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В течение последних десяти лет быстро развиваются новые технологии использования мощного фокусированного ультразвука (HIFU) в неинвазивной хирургии. Суть метода состоит в том, что энергия фокусированного ультразвукового пучка, источник которого находится вне тела, поглощается биологической тканью, в результате чего в области фокуса пучка происходит ее тепловая денатурация, а продукты разрушения выводятся из организма естественным путем. Несмотря на успех этого метода, были выявлены некоторые недостатки, например, опасность перегрева тканей, окружающих фокус. Недавно были предложены новые методы механического разрушения ткани, или гистотрипсии, которые свободны от этого недостатка и обладают также некоторыми другими клиническими преимуществами [Khokhlova et al., 2015].
Одним из таких методов, который развивается в МГУ в сотрудничестве с университетом шт. Вашингтон в Сиэтле, является так называемая гистотрипсия с кипением. В этом методе используются нелинейные акустические импульсы, профиль которых содержит ударные фронты, поглощение на которых вызывает локальное кипение  ткани в течении миллисекунд (Рис. 1). При этом образуется паровая полость миллиметровых размеров. Взаимодействие ударной волны с этой полостью приводит к образованию акустического фонтана и, соответственно, раздроблению ткани на мелкие фрагменты [Khokhlova et al., 2015]. В недавней работе [Khokhlova et al., 2014] был проведен первый эксперимент по сравнению метода гистотрипсии с кипением на образцах ткани свиной печени ex vivo и живой модели. Было показано, что степень тепловой денатурации ткани, а также размер и форма повреждения в целом схожи в живом и неживом организме. Также была выявлена устойчивость соединительной ткани к разрушению: сосуды в перифокальной области оставались неповрежденными. В то же время были обнаружены некоторые различия, такие как наличие гемолизированных эритроцитов в образце in vivo, которые были связаны с циркуляцией крови в организме.
	
[image: image3.jpg]




	Рис.1. Характерный профиль УЗ волны в фокусе в методе гистотрипсии с кипением.


Целью данной работы был более детальный морфологический анализ полученных разрушений в режимах in vivo и ex vivo с одинаковыми протоколами облучения для подтверждения работоспособности метода in vivo и применимости использования ткани ex vivo как модели. Образцы для анализа были предоставлены сотрудниками университета шт. Вашингтон и соответствовали эксперименту работы [Khokhlova et al., 2014]: длительность импульсов - 10 мс, частота повторений - 1 Гц. После облучения ткань в месте воздействия иссекалась и мгновенно замораживалась в изопентановой бане, охлажденной сухим льдом. Далее ткань резалась на криомикротоме; срезы толщиной 5 мкм окрашивали гематоксилин-эозином, обезвоживали в спиртах восходящей концентрации и монтировали под покровное стекло. В результате такой окраски цвета ядер и цитоплазмы клеток сильно контрастируют, а соединительная ткань и пустоты не окрашиваются [Юрина Н.А. и др., 1995]. Исследование и фотографирование проводилось в МГУ на микроскопе Zeiss Axio Imager (Германия), захват производился с помощью камеры AxioCam MRc5.
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	Рис. 2. Микроскопические фотографии повреждений in vivo (слева) и ex vivo (справа) при облучении импульсами длительностью 10 мс с частотой повторения 1 Гц при увеличении 20x.


На фотографиях образцов (Рис. 2) можно видеть, что повреждения (полосчатые образования в левой части фотографий) имеют схожую структуру как in vivo, так и ex vivo. Пустоты, образующиеся в зоне разрушения, обусловлены кристаллизацией льда при замораживании образцов. За зоной разрушения (правая часть фотографий) в случае in vivo следует практически неизмененная ткань, а в образце ex vivo, переживающая гипоксию, наблюдается отечность, набухание клеток и расширение межклеточных пространств вследствие недостатка питательных веществ и кислорода, что не связано с облучением ткани ультразвуком. Граница между разрушенной и интактной тканью в живом организме составляет около двух-трех клеток, а в неживом – порядка одной. Встречаются фрагменты ткани в фокальной области живой модели, что практически отсутствует в случае ex vivo. Это может быть связано с ослаблением межклеточных взаимодействий ткани, находящейся в тяжелом гипоксическом состоянии. Также в режиме in vivo около области разрушения обнаружены скопления лимфоцитов, что свидетельствует о развитии воспаления. Дальнейшее увеличение снимков показало полное разрушение гепатоцитов, что и являлось целью облучения.
Таким образом, в обоих образцах отмечается дезинтеграция ткани с потерей клеточного состава, причем наличие кровообращения и отклика организма in vivo не влияло на механический характер повреждения. Граница области ультразвуковой абляции видна более четко в случае ex vivo, но в обоих режимах составляет порядка нескольких клеток. Встречались фрагменты ткани в области облучения живой модели, но содержащиеся в них ядра являются пикнотическими, то есть нефункциональными. Также обнаружено развитие воспаления в случае in vivo, что является следствием отклика организма на разрушение ткани. Таким образом, более подробный морфологический анализ зон облучения почки свиньи показал, что, несмотря на некоторые отличия, результат процедуры гистотрипсии с кипением в живом организме аналогичен полученному в режиме ex vivo. Это позволяет использование органов ex vivo в качестве моделей для апробации режимов гистотрипсии с кипением.
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ № 16-02-00653. 
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