «Заключение» произведено обобщение полученных данных и 

оценка результатов исследования, а также их места в современной научной картине 

тромбоцитарного гемостаза. Также изложены перспективы дальнейших 

исследований и внедрения разработанной системы в клиническую практику. 

Выводы, представленные в диссертации, отражают основные результаты 

проведенного исследования и полностью соответствуют поставленным задачам. 

Материал диссертационной работы изложен грамотным научным языком, автор 

демонстрирует хорошее владение тематикой работы. В разделе «Практические

рекомендации» автор приводит конкретные рекомендации по применению

разработанной системы в клинической практике, а также особенности, важные для

микрофлюидных исследований в целом. 

Публикации по теме диссертации 

Основные результаты работы опубликованы в печати. По теме диссертации 

вышло 2 статьи в рецензируемых журналах, в том числе статья в международном 

издании Q 1. Результаты исследований неоднократно представлены на российских 

и международных конференциях что подтверждает апробацию основных 

положений исследования. 

Отмечая высокий уровень проделанной автором работы, актуальность темы

исследования, обоснованность и научную новизну полученных результатов,
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реализацию поставленных целей и задач, хотелось бы, тем не менее, в порядке 

дискуссии, задать автору следующие вопросы: 

1) Автор в проведенных исследованиях акцентирует внимание на роли

коллагена III типа как основной "посадочной площадки" для фактора фон

Виллебранда в препаратах коллагена I типа. Проводились ли исследования

или планируется ли проверка данной гипотезы с использованием очищенных

препаратов коллагена III типа в чистом виде в качестве активатора в вашей

системе, и какие различия в динамике тромбообразования можно было бы

ожидать?

2) В работе показано, что продольная ориентация волокон способствует

активации тромбоцитов за счет увеличения времени их контакта с

поверхностью. Рассматривал ли автор влияние длины самих фибрилл на этот

процесс? Существует ли критическая длина волокна, необходимая для

успешной активации тромбоцита на скорости 2000 с· 1?

Мелкие замечания: 

1. Стр. 4. Автореферата: «Известно, что волокна коллагена в стенках сосудов, в

особенности артерий и артериол, имеют преимущественную ориентацию.»

Что означает «преимущественную ориентацию».

2. Цель исследования: «разработка и характеризация экспериментальной

микрофлюидной системы тестирования тромбоцитарного гемостаза с

артериальными реологическими параметрами и пространственно

ограниченным активатором из поперечно ориентированных фибрилл

коллагена.» На самом деле она более широкая и не понятно почему автор так

сузил цель исследования.

3. Стр. 11. «кровь, взятая на гирудин, цитрат или гепарин». Не совсем удачное

выражение.
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Заключение 

Диссертационное исследование Мельниковой Евгении Александровны на 

тему: «Разработка микрофлюидной модели тромбоцитарного гемостаза для 

клинического применения и изучение влияния геометрии активатора на процессы 

тромбообразования» является законченным научно-квалификационным трудом. 

По своей актуальности, новизне, объему полученных данных и научно­

практической значимости диссертация Мельниковой Евгении Александровны 

полностью соответствует требованиям, предъявляемым к диссертациям на 

соискание ученой степени кандидата биологических наук согласно п. 9 

«Положения о присуждении ученых степеней» ВАК РФ, утвержденного 

Постановлением Правительства РФ № 842 от 24 сентября 2013 года, а ее автор 

заслуживает присуждения ученой степени кандидата биологических наук по 

специальности 1.5.2 Биофизика. 

Официальный оппонент: 

Доктор биологических наук, 

Главный научный сотрудник лаборатории 

клеточных механизмов гомеостаза крови 
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«27» января 2026 
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на базе федерального государственного бюджетного учреждения науки Центра теоретических проблем физико-химиче­
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СВЕДЕНИЯ 
об официальном оппоненте по диссертации Мельниковой Евгении Александровны, соискателя ученой степени кандидата 
биологических наук, на тему: «Разработка микрофлюидной модели тромбоцитарного гемостаза для клинического приме-
нения и изучение влияния геометрии активато_.2_а на nроцессы тромбообразования» по специальности 1.5.2. Биофизика. 

Фамилия, Имя, Ученая степень, наиме- П01шое название и адрес Занимаемая должность в Список основных публикаций в ре-
Отчество (п01шо- нование отрасли науки, организации,являю- организации (на момент цензируемых научных изданиях (не 
стью) научных специально- щейся основным местом предоставления отзьmа) менее 5-ти работ за последние 5 лет 

стей, по которым им за- работы официального по теме оппоIШруемой диссертации) 
щищена диссертация. оппонента (на момент 
Ученое звание(при предоставления отзьmа) 
наличии). 
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