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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы.
По данным ВОЗ в 2003 году было проведено около 3 миллионов имплантаций стентов в мире пациентам с различной патологией сердечно-сосудистой системы. Только в США было установлено около 1,5 миллионов коронарных стентов из нержавеющей стали марки 316 L.
Имплантация стентов в сосуды малого диаметра (СМД) требует повторных вмешательств у 40-60% пациентов [77, 101]. Покрытия, которые наносятся известными фирмами по производству стентов, для снижения реакции организма на инородное тело, очень разнообразны: Jomed – импрегнация гепарина, BioDiamond – алмазоподобный углерод (DLC), Sorin Biomedica – углеродная пленка, InFlow Dynamics, Medinol – золото, Biocompatible – фосфохолин, Biotronik – карбид кремния.
К сожалению, все они в той или иной мере раздражают ткани сосудистой стенки. Применяемые в клинике покрытия не уменьшили развитие рестеноза в просвете стента (РвС), которое наблюдается у 15 – 35% больных, т.е. у более 1 миллиона пациентов за один год [133, 181].
Наиболее эффективными покрытиями для стентов, явились разработки драг-элютинг стентов (ДЭС) с использованием цитостатиков на поверхности имплантов. Новое поколение покрытий - это полимеры с введенными в них цитостатическими агентами природного происхождения, которые способны блокировать пролиферацию гладкомышечных клеток (ГМК) медии на стадии G0 и таким образом, снижать развитие рестеноза в стенте до 2 - 10% [182, 184]. К началу 2006 года уже 11 фирм предлагали свои разработки покрытий ДЭС. На Объединенном Всемирном и Европейском съезде Кардиологов 2006 года в мета-анализах по методу лечению ишемической болезни сердца (ИБС) при помощи имплантации ДЭС, докладывалось о развитии отсроченных тромбозов в просвете имплантированных стентов. Частота смертельных исходов из-за предполагаемого или документированного тромбоза составила 20 - 45% [194-197]. К концу 2006 года, по данным ВОЗ в мире было установлено более 4 миллионов ДЭС больным с ИБС. У пациентов были зафиксированы отстроченные тромбозы просвета коронарных стентов с фатальными исходами основных неблагоприятных сердечных событий (ОНСС) [196-198]. Причиной этого является замедленное разрастание эндотелия на поверхности стента, миграция стента в просвете артерии или деградация артериальной стенки с образованием аневризм в месте расположения стента [199, 200]. Последние исследования показали, что в периферическом русле сосуда после имплантации ДЭС отмечается прогрессирование атеросклероза, которое объясняют персистирующим воспалением, вызваемым полимерным покрытием ДЭС [206, 207].
Отмечено, что в настоящее время внутрисосудистые конструкции не удовлетворяют требованиям адаптации к сосудистой стенке, и их поверхность имеет низкую тромборезистентность [208, 215]. Это вынуждает врачей назначать антитромбоцитарные и дезагрегирующие препараты на длительный срок после имплантации, что приводит к развитию толерантности пациента к этим препаратам, а их отмена или погрешность в приёме - к развитию тромбоза в просвете стента с печальными последующими результатами [210-214].
Актуальность темы вытекает из вышеизложенных фактов. Проблема заключается в том, что до настоящего времени на найдены оптимальные покрытия для стентов, которые бы не вызывали ответной реакции на имплант и не вызывали бы воспаления в стенке сосуда. Рассматривать взаимоотношения между тканями организма и поверхностью стента необходимо на уровне молекул, а именно на наноуровне, что может, позволить найти объяснения биосовместимости имплантов к определенному организму. Подобные исследования необходимо проводить в содружестве с представителями других специальностей, что позволит увидить проблему в различных ракурсах с мультидисциплинарным подходом. Все это и определило направление, предмет и методы, использованные в этой работе для решения обозначенной проблемы.

Связь с научными программами и темами.
Автор являлся руководителем Европейских проектов со стороны Украины в программах:
1. «Development and assessment of novel biocompatible stents for angioplastic surgery» INTAS-Ukraine 95-0038 (1997-2000);
2. «Advanced biocompatible endovascular stents`» GR/R1584/01 UK (2001-2004);
3. «Polymer-coated stent for cardiovascular surgery» INTAS 03-56-173 (2003-2004).
Ответственным исполнителем биологического раздела тем НАН Украины:
1. «Розробити нові сплави та вивчити фізико-механічні та корозійні характеристики біосумісних матеріалів для виготовлення стентів та кава-фільтрів нового покоління» 144 002/2001 (2001-2006);
2. «Фторовмісні поліуретан як тромборезистентні плівкотворні матеріали для коронарних стентів» 0104U003911(2003-2006);
3. «Исследовать физико-металлургические процессы формирования нанокристаллической структуры покрытий, разработать способы получения и составы покрытий с нанокристаллической фазой» 1.6.1.73.10 (2003-2006).
В настоящее время автор является экспертом в составе Украинской команды, на базе Института электросварки имени Е.О. Патона НАН Украины, по разработкам покрытий для имплантов в 6ой Европейской Рамочной Программе «Integrating and strengthening the European Research Area» INCOMAT. «Creating international cooperation teams of excellence in the field of emerging biomaterial surface research» NMP3-CT-2007-032918 по контракту FP6-032918 на период 2007-2009 годы.
Проводимые междисциплинарные исследования и применение их результатов на Украине, а так же уровень разработок, соответствует распоряжению Кабинета Министров Украины от 21 марта 2007 года № 102-р «Про схалення Концепції Державної програми розвитку виробництва медичної техніки на 2008-2012 роки».

Цель исследования.
Разработать новые покрытия для стентов с повышенной тромборезистентностью и антипролиферативными свойствами поверхности, способные предупредить развитие рестенозов в сосудах малого диаметра, обосновать применение этих имплантатов в клинике для улучшения качества лечения больных.

Задачи исследования.
1. Определить причины развития рестеноза в стенте после имплантации в сосуды малого диаметра.
2. Разработать технические условия нанесения новых неорганических, синтетических и аутопокрытий на стенты.
3. Изучить особенности поведения поверхности стентов, с традиционными и  новыми покрытиями, при их функционировании в просвете сосуда экспериментальных животных.
4. Сравнить влияние традиционных и новых покрытий стентов на изменение состава крови экспериментальных животных и человека in vitro.
5. Исследовать влияние применяемых покрытий стентов и новых покрытий на склонность их к тромбообразованию и развитию рестеноза в стенте.
6. Провести оценку влияния стентов с традиционными и новыми покрытиями на морфологические изменения стенки сосудов экспериментальных животных.
7. Обосновать применение в клинике стентов с новыми покрытиями для улучшения качества лечения больных.
Объект исследования.
· Экспериментальные животные (крысы и кролики) при имплантации пластин и стентов с традиционными и новыми покрытиями.
· Динамика изменений поверхности имплантированных стентов и пластин с традиционными и новыми покрытиями во время нахождения в организме экспериментальных животных.

Предмет исследования.
· Изменение уровня холестерина, С-реактивного белка (CRP) и факторов свертывания крови у экспериментальных животных на разных этапах исследования.
· Морфологическая реакция стенки сосуда и окружающих тканей экспериментальных животных (крыс и кроликов) в месте имплантации пластин и стентов.
· Поверхность пластин и стентов до и после имплантации экспериментальным животным.

Экспериментальные данные получены в результате:
· Имплантации внутрисосудистых стентов различных конструкций с традиционными покрытиями и новыми неорганическими, синтетическими и аутопокрытиями 142 кроликам.
· Имплантации металлических пластин с традиционными и новыми неорганическими, синтетическими и аутопокрытиями 74 крысам.
· Системного анализа показателей крови экспериментальных животных на разных этапах исследования и динамики их изменений.
· Морфологического анализа 1354 гистологических препаратов, полученных после иссечения имплантов (пластин и стентов) у экспериментальных животных;
· Физико-химического изучения изменений состояния 23 неорганических и 8 синтетических покрытий.

Методы исследования.
Определение реакции организма и тканей после контакта с имплантами:
1.  Биохимические показатели крови (уровень холестерина и С-реактивного белка крови) экспериментальных животных;
2.  Показатели факторов свертывания крови (плазменный лизис, протромбиновый индекс, фибриноген, количество тромбоцитов, изменение функциональной активности тромбоцитов) экспериментальных животных;
3.  Турбодимический метод определения С-реактивного белка;
4.  Иммуноферментный метод определения С-реактивного белка в сыворотке крови экспериментальных животных;
5.  Гистологический и гистохимический анализ препаратов тканей экспериментальных животных с проведением морфометрии.
Физико-химические методы:
6.  Эллипсометрия (ЭМ);
7.  Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ);
8.  Атомно-силовая микроскопия (АСМ).

Научная новизна полученных результатов.
Впервые на Украине разработаны неорганические и синтетические покрытия для внутрисосудистых конструкций, которые вызывают минимальную реакцию сосудистой стенки.
Разработаны впервые биологические покрытия для имплантов, в частности, стентов для сосудов малого диаметра, которые позволяют исключить реакцию сосудистой стенки на покрытие.
Разработана впервые инструментальная система с применением физических методов измерений, на основе нанотехнологий, по определению совместимости конкретного реципиента к определенному виду покрытия.
Разработана полезная модель по модификации поверхности импланта для биосовместимости её к данному реципиенту.

Практическое значение полученных результатов.
Впервые разработана система инструментального тестирования физическими методами на наноуровне, покрытий стентов и определения реакции конкретного реципиента на них, с подбором оптимального покрытия для этого реципиента.
Впервые разработан способ модификации поверхности стентов для конкретного реципиента, позволяющий исключить, или минимизировать ответ тканей сосудистой стенки на него.
Найдены и изучены две причины развития рестеноза в стенте.
Предложен современный алгоритм развития рестеноза в стенте в зависимости от морфологии атеросклеротической бляшки.
Обосновано применение в клинике стентов с новыми неорганическими, синтетическими и аутопокрытиями для улучшения качества лечения больных и разработан алгоритм их применения.

Личный вклад соискателя.
Основные изложенные в диссертации данные получены автором лично, а также в содружестве со специалистами: архитекторами, физиками, металлофизиками, химиками синтетиками, фармакологами и морфологами.
Соискатель впервые:
· Выдвинул гипотезу одной из главных причин возникновения рестеноза в стенте при имплантации его в сосуды малого диаметра, обосновал и доказал пути его развития.
· Разработал биологическое покрытие стентов для имплантации в сосуды малого диаметра, позволяющее исключить реакцию сосудистой стенки на покрытие.
· Разработал способ модификации поверхности стентов для определенного реципиента, позволяющий исключить, или минимизировать ответ тканей на него.
· Разработал и применил новую систему инструментального тестирования покрытий стента на наноуровне с определением реакции конкретного реципиента на них.
Соискатель самостоятельно разработал план исследований, лично провел практически все операции, изучил и обработал полученные результаты при помощи методов параметрической статистики и анализа распределения по Максвеллу. Изучил современные инструментальные методы физико-химических исследований, которые и были применены при выполнении диссертационной работы.
Разработал в содружестве с химиками синтетиками полимерные покрытия для внутрисосудистых конструкций.
Разработал совместно с архитекторами современные принципы компьютерного моделирования архитектоники стентов для сосудов малого диаметра. Идеи, гипотезы и разработки соавторов публикаций в работе не использовались. Материалы кандидатской диссертации соискателя в работе не использовались.

Апробация результатов исследования.
Основные положения и материалы по теме диссертации изложены на: IV Научной конференции ассоциации сердечно-сосудистых хирургов Украины (Киев, 1996); I - IX Франкоязычных конгрессах интервенционных кардиологов (Франция, Париж, 1997, 1999, 2001, 2003, 2004, 2005, 2006, 2007), на V Конгрессе доклад автора был признан лучшим; XII Всемирном конгрессе Международного общества по искусственным органам (Великобритания, Лондон, 1999); I Европейском симпозиуме по сосудистой биологии и медицине (Германия, Эссен, 1999); Международных симпозиумах «Эндоваскулярная биомеханика и рестенозы» (Франция, Марсель, 2000, 2002, 2006); XI Украинской конференции по високомолекулярным соединениям (Киев, 2000); Заключительном засидании Европейской тематической группы «Материалы в медицине (MatMed)» (Греция, Родос, 2001); I Российском съезде интервенционных кардиологов (Москва, 2002); Съезде «Проблемы оптики и науки высокотехнологичных материалов» (Украина, Киев, 2002); Х Международной конференции «Геометрия и графика» (Украина, Киев, 2002); Домбровских химических чтениях (Черкасы, 2003); Конференции «Природные науки на границе столетий» (Нежин, 2004); VII Международном симпозиуме «Биоматериалы и биомеханика, фундаментальные и клинические исследования» (Германия, Эссен, 2004); V и VII Национальном конгрессе кардиологов Украины (Киев 1997, Днепропетровск  2004); Конгрессе «Артерии 5» (Франция, Париж, 2005); Конференции с международным участием «Актуальные вопросы абдоминальной и сосудистой хирургии. Клинические проблемы трансплантации органов» (Киев, 2006).

Публикации по теме диссертации.
Материалы диссертации опубликованы в 62 научных трудах, среди которых 1 монография, 1 учебно-методическое пособие, 24 статьи (5 самостоятельных), в том числе 21 в периодических изданиях, рекомендованных ВАК, 1 сборнике научных трудов, 2 статьях в специализированных журналах, 31 материале международных симпозиумов, съездов и специализированных конференций, 1 методических рекомендациях. Новейшие разработки защищены 5 патентами Украины.

Объем и структура диссертации.
Диссертация изложена на 315 страницах машинописного текста, состоит из вступления, обзора литературы, материалов и методов исследования, 7 разделов собственных исследований, заключения и выводов. Текст иллюстрирован 142 рисунками, 28 таблицами и 3 диаграммами. Список использованной литературы содержит 559 источников, 54 из которых кириллицой.

Организации соисполнители:
· Институт металлофизики имени В.Г. Курдюмова НАН Украины;
· Институт высокомолекулярных соединений НАН Украины;
· Институт физики полупроводников имени В.Е. Лашкарева НАН Украины;
· Институт электросварки имени Е.О. Патона НАН Украины;
· Национальный институт хирургии и трансплантологии 
имени А.А. Шалимова АМН Украины;
· Национальный научный центр «Институт кардиологии 
имени Н.Д. Стражеско» АМН Украины;
· Физический факультет Национального Университета имени Т.Г. Шевченко, Украина;
· School of Pharmacy and Biomolecular Sciences, University of Brighton, (Великобритания).
· Tiers Coating LTD, London, (Великобритания), в рамках проекта GR/R 31584/01.

Автор выражает глубокую благодарность всем сотрудникам организаций, помогавшим ему выполнить этот труд, без помощи которых провести запланированные работы было бы не возможно.


ВЫВОДЫ

1. На основе междисциплинарных комплексных исследований, разработаны новые покрытия для стентов с повышенной тромборезистентностью и антипролиферативными свойствами поверхности, которые способны предупредить развитие рестенозов при имплантации в сосуды малого диаметра, и обосновано применение этих имплантов в клинике для улучшения качества лечения больных;
2. Установлено, что причинами развития рестеноза в просвете стента в сосудах малого диаметра является:
a. ригидность сосудистой стенки в месте имплантации стента;
b. цилиндрическая форма конструкции стента, которая приводит к неравномерной нагрузке на стенку сосуда, механическому раздражению её структур и повышенному ответу тканей;
3. Показано, что применяемые в настоящее время покрытия стентов, являются активными раздражителями организма реципиента и поверхности стентов подвергаются различным видам коррозии или деструкции полимерного покрытия как следствие проявление защитной реакции организма. Это подтверждается повышением уровня С-реактивного белка в сыворотке крови экспериментальных животных в период нахождения стента в организме (8 недель); 
4. Установлено, что показателем тромбогенности покрытий являются снижение концентрации фибриногена более чем на 30%, уменьшение на 35% количества тромбоцитов в цельной крови и изменение их функциональной активности в присутствии различных концентраций индуктора агрегации тромбоцитов (аденозин дифосфата). Показано, что тромборезистентность покрытия является необходимым, но не достаточным свойством материала для изготовления стентов;
5. Установлены закономерности изменения толщины стенок сосуда при использовании покрытий различной природы. Показано, что непокрытый стент из нержавеющей стали 316L даёт увеличение толщины стенки сосуда на 40%,. покрытие стента цирконием приводит к атрофии стенки сосуда на 9%, а нанесение фторсодержащих полиуретан мочевин на 15%, по сравнению с интактным сегментом сосуда (р<0,001); 
6. Показано, что нанесение на стент из нержавеющей стали 316L покрытий фторсодержащих полиуретан мочевин с ароматическими удлинителями цепи, с атомами фтора в орто- и пара- положении и покрытий на основе циркония препятствуют возникновению коррозии металла. Нанесение адаптирующей композиции на поверхность стента также препятствует возникновению коррозии металла и способствует образованию минимального слоя неоинтимы, которое составляет не более 2% по отношению к интактному сегменту сосуда (р≤0,001);
7. Впервые предложен метод определения биосовместимости материалов с живым организмом, основанный на определении силы адгезии высоко специфичной аффинной пары «антиген-антитело» с помощью атомно-силовой микроскопии. Метод может быть применен в клинике для экспресс тестирования материала импланта с целью прогнозирования его совместимости с организмом определенного реципиента; 
8.  Предложен метод разработки саморасширяющихся стентов для сосудов любого диаметра, и создания конструкций, близких к индивидуальным требованиям пациента основанный на геометрическом анализе изменяющейся архитектоники стента, проведенного при помощи компьютерного моделирования.








ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1. Разрабатывая модели стентов для сосудов малого диаметра, необходимо учитывать силу давления элементов конструкции импланта на стенку сосуда, которые не будут делать ее ригидной. Стент должен обладать определенными упруго-динамическими свойствами и в рабочем состоянии давать возможность суживаться сосуду на 20-25% просвета;
2. Для уменьшения неравномерного распределения усилий вдоль оси стента его конструкция должна иметь конусность, величина которой будет зависеть от места нахождения пораженного участка артерии;
3. Стент необходимо имплантировать в сосуды малого диаметра, по возможности прецизионно, без захвата участков сосуда непораженных атеросклерозом;
4. Покрытия на основе циркония и фторсодержащими полиуретан мочевинами с ароматическими удлинителями цепи с атомами фтора в орто- и пара- положении являются тромборезистентными, т.к. при контакте с цельной кровью сорбируют менее 10% фибриногена, от 15-20% тромбоцитов, не изменяя их функциональной активности и пригодны для нанесения на стенты (р< 0,05); 
5. Наиболее простым средством модификации поверхности стента для имплантации в сосуды малого диаметра, является адаптирующая композиция, которая позволяет значительно нивелировать, или полностью устранить реакцию стенки сосуда на имплант. Модификация поверхности нержавеющей стали 316L белками плазмы крови происходит в течение первых 5-7 минут после их контакта с поверхностью импланта;
6. Необходимо проведение обследования пациентов перед имплантацией стентов в сосуды малого диаметра на биосовместимость с помощью атомно-силового микроскопа (АСМ). Для этого предварительно определяется уровень С-реактивного белка в сыворотке крови пациента и с использованием иммуноглобулинов сыворотки крови пациента проводится анализ на совместимость с помощью предложенной методики измерения адгезионной силы на АСМ. На основании полученных данных выбирается оптимальный путь лечения пациента. Это позволит избежать развития рестеноза в стенте и необходимости повторной госпитализации с рецидивом заболевания, значительно уменьшит стоимость оперативного вмешательства и улучшит качество лечения больных.
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