Пилотные эксперименты по механическому разрушению метастазов в печени человека ex vivo методом гистотрипсии с кипением
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Поиск новых путей лечения опухолей печени является актуальной задачей ввиду их высокой распространенности и недостаточной эффективности существующих методов. Примерно у трети всех онкологических пациентов обнаруживаются метастазы в печени. Сейчас для их лечения используется лекарственная терапия и резекция частей печени, но метастазы в печени оказываются резектабельными у менее чем 50% пациентов [1].
Использование высокоинтенсивного фокусированного ультразвука (HIFU) может стать решением этой проблемы. HIFU излучается источником, обычно расположенным вне тела человека, и фокусируется в некотором объеме, где может вызывать его разрушение, не повреждая окружающие ткани [2]. На сегодняшний день применение HIFU основано на механизме теплового перегрева ткани в фокусе, преобладающем при интенсивностях ультразвука (УЗ) до 1 кВт/см2. В более мощных полях проявляются механические эффекты, обладающие рядом преимуществ. Так, метод гистотрипсии использует короткие HIFU-импульсы для механического разрушения ткани [4]. Один из типов гистотрипсии, основанный на возбуждении кавитационного облака в фокальной области с помощью импульсов микросекундной длительности, уже используется в клинической практике [3]. Альтернативный метод гистотрипсии с кипением (ГК) реализуем при более низких давлениях в фокусе и, соответственно, с помощью более компактных УЗ излучателей. ГК-разрушения также имеют больший объем, что может ускорить процесс лечения. Метод ГК использует нелинейные миллисекундные импульсы, вызывающие быстрое вскипание ткани в фокусе и ее механическое разрушение за счет взаимодействия ультразвука с образующейся парогазовой полостью.
Целью данной работы являлось пилотное экспериментальное исследование возможности разрушения метастазов в печени различного типа ex vivo при различных ГК-режимах, а также при наличии/отсутствии предварительной химио- (ХТ) или лучевой терапии (ЛТ). Образцы печени с метастазами (до 4 см) были взяты от трех пациентов (архивный материал, ЛЭК не требуется): 6 аутопсийных образцов от женщины 39 лет с меланомой кожи после прижизненных курсов ЛТ и ХТ – серия 1; 2 операционных образца от мужчины 62 лет с аденокарциномой желудка без ЛТ или ХТ – серия 2; 3 аутопсийных образца от женщины 85 лет с протоковым раком молочной железы после прижизненных курсов ЛТ – серия 3. Перед ГК-воздействием в образцах серий 2 и 3 методом эластографии измерялся их модуль Юнга с помощью датчика SL15-4. Затем все образцы погружались в фосфатно-буферный раствор, подвергались циклам дегазации и компрессии, заключались в агарозный гель, помещались в бассейн с дегазированной водой при температуре 34–35°С и фиксировались в держателе 3D системы позиционирования (Рис. 1а). Для облучения использовался фокусированный 9-элементный кольцевой УЗ излучатель с частотой 2 МГц, фокусным расстоянием 8 см, углом фокусировки 67.7° и диаметром центрального отверстия 4 см. Визуализация осуществлялась при помощи УЗИ-датчика L7-4. Целевой объем облучался путем воздействия на узлы 3D сетки с шагом 1 мм 1мс-импульсами с коэффициентом скважности 1% и варьируемым количеством импульсов на узел (от 50 до 200). Ударно-волновые параметры акустического поля в биоткани оценивались путем численного моделирования в программе “HIFU beam” [5]: пиковые давления p+[image: image2.png]


= 104 МПа, p- = –14 МПа; амплитуда разрыва As = 94 МПа, время вскипания ткани в фокусе tb = 0.98 мс. После получения ГК-разрушений образцы фиксировались в формалине и подготавливались к гистологическому анализу с окрасками гематоксилин-эозином (ГЭ, все образцы) и по Массону (2 и 3 серии).
Во всех образцах метастазов меланомы использовалось 150 имп/узел. Гистология показала, что прижизненные курсы ХТ и ЛТ вызвали неполный некроз метастазов, а ГК-воздействие привело к успешной гомогенизации целевых объемов с единичными недоразрушенными, но нежизнеспособными структурами размерами до 2 мм (Рис. 1б). Эта серия экспериментов показала потенциальную возможность использования метода ГК для лечения метастазов в печени, в том числе после ЛТ и ХТ. Скорость разрушения в метастазах меланомы при воздействии 150 имп/узел составила 12±4 мм3/мин.
Метастазы рака желудка в печени без предварительного лечения оказались в несколько раз жестче (49±6 кПа) ткани печени и показали признаки собственного некроза, типичного для опухолей печени. В этой серии варьировалось количество 1-мс импульсов: 50, 75 и 150 имп/узел, все из которых позволили получить гомогенные ГК-разрушения в целевой зоне (Рис. 1в). С уменьшением количества имп/узел со 150 до 75 размеры наиболее крупных недоразрушенных фрагментов увеличились от 100 до 300 мкм, однако скорость разрушения увеличилась от 29 до 49 мм3/мин. Это демонстрирует возможность оптимизации процесса разрушения путем использования меньшего количества имп/узел.
В метастазах рака молочной железы в печени наблюдалась значительная степень склероза в ответ на прижизненную ЛТ, что повысило устойчивость ткани к ГК-разрушению и ее жесткость: 65±15 кПа. Использование 100 и 150 имп/узел оказалось недостаточным для разрушения склерозированной ткани метастазов: только воздействие 200 имп/узел привело к гомогенному разрушению со скоростью 16.4 мм3/мин, содержащему единичные крупные фрагменты недоразрушенной, но нежизнеспособной фиброзной ткани до 2.5 мм (Рис. 1г).
Таким образом, в работе впервые продемонстрирована потенциальная возможность разрушения метастазов в печени различного происхождения ex vivo методом ГК в качестве как самостоятельного метода, так и вспомогательной терапии к ХТ и ЛТ. Показано, что формирование склероза в ответ на предварительное лечение усложняет механическое разрушение метастазов и требует более высокой дозы ГК-воздействия.
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Рис. 1. а) Схема экспериментальной установки; б–г) Гистологические снимки окрашенных ГЭ (б–в) и по Массону (г) ГК-разрушений, полученных с помощью 1-мс импульсов при 150 имп/узел в образцах печени с метастазами: (б) меланомы после ХТ и ЛТ, (в) рака желудка без лечения, (г) рака молочной железы со склерозом, вызванным ЛТ.
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