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на диссертацию Мельниковой Евгении Александровны на тему «Разработка 

ми1срофлюидной модели тромбоцитарного гемостаза для клинического 

11рименения и изучение влияния геометрии юстиватора на процессы 
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Актуальность темы диссертации 

Диссертационная работа Мельниковой Евгении Александровны посвящена 

разработке и стандартизации интегрального метода оценки тромбоцитарноrо 

гемостаза в условиях потока, а также исследованию фундаментальных механизмон 

взаимодействия тромбоцитов с коллагеновым матриксом. 

Актуальность и практическая значимость диссертационной работы не 

вызывает сомнения. Нарушения в системе гемостаза являются причиной 

множества жизнеугрожающих состояний, от кровотечений до тромбозов. Несмотря 

на обилие клинических тестов, большинство из них оценивают отдеJrы1ые 

компоненты системы в статических условиях, игнорируя факторы гидродинамики. 

В этой связи создание инструмента, позволяющего интегрально оценивать работу 

тромбоцитарного звена в условиях, приблюкенных к физиологическим, крайне 

важно для диагностики и мо11иторинrа пациентов с тромбоцитопатиями и 

тромбоцитоnениями. Кроме этого, понимание того, как микроструктура и 

геометрия субэндотелиального матрикса влияют на старт тромбообразования,· 

открывает новые горизонты в исследовании гемостаза. 
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Степень обоснованности научных положений, выводов и ре1,омендаций, 

сформулированных в диссертации 

Надежность и точность полученных данных в первую очередь зависят от 

правильного выбора методов, применяемых для оценки тромбообразования. В 

диссертаuионном исследовании Мельниковой Е.А. использовалась флуоресцентная 

микроскопия и проточные камеры, причем особое внимание было уделено отладке 

протокола и подбору оптимальных параметров для обеспечения максимальной 

надежности и чувствительности системы. Это позволило с высокой точностью 

изучать процессы формирования тромбов, придерживаясь наиболее 

физиологически значимых условий. Кроме того, были проведены повторы и 

контроли, необходимые для обеспечения надежности результатов. Надежность 

клинической части исследования обеспечивалась за счет предварительной оценки 

воспроизводимости теста, а также подбора достаточного числа пациентов и 

здоровых доноров и сравнения полученных результатов как с клинической 

оценкой, так и с результатами стандартных методов. 

При анализе данных применялись корректные статистические подходы и 

критерии. Выводы диссертационной работы базируются на полученном 

экспериментальном материале и не противоречат современным представлениям о 

гемостазе. Практические рекомендации, сформулированные автором, следуют из 

полученных данных и представляют ценность для дальнейшего совершенствования 

способов оценки процесса тромбообразования. 

Научная новизна и теоретичсс1сая значимость работы 

Для решения зада Lr диагностики автором разработана и оптимизирована 

микрофлюидная система, позволяющая с высокой чувствительностью оценивать 

риск кровотечений у пациентов с иммунной тромбоцитопенией, превосходя по 

прогностической ценности стандарт1-1ый подсчет колиLJества L"ромбоцитов. 

Наличие такой системы открывает перспективы для изучения особенностей 

тромбообразования при различных патологиях системы гемостаза. 
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Влияние лараметров потока на процесс образования тромбов изучается 

давно, однако роль микрогеометрии активатора, в частности ориентации волокон 

коллагена, до настоящего времени оставалась малоизученной. Автору впервые 

удалось продемонстрировать существенное влияние ориентации фибрилл 

коллагена на динамику роста тромбов при высоких скоростях сдвига. Используя 

высокоскоростную видеомикроскопию, автором впервые показано, что 

продольная ориентация волокон способствует увеличению времени контакта 

тромбоцитов с активатором, что критически важно для их активации и 

стабильной адгезии. В диссертационной работе также продемонстрировано, что в 

стандартных коммерческих препаратах коллагена I типа ключевую роль в 

связывании фактора фон Виллебранда и обеспечении адгезии при высокой 

скорости сдвига играет примесь коллагена III типа. 

Практическая значимость 

Разработанная автором методика оценки тромбоцитарного гемостаза с 

использованием малых объемов крови и стандартизированных параметров 

(гирудин, скорость сдвига I ООО с-1) оказалась эффективным способом выявления

нарушений гемостаза у пациентов с тромбоцитопениями. Данный подход был 

протестирован на базе НМ:ИЦ ДГОИ им. Д. Рогачева и в дальнейшем может быть 

использован для персонализированной оценки рисков кровотечений и подбора 

терапии. 

Обнаруженные автором закономерности влияния ориентации и типа 

коллагеновых волокон на тромбогенность поверхности имеют важное значение 

для создания корректных in vitro моделей сосудистого русла. Выявленная роль в 

адгезии тромбоцитов примесей коллагена III типа, содержащегося в 

коммерческих препаратах коллагена I типа, диктует необходимость пересмотра 

интерпретации многих ранее полученных данных и стандартизации реагентов для 

микрофлюидных исследований. 
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Структура диссертации и автореферата 

Представленная диссертация построена по традиционной схеме. Она 

состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов, двух 

глав с изложением резу ль татов собственного экспериментального исследования 

( оптимизация теста и изучение влияния геометрии активатора на 

тромбообразование), заключения, выводов, практических рекомендаций и списка 

цитируемой литературы, включающего 132 ссылки. Работа иллюстрирована 

рисунками и графиками. 

Вводная часть дает краткую характеристику изучаемой в диссертационной 

работе проблемы, ее места в контексте современных исследований биофизики 

гемостаза. Аргументировано ставятся цели и задачи исследования. 

В обзоре литературы представлена общая характеристика механизмов 

гемостаза, подробно рассматриваются молекулярные основы адгезии и активаuии 

тромбоцитов, роль коллагена и фактора фон Виллебранда. Особое внимание 

у делено применению микрофлюидных технологий для решения 

фундаментаJ1ьных и прикладных задач. Обзор литературы хорошо написан, 

основан на анализе современной научной литературы. Специальное внимание 

уделяется структуре субэндотелиального матрикса. Литературный обзор 

однозначно свидетельствует о высокой квалификации диссертанта. 

Раздел «Материалы и методы» содержит детальное описание конструкции

микрофлюидных камер, протоколов иммобилизации коллагена, подготовки

образцов крови и алгоритмов обработки изображений. Из данного раздела

следует, что работа выполнена на высоком методическом уровне. 

В третьей главе представлены резу ль таты разработки клинического теста.

Евгении Александровне у далось определить оптимальные условия

(антикоагулянт гирудин, скорость сдвига 1 ООО с- 1 и др.) для получения

воспроизводимых результатов. Большой интерес представляют данные о высокой 

корреляции результатов теста с клинической картиной кровоточивости при 

тромбоцитопении, в то время как стандартные методы такой корреляции не 

демонстрировали. 
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Четвертая глава посвящена фундаментальному исследованию влияния 

ориентации коллагена на формирование тромбоцитарных тромбов. С помощью

оригинального методического подхода автору удалось показать, что при высоких

скоростях сдвига (2000 с-1) проJtольные волокна значительно более тромбогенны,

чем поперечные. Детальный анализ траекторий движения отдельных тромбоцитов

позволил выявить механизм этого явления, связанный с увеличением времени

взаимодействия клетки с фактором фон Виллебранда на продольных фибриллах.

Полученные результаты и их интерпретация изложены корректно. В разделе 

«Заключение» автор обобщил результаты и сформулировал выводы. Выводы 

научно обоснованы и логично вытекают из экспериментальных данных. 

Публикации по теме диссертации 

По материалам диссертации опубликованы 2 статьи в международных и 

российских журналах из списка ВАК, а также тезисы докладов на международных 

и отечественных конференциях. 

Замечания и вопросы 

- В списке литературы подавляющее большинство источников ( 129 из 132)

зарубежные. Хотелось бы видеть более полный охват работ отечественных 

научных групп, работающих в области биофизики крови и гемостаза. 

- В работе показано, что использование разработанного микрофлюидного

теста позволяет более точно прогнозировать риск кровотечений, чем другие 

способы (например, подсчет количества тромбоцитов). Однако, какова 

вариабельность измерений параметров, характеризующих состояние 

тромбоцитарного звена гемостаза крови пациента в разные дни, если клиническая 

картина не меняется? 

- Автор утверждает, что примесь коллагена III типа играет ключевую роль в

адгезии. Проводилась ли проверка специфичности использованных антител к 

коллагену III типа? 
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- Можно ли применять созданную микрофлюидную модель гемостаза для

тестирования лекарственных препаратов, разрабатываемых для коррекции

нарушений, связанных с патологическим тромбообразованием и кровотечениями?

- В тексте встречается ряд стилистических погрешностей и опечаток

(например, использование терминов «запуски» вместо «повторы эксперимента»,

«панчер» вместо «пробойник»). 

- Не везде на графиках (например, рис. 9 г) очевиден физический смысл

нормализации данных, требуется более подробное пояснение в подписи. 

Заключение 

Считаю, что диссертация Мельниковой Евгении Александровны 

«Разработка микрофлюидной модели тромбоцитарного гемостаза для 

клинического применения и изучение влияния геометрии активатора на процессы 

тромбообразования» является законченным научно-квалификационным трудом и 

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 
N� 842 от 24 сентября 2013 года. Сам диссертант заслуживает присуждения ей 

ученой степени кандидата биологи L1еских наук по специальности 1 .5.2 Биофизика. 
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