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Актуальность исследования 

В рамках долгосрочной модернизации национальной системы здравоохранения требуется развитие инноваций и медицинской науки. Государственная программа развития здравоохранения Республики Казахстан на 2020 – 2025 годы указывает трансферт и внедрение новых и инновационных технологий диагностики и лечения заболеваний в числе приоритетных направлений финансирования здравоохранения. Дефекты и деформации опорных тканей, как правило, являются следствием аномалий развития, травматических повреждений и новообразований различной локализации и остаются одной из нерешенных распространенных медико-социальных проблем. Применение реконструктивных операций в зонах, требующих хирургического вмешательства, позволяет добиться анатомической целостности. Однако, при использовании подобных методов лечения не всегда удается получить эстетически удовлетворительный результат. Возникает проблема формирования грубых рубцов, «провалов» и дефектов наполнения в зоне хирургического вмешательства.

За последние десятилетия накоплен значительный опыт в применении методов пересадки жировой ткани в качестве имплантата путем трансплантации цельного жирового аутотрансплантата либо инъекции центрифугированного жирового субстрата при помощи методов липосакции и липофилинга. Аутологичный жировой трансплантат с каждым днем становится все более популярным и документированным методом. Важно, что он имеет естественную консистенцию, его легко и безопасно собирать, он не проявляет гиперчувствительности или реакции на инородные тела, легкодоступен.  Однако, использование жировой ткани в качестве наполнителя имеет свои ограничения в долгосрочной перспективе от 25% до 70% потери жировой ткани от общего имплантированного объема [
,
]. Это объясняется тем, что инъекции жировой трансплантации заполняют дефекты преимущественно адипоцитами, которые со временем подвергаются апоптозу, что приводит к массивной резорбции ткани [
,
].  

Многочисленные исследования были направлены на поиск методов, способных повысить выживаемость трансплантата на каждом этапе процедуры: от липоаспирации до трансплантации.

Ранее проведенные исследования показали, что пересадка жировой ткани ускоряет заживление ран в неблагоприятных условиях как на животных моделях [
], так и на людях [
,
,
,
,
]. Считается, что трансплантация жира помогает инициировать биохимический процесс, ответственный за репарацию мягких тканей [
,
,
,
,
,
,
,
]. Текущий консенсус соглашается с тем, что жировая трансплантация индуцирует васкулогенный эффект [
,
,
]. 

После трансплантации адипоциты должны восстановить кровоснабжение [
,
]. До тех пор, пока не произойдет неоваскуляризация, трансплантированная ткань ограничена оксигенацией за счет диффузии из окружающих сосудов [
]. Текущая литература предполагает, что клетки на периферии трансплантата выживают благодаря адекватной оксигенации, тогда как клетки в центре трансплантата подвергаются некрозу. Между периферийной и центральной зонами существует промежуточная зона, где клетки-предшественники трансплантата заменяют некротические клетки [
], [
,
]. Для регенерации этой замещающей зоны необходимо установить новое кровоснабжение посредством неоваскуляризации. 

Таким образом, некроз жира и последующая резорбция трансплантата представляют собой серьезную проблему. Различные технические факторы, связанные с забором липоаспирата и его имплантацией связаны с резорбцией трансплантата [
,
,
]. Адекватная неоваскуляризация, по-видимому, является не менее важным прогностическим фактором выживаемости трансплантата. Адипоциты плохо переносят ишемические состояния [
],  и ранний ангиогенез важен для успешной трансплантации [
,
,
]. 

Пересадка жира мобилизует воспалительные клетки к месту инъекции, что обеспечивает необходимые цитокины и строительный материал для новых сосудов. Сам липоаспират содержит ключевые элементы и клеточные механизмы, которые действуют в синергии с рекрутированными клетками, способствуя васкулогенному эффекту. 

Обогащенная тромбоцитами плазма (PRP) - это аутологичная биологическая жидкость, содержащая высокую концентрацию тромбоцитов, которую можно получить из простого образца крови путем центрифугирования. Тромбоциты представляют интерес для регенеративной медицины и реконструктивной хирургии, поскольку они содержат факторы роста, цитокины и белки.
Большинство исследований на людях и животных показывают, что PRP и котрансплантация жира увеличивают выживаемость трансплантата. Однако скорость резорбции трансплантата заметно различается между исследованиями и, в частности, между исследовательскими группами. Кроме того, в нескольких исследованиях на животных [
] сообщается, что добавление PRP к жировым трансплантатам не дает преимущества в выживаемости по сравнению с обычной липоаспирацией. В какой степени эти переменные результаты отражают различные методологические факторы, остается неизвестным.

Для PRP разные методики исследования дают результаты, зависящие от контекста [
,
,
]. Методы получения PRP, состав, механизм активации и измерения результатов значительно различаются [
]. В совокупности эти проблемы ограничивают возможность сделать общие выводы об эффективности PRP в каждой ситуации и препятствуют его внедрению в клиническую практику. 

Поэтому разумно ожидать, что методологические факторы при трансплантации жира, обогащенного PRP, будут важными детерминантами выживаемости трансплантата. Как и в отдельных исследованиях PRP и переноса жира, стандартизированного протокола трансплантации для их комбинированного использования пока нет. Предварительные данные исследований in vitro и на животных [
,
]подтверждают гипотезу о том, что технические факторы значительно влияют на результаты котрансплантации PRP-жира.

На основании вышеизложенного следует, что оценка метода комплексного применения PRP-обработки (предоперационная обработка зоны имплантации и интраоперационная обработка жирового аутотрансплантата) основанная на определении выживаемости и сохранения объема жирового аутотрансплантата имеет важное значение для дальнейшего внедрения данного метода в клиническую практику. Результаты исследования представляют интерес для пластических хирургов, онкологов, челюстно-лицевых хирургов, травматологов. 

Отдельной проблемой является стандартизация метода забора липоаспирата для наиболее оптимального соотношения сохранности ткани и простоты проведения процедуры.
Цель исследования: гистологическая, гистохимическая и морфометрическая оценка методов предимплантационной PRP-обработки зоны имплантации и интраоперационной PRP-обработки жирового аутотрансплантата в эксперименте.  

Задачи исследования: 

1. Определение оптимального диаметра канюли для забора пахового липоаспирата в экспериментальном исследовании на кроликах;
2. Морфометрическое и гистологическое исследование жирового трансплантата через 3 месяца после предимплантационной PRP-обработки зоны имплантации и интраоперационной PRP-подготовки жирового трансплантата;
3. Гистохимическое исследование жирового трансплантата через 3 месяца после предимплантационной PRP-обработки зоны имплантации и интраоперационной PRP-подготовки жирового трансплантата.
Практическая значимость работы 

Полученные результаты экспериментального исследования могут служить научной базой для обоснования потенциальной возможности включения предоперационной и интраоперационной PRP-обработки зоны имплантации и жирового аутотрансплантата в перечень клинических практических рекомендаций в качестве метода пластической, эстетической и реконструктивной хирургии.
Полученные в ходе работы знания об особенностях репаративного процесса на основании гистологической и гистохимической оценки жирового трансплантата с учетом результатов показателей морфометрии в репрезентативном участке жирового трансплантата, позволит, после проведения клинических исследований, оптимизировать метод липофилинга и повысить эффективность выживаемости жировых трансплантатов при проведении реконструктивно-пластических операций.

Объем и структура диссертации 

Диссертация изложена на 120 страницах компьютерного текста, состоящего из введения, обзора литературы, материалов и методов, результатов исследования, обсуждения, заключения и приложений. Диссертация иллюстрирована 8 таблицами и 31 рисунками. Список литературы включает 321 источников, из них на русском языке - 2 и на иностранном - 319.
Список научных трудов, опубликованных по теме диссертации 

По материалам диссертации опубликовано 3 научные работы, из них: 

– 2 в научных изданиях, рекомендованных Комитетом по контролю в сфере образования и науки МОН РК:

1. Пак И., Аскаров М., Клюев Д., Камышанский Е. (2023). Клинико-морфологическое определение оптимального диаметра канюли для липосакции у кроликов: экспериментальное исследование. Наука и Здравоохранение 3 (Т.25). doi:10.34689/SH.2023.25.3.006. УДК 616-089:611.018.26:616-092.9;
2. Пак И., Аскаров М., Клюев Д., Камышанский Е. (2023). Предоперационное применение плазмы, обогащенной тромбоцитами при липофилинге. Наука и Здравоохранение 3 (Т.25). doi:10.34689/SH.2023.25.3.007. УДК 616-003.215:616.155.25:544.732.123.
– 1 публикация в международном научном издании, входящем в информационную базу Scopus: 

Pak I., Askarov M., Kissamedenov N., Klyuyev D., Kamyshanskiy Y. (2023). Experimental study on clinical and morphological determination of the optimal cannula diameter for lipoaspirate harvest from rabbit inguinal fat pad. Journal of Applied Biomedicine 21(2):99-105.doi: 10.32725/jab.2023.011. Epub 2023 Jun 27.
– 2 свидетельства о государственной̆ регистрации прав на объект авторского права:

1. «Клинико-морфологическое определение оптимального диаметра канюли для липосакции при липофилинге в эксперименте» от 21.09.2023г №39149;

2. «Комбинированное предоперационное и интраоперационное применение плазмы обогащенный тромбоцитами при липофилинге» от 21.09.2023г №39150.

        Научная стажировка

Результаты исследования представлены на расширенном заседании департамента пластической и реконструктивной хирургии с участием директора научного сообщества пластических и челюстно-лицевых хирургов (KSPRS) Южной Кореи Так М., президента Всемирного онкологического общества по раку молочной железы (GBCC) Ли М. 
Дизайн исследования

Протокол слепого рандомизированного исследования был одобрен комиссией по биоэтике НАО «Медицинский университет Караганды» (протокол № 53 от 15.03.2021). Условия содержания животных во время эксперимента соответствовали международным и национальным рекомендациям [
,
,
]. Эксперимент состоял из двух частей:  

1) Первая часть эксперимента посвящена определению оптимального диаметра канюли для забора пахового липоаспирата кроликов;

2) Вторая часть эксперимента посвящена комплексной оценке выживаемости жирового трансплантата при липофилинге.

Размер выборки был расчитан с использованием метода Монте-Карло с марковскими цепями [
] с учетом наличия животных в виварии клиники медицинского университета, обоснованного увеличения количества случаев и этических соображений по минимизации использования на животных в экспериментах. 

Гистологическое и гистохимическое исследования микропрепаратов проводились на базе патологоанатомической лаборатории Клиники НАО «Медицинский университет Караганды» под руководством заведующего блоком, Ph.D. врача патологоанатома Камышанского Е.К. 

В первой части для определения оптимального диаметра канюли для липофилинга были использованы 32 беспородных кролика в возрасте 4-5 месяцев. 

Животные были случаным образом были разделены на четыре равные группы, по 8 животных в каждой, которым проводили липоаспирацию при помощи канюль различного диаметра: 

1. 1 мм диаметр канюли;

2. 2 мм диаметр канюли;

3. 3 мм диаметр канюли;

4. 4 мм диаметр канюли.

Все кролики получили одинаковые хирургические процедуры. Общая анестезия индуцировалась с помощью комбинации кетамина 35 мг/кг и ксилазина 5 мг/кг, который вводили внутримышечно. Липоаспират собирали из паховой области животных с использованием канюль с одним центральным и двумя боковыми отверстиями.

Оценка результатов проводилась сразу после оперативного вмешательства.

Дизайн второй чати эксперимента, посвященной оценке выживаемости жирового трансплантата, во второй части эксперимента, для оценки выживаемости жирового представлен на рисунке 1. В качестве экспериментального объекта были использованы 32 самца кроликов «Калифорнийской» породы в возрасте 4-5 месяцев, массой тела 2.4-3.3кг. Животные размещались в клетках по одному животному в стерильной среде с регулируемой температурой 22±2С( с 12-часовым циклом свет/темнота и минимальной относительной влажности 40%. Кроликов кормили стандартным гранулированным кормом, доступ к воде был свободным. 

Животные случайным образом были разделены на четыре равные группы по 8 животных: 

1. без PRP ( - / - ) - группа без PRP-обработки зоны трансплантации и жирового аутотрансплантата; 

2. PRP ( - / + ) - группа с интраоперационной PRP-обработкой жирового аутотрансплантата;

3. PRP ( + / - ) - группа с предоперационной PRP-обработкой зоны трансплантации;

4. PRP ( + / + ) - группа с предоперационной PRP-обработкой зоны трансплантации и интраоперационной PRP-обработкой жирового аутотрансплантата (Рисунок 1). 
Все кролики получили одинаковые хирургические процедуры. Общая анестезия индуцировалась с помощью комбинации кетамина 35 мг/кг и ксилазина 5 мг/кг, который вводили внутримышечно. Липоаспират собирали из паховой области животных с использованием канюль с одним центральным и двумя боковыми отверстиями, внутренний диаметр канюли и диаметр каждого из отверстий составлял 3.0мм. Объём липоаспирата измеряли стерильным шприцем. 

          Методы исследования

Макроскопическое исследование жирового аутотрансплантата
Жировые аутотрансплантаты были исследованы в операционной сразу после иссечения и сфотографированы. Жировой аутотрансплантат из левого уха каждого из животных отделяли от фиброзной ткани и фасций. Проводился визуальный макроскопический осмотр нативного жирового трансплантата и сравнение всех поверхностей имплантата с окружающей жировой тканью 

После визуальной макроскопической оценки измеряли объём жирового трансплантата путём погружения его в мерную пробирку с физиологическим раствором. [
,
,
] и затем взвешивали его с помощью настольных электронных весов. Выживаемость жирового трансплантата рассчитывалась с использованием следующего уравнения [
]:
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Гистологическое исследование жирового аутотрансплантата
Подготовка и обработка объектов исследования 

Объектом для гистологического исследования являлся иссеченный из контралатерального (правого) уха каждого из животных жировой трансплантат. 
Окраску гематоксилином и эозином использовали для определения общего морфологического паттерна, оценки воспаления и ангиогенеза.
Ткань фиксировали в 10% формалине при 4°С 24 часа, промывали водопроводной водой и обезвоживали серией возрастающих концентраций спирта (70%, 90%, 95%, 100%), затем погружали в ксилол и заливали в парафиновые блоки. Срезы тканей толщиной 5 мкм делали на санном микротоме «Leica SM 2000R». Срезы трижды промывали водопроводной водой и окрашивали гематоксилином в течение 40 секунд. Срезы депарафинировали ксилоле, а затем обезвоживали в серии спиртов со снижающейся концентрацией (100%, 96% и 70%). Затем срезы окрашивали эозином. Потом срезы обрабатывали ксилолом и закрепляли с помощью монтажной среды. 

Морфологическое определение оптимального диаметра канюли для забора пахового липоаспирата у кроликов

Критерии полуколичественной оценки гистологических срезов представлены в таблице 1. 

Таблица 1 - Система полуколичественной оценки гистологических срезов для определения оптимального диаметра канюли 
	Критерии оценки
	Шкала оценки

	Описание
	0
	1
	2
	3

	Качественные характеристики полученного липоаспирата

	Относительное количество жировой ткани в липоаспирате, %
	< 50
	50-75
	75-90
	> 90

	Относительное количество фиброзной ткани в липоаспирате, %
	< 10
	10-50
	50-90
	> 90

	Размер фрагментов стромы (фиброзной ткани, коллагеновых волокон), мм
	-
	< 1
	1-1,5
	> 1,5

	Относительное количество артефактов (деструированная жировая ткань), % 
	< 2
	2-10
	10-30
	< 30

	Практичность использования на единицу времени (1 мин)*

	Трудозатраты на выполнение одной операции 
	Легкое напряжение

без усилия 
	Требует умеренного напряжения и затрат сил
	Требует усиленного напряжения и затрат сил
	Сложно применять в рутинной практической деятельности

	Частота возвратно-поступательных движений
	< 300
	300-400
	400-500
	> 500

	Частота закупорки канюли
	-
	1-2
	3-4
	> 5

	*- средний балл, включающий среднее арифметическое трудозатрат на единицу времени, частоты возвратно-поступательных движений, частоты повторного введения канюли после промывания


Относительное количество  жировой и стромально-сосудистой фракций в составе липоаспирата рассчитывали по суммарной площади, занимаемой тканями на гистологических срезах по отношению к площади гистологического среза. К артефактам относили ткань с нарушенным морфологическим патерном, характерным для мехнического повреждения (деструкция жировой ткани).
Гистоморфометрическая оценка гистологического паттерна, воспаления и ангиогенеза

Морфометрический анализ проводился двумя независимыми исследователями без информации о принадлежности животного к группе и проведенном вмешательстве. 

Гистопатологический анализ проводился на продольном сечении жировой ткани, включающем центральную «некротическую» зону и парацентральную «регенерирующую» зону для каждого образца в каждой группе на увеличении x400.

Система гистопатологических паттернов оценки выживаемости жирового трансплантата представлена в таблице 2. 
Таблица 2 - Система полуколичественной оценки гистологических срезов для определения выживаемости жирового трансплантата 
	Критерии оценки
	Шкала оценки, %

	Описание
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	Гистопатологические паттерны*

	Физиологическая жировая ткань
	-
	< 15
	16-30
	31-50
	51-90
	> 90

	Кистозная дегенерация
	-
	< 15
	16-30
	31-50
	51-90
	> 90

	Фиброзная ткань
	-
	< 15
	16-30
	31-50
	51-90
	> 90

	Воспаление **
	
	
	
	
	
	

	Полиморфноядерные гранулоциты
	-
	< 10 
	11 -30
	31-50
	>50
	

	Лимфоциты и макрофаги
	-
	< 10 
	11 -30
	31-50
	>50
	

	* «физиологическая жировая ткань» - жировая ткань без морфологических отклонений, состоящая из адипоцитов правильной формы и одинакового размера;  

«кистозная дегенерация» - жировая ткань, состоящая из кист малого/среднего размера, а также адипоцитов, имеющих больший диаметр по сравнению с нормальными адипоцитами и неправильную форму;  

«фиброзная ткань» - аморфная и дезорганизованная соединительная ткани, развивающаяся, как правило, из-за некротического события, а также соединительная ткань, сходная с физиологической соединительной тканью. 

** подсчет в наиболее изменённом участке гистологического среза x100


Гистопатологические паттерны: 

«физиологическая жировая ткань» - жировая ткань без морфологических отклонений, состоящая из адипоцитов правильной формы и одинакового размера;  

«кистозная дегенерация» - жировая ткань, состоящая из кист малого/среднего размера, а также адипоцитов, имеющих больший диаметр по сравнению с нормальными адипоцитами и неправильную форму;  

«фиброзная ткань» - аморфная и дезорганизованная соединительная ткани, развивающаяся, как правило, из-за некротического события, а также соединительная ткань, сходная с физиологической соединительной тканью. 

Каждый гистопатологический паттерн оценивался на всей площади среза в парацентральной и центральной зоне: 0 баллов - отсутствует, 1 балл - менее 15%, 2 балла - 16-30%, 3 балла - 31-50%, 4 балла - 51-90%, 5 баллов - более 85% площади гистологического среза. 

Интерпретация шкалирования паттерна жирового аутотрансплантата: 

0 баллов – паттерн отсутствует;
1 балл –минимальный паттерн;

2 балла – мелкоочаговый паттерн; 

3 балла – крупночаговый паттерн; 
4 балла - диффузный паттерн;

5 баллов - преобладающий паттерн.

Воспаление - количественная оценка воспалительных клеток (полиморфноядерные гранулоциты, лимфоциты и макрофаги) проводилась на всей площади среза парацентральной и центральной зоны: 0 - отсутствует, 1 - до 10 клеток, 2 - от 11 до 30 клеток, 3- от 31 до 50 клеток, 4 - более 50 клеток, подсчет в наиболее изменённом участке гистологического среза x100. 

Ангиогенез оценивали путём подсчёта среднего количества сосудов для каждого образца в центральной и парацентральной зоне в каждой группе на 10 полей зрения на увеличении x10. 

Основные морфометрические измерения и фотографирование проводилось с помощью микроскопа «Сarl Zeiss» с цифровым цветным микрофотографированием и программным обеспечением «Image».  Гистоморфометрическая оценка гистологических препаратов проводилась слепым методом двумя независимыми патологами на увеличении объектива микроскопа (х40, х100), за результат был принят балл, составляющий среднее арифметическое значение.

Гистохимическое исследование жирового аутотрансплантата
Для гистологической оценки фиброза (увеличения коллагеновых волокон I типа) использовали окраску трихромом Массона. 
Трихром Массона служит для обнаружения повышенного количества коллагена I типа (зрелый коллаген) [
], окрашивающегося в синий цвет. 

 Коллаген I типа (зрелый коллаген) – наиболее распространенный коллаген, являющийся структурным компонентом соединительной ткани и преобладающим компонентом интерстициальной мембраны, образующих структурную и механическую основу (матрицу) костей, кожи, сухожилий, роговицы, стенок кровеносных сосудов и других соединительных тканей.

Степень фибротического поражения оценивали полуколичественно в соответствии со шкалой: 

0 баллов – паттерн отсутствует, 

1 балл –минимальный паттерн, 

2 балла – мелкоочаговый паттерн, 

3 балла – крупночаговый паттерн, 

4 балла - диффузный паттерн, 

5 баллов - преобладающий паттерн.

Степень повреждения определялась максимальным баллом повреждения, полученным при гистологическом исследовании ткани среза. Все результаты были сгруппированы в 6 степеней в зависимости от общего объема поражения. Вся поверхность каждого гистологического среза была изучена при х40-кратном и х100- кратном увеличении окуляра.
Методы статистической обработки данных
Данные представлены как как медиана и Q1-Q3 для количественных непрерывных данных с отличным от нормального распределением или среднее и стандартное отклонение для количественных непрерывных данных с нормальным распределением переменных или частота ± процент для категориальных переменных. 

Определение статистически значимых различий между группами рассчитывалось при помощи U-критерия Манна - Уитни, критерия χ2 с применением поправки на непрерывность Йетса и точного критерия Фишера. Множественные сравнения были выполнены с помощью критерия хи-квадрат Пирсона или критерия Краскела-Уоллиса. Статистически значимым считалось значение p<0,05. 

Статистический анализ проводился с использованием SPSS (v.25.00, IBM Statistics, Armonk/NY, USA).
Результаты исследования
Проведено слепое гистологическое и гистохимическое исследование с целью оценки гистологического паттерна при различных способах PRP-обработки жирового трансплантата и зоны имплантации в эксперименте на кроликах. Исследование проведено в четырех группах экспериментальных животных. Первая группа - группа без PRP-обработки зоны трансплантации и жирового аутотрансплантата. Вторая группа - группа с интраоперационной PRP-обработкой жирового аутотрансплантата. Третья группа - группа с предоперационной PRP-обработкой зоны трансплантации. Четвертая группа - PRP - группа с предоперационной PRP-обработкой зоны трансплантации и интраоперационной PRP-обработкой жирового аутотрансплантата.

На основании анализа полученных результатов, можно сформулировать следующие выводы:
1. Канюля диаметром 3 мм позволяет за единицу времени (1 мин) забрать достаточный объем липоаспирата у кролика с оптимальным соотношением жировой и фиброзной ткани и субъективно характеризуется более высоким практическим удобством в применении.

2. Применение комбинированного метода (предоперационной PRP-обработки зоны имплантации и интраоперационной обработки жирового аутотрансплантата) улучшает выживаемость и сохранение объема жирового аутотрансплантата в сравнении с группой без PRP обработки (p=0.0001), группой с интраоперационной PRP-обработкой жирового трансплантата (p=0.005) и группой с предоперационной PRP-обработкой жирового трансплантата (p=0.021). 

3. Применение комбинированного метода (предоперационной PRP-обработки зоны имплантации и интраоперационной обработки жирового аутотрансплантата) улучшает гистологический паттерн жирового аутотрансплантата за счет сохранения и образования физиологической жировой ткани, уменьшения кистозной дегенерации, минимизации воспалительной активности иммунных клеток и улучшения васкуляризации зоны имплантации (р<0.05).

4. Применение комбинированного метода (предоперационной PRP-обработки зоны имплантации и интраоперационной обработки жирового аутотрансплантата) улучшает гистохимический паттерн жирового аутотрансплантата за счет меньшего образования зрелой соединительной ткани (коллагена I типа), замещающей ткань жирового трансплантата (р<0.05).  

Таким образом результаты исследования показали, что предимплантационная PRP-обработка зоны имплантации улучшает потенциал ангиогенеза, уменьшая фибротическое, воспалительное и некротическое повреждение в зоне жировой аутотрансплантации в эксперименте на кроликах. Полагаем, что основной эффект сохранения гистологического паттерна связан с формированием локорегионального благоприятного микроокружения с активным префузионным и диффузионным потенциалом стромального каркаса, что способствует сохранению объема жирового трансплантата. 
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