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Акryальность исследования

Воздействие на организм таких экстремальных факторов, как острzш кровопотеря,

гипоксиrI, ионизирующее изJIучение, токсины возбудителей особо опасных инфекций,

нарушает функционирование прtжтически всех систем организма, обеспечивающих

гомеостчLз. Выраженные нарушения возник{lют в системе гемостаза - функциональной

физиологической систем9, обеспечивающей гемостатический потенциzrл крови,

необходимый для циркуJuIции крови в сосудистом русле и остановки кровотечения при

повреждении сосудов.

Акryальность темы исследования не вызывает сомнений, поскольку нарушеЕия

гемостатического потенциала црови - это один из ведущих патогенетических факторов

возникновения трудно контролируемьж, а порой и фатальных кровотечений. В этих

условиях экстреннаjI коррекция гемостатического потенциала крови представJU{ет

достаточно большую сложность. Почему? Обычно с этой целью проводится переливание

компонентов а-rrлогенной крови в фиксированном соотношении доз, а это имеет

ограниченную клиническую эффективность, поскольку не позвоJuIет повысить

концентрацию факторов свертываниrI в пл&}ме пациента до необходимого уровня и

достичь необходимого гемостатического потенциЕша. Именно поэтому в Еастоящее время

интенсивно разрабатываются алгоритмы целенtlправленной гемостатической Терапии,

основчlнные на применении концентратов факторов свертыванчм, однiжо эффективность

этих препаратов показана не во всех исследованиях, что объясняется недостаточной

изученностью их эффектов при рtlзличных формах патологии системы гемосТаЗа. ПОэтомУ

диссертация И.А. Будника, в которой он исследует механизмы нарушениЙ в сиСТеМе

гемостаза при состояниях высокого геморрагического риска и обосновываеТ нОВЫе

подходы к коррекции гемостатического потенциzlла крови с помощью гемостатических

препаратов, явJuIется iжтуапьным исследованием, имеющим большУю ПракТичеСКУЮ

значимостъ.

В этой связи предстtlвляется актуальным и заслуживает всяческого оДобрения

попытка ИвЬяа Александровича изучить молекулярно-клеточIlые механизмы нарУшениЙ
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геМостатического потенциЕIла крови при состояниях высокого геморрагического риска и

обосновывать с патогенетических позиций новые подходы к коррекции гемостатического

потенциала крови с помощью гемостатических препаратов, что представJUIется весьма

важным не только для фундаментальной медицины, но и дJIя практики здравоохранения.

Обоснованность научных положений, выводов и рекомендаций,

сформулированньш в диссертации

,Щиссертационнzш работа И. А. Будника выполнена с использованием

разнообразньтх современньIх методов исследования системы гемостi}за, вкJIючая

ротационную, тромбоэластометрию, тест генерации тромбина, .агрегометрию, метод

оценки адгезии и агрегации тромбоцитов при высокой скорости сдвига, а также ряда

биохимических методов дJIя оценки связи интегринов сIIЬР3 с фибриногеном и

цитоскелетом тромбоцитов.

Научные положеЕия, выносимые автором на защиту, четко сформулированы и

отражают наиболее значимые зzжономерности, устilновленные при выполнении

диссертационного исследовtlния. Сформулированная диссертilнтом цель исследования

достигнута решением соответствующих ей задач, что полностью отражено в выводах

диссертации. Практические рекомендации логически следуют из полученных автором

результатов. Все это хорошо согласуется с современными Еаучными дЕlнными и

представлениями по исследуемой автором теме. Вьшrеизложенное позвоJIяет считать

сформулированные в диссертационной работе науtIные положения, выводы и

рекомендации достаточно обоснованными.

Степень достоверности результатов исследования

Высокая достоверность результатов и обоснованность выводов исследования

обеспечена использовЕtнием в работе coBpeMeHHbIx методов исследовuшия, адекватных

цели и задачаNI; использованием сертифицировzlнных реактивов и оборулования;

тщательным планированием каждого экспериментц при необходимости с участием

соответствующих специzrлистов; использованием методов статистического анализа,

соответствующих дизайну конкретного эксперимента; нецротиворечивостью полученнЬгх

результатов и их сопоставимостью с результатtlN{и других авторов; обсУждением

результатов исследовани{ на международных и Российских научных конференциях;

публикацией результатов исследования в ведущих рецензируемых научньж журнаЛаХ.

Z

Научная новизна резулътатов исследования



Грашtотное с патогенетических позиций моделирование геморрагических состояний

и не менее грztпdотное использование разJIичньгх препаратов дJuI коррекции нарушений

гемостатического потенциала крови позволило диссертаIIту получить новые научные

факты, что вырtвилось в следующем:

- во-первьlх, Иваном Александровичем установлен вклад гемодилюции,

гиперфибринолиза, гипотермии и ацидоза в нарушение гемостатического потенциала

крови и показано, что его коррекция может бьrгь достигнута путем комбинированного

применен}IrI гемостатических препаратов да"lке в субэффективных концентрациях, не

вызывtlющих эффекта при их использовании по отдельности;

- во-вmорыJ, выявлены наиболее эффективные комбинации концентратов факторов

свертывания и жlтифибринолитиков, позвоJIяющие достигать максимaльной коррекции

гемостатического потенциttпа крови в зависимости от нЕtличиll и выраженности гемо_

дилюции, уровня и мехtlнизма индукции фибринолитической активности, н{lличиrl качес-

твенных и количественньD( дефекгов тромбоцитарного звена системы гемостаза;

- в-mреmым, диссертантом создана оршинаJьнм модеJь изоrrированной

тромбоцитопении iп vitro, на основе которой разработан способ оценки адгезивной и

агрегационной функции тромбоцитов и их участия в формировании кровяного сryстка в

условиях тромбоцитопении различной тяжести;

- в-чеmверmьlх, им вьцелены три категории rrациеЕюв с тромбастенией ГланIд{ана'

отлич€lющиеся по степени коррекции генерации тромбшlа при использовtlнии концентрата

рекомбшtантного Еlктивировtlнного фактор aVI"l ех yiyo.

- в-пяmых, создана оригин€rльнtut модель тромбастении Гланцмана in vitro, на основе

которой разработан принципиально новый подход к коррекции формирования кровяного

сryстка при тромбастении Гланцмана, зЕtкJIючЕlющийся в стимуJuIции прокоагулянтной

активности тромбоцитов через рецепторы, сопряженные с G-белком, в частности через

рецепторы тромбина eAR-l и PAR-4), АДФ (P2Yr и P2Yrz) и тромбоксана А2 (ТР);

- u послеdнее, И.А. Будником установлено, что механизм угнетения функций

тромбоцитов при использовtlнии ацетипсалициловой кислоты и антuгониста рецепторов

Р2Yр, используемьD( дIя проведения двойной шrтитромбоци:гарной терапии, а также

антагониста рецепторар2yр вкJIючает нарушение формирования в тромбоцитах комп-

лекса кфибриноген-интегрин оIIЬВ3-читоскелет).

Значимость для науки и практики полученньж результатов

По.тryченные И. А. Будником результаты, безусловно, имеют большое значение дJuI

науки и практики. Его фундал,rентапьные исследованиJI позволяют констатировать, что
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коррекциrI гемостатического IIотенциztла крови при гемодилюции и гиперфибринолизе

может быть достигнута гIутем комбинировЕlнного применения гемостатиков с рzвным

механизмом деЙствия даже в субэффективньD( концентрациях. Убежден, что применение

такого подхода в клинической практике позволит повысить эффективность

гемостатической терЕшии при трЕtвматической коагулопатии без существенного увели-

чения риска тромботических осlrожнений.

Важное научно-практическое значение имеет рi}звиваемffI диссерт{lнтом концепция

о том, что эффективность той или иной комбинаJдии гемостатических средств во многом

зчlвисит от нiIпичия и степени гемодилюции, гиперфибринолиза и механизма его индукции

(вида действующего активатора плu}зминогена), напиtIия качественных и количественных

дефектов тромбоцитарного звена системы гемостаза, а это обосновывает необходимость

лифференцированного примененIбI гемостатических средств в зависимости от

конкретного сочетчlния укшанньD( патогенетических факторов.

Не менее важное научно-прtlктическое значение имеет разработанный

диссертантом метод оценки адгезивной и а|регационной функции тромбоцитов с учетом

содержания тромбоцитов в исследуемом образце крови. Благодаря своей простоте и

чувствительности, этот метод может быть применен в кJIинической практике дJuI оценки

функций тромбоцитов при тромбоцитопении рtlзличного генеза, что, безусловно,

повышает точность оценки геморрzгического риска при этих формах патологии.

Результаты его исследования проливttют свет еще на одну недостаточно

исследованную проблему - патогенетическое обоснование возможности корригировать

генерацию тромбина при тромбастении Гланцмана с помощью концентрата

рекомбинантного активированного фактора VII. Показано, что коррекция формирования

кровяного сгустка при тромбастении Гланцмана достигается tryтем стимуJu{ции ПРОкоагУ-

лянтной активности тромбоцитов через рецепторы, сопряженных с G-белКОМ, ЧТО

расширяет представления о роли этих рецепторов и интегринов сIIЬВ3 в реryляциИ ДаННОй

функции тромбоцитов и открывает новое патогенетически обоснованное ЕапрЕlвление

гемостатической терtшии.

И последнее, диссертантом поJryчены новые знания о закономерностях фОРМИРО-

вания комплекса кфибриноген-интегринсIIЬ93-цитоскелет) в динttп4ике агрегации тром-

боцитов и влиrIнии на этот цроцесс ингибиторов функций тромбоцитов. Вероятно, что

анаJIиз формирования этого комплекса в дин:lI\,Iике агрегации тромбоцитов можеТ СТаТЬ

основой для разработки нового метода оценки остаточной реактивности тромбоцитОВ ДЛЯ

персонzlлизировЕtнного подбора дозы и вида антитромбоцитарньIх препаратов.
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Результаты диссертационного исследования И. А. Будника внедрены в учебный
процесс кафедры патофизиологии и кафедры патологии чоловека Инстиryта клинической

медицины и кафедры патологии Инстиryта фармации ФгАоУ ВО кПервый МГМУ
им. И.М. Сеченова> Министерства здравоохранения Российской Федерации (Сеченов-

ский Университет), а также в учебный процесс и научную работу кафедры

патологическоЙ физиологии им. акад. А.А. Богомольца и научную работу Щентра

КОллективного пользования НИИ фундаrrлентальной и клинической уронефрологии

ФГБОУ ВО кСаратовский ГМУ им. В. И. РазумовскогоD Минздрава России.

Публикации по теме диссертации

ПО теме предстЕtвленной диссертации опубликованы 16 статей, в том числе 4 - в

жУрнЕrлах, входящих в перечень рецензируемых научньж издмиiт, утвержденный Высшей

аТТеСТационноЙ комиссиеЙ при Министерстве науки и высшего образования Российской

ФедеРации,п 12 - в журнЕtлах, входящих в международные реферативные базы данных и

системы цитирования Scopus иlиtли Web of Science.

Оценка содержания и оформления диссертации

Щиссертационнtш работа И.А. Будника написана в юIассическом стиле, изложена на

325 страницах и состоит из введениrI, обзора литературы, главы с изложением материitлов

и методов исследов{шия, четырех глtlв, содержащих результаты собственньrх

исследований, заключения, выводов, прЕжтических рекомендаций и списка литературы.

Результаты исследований проиллюстрированы качественно выполненными 55 рисункапrи

и 8 таблицами, что знатмтельно дополняет и облегчает восприятие описанных

результатов. Список литературы вкJIючает З98 источников, что свидетельствует о

тщательном изучении исследований других €lвторов в данной научной области.

Во кВведеЕии) приведено обоснование tжтуurльности и степень разработанности

темы исследовtlния, четко сформушrрованы его цель и задаtIи, методология исследованиrI,

научная новизна, теоретическuш и пракгическчш значимость полученньIх результатов,

четко изложены положениjI, выносимые на защиту.

В главе 1 представлен кОбзор литературы), который посвящен ансrлизу

механизмов нарушениrI гемостатического потенциала крови при травматической

коагулопатии, первичной иммунной тромбоцитопении, тромбастении Гланцмана и приеме

антитромбоцитарных препаратов, а также современных принципах экстренной коррекции

гемостатического потенциаJIа крови при этих формах патологии.
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Глава 2 посвящена описанию материtlпов и методов исследования. Объектом

исследования посJIужила кровь, полученная от 256 здоровых добровольцев-доноров (145

мужчин и 111 женщин в возрасте от 20 до 60 лет), 12 пациентов с первиIIной иммунной

тромбоцитопенией (4 мужчин и 8 женщин в возрасте от 2l до 52 лет), 24 пациента с

тромбастенией Гланцмана (11 мужIмн и 1З женщин в возрасте от 21 до 50 лет),

находившихся под набrподением в отделении гематологии Медицинского центра имени

Х. Шиба (Тель-ха-Шомер, Израиль). В работе четко обозначены критерии включения,

невкJIючения и искJIючения из исследов{lния.

Угrryбленному исследовtlнию автор подвергал обогащенную и бедную

тромбоцитill\ли плазму, а также плЕвму без клеточньIх микрQчастиц, оценивtlJI процессы

формирования и лизиса сryстка цитратной крови, используя ротационный

тромбоэластомер. Генерацию тромбина доктор€lнт изучЕIл в обогащенной тромбоцитапrи

плЕlзме, а адгезию и агрегацию тромбоцитов при высокой скорости сдвига с помощью

анализатора Impact-R. Кроме того, с помощью агрегометра AggRAM исследовiIл

агрегацию тромбоцитов, используя 9 разлиtIных ингибиторов и tжтиваторов тромбоцитов.

Для выявления стабильности связи между интегринtuuи оIIЬР3 и фибриногеном в

динамике Егрегации тромбоцитов в обогащенной тромбоцитами ппЕвме оценивали

скорость эптифибатид-индуцированной дезацрегации, а для оценки ассоциации

интегринов оIIЬВ3 с цитоскелетом тромбоцитов белки цитоскелетной фракчии рt}зделяли

методом электрофореза и анzrлизировtlпи с помощью вестерн-блоттинга.

Щиссертантом использоваIIо несколько экспериментilJIьньгх моделей геморраги-

ческих состояний (точнее стендовых исследованиiт) iп vitro:

- модель травматической коtгулопатии iп vitro, используя гемодиJIюцию,

гиперфибринолиз, гипотермию и ацидоз;

- модель изолированной тромбоцитопении iпvitro путем разделениJI цельноЙ крови

на эритроцитарЕую массу, gýglаlценн}ю тромбоцитЕlI\{и пл€tзму и бестромбоцитарную

плазму;

- модель тромбастении Гланцмаlяа iп yitro.

В главах 3-б представлены результаты собственньD( исследования диссертанта,

отражающие решение поставленньD( им задач. Решение задач выполнялось два этапа. На

перво74 эmапе) используя современные методы оценки функционально-метаболического

состояния сосудисто-тромбоцитарного и коаryJIяционного звеньев системы гемост€}за,

провел фундаlrлентЕlльныо исследованиlI, позволившие :

- во-первых, оценить вклад гемодиJIюции, гиперфибринолиза, гипотермиии ацидоза,

как важнейших патогенетических факторов острой кровопотери, в нарушение
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формирования кровяного сryстка;

- Bo-Bmopblx, разработать критерии оценки адгезивной и агрегационной функции

тромбоцитов и формирования кровяного сгустка в зависимости от содержания

тромбоцитов в крови;

- в-mреmьuх, изуIшlть генерацию тромбина у пациентов с тромбастенией Гланцмана

и обосновать персонализировaнный подход к ее коррекции;

- в-чеmверmьш, разработать критерии оценки адгезивной и а"грегационной функции

тромбоцитов и формирования кровяного сryстка в зависимости от содержания

тромбоцитов в крови.

На вmорол4 эmапе после выявления важнейших патогенетических факторов

гемостатических нарушений при острой кровопотере, Иван Александрович попытttлся

оценить возможность коррекции этих нарушений путем комбинировzшного применения

гемостатических препаратов с учетом уровшI их фибринолитической активности,

провести анализ эффектов различньж гемостатических препаратов на формирование

кровяного сryстка в условиях гиперфибринолиза, индуцированного тканевым или

урокиназным активатором пл{вминогена. Кроме того, диссертант исследовал возможность

коррекции гемостатического потенциала крови в модели изолированной

тромбочитопении in vitro с помощью концентратов факторов свертывания с учетом

содержания тромбоцитов в крови и уровня ее фибринолитической активности.И, наконец,

последнее - он вьuIвил влияние ингибиторов функций тромбоцитов на формирование

комплекса кфибриноген*интегрин оIIЬР3-uитоскелет). По;ryченные результаты он

использов{tл для констатации механизма развития геморрЕгических осложнениЙ при

использовании антитромбоцитарных црепаратов, что имеет искJIючительно важное

значение дJUI практического здравоохрilIения.

,Щля исследования возможности коррекции гемостатического потенциала КРОВи

диссертант использовtlл 8 различньтх гемостатических препаратов: транексаМОВУЮ

кислоту, концентрат фибриногена, концентрат фактора фон Виллебранда, концентрат

фактора XIII, концентрат рекомбинантного активированного фактора vII,

активироВанньЙ концентрат протромбинового комплекса, растворы фибриногена,

ингибитор фибринолиза.

в заключении диссертации автор дает подробньй анчLлиз и обобщение поJIученных

результатов, формулирует выявленные закономерности нарушения гемостатического

потеЕциаJIа крови и разработанные принципы его коррекции при исспедованньIх

состояниях высокого геморрагического риска.
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ВывОды и практические рекомендации логичны и обоснованы полученными

результатами. Автореферат полностью oTptDkaeT содержание диссертации.

При знакомстве с диссертацией возникло несколько вопросов, которые я

озвучивЕtю с целью научной дискуссии по диссертации Ивана Александровича Будника:

l. Как Вы считаете, за счет чего осуществляется преждевременнчш терминация

синтеза или изменение первичной структуры белковой части субъединиц интогринов

оIIЬР3, что, как известIIо, может приводить к нарушению их процессинга в комплексе

Гольджи мегtжариоцитов и быстрой протеасомной дегр4дащии?

2. Какие препараты в отдельности иJIи в комплексе окч}зались самыми

оптимЕIльными при коррекции нарушенного гемостатического потенциала крови при

геморрагических состояниях?

3. Почему при выборе дозы транексtlп,{овой кислоты необходимо учитывать не

только уровень фибринолитическоЙ активности, но и концентрацию фибриногена в

плазме крови?

4. Почему Вы clrиTaeTe, что в условиях тромбоцитопении Nlя коррекции

формирования кровяного сryстка при отсутствии гиперфибринолиза целесообразно

использование только концентрата фибриногена, а при гиперфибринолизе - концентрат

фибриногена в комбинации с tжтивировЕtнным концентратом протромбинового

комплекса?

5. Что Вы понtдлаете под субэффективными концентрациями гемостатических

препаратов и KilK Вы их определяли?

заключение

Таким образом, диссертационнzш работа Будника Ивана Александровича

кМеханизмы нарушений гsмостатического потенциЕrла крови и пути его коррекции при

геморрагических состояниях), представленнзUI на соискЕlние ученой степени доктора

медицинских наук по специальности 14.03.03 - патологическtш физиология, явJuIется

завершенной научно-квалификационной работой, в которой содержится решение

актуiLльной научной проблемы - установление механизмов нарушения гемостатического

потенциала при геморрагических состояниях и разработrса новьIх патогенетически

обоснованньIх подходов к его коррекции с помощью современньIх гемостатических

средств, что имеет большое значение для патологической физиологии КаК

фундачrентальной науки. ,,Щиссертацпя И. А. Будника соответствует требованияМ П. 9

<Положения о присуждеЕии ученьD( степеней>>, утвержденного ПостановлениеМ

Правительства Российской Федерации J\Ъ 842 от 24.09.20|З (с изменениями,

в



утвержденными Постановлением Правительства Российской Федерации J\Ъ 1168 от

01.10.2018 в редакции от 31.08.2019), а ее автор, Булник Иван Александрович,

заслуживает присуждения ученой степени доктора медицинских наук по специальности

1 4.03.03 - патологическаJl физиология.

Оф"ци€uIьный оппонент
заведующий кафедрой общей патологии
Института высшего и дополнительного
профессионЕtпьного образования
ФГБНУ к Федерttльный научно-клинический
центр реаниматологии и реабилитологии)
доктор медицинских наук
( 1 4.03.03 - патологическая физиология),
профессор, заслуженный деятель науки РФ
Щолгих Владимир Терентьевич
e-mail : proldol gih@mail.ru.
Тел. 8(916)084-26-2|

14 февр€tля 2020 г.

Подпись доктора медицинских наук,
профессора В. Т. Щолгих (Заверяю),
заместитель Руководителя НИИ общей
им. В.А. Неговского ФГБНУ кФедерЕtIIьный
клинический центр реаниматологии и
Попов Валерий Владимирович

Федеральное государственное бюджетное научное научно-

кJIинический центр реztниматологии и реабилитологии) (ФНКЦ РР), 107031, г. МОСКВа,

ул. Петровк&, д. 25, стр. 2; тел. 8 (495) 694-27 -08, niior@fnkcrr.ru, https://fnkcrr.ru
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