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Дизайн доклада

 Клеточные технологии в лечении туберкулеза
женских гениталий;

 Клеточная терапия в комплексном лечении
туберкулеза мочевого пузыря;

 Тканеинженерные конструкции для восстановления
мочевого пузыря



Поиск новых методов лечения туберкулеза женских 
половых органов чрезвычайно актуален

Туберкулез женских гениталий :
 трубно-перитонеальное бесплодие –

97%  
 причина до 25% случаев бесплодия у 

женщин; 

 восстановление проходимости маточных труб ∼ 12%;
 восстановление фертильности ∼ 30%. 

(Singh N., Sumana G., Mittal S., 2008;
Kulshrestha V. et al., 2011; 
Aboulfalah A. et al., 2012)



Туберкулез мочевого пузыря:

 Эффективность стандартной
терапии туберкулеза мочевого
пузыря низкая;

 Излечение возможно только на
ранних стадиях < 50%;

 Рубцовое сморщивание
мочевого пузыря – до 13%;

 Отсутствуют эффективные
способы профилактики
сморщивания мочевого пузыря
при туберкулезе

(Семенов С.А., 2016; Зубань О.Н. 2013; EAU 2005)



Реконструкция мочевого пузыря:
 Более 100 лет ученые пытаются найти альтернативные 

материалы для замещения стенки мочевого пузыря 
(Комяков Б.К., 2001, Yoo J.J., 2011)

Проблемы:
• Механическая несостоятельность
• Биологическая несовместимость
• Камнеобразование

Золотой стандарт реконструкции мочевыводящих путей 
– использование фрагментов ЖКТ

Частота осложнений – 10-50%
 Хроническая задержка мочеиспускания
 Прогрессирование почечной недостаточности
 Развитие ацидоза

Зубань О.Н., Комяков Б.К., 2011; Studer U.E., Zingg E.J., 1997; Hautmann R.E., et. al., 1999; Rossberger J., 
et. al., 2007; Gupta NP, Kumar A, Sharma S, 2008; Ali M.Y. et al., 2010; Kapoor D., at. al., 2014

Выступающий
Заметки для презентации
Вот уже более 100 лет ученые пытаются найти альтернативные материалы для замещения МП. В качестве свободных лоскутов использовали как различные собственные ткани организма, так и множество синтетических материалов. 
Несмотря на все попытки, удовлетворительных результатов не было достигнуто из-за механической несостоятельности полученного резервуара, а также проблем биологической совместимости. Кроме того, введение в стенку мочевого пузыря инородных материалов приводило к камнеобразованию. 
В настоящее время для реконструкции нефункционирующего МП применяют операции по замещению его различными фрагментами желудочно-кишечного тракта, что неизбежно приводит к ряду осложнений и, зачастую, к инвалидизации пациента.



Опыт Э. Атала
 Клетки уротелия и мускулатуры мочевого пузыря 

можно культивировать in vitro
 Создание обширных трансплантатов 

(Atala A., 1993; Cilento B.G., 1994)

 Трансплантация сгенерированного in vitro мочевого 
пузыря человеку (Atala A., 2006, Yoo J.J., 2011)

 Аутологичные клетки!

 Наиболее тяжелый контингент урологических 
больных - пациенты с «малым МП»
(Зубань О.Н., 2011, Муравьев А.Н., 2012)

 Отсутствие неизмененного аутологичного
материала

Выступающий
Заметки для презентации
Исследованиями в области восстановления мочевого пузыря уже более 20 лет занимается Энтони Атала – директор института регенеративной медицины в Северной Каролине.
В начале 90-х гг. он доказал, что клетки уротелия и мускулатуры МП можно культивировать in vitro и создавать довольно обширные трансплантаты. 
Им предпринят удачный опыт замещения у 14 собак мочевого пузыря полимерной матрицей шарообразной формы, заселенной с внутренней стороны клетками уротелия, а с наружой – мышечными клетками. После удачного эксперимента на животной модели исследователи трансплантировали сгенерированного in vitro резервуар человеку. За 5 лет наблюдения не было зафиксировано метаболических нарушений, камнеобразования и избыточной продукций слизи. 
Хочется отметить, что исследователи использовали, как источник клеток, собственные ткани мочевого пузыря. Однако наши исследования направлены на те случаи, когда здорового собственного материала попросту не существует. Это больные, с так называемым малым МП. 
Разработка методик создания многокомпонентного трансплантата с использованием аллогенных клеток может способствовать улучшению результатов лечения этой тяжелой патологии. 




Возможность применения аллогенных клеток?
 Ряд клеток организма не обладает выраженной 

иммуногенностью, и подходят для аллогенной трансплантации 
(Yan S., 2013):

 мезенхимальные стволовые клетки обладают 
иммуномодулирующим действием (Bartholomew A., 2002)

 фибробласты не экспрессируют ряд антигенов главного 
комплекса гистосовместимости класса II (Voswinkel J., 2013)

 Успешный опыт применения аллогенных фибробластов для 
создания кожных трансплантатов (Thepot A., 2011)

Выступающий
Заметки для презентации
Известно, что ряд клеток организма не обладает выраженной иммунногенностью, и могут использоваться для аллогенной транмплантации. К таким клеткам относятся некоторые стволовые клетки, такие как фибробласты и мезенхимальные стволовые клетки. 
Мезенхимальные тволовые клетки способны модифицировать иммунный ответ хозяина, снижая выраженность реакции на имплантат. Пониженная иммуногенность фибробластов связана с отсутствием экспрессии некоторых маркеров главного комплекса гистосовместимости. 
Вопросы возможности применения аллогенных клеток до сих пор полностью не изучены. Аллогенные фибробласты активно используются для создания эпидермальных лоскутов. 
В мире зарегистрировано 1537 клинических исследований посвященных аллогенным клеткам!




Выступающий
Заметки для презентации
Если зайти на сайт clintrials.gov, мы увидим, что в мире зарегистрированы на данный момент 138 иследований применения аллогенных МСК при различных патологиях, в урологической практике на данный момент официально зарегистрированы только 2 подобных исследования, оба посвящены комплексной терапии при поражении почек. 




Клеточные технологии в лечении 
туберкулеза женских гениталий



Дизайн исследования
1.

2.

3

Эстрогенизация 0,1% раствором 
синэстрола в течение 8 дней (по 0,5 мл 
внутримышечно через день)

Инокуляция культуры M. tuberculosis 
Erdman (10⁷  КОЕ / 0,2 мл) под серозную 
оболочку ампулярно-фимбриального
отдела левой маточной трубы

Химиотерапия противотуберкулезными 
препаратами (ПТП): H, R, E, Ph
Аллогенные МСК в концентрации 5 
млн/мл, меченные прижизненным 
красителем РКН 26 (Sigma-Aldrich, США), 
вводили через 2 месяца химиотерапии  
под серозную оболочку ампулярного
отдела левой маточной трубы



Методы верификации туберкулезного 
процесса и оценка эффективности МСК:

 Иммунологические реакции
 КТ легких для исключения генерализации  

туберкулезного процесса
 Гематологические и биохимические показатели

периферической крови (исходно, 1, 2-3 и 4
месяца)

 Гистеросальпингография
 Диагностическая лапароскопия/лапаротомия
 Определение фагоцитарной активности

перитонеальных макрофагов
Морфологическая оценка ткани половых

органов



Интраоперационная сравнительная оценка состояния 
маточных труб до заражения, через 60 и 120 дней после

Интактный кролик Через 60 дней Через 120 дней



Характеристика экспериментального туберкулеза
Гистеросальпингография

Интактный кролик Зараженный кролик



Морфологическое исследование 
окраска по Цилю-Нильсену

Большое количество микобактерий в 
некротических массах



Влияние мезенхимальных стромальных 
клеток костного мозга на 

эффективность фагоцитоза 
перитонеальных макрофагов


Диаграмма1
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Гениталии через 3 месяца после
заражения на фоне химиотерапии в
сочетании с МСК (интраоперационная
оценка)

Контроль 
противотуберкулезной 

терапии

противотуберкулезная 
терапия+МСК



Контроль химиотерапии ПТП+МСК

Гистеросальпингография
через 3 месяца после заражения на 

фоне химиотерапии в сочетании с МСК



Стенки маточной трубы самки кролика с туберкулезом 
гениталий, леченной МСК на фоне противотуберкулезной 
терапии

 А-В – конфокальная микроскопия (ядра синего
цвета); Х40; Г – окр. гематоксилином и эозином. Х450

 А – МСК в монослое in vitro окр. PKH-26 (Scale bar:
100 μm); Б, В – МСК в криосрезах маточной трубы (Scale
bar: 25 μm); Г – единичные железистоподобные
образования в серозной оболочке, состоящие из
секреторных и реснитчатых клеток

А Б В

Г



Резюме
Разработанный способ моделирования 
локального туберкулезного процесса в 
женских половых органах позволяет
осуществлять прижизненный мониторинг
развития и течения специфического 
воспалительного процесса
Применение МСК в комплексной 
терапии туберкулеза половых 
органов в эксперименте:
 Уменьшает реактивность тканей

половых органов на туберкулезную инфекцию
 Ограничивает  развитие  рубцово-спаечного процесса
 Повышает функциональную активность перитонеальных макрофагов
 Оказывает положительное  влияние на репарационные процессы в 

тканях половых органов



Клеточная терапия в комплексном лечении туберкулеза 
мочевого пузыря



Кролики – самцы породы «шиншилла».

Интактные
(здоровые 
кролики) 

n=6

Контроль 
заражения

n=7

Зараженные и 
леченные ПТП

n=7 

Зараженные и 
леченные 
ПТП+МСК

n=9

Дизайн исследования

 Критерий исключения – летальный исход в первые 
2 месяца после заражения



• Инокуляция культуры M. tuberculosis Erdman (10⁷ 
КОЕ/0,2 мл) под слизистую оболочку мочевого 
пузыря (n=34)

• Контроль туберкулезного процесса (кожная
проба с препаратом «ДИАСКИНТЕСТ®»,
бактериологические показатели, цистография,
диагностическая лапаротомия, гистологическая
оценка ткани мочевого пузыря)

Создание экспериментальной модели туберкулеза мочевого
пузыря кролика.



Интраоперационная сравнительная оценка состояния мочевого 
пузыря до заражения, через 1,5 и 3 месяца после

через 1,5 мес через 3 мес До заражения



Максимальная цистометрическая емкость мочевого пузыря (n=23)
Характеристика экспериментального туберкулеза

Исключение: 3 животных с ХЗМ (V моч. пузыря ˃ 100мл)


Диаграмма1
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Характеристика экспериментального туберкулеза
Цистография

Мочевой пузырь интактного кролика Мочевой пузырь кролика через 1,5 
мес. после заражения



Гистологическое исследование

Казеозный 
некроз

Гранулема 

Подсли-
зистая 

оболочка

Кролик группы «контроль заражения».
Мочевой пузырь. Туберкулезная
гранулема. Окраска гематоксилином и
эозином. Увеличение 100.

Клетка 
Пирогова-
Лангханса

Эпите-
лиодные 
клетки

Кролик группы «контроль заражения».
Мочевой пузырь. Туберкулезная
гранулема. Окраска гематоксилином и
эозином. Увеличение 200.

Характеристика экспериментального туберкулеза

Бактериологическое подтверждение экспериментального 
туберкулеза – 56,5%



Клеточная терапия

Суспензия МСК 5х10^5 кл/мл

МСК мечены суперпарамагнитными наночастицами

Инфильтрирование 
стенки мочевого пузыря 

суспензией 
мезенхимальных 
стволовых клеток



Максимальная цистометрическая емкость мочевого
пузыря через 2 месяца после введения МСК



Интраоперационная сравнительная оценка эффективности 
комплексной терапии туберкулеза мочевого пузыря 

ПТТ ПТТ+МСКИнтактный кролик Контроль 
заражения



Гистологическое исследование
Показатель/Группа ПТТ + МСК ПТТ Контроль заражения

Толщина эпителия, 
мкм

52,5±4,0 78,3±4,3* 63,3±5,2*

Толщина подслизистой 
оболочки, мкм 105,8±12,3 150,0±17,7 588,3±31,3*

Количество сосудов в 
подслизистой оболочке 

на 1кв. мм

4,3±0,5 4,0±0,4 4,7±0,6

Диаметр сосудов 
подслизистой оболочки, 

мкм

38,3±3,1 28,3±1,2* 50,0±0,0*

Толщина мышечной 
оболочки, мкм

1885,0±142,5 1850,0±147,8 1958,3±164,7

Толщина 
адвентициальной 

оболочки, мкм
59,2±4,9 66,7±5,9 2541,7±164,7*

Степень фиброза, баллы 2,0±0,0 2,0±0,0 2,0±0,0

Окраска по Цилю-
Нильсену

КУМ - КУМ - КУМ +

Примечание: * - р<0,05 по сравнению с группой 1



Электронная микроскопия
Оценка жизнеспособности в тканях мезенхимальных стволовых клеток, используемых для профилактики 

сморщивания мочевого пузыря (МП) при его туберкулезном поражении в эксперименте in vivo.



Конфокальная микроскопия

 Ядра - окраска DAPI (синий), 
 Наночастицы - в проходящем 

лазере (зеленый)

Мембрана МСК - окраска PKH26
(красный)



Конфокальная микроскопия



Резюме
 Разработанная экспериментальная модель

локального туберкулезного поражения мочевого
пузыря обеспечивает его рубцовое сморщивание

Применение аллогенных МСК в
комплексной терапии туберкулеза мочевого
пузыря в эксперименте:

 Ограничивает развитие рубцово-спаечного

процесса

 Оказывает положительное влияние на

репарационные процессы в тканях мочевого

пузыря

 Способствует профилактике сморщивания

мочевого пузыря

…

Требуются дальнейшие исследования

Journal of Tissue Engineering 
and Regenerative 
Medicine_2018



Разработка тканеинженерных конструкций 
для восстановления мочевого пузыря

Выступающий
Заметки для презентации
Одна из последних биомедицинских разработок касается экспериментального изучения возможности замещения дефекта мочевого пузыря аллогенными тканеинженерными конструкциями. В этом эксперименте изучаются различные по своему составу и клеточному наполнению тканеинженерные конструкции на более, чем 30-и лабораторных животных. Ниже представлены наиболее значимые результаты исследования.




Создание многокомпонентного 
трансплантата на основе трехмерной 

полилактидной матрицы

Сканирующая электронная 
микроскопия:поли-L,L-

лактид
поли-L,L-
лактид с 

фиброином 
шелка (1:1)

 Отсутствует токсичность
 Способность к биодеградации
 Безвредные продукты распада
(Rohrmann D., 1996, Pattison M.A,, 2005, 

Chen F.M, 2010)

Выступающий
Заметки для презентации
В качестве основы для приготовления многокомпонентной клеточной конструкции взят полимер на основе молочной кислоты – поли-L,L,-лактид, который является наиболее подходящим из доступных материалов, так как соответствует ряду признаков: отсутствие токсичности, способность к биодеградации, безвредность продуктов распада. 
У подобных матриц есть и свои недостатки, такие как гидрофобный характер и отсутствие специфических сайтов связывания с клеточными рецепторами, что существенно ограничивает их использование для культивирования и трансплантации клеток. Для того чтобы справиться с этой проблемой, в скаффолд вводили гель на основе коллагена 1 типа. Кроме того полилактид, сам по себе, не достаточно механически прочен, поэтому, для придания ему дополнительной прочности, скаффолд укреплен фиброином шелка в соотношении 1:1.



Заселение скаффолда клетками

 Мезенхимальные стволовые
клетки (МСК) кролика
выделены по стандартной
методике

 Метки: супермагнитные
наночастицы на основе
магнетита

 Клетки введены в скаффолд в
геле на основе коллагена 1
типа

Монослой МСК

Готовый имплант

Выступающий
Заметки для презентации
В качестве клеточной составляющей конструкции использованы аллогенные мезенхимальные стволовые клетки (МСК) костного мозга кроликов, которые  выделены из гребня подвздошной кости кролика и культивированы по стандартной методике. Для последующей идентификации клетки мечены суперпарамагнитными наночастицами на основе магнетита. В матрицу клетки введены в геле на основе коллагена 1 типа. На слайде представлены монослой культивированных МСК и внешний вид заселенного клетками скаффолда непосредственно перед имплантацией.



Наблюдение – 2,5  месяца

Выделение МП, 
ЭМГ

Создание 
дефекта стенки 

МП

Закрытие дефекта 
скаффолдом

Финальный 
вид МП

Трансплантация приготовленного 
многокомпонентного композита

после парциальной резекции мочевого пузыря 
(МП) кролика-самца породы «шиншилла»

Выступающий
Заметки для презентации
Приготовленный многокомпонентный композит трансплантирован после парциальной резекции мочевого пузыря кролику-самцу породы «шиншилла». На слайде представлены этапы операции. Под общей анестезией выделен мочевой пузырь кролика, выполнена электромиография, определена емкость мочевого пузыря. По передней стенке сформирован дефект 2,0х2,0см. Приготовленный трансплантат фиксирован к стенке мочевого пузыря узловыми швами, снаружи анастомоз укреплен околопузырной клетчаткой. Деривация мочи осуществлена цистостомическим дренажом, проведенным под кожей на спину. Рана ушита послойно. Результаты оценивались через 2,5 месяца.



Данные объективных исследований: в зоне 
имплантации – меченые МСК

Магнитно-резонансная томография (через 2,5 мес. после трансплантации)

Выступающий
Заметки для презентации
На серии магнитно-резонансных томограмм через 2.5 месяца после вмешательства получено изображение заполненного мочевого пузыря нормальной емкости. В месте имплантации визуализируется наводящий артефакт от введенных в клетки железосодержащих меток. 



Макроскопическая картина 
мочевого пузыря (МП) через 2,5 мес. после 

трансплантации
 Отсутствие 

патологических 
изменений вне зоны 
имплантации

 Лизис матрицы
 Стенки МП вне зоны 

имплантации визуально 
не изменены

 В месте имплантации -
участок измененной
слизистой с признаками
васкуляризации

Выступающий
Заметки для презентации
При макроскопическом исследовании внутренних органов следует отметить отсутствие явлений отторжения трансплантата и выраженной воспалительной реакции вне зоны имплантации. Пересаженная матрица полностью биорезорбировалась, в месте имплантации определяется участок измененной слизистой с признаками васкуляризации пересаженного лоскута.




Данные объективных исследований: в 
зоне имплантации – меченые МСК

Конфокальная микроскопия криосрезов препарата мочевого пузыря

Выступающий
Заметки для презентации
При конфокальной микроскопии криосрезов в месте имплантации определяются меченые клетки, принимающие участие в формировании  структуры, сходной с уротелием. На представленной фотографии синее свечение имеют ядра клеток, красное – железосодержащие наночастицы, которые использовались в качестве меток. 



Резюме

Разработана 
тканеинженерная 
конструкция на основе  
поли-L,L-лактида с  
фиброином шелка и 
аллогенными 
мезенхимальными 
стволовыми клетками

Показана 
принципиальная 
возможность 
восполнения тканевых 
дефектов органов на 
примере мочевого 
пузыря 
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