Гистологический анализ изменений во времени фибриновой сети в модели гематомы человека in vitro
Богославская А.В.1, Пономарчук Е.М.2, Квашенникова А.В.2, Буравков С.В.3, Хохлова В.А.4
1студент, 2аспирант, 3доктор мед. наук, 4доктор физ.-мат. наук
Московский государственный университет имени М.В.Ломоносова, 
физический факультет, Москва, Россия
E–mail: 79155506829@yandex.ru
Внесосудистые гематомы человека являются серьезной клинической проблемой и могут возникать в результате травм, коагулопатии, хирургического вмешательства и гемодиализа. Объемные кровоизлияния могут вызывать гипертензию в окружающих тканях, острую кровопотерю и, следовательно, геморрагический шок. К не менее опасным осложнениям относятся сепсис, симптоматическая анемия, обескровливание. Стандартные методы лечения объемных гематом недостаточно эффективны: поддерживающая терапия неприменима для крупных глубоких гематом, ангиоэмболизация не подходит для широких сосудов, а хирургическое удаление часто приводит к инфекциям и рецидивам [1].

Недавно был предложен новый способ лечения гематом с использованием метода гистотрипсии – минимально инвазивный метода ультразвуковой (УЗ) хирургии для чрескожной абляции биологических тканей [2 – 4]. Метод заключается в механическом разрушении тканей с помощью ударно-волновых импульсов, образующихся в небольшой фокальной области УЗ пучка при нелинейном распространении ультразвука высокой интенсивности к фокусу [5–6]. Метод не вызывает повреждения окружающих тканей, поскольку разрушение происходит только в фокальной области, где в результате остаётся разжиженная биоткань, которая может быть выведена иммунной системой организма или, в случае лечения гематом, дренирована через катетер. 

Известно, что эффективность абляции биоткани методом гистотрипсии зависит от её упругих свойств [3,6]. Однако для крупных гематом человека in vitro было показано, что после окончания процесса коагуляции их модуль сдвига и ультраструктура фибриновых нитей не меняются в течение 8 суток. Тем не менее, разрушения, полученные методом гистотрипсии оказываются при этом меньше в сгустках большего срока хранения, что коррелирует с увеличением степени их ретракции и может быть связано с изменением биохимических свойств фибрина со временем [9]. В работе [10] было показано, что изолированный фибрин со временем становится более пористым из-за молекулярной сшивки αС-участков фибриллярных нитей. В случае достаточно хорошо изученных внутрисосудистых тромбов для визуализации фибрина обычно используется гистологическая окраска Martius Scarlet Blue (MSB), обладающая избирательностью окрашивания в зависимости от размера пор [11]. В комбинации с окрашиванием гематоксилин-эозином (ГЭ) это позволяет провести анализ структуры и свойств фибриновой сети. Однако для крупных внесосудистых гематом такие исследования еще не проводились.
Целью настоящей работы было разработать и опробовать метод гистологического анализа крупных гематом человека in vitro для изучения изменений биохимических свойств их фибриновой сети с течением времени, по мере старения гематомы. 
Образцы гематом были получены путем рекальцификации человеческой крови четырех здоровых доноров. От каждой гематомы, хранящейся 0, 3 или 8 суток, отрезалась часть, фиксировалась в формалине и погружалась в парафин. Затем от каждого образца отсекалось по два тонких среза, один из которых окрашивался ГЭ, другой – MSB. Протокол окраски MSB в этой работе был адаптирован специально для анализа структуры крупных гематом. Окрашенные срезы были затем оцифрованы с помощью сканера LEICA SCN400 и проанализированы.
Гистологический анализ ГЭ- и MSB-срезов на разные сутки хранения гематом показал увеличение размеров пор в фибриновой сети со временем: молодой фибрин с мелкими порами окрашивается MSB преимущественно в желтый цвет (рис.1а), зрелый со средними порами – в красный (рис. 1б), а стареющие волокна приобретают синий оттенок (рис.1в), причем ГЭ не показало изменение цвета (рис.1 г–е) и тем самым исключило связь метахромазии в MSB-образцах с замещением фибрина коллагеном. Пониженное ветвление фибриновых волокон, предположительно, связано с молекулярной сшивкой αС-участков нитей фибрина и, следовательно, с возрастанием количества боковых связей фибрилл внутри пучков. Более плотная упаковка нитей может объясняться повышением степени ретракции гематом в течение нескольких дней после коагуляции, и приводить к увеличению их стабильности и, потому, устойчивости к разрушению методом гистотрипсии. 

Таким образом, в работе впервые был разработан метод гистологического исследования структуры фибриновой сети крупных гематом человека in vitro, использование которого показало изменение биохимических свойств фибрина в течение 8 суток хранения. 
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	Рис.1 Метахромазия фибрина в гематомах разного срока хранения: (а,г) в день коагуляции, (б,д) 3 суток, (в,е) 8 суток. Окрашивание MSB (а–в) и ГЭ (г–е).
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