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РЕФЕРАТ

Новітні біотехнології в діагностиці, лікуванні і профілактиці захворювань людини

на здобуття Державної премії України

в галузі науки і техніки за 2013 рік

Актуальність роботи

Незважаючи на швидкий розвиток терапевтичних і хірургічних методів лікування низки патологічних станів людини, вони в деяких випадках є малоефективними, що стимулює вчених усього світу до розробок  нових методів лікування, у т.ч. і самого перспективного з них - використання новітніх біотехнологічних методів клітинно-тканинної терапії. Досягнення регенеративної медицини на даний момент базується на застосуванні технологій видалення дефектних клітин в основному при автоімунних і пухлинних захворюваннях, репрограмуванні клітин, цитокіновій терапії, тканинній інженерії, створенні нових діагностичних платформ.
Залишаються невирішеними проблеми ефективного закриття опікових ран у пацієнтів з поширеними опіковими ураженнями (коли можливості аутопластики обмежені, а також при опіках полум’ям вибуху метано-вугільної суміші у шахтарів), застосування альтернативних методів реваскуляризації міокарда у хворих після інфаркту та хворих на рефрактерну стенокардію, ефективного лікування хронічних виразково-ранових дефектів нижніх кінцівок, кишкових нориць, цукрового діабету, системних аутоімунних захворювань, ускладнених травматичних ушкоджень (уповільнене зрощення переломів, незрощення переломів, утворення несправжніх суглобів, дефекти кісткової тканини, остеомієліт), легеневої гіпертензії та інших патологічних станів.

Широкому клінічному застосуванню клітинно-тканинних біотехнологій перешкоджають невирішені теоретичні і практичні питання щодо біологічних особливостей стовбурових клітин різних типів. Так, здається актуальним проведення порівняльного аналізу стану стовбурових клітин із різних клітинних джерел, співвідношення прямих репаративних і паракринних механізмів при трансплантаціях, вивчення молекулярно-генетичних механізмів диференціювання і хоумінгу зазначених клітин в тканині, способів їх трансплантації, можливості потенціювання ефекту стовбурових клітин, ефективність і безпечність використання клітинних технологій в лікуванні різних патологічних станів.

Крім того, незважаючи на наявність багатьох загальноклінічних, біохімічних, імунологічних, імуноферментних, радіоімунних та інших методів дослідження, які повсякденно використовуються в медичній практиці, їх значущість для діагностики, диференційної діагностики, визначення активності і прогнозування патологічного процесу, а також надійної оцінки ефективності відновлення захворювання та реабілітації пацієнтів часто залишається незадовільною, з великим рівнем похибок. За рахунок принципово нових фізико-хімічних методів, що ґрунтуються на визначенні адсорбційно-реологічних властивостей біологічних рідин (метод динамічної міжфазної тензіометрії), гіпотетично можна було б швидко і точно у інтегральному вигляді діагностувати захворювання людини, прогнозувати їх перебіг, контролювати ефективність лікування (у тому числі із застосуванням біотехнологій).

Мета роботи

Метою роботи було вивчення функціональних, морфологічних та імунофенотипових характеристик клітин різного ступеня диференціювання і різних клітинних джерел (кістковий мозок, кров, фетальний матеріал та ін.) для об’єктивізації вибору клітинного матеріалу при лікуванні найбільш складних патологічних станів (тяжка опікова хвороба, ішемічна хвороба серця, хронічні виразково-ранові дефекти, цукровий діабет, ускладнена травма, хронічні судинні ураження кінцівок, легенева гіпертензія, аутоімунні захворювання). Авторами проведено вивчення ефективності різних варіантів лікування зазначених захворювань за допомогою оригінальних біотехнологічних методів лікування у порівнянні з сучасними традиційними хірургічними, терапевтичними або комбінованими способами, а також патогенетичних механізмів дії запропонованих клітинно-тканинних технологій.

Окрім того, метою стала розробка теорії принципово нових високоінформативних точних фізико-хімічних адсорбційно-реологічних методів дослідження в медицині з подальшим використанням в практиці біофізичних параметрів крові, сечі, експіратів, синовію, спинномозкового ліквору задля підвищення якості своєчасної діагностики і диференційної діагностики будь-яких хірургічних, терапевтичних, неврологічних та інших захворювань, надійності прогнозування їх перебігу, вибору найбільш раціональної медичної технології реабілітації хворих та контролю за ефективністю лікувальних заходів.

Наукова новизна роботи

Авторами вивчені особливості перебігу ранового процесу при різних опіках у дітей і дорослих, зміни імунофенотипових характеристик і ефективність хірургічного лікування опікової хвороби із застосуванням алогенних і аутологічних фібробластів і кератиноцітів, у тому числі при застосуванні кондиційованого середовища культивування фібробластів.

Вперше розроблена технологія селективного одержання остеогенних клітин-попередників періосту й ендосту іn vіtro на основі способу розташування кісткових фрагментів на колагеновій підкладці. Описані морфофункціональні зміни остеокомпетентних клітинних ліній залежно від  енергетики травми. Авторами проведено порівняльний аналіз функціонального стану пріоритетних клітинних пулів, що беруть участь в остеорепарації при травмах кісткової тканини різної інтенсивності. Обґрунтовано шляхи терапевтичної дії з поліпшення консолідації переломів шляхом спрямованої дії на пріоритетні клітинні пули.

В експерименті на моделі гострого інфаркту міокарда доведені переваги трансплантації мезенхімальних стовбурових клітин. підтверджено можливість прямої міграції і хоумінгу ізогенних мезенхімальних стовбурових клітин в ушкоджений міокард при внутрішньовенному введенні і їх подальше диференціювання в ендотеліоцити й фібробласти, доведено явище неоангіоґенезу. Вперше в клініці розроблені й апробовані методи аутотрансплантації мезенхімальних стовбурових клітин кісткового мозку при лікуванні рефрактерної стенокардії. Уперше проведено розробку й впровадження електрофізіологічних і електроанатомічних методів діагностики ішемізованого міокарда за допомогою системи NOGA XP, а також впроваджено методику трансплантації аутологічних клітин.

Авторами вивчені цитоморфологічні та функціональні особливості клітинних популяцій хронічних виразково-ранових дефектів (ХВРД), визначено in vitro проліферативний потенціал клітинних популяцій, обґрунтовано використання культуральних технологій у комплексному лікуванні ХВРД нижніх кінцівок, визначені особливості загоєння ХВРД нижніх кінцівок при застосуванні клітинно-тканинних еквівалентів. Уперше подано теоретичне обґрунтування використання біоінженерних технологій у комплексному лікуванні пацієнтів із зовнішніми неповними трубчастими норицями, подано оцінку проліферативної активності клітинних еквівалентів у зовнішній неповній трубчастій нориці та вперше визначена їх роль в можливості загоєння трубчастих нориць, розроблено клітинно-тканинний трансплантат для лікування зовнішніх неповних трубчастих нориць.

Авторами надане теоретичне обґрунтування застосування фібробластно-колагенового композиту для стимуляції репаративних процесів ран шийки матки; на підставі морфологічних, клінічних, цитологічних і планіметричних досліджень, проведено аналіз ефективності хірургічного лікування рубцевої деформації шийки матки з використанням фібробластно-колагенового композиту.

Авторами показано, що в основу фізіологічних ефектів поверхнево активних й неактивних речовин біологічних рідин покладено їх високу здатність до міжмолекулярної взаємодії з протеїнами, ліпідами, вуглеводами, неорганічними сполуками тощо. Багато процесів переносу з участю сурфактантів включає стадії адсорбції й десорбції на міжфазній поверхні. Вивчення фізико-хімічних параметрів адсорбційних міжфазних шарів (динамічного поверхневого натягу, в’язкоеластичності, релаксації, поверхневої в’язкості, пружності тощо) біологічних рідин дає цінну інформацію для фундаментальної медицини й практичної діяльності лікаря. 

Зміст роботи

Використання новітнього біотехнологічного методу - трансплантації культури алофібробластів при опіках дозволяє оптимізувати перебіг ранового процесу при опіках і добитися підготовці опікової рани після ранньої некректомії до аутодермотрансплантації в 1,86 рази швидше, ніж при веденні рани під пов’язками з водорозчинними мазями. При цьому було визначено, що вплив трансплантації культури алофібробластів на рановий процес дозволив прискорити епітелізацію опікових ран на ділянках поверхневого дермального опіку на 6 діб в порівнянні з стандартним лікуванням рани. При наявності ділянки глибокого дермального опіку культура алофібробластів оптимізує рановий процес за рахунок прискорення переходу до стадії проліферації, що дає змогу підготувати рану до аутодермотрансплантації швидше, ніж при стандартній схемі ведення рани після ранньої нефректомії (рис.1).
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Рис. 1. Раннє хірургічне лікування і клітинна трансплантація при критичних опіках.
В моделі гострого інфаркту міокарда при порівняльному аналізі ефективності застосування трансплантації ембріональних, МСК і комітованих МСК, а також підшкірного введення Г-КСФ в експерименті, на підставі інструментальних, лабораторних і морфологічних даних, доведено перевагу застосування при клітинній трансплантації МСК. Показано ефект хоумінга трансплантованих МСК при внутрішньовенному введенні в зону ішемії міокарда, показана їхня участь у формуванні судин і рубцевої тканини (рис.2), однак трансформацію МСК у кардіоміоцити не виявлено. Найкращі морфофункціональні показники серця досягаються при максимально ранньому введенні клітинного трансплантата у порівнянні з більш пізнім терміном (3, 7 доба), а найкращим способом доставки клітинного трансплантата при експериментальному інфаркті міокарду був внутрішньовенний у порівнянні з інтракоронарним і інтраміокардіальним. 
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Рис. 2. А, Б: культури мезенхімальних стовбурових клітин; В: клітини, що містять Y-хромосому, у стінках судин і сполучній тканині навколо них у щурів-самиць на 30 день після трансплантації МСК. Гібридизація in situ з пробою до Y-хромосоми, х180.
У клінічному дослідженні у хворих на рефрактерну стенокардію показано позитивний вплив трансплантації аутологічних МСК на показники насосної функції серця і якість життя пацієнтів зі стенокардією напруги протягом 6 місяців. При цьому ефект клітинної трасплантації МСК у хворих на рефрактерну стенокардію обумовлений збереженням фракції викиду і зменшенням розмірів лівого шлуночка (рис.3), адаптацією серця до стрес-імітуючих навантажень, стабілізацією перекісного окислення ліпідів і енергозабезпечення кардіоміоцитів, нормалізацією показників ендотеліну-1 і підвищенням продукції оксиду азоту, що приводить до стабілізації морфофункціональних якостей міокарда. 
[image: image21.png]


[image: image22.png]


[image: image23.png]


[image: image7.jpg]Unipolar w “"'“I LLS ad

>1—Map>lﬁyip 8 . -

P
>
°

Volume: 182.36 RAQ: 45° Cranial: 0°  Swivel: 0° Volume: 182.36 RAOQ: 45° Cranial: 0"  Swivel: 0°
: 12.00
Unipolar 223"’; LLs >
> 1-Map > 166 Tip ¢ 1-Map > 166 Tip
z Anterior
Septg 7 Septg
8.9gh -
7.on r{
4.05m\g 6.00
ateral i ateral
N
§

Posterior Posterior




 [image: image8.jpg]Unipolar
> 2-Map > 107 Ti

Volume: 169.96

Unipolar

> 2-Map > 107 Tip

- W A LLS Sah. W
a » 2-Map > 107 Tip . .

.
RAO0: 45° Cranial: 0" Swivel: 0° ! Volume: 169.96 RAOQ: 45° Cranial: 0° Swivel: 0°
21.55m 12.00

LLS

Anterior

Posterior Posterior



 
Рис. 3. Електромеханічне картування. А: вихідне картування – гіпокінез у базально-латеральному відділі. Червоні крапки – міста ін’єкцій. Б: контрольне картування: зона гіпокінезу значно зменшилася. В: навігаційна система NOGA XP для проведення й оцінки трансплантацій стовбурових клітин.
Патологічна модифікація клітинних популяцій хронічного виразково-ранового дефекту не залежала від етіологічних причин, локалізації, площі й глибини дефекту тканин. Проліферативна активність фібробластів із хронічного виразково-ранового дефекту в 1,5 рази нижче нормальних величин, що проявляється строками формування монопласта в середньому на 22,3±2,8 доби й зниженням швидкості збільшення клітинності культур клітин в 3,7 рази. На фібробластах, отриманих із хронічного виразково-ранового дефекту, не відзначена експресія складових рецепторів колагену, ламініну й фібронектину (ά2, ά4 і ά6 ланцюга інтегринів). Відсутність декількох комбінацій рецепторів на фібробластах хронічного виразково-ранового дефекту обумовлює функціональну неповноцінність клітинно-субстратної адгезії й міжклітинних взаємодій.

Експериментальні дані (in vitro) по створенню мікст-культур свідчать про стимуляцію й/або відновлення проліферативного потенціалу й ряду інших функціональних характеристик клітинних популяцій хронічного виразково-ранового дефекту. Використання нами клітинно-тканинних технологій у консервативному лікуванні хронічного виразково-ранового дефекту дозволило досягти 66,7% загоєння дефекту й поліпшило результати лікування в 1,2 рази за рахунок прискорення строків епітелізації у порівнянні із традиційною консервативною терапією. При цьому, строки лікування у випадку застосування алогенного матеріалу скорочуються в 2,1 рази, а у випадку використання аутологічного клітинного матеріалу істотно не змінюються. Найкращі результати по загоєнню хронічного виразково-ранового дефекту отримані при застосуванні алогенного фібробластно-колагенового композиту й аутологічних шарів кератиноцитів. Клітинно-тканинна терапія у віддаленому періоді забезпечує більш стійкий позитивний ефект і знижує тяжкість рецидивів місцевого деструктивного процесу в 2 рази. 
Аутологічний фібробластний тканинний еквіваленту не дозволяє оперативно використати через строки культивування клітинного матеріалу й не має організаційних переваг, у порівнянні з алогенним фібробластним клітинним матеріалом. Ізольоване застосування культивованих шарів аутокератиноцитів не мало переваг перед закриттям ранового дефекту традиційними хірургічними методами аутопластики. Хірургічна тактика при лікуванні хронічного виразково-ранового дефекту в комбінації із клітинно-тканинними технологіями дозволяє досягти загоєння в 88,9% пацієнтів і знизити кількість незадовільних результатів в 2,3 рази в порівнянні із традиційними хірургічними методами, зменшити середні строки лікування в 1,26 рази за рахунок прискорення епітелізації й поліпшення приживлення аутодермопластик (рис.4).
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Рис. 4. А: пласт кератиноцитів на носії; Б: виразковий дефект (4 міс); В: через 8 тижнів лікування.
При вивчені остеоіндукціі стовбурових клітин встановлено, що з 7-ї до 14-ї доби спрямованої остеоіндукції кістковими морфогенетичними білками спостерігається підвищення секреції лужної фосфатази мезенхімальними стовбуровими клітинами, після чого відбувається стабілізація синтезу лужної фосфатази на одному рівні. Збільшення вмісту кісткових морфогенетичних білків 2-го чи 4-го типів від 5 до 10 нг/мл дозволяє збільшити ступінь диференціювання, тоді як збільшення до 15 нг/мл достовірно не відрізняється від 10 нг/мл. Мезенхімальні стовбурові клітини починають продукувати лужну фосфатазу з 14-ї доби остеоіндукції за допомогою клітин окістя. Встановлена щільність клітин (4х104 клітин/см2), необхідна для оптимальної остеоіндукції мезенхімальних стовбурових клітин за допомогою клітин окістя.

При травмах, що виникли в результаті дії, що травмує, низької інтенсивності, періостальні, ендостальні та кістково-мозкові клітинні джерела остеорепарації зберігають властивий їм морфофункціональний стан - характерну морфологію, здатність формувати моношар і остеогенну детермінованість. Відзначено достовірне збільшення проліферативної активності після дії  сили, що травмує, клітин періосту, МСК кісткового мозку та ендосту в порівнянні з контролем у 1,6, 1,1 і 3,2 разів відповідно. Пріоритетним проліферативним пулом остеорепарації й основним джерелом формування тканинного регенерату в кістковій рані при механічній травмі трубчастих кісток є МСК, що мігрують із кістково-мозкового каналу (рис.5). 
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Рис. 5. А: остеопрогеніторний трансплантат; Б: трансплантація аутологічних МСК на 3D носії; В: 3D-реконструкція дефекту п’яткової кості;       Г: de novo сформована кісткова тканина. 
При експериментальному досліджені хронічної ішемії нижніх кінцівок виявлено, що після трансплантації МСК кісткового мозку покращився функціональний стан ішемізованих кінцівок дослідних тварин. Трансплантація МСК кісткового мозку в ішемізовані кінцівки дослідних тварин дозволила на 5-й тиждень в 1,7 разу (для інтраваскулярного введення) і 2 рази (для внутрішньом`язового введення) збільшити показник мікроциркуляції, порівняно з контрольними групами, а на 14-ту і 21-шу добу після внутрішньом’язового введення - зменшити кількість фіброзних змін в м’язах та достовірно збільшити кількість дрібних міжм’язових капілярів. Результати морфометрії показали, що середня сумарна площа судин та кількість дрібних судин в зоні ішемії була достовірно вищою в групі тварин з внутрішньом’язовим введенням МСК, ніж в інших групах щурів, а кількість CD45 – нижчою. Таким чином, трансплантація МСК кісткового мозку дозволяє отримати стимулюючий ефект на процеси неоангіогенезу, що обумовлено, можливо, паракринними впливами. Внутрішньом`язове введення клітин було більш ефективним, ніж інтраваскулярне.
При лікуванні людей, хворих на хронічну ішемію нижніх кінцівок з використанням аутологічної внутрішньомя`зової трансплантації МСК кісткового мозку більш ефективне, ніж виключно консервативне лікування: дозволяє в сім разів зменшити кількість високих ампутацій, достовірно збільшити дистанцію безбольової ходьби, КПІ, RI, ТсрО2, показник мікроциркуляції і температуру шкіри на тилі стопи, як в процесі лікування (протягом часу), так і порівняно з контрольною групою. Згідно зі шкалою Рутерфорда, результати лікування в основній групі були достовірно кращими порівняно з результатами контрольної групи.

При лікуванні трубчастих кишкових нориць місцеве застосування фібробластно-колагенового композиту відзначалось коротшим дегенеративним періодом, меншою виразністю запальної реакції, а також прискоренням процесів проліферації і диференціювання мезенхімальних клітинних ліній і дозріванням грануляційної тканини в стінках нориці. Цілеспрямована стимуляція репаративних процесів при трубчастих кишкових норицях з використанням фібробластно-колагенового композиту дозволяє збільшити швидкість зниження норицевого дебіту (в середньому в 1,3 разів) і швидкість зменшення об'єму норицевого ходу (в середньому в 1,7 разів), скоротити терміни формування нориці (в середньому на 2,6±0,3 доби) і скоротити середні терміни консервативного лікування в середньому на 2,9±0,8 доби. 

Визначення фізико-хімічних адсорбційно-реологічних параметрів біологічних рідин дозволило отримувати інформацію про склад, структуру і еволюцію поверхневих шарів, а також про процеси, що відбуваються в обсязі рідинної фази. Зміни розроблених показників стали надійними інтегральними чинниками, які відображають складні процеси в організмі людини, своєрідними скринінговими тестами для обстеження людей. Дослідження динамічного поверхневого натягу, об’ємної й поверхневої в’язкості, в’язкоеластичності, пружності й релаксації сироватки крові, сечі, експіратів та інших біологічних рідин дозволили розробити високоточні фізико-хімічні методи на базі стандартних комп'ютерних тензіореометрів.

Практична реалізація роботи

В ДУ «Інститут невідкладної і відновної хірургії ім. В.К.Гусака НАМН України» створено унікальну Лабораторію клітинного та тканинного культивування, яка була відкрита для впровадження в клінічну практику методів тканинної інженерії. Лабораторія не має аналогів на території України і країн СНД, і відповідає всім умовам асептичного біотехнологічного виробництва in vitro практично будь-яких типів субстрат-залежних та субстрат-незалежних клітин людського організму. Виробничі приміщення Лабораторії, призначені для біотехнологічного виробництва клітин і тканин людини і їхнього довгострокового збереження, побудовані у відповідність з міжнародними стандартами GMP і GTP (рис.6).  Лабораторія має у своєму складі потужний кріобанк, який дозволяє забезпечувати довгострокове кріозбереження біоматеріалу. 
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Рис. 6. Лабораторія клітинного та тканинного культивування ДУ «Інститут невідкладної і відновної хірургії ім. В.К.Гусака НАМН України».
Налагоджене міжнародне співтовариство з потужнішими біотехнологічними центрами Європи, організовано міжнародний центр біотехнологій «Біостем», міжнародний медичний фізико-хімічний центр. Створено банк стовбурових і спеціалізованих клітин різних рівнів диференціювання та ліцензований банк кордової крові, що розраховані на тривале зберігання зразків аутологічних та алогенних культур. 

Розроблено нові біотехнологічні клітинно-тканинні продукти (в тому числі трьохвимірний дермальний еквівалент для лікування тривало незагойних ран, тривимірний 3-D еквівалент хряща, остеопрогеніторний трансплантат для лікування хвороб кісткової тканини та ін.) для ефективного застосування в лікуванні опікової хвороби, ішемічної хвороби серця, хронічних ран кінцівок, кишкових нориць, тяжкої судинної патології та ін. Створено методи фіксації клітин на носії для лікування дефектів тканин.

Розроблено нові алгоритми застосування стовбурових клітин різних типів в лікуванні рефрактерних до сучасних методів патологічних станів, їх показання, протипоказання, вивчена ефективність та безпека.

Вперше у світі обґрунтовано, розроблено й впроваджено в медичну практику комплекс автоматизованих фізико-хімічних адсорбційно-реологічних методів дослідження, які швидко і точно (похибки не перевищують 0,1%) дозволяють у інтегральному вигляді оцінювати характер будь-яких біологічних рідин людини завдяки запропонованим комп’ютерним приладів. На підставі виконаних чисельних експериментальних досліджень in vitrо з моделюванням рідин і відповідних досліджень біологічних рідин у тварин (собаки, щури), а також в результаті обстеження понад 40000 людей (здорових осіб, що різні за статтю, віком, регіонами мешкання, професіями і фізіологічним станом, хворих з найрізноманітнішою патологією) визначено критерії, які набагато підвищують якість діагностики та диференційної діагностики багатьох груп захворювань, дозволяють надійно прогнозувати їх подальший розвиток, контролювати хід лікувальних заходів, визначати медичну технологію реабілітації. 

Методи дослідження впроваджено у практику охорони здоров’я лікувальних закладів, науково-дослідних інститутів і університетських клінік Національної Академії наук, Національної Академії медичних наук і Міністерства охорони здоров’я України. Отримані претендентами результати застосовуються у наукових центрах Бельгії (Антверпен), Болгарії (Софія), Ірландії (Дублін), Італії (Генуя, Флоренція), Німеччини (Берлін, Потсдам), Росії (Москва, Санкт-Петербург) та інших країн.

Під керівництвом претендентів на здобуття Державної премії України з проблем біотехнологій в медицині захищено 61 дисертаційна робота (7 докторських та 54 кандидатських).

Висновок

Завдяки проведеним фундаментальним науковим та клінічним дослідженням впроваджено в практику вітчизняної медицини новітні методи клітинно-тканинної терапії і біотехнології, які широко застосовуються в діагностиці, лікуванні і профілактиці найскладніших захворювань людини в Україні й відповідають найвищому світовому рівню. Досліджено механізми впливу клітинних культур та обґрунтовано ефективність застосування біотехнологій при ішемічному пошкодженні міокарду, при трофічних виразках різної етіології й хронічних ранових дефектах; при патології кісткової тканини з контролем абсорбційно-реологічних властивостей крові. Налагоджене міжнародне співтовариство з потужнішими біотехнологічними центрами Європи. Все це дозволило впровадити в практику наукових і лікувальних закладів України й за кордоном новітні діагностичні та клітинно-тканинні технології, обстежити понад 40000 людей та пролікувати понад 5000 хворих з України та інших країн світу з різноманітною патологією.
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