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Мета роботи полягала у комплексній оцінці ефективності девіталізуючої обробки перикарда і стулок аортального клапана свині з використанням низьких температур та іонізуючого опромінення потоком електронів для створення тканинних імплантатів.

Для досягнення цієї мети необхідно було вирішити наступні завдання:

1. Дослідити in vitro характер морфологічних змін тканин перикарда (Пр) і стулок аортального клапана (САК) свині після впливу низьких температур 
(-196°С), опромінення потоком електронів та їх комбінованої дії.
2. Вивчити антигенні властивості Пр і САК після впливу низьких температур і комбінованої дії низьких температур та опромінення потоком електронів.

3. Вивчити зміни пружно-міцносних властивостей Пр і САК після впливу низьких температур, опромінення потоком електронів та їх комбінованої дії.

4. Дослідити in vivo динаміку тканинної реакції на імплантацію Пр і САК після впливу низьких температур, опромінення потоком електронів та їх комбінованої дії.

5. Вивчити ступінь біоінтеграції і функціональну ефективність девіталізованого комбінованою дією низьких температур та опромінення потоком електронів ксеноперикарда на експериментальній моделі in vivo – пластика дефекту стінки сечового міхура (СМ).

Об’єкт дослідження – вплив низьких температур, опромінення потоком електронів та їх комбінованої дії на морфологічні, імунобіологічні та біомеханічні характеристики перикарда і стулок аортального клапана свині для створення тканинних імплантатів.

Предмет дослідження – перикард і стулки аортального клапана після впливу низьких температур, опромінення потоком електронів та іх комбінованої дії, а також після ксенотрансплантації.

Методи дослідження. У роботі використані наступні методи досліджень: світлова, електронна та флуоресцентна мікроскопії; імуногістохімічний метод; вивчення біомеханічних властивостей тканин за допомогою деформації розтягнення; ультразвукове дослідження (УЗД); заморожування тканин, а також застосовано 2 експериментальні моделі in vivo - підшкірна імплантація тканин та пластика дефекта сечового міхура; статистичний аналіз результатів.
Наукова новизна отриманих результатів. Вперше для створення тканинних імплантатів (ТІ) із тканин Пр і САК свині використано спосіб девіталізації, заснований на комбінованій передімплантаційній обробці фізичними факторами (ФФ) (низькі температури і опромінення потоком електронів) і обґрунтована доцільність його використання.

Вперше визначено характер дії комбінації низьких температур і опромінення потоком електронів на структурні, антигенні властивості та основні фізико-механічні показники деформації екстрацелюлярного матриксу (ЕЦМ) (товщина, модуль пружності, межа міцності, відносне подовження, запас деформативної здатності) тканин Пр і САК. Вперше показано, що такий підхід забезпечує пошкодження клітинних елементів біоматеріалу (БМ) і знижує експресію основного ксеноантигена – епітопа Gal (α-1,3-галактозилтрансферази).

Показано, що ЕЦМ девіталізованих комбінованою дією тканин зберігає цілісність і володіє фізико-механічними властивостями, характерними для нативних тканин як у поздовжньому, так і поперечному напрямках. Вперше доведено, що після комбінованої дії досліджуваних ФФ підсилюються пружні властивості тканин, що забезпечує структурну стабілізацію і можливість консервування тканинних імплантатів ТІ. При цьому ксеноімплантати зберігають запас міцності, каркасність, еластичність, здатність до розтягнення, стійкість до зламу та скручування.

Доведено, що комбінована обробка Пр і САК значно знижує імунну відповідь організму реципієнта на їх імплантацію, сприяє регенерації власних тканин реципієнта та уповільнює швидкість біодеградації імплантованих тканин.

Вперше показано, що тканини Пр після комбінованої дії ФФ вбудовуються і відновлюють цілісність стінки СМ, адекватно функціонують в умовах агресивного сере-довища протягом року. На місці імплантації забезпечується ріст тканин без ознак рубцю-вання або інкапсуляції, а також розвитку реакцій відторгнення та імуногенного запалення.

Практичне значення отриманих результатів. У результаті проведення комплексу робіт отримано новий вид тканинних ксеноімплантатів, які характеризуються високим ступенем девіталізації тканин, збереженістю їх біомеханічних властивостей, зниженням антигенного потенціалу.

Отримані на експериментальних моделях in vivo сприятливі характеристики девіталізованих ксенотканин (відсутність гострих імуногенних реакцій, адекватне функціонування протягом року) свідчать про доцільність проведення доклінічних і клінічних досліджень, результати яких дозволять сертифікувати ТІ для наступного використання в клінічній практиці.

Результати досліджень. Вплив низьких температур, опромінення потоком електронів та їх комбінованої дії на структуру та біомеханічні властивості тканин Пр і САК. Дослідження мікроструктури Пр і САК групи після заморожування              (–196°С)-відігріву (група F) показало, що колагеново-еластичний каркас у порівнянні з нативними тканинами має чіткий гладкий контур із правильною поздовжньо-паралельною орієнтацією фібрил, але з вираженим зниженням звивистості. Зміни полягали в ущільненні і більш компактному розташуванні волокон, структурна цілісність яких була практично не порушена. Визначалися деформовані та сегментовані ядра фібробластів (ознаки каріорексису). Формувалися осередки десквамації ендотеліальної вистілки, в ендотеліальних клітинах (ЕК) виявлялися гетерогенність і поліморфізм, що свідчило про високий ступінь пошкодження. Однак реакція на CD31 була позитивною, що було ознакою збереження антигенної структури ЕК. 
У групі опромінені в дозі 25 кГр (група R) фібрили тканин мали паралельне розташування з вузькими міжпучковими просторами. Серед волокон виявлялися поодинокі фібробласти і фіброцити. Ядра клітин були деформовані, пікнотичні, цитоплазма значно втрачала обсяг і базофілію. Клітини перебували в стані некробіозу та каріорексису. Дуже слабка експресія маркера ЕК (+) свідчила про пошкоджуючий вплив радіації, аж до загибелі клітин із втратою ними антигенних властивостей. Судинні клітини виглядали сплощеними, мали різко витягнуту форму, їх стики були стерті, цитоплазма була мізерною. Більшість ядер знаходилася в стані пікнозу.
Будова Пр групи після заморожування-відігріву і подальшого опромінювання в дозі 25 кГр. (група FR) відповідала щільній волокнистій сполучній тканині (СТ) і мала ознаки нативних зразків. Пучки колагенових волокон (КВ) Пр щільно прилягали, утворюючи досить товсті тяжі, між якими локально виявлялися простори, заповнені тонкими фрагментованими волокнами. У САК структурне диференціювання також зберігалося. Фібрили мали менш виражену звивистість, ритмічність і знижену інтенсивність забарвлення К I, III типів (++), що свідчило про зменшення антигенного білкового складу К. Розвивалися важкі ушкодження клітин, які проявлялися некробіозом і некрозом фібробластів із тотальною десквамацією ЕК, та характеризувалися практично повною відсутністю експресії маркера CD31 (табл. 1).

Таблиця 1
	Тканина
	 Групи
	К I типу
	К III типу
	Ел
	ЕК

	Пр
	N
	+++
	+++
	+++
	–

	
	F
	+++
	+++
	+++
	–

	
	R
	++
	++
	++
	–

	
	FR
	++
	++
	++
	–

	САК
	N
	+++
	+++
	+++
	+++

	
	F
	+++
	+++
	+++
	++

	
	R
	++
	++
	++
	+

	
	FR
	++
	++
	++
	+/0


Експресія маркерів елементів тканин

Примітка: 0 – відсутність реакції; + – слабка вогнищева; ++ – помірна вогнищева; +++ – виражена інтенсивність реакції.

В ультраструктурі тканин групи F найбільшу уразливість проявляла ендотеліальна вистілка САК і мезотелій Пр, які практично були відсутні. Клітинні елементи мали ознаки набряку органел, деструкції крист мітохондрій, гетерохроматизації ядер, розширення цистерн ендоплазматичного та перинуклеарного простору при цілісності цитолеми. Близь-кими до нативних були КВ і ЕВ, що проявлялося в збереженні білково-полісахаридних комплексів (БПК), які зв’язують колагенові фібрили. Серед пучків спостерігалися електронно-світлі порожнини, які, можливо, є результатом гідратації тканини.
У тканині Пр і САК групи R переважали деструктивні зміни всіх клітинних елементів:конденсація хроматину, порушення цілісності цитолеми, вакуолізація органоїдів цитоплазми; деендотелізація САК і десквамація мезотелію Пр. Опромінення призводить до часткової дисоціації БПК і просвітлених порожнин між фібрилами.

У групі FR ендотеліальна вистілка САК і мезотелій Пр повністю були відсутні. У спо-лучнотканинних клітинах обох тканин спостерігалися гетерохроматизація ядер, вакуо-лізація органоїдів цитоплазми (рис. 2, А) і локальна деструкція цитолеми. Навколо клітин пухкої СТ і між пучками КВ і [image: image7.jpg]


ЕВ спостерігалися великі електронно-прозорі порожнини, наявність яких свідчить про гідратацію тканини (рис. 2, Б). Найбільш стійкими виявилися волокнисті компоненти: зберігалася архітектоніка фібрил і БПК.
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Рис. 2. Ультраструктура Пр (група FR): А – гетерохроматизація ядра і вакуолізація цитоплазми; Б – збереження тонкої організації колагенових фібрил; Я – ядро; В – вакуолі; КВ – колагенові волокна; КФ – колагенові фібрили. 
Результати вимірювання відносної площі експресії епітопа α-1,3-Gal на поверхні САК та Пр після дії низьких температур і комбінованого впливу представлені в табл. 2.

Статистичний аналіз показав зменшення відносної площі експресії в групі F в 2 рази, в групі FR – у 3 рази порівняно з нативними тканинами. При цьому Sекс  (площа експресії) в групи FR статистично значуще менша порівняно з групою F (табл. 2). Таким чином, після комбінованої дії експресія основного ксеноантигена у тканинах різко знижується.

Таблиця 2
Відносна площа експресії епітопа α-Gal, % (M ± m)

	    Досліджувані тканини
	Групи

	
	N (нативні тканини)
	F
	FR

	Пр
	67,64 ± 3,24
	32,94 ± 1,87*
	23,52 ± 2,29*, #

	САК
	77,23 ± 2,78
	41,86 ± 2,76*
	22,00 ± 1,80*, #


Примітка: *, # – відмінності статистично значущі порівняно з групами N і F відповідно,
 р < 0,05.

Кількісне значення експресії епітопа α-Gal у досліджуваних групах корелює з морфологічними змінами в тканинах після зазначених дій. Оскільки ЕК є найбільш важливими та критичними елементами, які несуть антиген, то при їх пошкодженні різко зменшується кількість місць зв’язування реактивних антитіл і тим самим блокується взаємодія антиген-антитіло. Ми вважаємо, що випромінювання та низькі температури у СТ призводять до елімінації епітопа α-Gal за рахунок зміни його структури, що виключає зв’язування з ним ксенореактивних антитіл. Таким чином знижується антигенний потенціал тканин після комбінованої дії ФФ. 

Біомеханічні властивості тканин Пр і САК після впливу низьких температур, опромінення та комбінованої обробки. У групі F модуль пружності Пр (E) не змінився порівняно з контролем, а міцність (λ) зменшилася на 30% при поздовжній (l) і поперечній (r) деформації. Пластичні властивості в обох напрямках навантаження зменшилися: L на 40 і 73%, а δ на 27 і 34% відповідно. У групі R показник Е знизився на 57% тільки при l-деформації, а показник λ різко зменшився на 76% в обох напрямках навантаження. Показники δ і L значуще зменшилися при l-навантаженні (на 40 і 17% відповідно). У групі FR показник Е різко збільшився: під час l-деформації у 2,5 рази та r-деформації – у 2 рази. Значення λ при l-деформації залишалося на рівні контролю, а при r-деформації зменшилося на 42%. Показники L та δ в обох напрямках зменшилися в 3 і 3,5 рази та на 28 і 33% відповідно (табл. 3). 

В групі F показники Е і λ тканини САК залишалися на рівні нативних значень в обох напрямках, а L і δ значуще зменшилися відповідно на 32 і 3% в l-напрямку. В групі R значення Е і λ зберігалися, L у двох напрямках навантаження перевищував контроль в 2,2 рази, δ – у 1,1 рази. У групі FR значення Е тільки при l-деформації було більше в 2,5 рази порівняно з контролем, λ – на 28% тільки при l-деформації. Пластичні показники L і δ у l-напрямку знизилися на 47 і 5% (табл. 3).
Таблиця 3
Фізико-механічні показники Пр і САК (M ± m)

	Показники
	Напрямок деформації
	Групи

	
	
	N
	R
	F
	FR

	
	
	Перикард

	E, МПа
	l
	67,25±6,1
	29,34±5,5*
	126,24±13,24*
	172,52±21,3*

	
	r
	47,08±8,6
	16,56±2*
	110,34±18*
	88,01±3,4*

	λ, МПа
	l
	35,19±1,8
	8,46±0,51*
	24,92±1,46*
	29,85±2,9*

	
	r
	25,88±2,2
	6,48±0,59*
	17,13±0,62*
	15±0,7*

	L, %
	l
	76,27±4
	45,56±6*
	29,17±2,73*
	26,69±1,7*

	
	r
	87,16±25,75
	52,92±2,48*
	22,82±2,73*
	24,91±1,4*

	δ
	l
	1,76±0,04
	1,46±0,06*
	1,29±0,03*
	1,27±0,02*

	
	r
	1,87±0,25
	1,53±0,02*
	1,23±0,03*
	1,25±0,01*

	
	
	Стулки

	E, МПа
	l
	72,63±14,5
	26,73±4,5*
	111,96±18,54*
	180,6±16,75*

	
	r
	20,26±9,13
	5,63±2
	17,46±2,5
	23,12±8

	λ, МПа
	l
	4,82±0,6
	4,9±0,8
	4,46±0,53
	6,67±0,37*

	
	r
	1,63±0,3
	1,34±0,2
	1,52±0,2
	1,98±0,16

	L, %
	l
	12,14±1,2
	27,1±2,17*
	8,17±1,17*
	6,41±0,53*

	
	r
	14,72±3,06
	32,62±1,89*
	13,98±1,6
	15,45±2,4

	δ
	l
	1,12±0,01
	1,27±0,02*
	1,08±0,01
	1,06±0,005

	
	r
	1,15±0,03
	1,33±0,01*
	1,14±0,02
	1,15±0,02


Примітка: * – відмінності статистично значущі відносно контролю, p < 0,05.

Таким чином, жорсткість зразків після комбінованої дії ФФ перевищувала значення в зразках, підданих тільки заморожуванню-відігріву або опроміненню. Міцнісні властивості тканин у поздовжньому напрямку зберігалися в тканині Пр на рівні нативних тканин і посилювалися у САК; пластичні властивості тканин Пр і САК зберігалися.

Вивчення тканинної реакції на імплантацію тканин Пр і САК на експериментальній біологічній моделі in vivo. Запальні процеси у щурів після імплантації зразків групи F були менш вираженими і згасали швидше, виявлялися тільки в помірній лейкоцитарній інфільтрації на 7-14 добу спостереження. Тканинні імплантати мали вигляд досить компактної структури і зберігали цілісність в оточенні тонкої капсули з ПСТ. Лізис ТІ відбувався повільно з одночасним проростанням аутогенними клітинами і судинами. Через 6 місяців розділявся на  фрагменти різного розміру.
Зразки групи R у цілому були подібні до зразків групи F, за винятком більш спокійної реакції з боку тканин реципієнта та більш швидкої резорбції ТІ. Через місяць запальна реакція оточуючих тканин зменшувалася або зникала, рідко визначалося скупчення пігментованих макрофагів, лімфоцитів. Виявлялося порушення компактності та цілісності ТІ, який представлено великими фрагментами і разволокненням пучків. На більш тривалих термінах сполучнотканинна капсула навколо фрагментів ТІ не визначалася, однак продовжувалися його розволокнення і фрагментація. Клітинні елементи макрофагального ряду здійснювали поступовий лізис ТІ.
Вираженість запальної реакції у відповідь на ТІ групи FR зменшувалася в тканинах ложа реципієнта, навіть на ранніх етапах (7-ма доба). З 14-ої доби менш виражена запальна фаза приводила до швидкого формування і дозрівання сполучнотканинної капсули. Виявлялися перші ознаки формування волокнистої капсули. Через місяць вона була добре виражена та зберігалася в такому ж вигляді через 3 і 6 місяців. Таким чином, порівняно слабка і згасаюча запальна реакція в оточуючій тканині, швидка зміна поліморфноядерної клітинної популяції на лімфомакрофагальну (до 14-ої доби), активний ангіогенез і швидке формування зрілої сполучнотканинної капсули призводили до того, що ТІ швидко проростав тканинами реципієнта з наявністю вузької обмежувальної капсули. До 6-ти місяців основна маса ТІ залишалася компактною і зберігала характерну будову з численними фібробластами і функціонуючими мікросудинами. Через рік ТІ зберігав свою структурну цілісність і був оточений СТ без ознак запалення (рис. 4). В ТІ спостерігали компактність пучків із гофрованою структурою, незначну крайову макрофагальну активність (рис. 4).

Вивчення морфологічної характеристики і функціональної ефективності модифікованого ксеноперикарда при пластиці дефекту стінки СМ. Після пластики дефекта стінки СМ усі тварини проявляли фізіологічну активність. 
Рис. 4. Стан тканини Пр групи FR і структура оточуючих тканин через рік після імплантації. Безперервний тяж імплантату (стрілка); забарвлювання гематоксиліном та еозином, ×40

Випадків відторгнення матеріалу і ускладнень у післяопераційному періоді не виявлено. На всіх термінах спостереження ксеноперикард зберігав структурну цілісність і служив каркасом для формування повноцінної стінки СМ. Невеликі периферичні ділянки піддаються лізису. До 3-х місяців у ТІ відбувалися перебудова колагенової структури і епітелізація слизової оболонки. Складчастість вже сформована, в глибоких шарах відзначено проростання вузьких шарів гладком’язових клітин із боку нативної тканини СМ. Через 6 місяців локалізація протеза з зовнішньої поверхні СМ важко визначалася (рис. 5, А). Слизова поверхня протеза не відрізнялася від нативної тканини СМ і плавно переходила в його стінку. Ультразвукове дослідження показало нормальну наповнюваність та повну скоротність СМ під час сечовипускання, потовщення стінки в ділянці трансплантації та каменеутворення не спостерігалося (рис. 5, Б). Мікроскопічно внутрішня поверхня протеза представлена нормальною слизовою оболонкою, яка була вистелена повністю сформованим епітелієм з фенотиповими ознаками перехідного епітелію. Епітелій вбудовується в структуру стінки СМ, відновлюючи її цілісність - відбувається повна епітелізація дефекту без ознак рубцевої деформації. Через 7 місяців у нижніх шарах формується майже безперервний м’язовий пласт. 
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Рис. 5. Сечовий міхур кролика через 6 місяців після трансплантації девіталізованого Пр: А – макроскопічна фотографія (стрілка – важко визначається локалізація протеза); Б – УЗД (сформована ділянка стінки СМ); В – нормальний перехідний епітелій, численні вертикальні мікросудини, поодинокі міоцити мігрують з боку нативної тканини СМ; забарвлювання гематоксиліном і еозином, ×250; Г – вузькі пласти міоцитів наростають на Пр (стрілки); забарвлювання за Ван-Гізоном, ×400
ВИСНОВКИ


В даній роботі наведене теоретичне і експериментальне узагальнення результатів досліджень, спрямованих на створення та довгострокове зберігання тканинних імплантатів для подальшого застосування в реконструктивно-відновлювальній хірургії. Експериментально обґрунтована доцільність і ефективність застосування способу комбінованої девіталізуючої обробки тканин перикарда і стулок аортального клапана серця свиней з використанням ФФ (заморожування до -196°С-відігрів і опромінення потоком електронів) для створення тканинних ксеноімплантатів. Ефективність застосованого способу комбінованої обробки (тканинних) ксеноімплантатів підтверджена високим ступенем девіталізації тканин, збереженістю їх біомеханічних властивостей, зниженням антигенного потенціалу, відсутністю ознак відторгнення і виникнення запальних процесів після імплантації ксенотканин. 

1. Заморожування-відігрів тканин перикарда і стулок клапана призводило до пошкодження клітинних елементів (ендотеліоцити, фібробласти, фіброцити), формування осередків десквамації ендотеліальної вистілки, утворення порожнеч в стромі тканин. Зміни сполучнотканинної структури полягали в ущільненні та більш компактному розташуванні колагенових і еластинових волокон, структурна цілісність яких практично не була порушена по відношенню до інтактних.

2. Опромінення тканин потоком електронів в дозі 25кГр викликало розвиток важких ушкоджень переважно клітинних елементів: формування некрозу, некробіозу, деендотелізацію створок клапана і десквамацію мезотелію з поверхні перикарда, втрату антигенних властивостей цих тканин, проте не чинить суттєвого впливу (вираженої шкідливої дії) на структуру екстрацелюлярного матриксу.

3. Комбінована дія ФФ (заморожування-відігрів і опромінення потоком електронів) забезпечувала високий ступінь девіталізації Пр, САК, викликала деструктивні зміни клітинних елементів, призводила до деградації та втрати поверхневої вистілки (ендотелій, мезотелій), зниженню експресії маркерів колагенів I і III типів, еластину, та практично повної відсутності експресії маркера CD31. Зміни сполучнотканинних структур полягали в ущільненні та більш компактному розташуванні колагенових і еластинових волокон, структурна цілісність яких практично не була порушена, ультраструктура зберігала архітектоніку фібрил і БПК, що забезпечує каркасність, міцність, пружність і еластичність.
4. Експресія основного ксеноантигена епітопа a-Gal у Пр та САК значно знижувалася під дією фізичних факторів: в 2 рази після заморожування-відігріву і в 3 рази – після комбінованої дії, що підтверджує значне зниження антигенного потенціалу ксенотканин. 

5. Фізико-механічні властивості тканин Пр і САК, девіталізованих комбінованою дією фізичних факторів, демонстрували підвищення модуля пружності Пр і САК в 2-2,5 рази у поздовжньому і поперечному напрямках, збереженість межі міцності для Пр та її збільшення для стулок на 28% наряду зі зменшенням показника відносного подовження Пр у 3-3,5 рази (в обох напрямках), стулок – на 47% і незначним зменшенням запасу деформативної здатності – на 28-33% для Пр і на 5% для стулок. Девіталізовані тканини характеризуються посиленням пружності, збереженням міцності, здатності до деформування (розтягнення) у всіх напрямках, стійкості до зламу і скручування.


6. Встановлено значне зниження імунної відповіді на девіталізовані комбінованою дією ФФ імплантати, про що свідчать слабка запальна реакція тканин реципієнта, швидке і інтенсивне формування зрілої сполучнотканинної капсули і активний ангіогенез, який викликав швидке проростання і інтеграцію в тканини реципієнта. Через рік межа між імплантатом і СТ зникала, ознак капсули не спостерігалося – імплантат повністю проростав власною тканиною тварин, що свідчить про його ремоделювання.

7. Проведена пластика дефекта СМ тканиною девіталізованого комбінованою дією ФФ ксеноперикарда показала на протязі 1 року спостережень відсутність ознак відторгнення імплантату, витримування фізіологічних навантажень в умовах агресивного середовища, виконання функції каркаса у резекційованій ділянці та забеспечення надійного відновлення анатомічної цілісності і функціональних параметрів сечового міхура.

За результатами досліджень та розробок Манченко А.О. опубліковано 22 наукових праць. Серед яких 5 статей у фахових та закордонних виданнях, з них 4 статті у журналах, що індексуються базою даних Scopus, 17 тез доповідей на міжнародних науково-практичних конференціях. Загальна кількість реферованих наукових робіт, що містяться в базі даних Scopus – 6, загальна кількість посилань на публікації (згідно бази даних Scopus) – 6, h-індекс – 2, згідно бази даних Google Scholar загальна кількість посилань складає – 12, h-індекс – 2. За даною тематикою захищено дисертаційну роботу на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.01.35 «Кріомедицина».
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