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Аннотация. Исследование охватывает биофизические аспекты применения эмульсионных микрогелей, стабилизированных изолятом
сывороточного белка, для адресной доставки лекарств в органы мочевыделительной системы. Изучение профиля высвобождения мо-
дельного вещества Цианина 7, иммобилизованного в эмульсионные микрогели, продемонстрировало пролонгированный характер
высвобождения в течение 72 ч. Было изучено влияние эмульсионных микрогелей на выживаемость различных культур клеток (нор-
мальных фибробластов (L929) и клеток почек (Hek239), почечной карциномы (Renca) и карциномы мочевого пузыря (T24)), которая
показала зависимость уровня цитотоксичности от типа клеток. При этом особая повышенная чувствительность к микрогелям была вы-
явлена у культуры Hek239. Был также исследован характер накопления и распределения эмульсионных микрогелей у лабораторных
мышей в зависимости от пути их введения: внутрипузырном или внутривенном. Эффективность накопления микрогелей в органах
мочевыделительной системы (почки или мочевой пузырь) оценивалась по in vivo биораспределению методом прижизненной флуорес-
центной визуализации. При системном введении суспензий микрогелей наблюдалось их селективное накопление не только в печени,
но и в почках. Внутрипузырное введение позволяло поддерживать высокую локальную концентрацию меченых Цианином 7 микроге-
лей в мочевом пузыре не менее 2 ч. Гистологический анализ срезов мочевого пузыря подтвердил безопасность микрогелей на основе
изолята сывороточного белка для доставки лекарств в мочевой пузырь и почки. Данная система доставки на основе разработанных
эмульсионных микрогелей открывает новые перспективы лечения заболеваний мочевыделительной системы с использованием как
системного введения, так и малоинвазивных внутрипузырных инстилляций.
Ключевые слова: внутрипузырная инстилляция; мочевыделительная система; изолят сывороточного белка; системы доставки лекар-
ственных средств; эмульсионные микрогели
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Abstract. Background and Objectives: This study covers the biophysical aspects of the use of emulsion microgels stabilized with whey protein
isolate (WPI) for targeted drug delivery to the urinary system. Emulsion microgels were prepared by the ultrasonic homogenization method
which leads to denaturation of the WPI adsorbed on the water-oil interface and formation of WPI microgel layer at the oil droplet.Materials and
Methods: The study of the release profile of the model substance Cyanine 7 immobilized in emulsion microgels has demonstrated a prolonged
pattern over 72 hours. The effect of emulsion microgels on the viability of various cell cultures (normal fibroblasts (L929), kidney cells (Hek239),
renal carcinoma (Renca) and bladder carcinoma (T24)) has been studied, which has shown a dependence of the cytotoxicity level on the cell
type. The Hek239 cells have demonstrated particularly increased sensitivity to emulsion microgels. Results: The accumulation and distribution
behaviour of emulsion microgels in laboratory mice have also been studied depending on the route of their administration: intravesical or
intravenous. The efficiency of targeting themicrogels for urinary system components of the urinary system (kidney or bladder) has been assessed
by biodistribution using in vivo fluorescence imaging. Systemic administration has demonstrated selective accumulation not only in the liver
but also in the kidneys. Intravesical administration has made it possible to maintain a high local concentration of Cyanine 7 in the bladder at
least during 2 h. Histological analysis has validated the safety of WPI-based microgels for delivery into the bladder and kidney. Conclusions: The
presented delivery system based on the developed emulsion microgels opens up new prospects for the treatment of diseases of the urinary
system using both systemic administration and minimally invasive intravesical instillations.
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Введение

Заболевания мочевыделительной системы,
такие как инфекции мочевого пузыря и заболе-
вания почек, тесно взаимосвязаны. Отсутствие
должного лечения или прогрессирование в хро-
ническую форму заболевания одного из органов
может негативно сказаться на всей системе в це-
лом. Инфекции часто проникают из нижних отде-
лов мочевыделительной системы в мочеточники
и почки. Например, прогрессирование цистита
может привести к острому пиелонефриту [1, 2].
Кроме того, существует корреляция между дис-
функцией мочевыводящих путей и воспалением,
а также риском развития рака мочевого пузыря
и почек [3–5]. Несвоевременное начало лечения
снижает иммунный ответ, что может привести
к опасным для жизни последствиям. Поэтому
решающее значение имеет комплексное лечение
мочевыделительной системы. Распространенные
методы лечения часто включают пероральное
или внутривенное введение антибактериальных
препаратов в высоких дозах [6–9]. Однако эти
подходы не всегда дают адекватные терапевти-
ческие результаты из-за естественных функций
мочевого пузыря и наличияфизиологического ба-
рьера [10–13]. Это требует применения больших
доз препарата, что в конечном итоге, приводит
к системной токсичности и многочисленным по-
бочным реакциям [10, 14].

Для минимизации общей токсичности ле-
карств и сокращения требуемых доз разра-
батываются альтернативные методы доставки.
Например, для терапии заболеваний мочевого пу-
зыря используется локальная доставка лекарств
в орган – внутрипузырная инстилляция. Та-
кой способ введения лекарственных препаратов
позволяет повысить дозу активного вещества
в области воспаления и в то же время уменьшить
возможную системную токсичность и побочные
эффекты на организм. Другим способом повы-
шения эффективности лечения, которое в насто-
ящее время широко развито, является создание
микроразмерных систем для адресации препа-
ратов. Такие системы способны эффективно
влиять на распространение инкапсулированных
лекарственных средств в органах. Эмульсионные
микрогели сейчас активно изучаются в области
терапии органов мочевыделительной системы
[15, 16]. Эмульсионные системы типа «масло-в-
воде», позволяющие инкапсулировать как гид-
рофобные, так и гидрофильные лекарственные
препараты, обладают рядом преимуществ для ад-
ресной доставки. В зависимости от конкретной
цели можно создавать микроэмульсии с точны-
ми физическими и химическими свойствами,
включая размер частиц, площадь поверхности,
ζ-потенциал и эффективность доставки лекар-
ственного средства в различные органы [15, 17–
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19]. Кроме того, растворимость, проницаемость
и всасывание инкапсулированных лекарствен-
ных средств напрямую зависят от химического
состава внешнего слоя, который стабилизирует
микроэмульсии [20–22]. Стабилизация масля-
ных капель с помощью биополимеров с силь-
ными мукоадгезивными свойствами, таких как
изолят сывороточного белка (ИСБ), позволяет
микроконтейнерам адгезироваться на уротелии,
тем самым продлевая удержание лекарственного
средства в очаге воспаления [16, 23]. Это делает
микрогели на основе ИСБ перспективной систе-
мой для воздействия на различные компоненты
мочевыделительной системы и требует детально-
го изучения.

В настоящей работе мы изучили скорость
высвобождения модельного вещества Цианина
7 из эмульсионных микрогелей (ЭМ), стаби-
лизированных изолятом сывороточного белка.
Мы исследовали их токсичность на различных
типах клеточных культур, а именно на нор-
мальных фибробластах (L929) и клетках почек
(Hek239), почечной карциноме (Renca) и кар-
циноме мочевого пузыря (T24). Кроме того,
мы оценили кинетику перераспределения раз-
работанных микрогелей in vivo с применением
флуоресцентной томографии при внутривенном
и внутрипузырном методах введения. Также
мы проанализировали их влияние на морфоло-
гическое состояние целевых органов (мочевого
пузыря и почек) с помощью классического гисто-
логического анализа.

1. Материалы иметоды

1.1. Материалы

Льняное масло было предоставлено мест-
ным поставщиком OLEOS® (Россия), изолят
сывороточного белка (ИСБ, WPI) был про-
изведен компанией California Gold Nutrition®
(США). NHS-эфир Цианина 7 (Cy7) был при-
обретен в компании Lumiprobe (Россия). Ди-
метилсульфоксид (ДМСО), этанол 96% и изо-
пропиловый спирт (ИПС) были приобретены
в компании ЭкоХимАналит (Россия), парафин-
парапласт (Normal) был приобретен в компа-
нии МиниМед (Россия). NaCl был приобретен
у компании Sigma-Aldrich (США). Гематоксилин
и эозин были приобретены у компании Био-
витрум (Россия).

Модифицированная среда Eagle (DMEM),
среда Roswell Park Memorial Institute (RPMI-

1640), фетальная бычья сыворотка (FBS), пени-
циллин-стрептомицин (10 000 ед/мл), физиологи-
ческий раствор с фосфатным буфером без ионов
Ca2+ и Mg2+ и трипсин-ЭДТА (0.25%) с добав-
лением фенолового красного были приобретены
у компании Gibco (Paisley, Великобритания). Для
МТТ-анализа жизнеспособности клеток исполь-
зовался тетразолийбромид тиазолилового синего
производства ДиаЭМ (Россия).

Деионизованная вода Milli-Q (18.2 мкСм/см)
была получена из системы фильтрации Millipore
(Merck, Германия) и использовалась во всех экс-
периментах.

1.2. Получение эмульсионных микрогелей

Эмульсионные микрогели, стабилизирован-
ные ИСБ-Cy7, были приготовлены в соотноше-
нии ИСБ:масло – 1 : 3 (по массе) в соответствии
с протоколом, описанным [16]. Водную фазу го-
товили путем растворения ИСБ в 0.9% NaCl
в концентрации 5% (по массе). ИСБ, конъюги-
рованный с Су 7 (ИСБ-Cy7), был приготовлен
по протоколу, описанному нами ранее [16].
Смесь гидрофильной и гидрофобной фаз в со-
отношении 1 : 3 гомогенизировали с использова-
нием ультразвукового гомогенизатора Bandelin
Sonopuls HD 2070 (Германия) в течение 1 мин
при частоте 20 кГц и высокой плотности 1 Вт/см2.
После завершения гомогенизации полученные
эмульсионные микрогели центрифугировали при
12000 об/мин в течение 5 мин для отделе-
ния дисперсионной среды, при этом водную
фазу отбирали и сохраняли для дальнейшего
спектрофотометрического анализа. Оставшуюся
масляную фазу заливали эквивалентным объе-
мом свежего физиологического раствора 0.9%
NaCl и повторно гомогенизировали. Полученные
эмульсионные микрогели хранили в холодильни-
ке при температуре +4°C.

Для определения количества ИСБ-Су7, со-
держащегося в полученных эмульсионных мик-
рогелях, супернатанты после центрифугирова-
ния анализировали спектрофотометрически с по-
мощью микропланшетного ридера CLARIO Star
Plus (BMG Labtech, Германия). Для этого су-
пернатанты разбавляли эквивалентным объемом
этанола (70%) для растворения остаточного
масла и осаждения остаточного белка. Смесь
центрифугировали при 12000 об/мин, затем отде-
ляли жидкую фазу. Затем измеряли оптическую
плотность полученного раствора в 96-луночных
микропланшетах Costar в диапазоне 200–1000 нм.
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Максимум поглощения для ИСБ-Су7 был заре-
гистрирован при 680 нм. Количество ИСБ-Су7
в растворах рассчитывали с помощью соответ-
ствующего градуировочного графика. Эффектив-
ность загрузки (LC, %) ИСБ-Су7 в эмульсиях
рассчитывали по формуле

LC(%) =
Mисход−Mраст

Mраст
·100%, (1)

где Mисход – количество Су7 в исходном растворе
ИСБ-Су7; Mраст – общее количество Су7 в рас-
творах, полученных после фильтрации эмульси-
онных микрогелей.

1.3. Оптическая микроскопия

Расчет среднего размера капель эмульсии
проводили методом оптической визуализации
с использованием инвертированного микроско-
па Olympus IX73 (Olympus, Япония) и объектива
40×. Для этого было проанализировано не ме-
нее 100 измерений и 5 изображений для каждого
образца. Для обработки изображений и стати-
стики использовалось программное обеспечение
Image J [24]. Результаты были представлены
в следующем виде: среднее значение ± стандарт-
ное отклонение.

1.4. Конфокальная лазерная
сканирующая микроскопия

Флуоресцентные свойства подготовленных
образцов эмульсии исследовали с помощью кон-
фокального лазерного сканирующего микроско-
па (КЛСМ) Leica TCS SP8 X (Leica Microsystems,
Германия), оснащенного твердотельными лазера-
ми с диодной накачкой. Образцы снимали через
объектив 20×/0.70 NA. Флуоресценция Cy7 воз-
буждалась лазером с длиной волны 671 нм,
излучение регистрировалось при длине волны
730–795 нм (зеленый цвет на изображениях).

1.5. Исследование высвобождения Су7
в модельной среде in vitro

В исследованиях кинетики выделения
in vitro использовался физиологический рас-
твор 0.9% NaCl.

Модельную среду (1 мл) добавляли
к 1 мл суспензии эмульсионных микрогелей, по-
мещенной в пробирку типа Эппендорф объемом
2 мл. Образцы инкубировали в термошейкере
(Thermo Scientific, США) при комнатной тем-
пературе (+22°C) и непрерывном встряхивании
(600 об/мин). В определенные моменты времени

образцы вынимались из термошейкера и под-
вергались центрифугированию в течение 3 мин
при 12000 об/мин. В результате происходило
разделение раствора эмульсионных микрогелей
на водную и масляную фазы. Из образцов отби-
рали 1 мл водной фазы с помощью шприцевой
иглы. После этого в пробирку с образцом добав-
ляли 1 мл свежей модельной среды, интенсивно
перемешивали на вибрационном встряхивателе
Vortex (Elmi, Латвия) до однородного состояния
и возвращали в термошейкер.

Полученные пробы разбавляли 1 мл эта-
нола (70%) для растворения остаточного масла
и осаждения остаточного белка. Смесь центри-
фугировали при 12000 об/мин, затем отделяли
жидкую фазу и анализировали спектрофотомет-
рически с помощью микропланшетного ридера
CLARIO Star Plus (BMG Labtech, Германия). Для
каждой временной точки проводили 3 независи-
мые измерения. Для определения концентраций
высвобождаемого конъюгата ИСБ-Су7 измеря-
ли оптическую плотность полученных растворов
в 96-луночных микропланшетах Costar в диапа-
зоне 200–1000 нм (максимум поглощения для
ИСБ-Су7 – 680 нм).

1.6. Клеточные эксперименты

Для предварительной оценки безопасности
эмульсионных микрогелей в живой системе в ка-
честве модели in vitro были использованы сле-
дующие клеточные линии: нормальные фиброб-
ласты мыши (L929), первичные эмбриональные
клетки почек человека (Hek 239), эпителиаль-
ные клетки карциномы почки мыши (RenСa)
и эпителиальные клетки карциномы мочевого
пузыря человека (T24). Для культивирования кле-
ток RenCa и T24 использовали среду RPMI-
1640 с 10% FBS и 1% пенициллин-стрептомици-
ном. Среду DMEM (10% FBS, 1% пенициллин-
стрептомицин) использовали для культивирова-
ния L929 и Hek 239. Среду заменяли каждые
3 дня, а клетки выдерживали в увлажненном
инкубаторе при 5% CO2 и 37°C. Культивирова-
ние проводилось в соответствии с протоколом
ATCC [25].

1.7. Тесты на цитотоксичность

Клеточные линии L929, Hek 239, RenСa
и T24 культивировали в 96-луночных планшетах
(5 · 103 клетки на лунку) и инкубировали 12 ч
при 5% CO2 и 37°C. Затем в лунки добавляли
эмульсию микрогелей в концентрациях 10, 50,
100 и 200 частиц на клетку в 300 мкл питательной
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среды. Через 72 ч после инкубации культураль-
ную среду с микрогелями удаляли. В каждую
лунку добавляли по 100 мкл свежей питательной
среды с 10%-ным исходным раствором для MTT
(5 мг/мкл в буфере DPBS). Затем планшет инку-
бировали при 37°C в течение 3 ч. Далее из каждой
лунки удаляли среду с МТТ и добавляли в каж-
дую лунку по 100 мкл ДМСО (инкубация при
37°C в течение 15 мин). Оптическую плотность
измеряли при длине волны 554 нм с помощью
спектрометра ClarioSTAR Plus (BMG Labtech,
Ортенберг, Германия).

1.8. Эксперименты с животными

Экспериментальные манипуляции с лабо-
раторными животными проводились в соответ-
ствии с протоколом № 7, утвержденным коми-
тетом по этике Саратовского государственного
медицинского университета 7 февраля 2023 го-
да, и Женевской конвенцией (Международное
руководство по проведению биомедицинских
исследований с участием животных, 1985). Экс-
перимент проводился на самках мышей линии
Balb/c (возраст 6–8 недель, вес 20–25 г). Живот-
ные были разделены на 3 группы, по 3 мыши
в каждой:

1-я экспериментальная группа – системное
введение (внутривенная инъекция);

2-я экспериментальная группа – внутрипу-
зырное введение;

3-я контрольная группа – интактные живот-
ные.

Перед всеми экспериментальными процеду-
рами животных анестезировали внутрибрюшин-
но путем инъекции смеси из 50 мкл Золетила
(40 мг/кг, Virbac SA, Carros, Франция) и 10 мкл
2% раствора Рометара (10 мг/кг, Spofa, Чехия).

Исследование биораспределения эмульсионных
микрогелей in vivo

Флуоресцентная визуализация in vivo бы-
ла проведена с целью изучения распределения
эмульсионных микрогелей у животных. 50 мкл
эмульсионных микрогелей, суспендированных
в 0.9% растворе NaCl c концентрацией 50 · 106
частиц, вводили животным через хвостовую вену
и внутрипузырно. Флуоресцентную визуализа-
цию биораспределения микрогелей in vivo про-
водили с использованием системы визуализации
IVIS SpectrumCT In Vivo (PerkinElmer, Уолтем,
Массачусетс, США), длина волны возбуждения/
излучения 745/800 нм. За каждой мышью наблю-
дали до введения и в определенные временные

точки после введения суспензии микрогелей
(30 мин и 2 ч). Результаты были проанализирова-
ны с использованием программного обеспечения
Living Image 4.7.3.

Гистологические исследования
По завершению экспериментов, был про-

веден гистологический анализ для определения
патологических изменений в мочевом пузыре
и почках через 5 дней после введения эмульсии
микрогелей через хвостовую вену и внутри-
пузырную инстилляцию. Животных подвергали
эвтаназии в результате передозировки анесте-
тика. Для гистологического исследования были
извлечены необходимые образцы тканей, ко-
торые фиксировали в нейтральном формалине
в течение 24 ч. Затем образцы высушивали
дегидратированным изопропиловым спиртом, за-
ливали в парафин и изготавливали микросрезы
тканей толщиной 5 мкм. Микросрезы окраши-
вали гематоксилином и эозином (Биовитрум,
Россия). Морфологическая оценка срезов прово-
дилась с помощью световой микроскопии.

2. Результаты и их обсуждение

2.1. Характеризация эмульсионных микрогелей
и скорости высвобождения из них Цианина 7

Микрогели по типу эмульсии «масло-в-во-
де», стабилизированные ИСБ, были приготов-
лены с использованием ранее разработанного
протокола [16]. Стабилизирующие и эмульгиру-
ющие свойства ИСБ хорошо зарекомендовали
себя для приготовления эмульсионных систем
[26, 27].

Для возможности визуализации эмульси-
онных микрогелей методом КЛСМ, в состав
оболочки микрогелей был включен ИСБ, конъ-
гироанный с флуоресцентным красителем Су7.
Cy7 также был выбран из-за удобства его ис-
пользования для прижизненной биовизуализа-
ции. Средний диаметр эмульсионных капель,
стабилизированных ИСБ, по данным оптической
микроскопии составил 3.7 ± 0.2 мкм. Эффектив-
ность инкапсуляции Cy7 в эмульсионные мик-
рогели составила 55.5 ± 0.1%. Согласно данным
КЛСМ (рис. 1, А), полученные эмульсионные
микрогели обладают яркой флуоресценцией, чет-
ко визуализируется оболочка ИСБ, окрашенная
Cy7 (зеленый цвет). Отчетливо видна граница
раздела фаз между масляной и водной фазами,
на которой локализован амфифильный ИСБ-Cy7
(рис. 1, А), что подтверждает образование эмуль-
сионной системы «масло-в-воде».
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Рис. 1. КЛСМ изображение эмульсионных микрогелей, стабилизированных ИСБ-Cy7. Масштабная линейка 3 мкм (А).
Кинетика высвобождения Cy7 из микрогелей в физиологическом растворе (0.9% NaCl). Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартное отклонение, рассчитанного по трем измерениям для каждого образца (B) (цвет онлайн)
Fig. 1. CLSM image of emulsion microgels stabilized with WPI-Cy7. The scale bar corresponds to 3 µm (A). Kinetics of
Cy7 release from microgels in physiological solution (0.9% NaCl). Data are presented as the mean ± standard deviation

calculated from three measurements for each sample (B) (color online)

Изучение поведения эмульсионных микро-
гелей в моделируемых средах, таких как фи-
зиологический раствор, имеет большое значение
для понимания особенностей их применения
для терапии мочевыделительной системы. Для
оценки стабильности исследуемой системы был
изучен процесс высвобождения коньюгата ИСБ-
Су7 из оболочек эмульсионных микрогелей при
их инкубации в физиологическом растворе 0.9%
NaCl в течение 72 ч (+22°C, 600 об/мин). Высво-
бождениеИСБ-Су7, который входит в состав обо-
лочек микрогелей, является индикатором процес-
са их деградации.

Зависимость массовой концентрации Cy7,
высвобожденного в процессе инкубирования
в физиологическом растворе из эмульсионных
микрогелей в физиологическом растворе 0.9%
NaCl показана на рис. 1, B. Кинетика вы-
свобождения красителя показывает стабильный
и продолжительный процесс высвобождения Cy7
и составляет ~60% через 72 часа после начала
эксперимента.

Таким образом, можно сделать вывод, что
эмульсионные микрогели, стабилизированные
ИСБ, способны удерживать 40% модельного ве-
щества в течение как минимум 72 ч. Поэтому
во всех экспериментах in vitro и in vivo использо-
вались только свежеприготовленные эмульсион-
ные микрогели.

2.2. Исследование цитотоксичности микрогелей
на основе ИСБ

Следующим этапом исследования была
оценка цитотоксичности эмульсионных мик-
рогелей ИСБ-Су7 (соотношение 0, 10, 50, 100
и 200 частиц на клетку) для различных типов
клеток (рис. 2). В качестве модели были выбра-
ны клеточные линии фибробластов мыши L929,
первичная культура Hek239, а также опухолевые
клеточные линии RenСa и T24.

Показано, что разработанные эмульсионные
микрогели на основе ИСБ-Су7 обладают низкой
цитотоксичностью для различных типов культур
даже при высокой концентрации (рис. 2). Сни-
жение метаболической активности менее 70%,
говорящее о существенном токсическом дей-
ствии [28], достоверно регистрировалось только
для нормальных клеток почки при добавлении
микрогелей во всех исследованных соотношени-
ях микрогелей на клетку.

2.3. Динамика биораспределения и миграции
флуоресцентного красителя Cy7,
инкапсулированного в микрогели,
после их внутривенного введения
и внутрипузырной инстилляции

На следующем этапе исследования была
детально оценена эффективность накопления
и миграция флуоресцентного сигнала в органах
мочевыделительной системы с использованием
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Рис. 2. Оценка цитотоксичности эмульсионных микрогелей ИСБ-Су7 для различных клеточных линий. Данные пред-
ставлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение, рассчитанного по шести независимым измерениям для

каждого образца (цвет онлайн)
Fig. 2. Cell viability of different cell lines when incubated with emulsion microgels WPI-Cy7. Data are presented as the mean

± standard deviation calculated from six measurements for each sample (color online)

различных методов введения микрогеля: си-
стемного (внутривенного) и целенаправленного
(внутрипузырного) (рис. 3).

Рис. 3. Биораспределение суспензии эмульсионных мик-
рогелей, стабилизированных ИСБ-Су7, после внутривен-
ного и внутрипузырного введения in vivo (цвет онлайн)
Fig. 3 Biodistribution of microgel suspensions stabilized by
WPI-Cy7 after intravenous and intravesical administration in

vivo (color online)

У животных, получавших суспензию мик-
рогелей внутрипузырно, яркий флуоресцентный
сигнал был сосредоточен главным образом в об-
ласти мочевого пузыря в течение как минимум
2 ч с тенденцией к снижению флуоресценции,
связанной, главным образом, с мочеиспусканием.

В то же время при системном (внутривен-
ном) введении микрогелей на основе ИСБ через
хвостовую вену флуоресцентный сигнал накап-
ливался в основном не только в печени, но и
в почках. Ко второму часу исследования, наблю-
далась тенденция к постепенному увеличению
флуоресцентного сигнала в печени и почках,
а также миграция сигнала в область мочево-
го пузыря. Такая тенденция, вероятно, связана
с началом деградации и выведения компонентов
микрогелей через мочевыделительную систему.

Обнаруженный феномен накопления микро-
гелей на основе ИСБ в почках после системного
введения является нетипичным биораспределе-
нием для эмульсий типа «масло-в-воде» микрон-
ного размера [29–31]. В целом представленные
результаты свидетельствуют о том, что ИСБ
является хорошим кандидатом для адресной те-
рапии заболеваний мочевыделительной системы
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при различных способах введения их в организм
[16, 32].

2.4. Морфологическое состояние мочевого
пузыря и почек через 5 дней после введения
микрогелей через хвостовую вену
и внутрипузырную инстилляцию

Поскольку гелевые эмульсии представляют
собой масляные частицы микронного размера,
то их безопасность при внутривенном введении
остается чрезвычайно важной из-за риска эмбо-
лизации кровеносных сосудов [33, 34]. В связи
с этим на последнем этапе исследования была

проведена оценка морфологического состояния
органов мочевыделительной системы – мочевого
пузыря и почек.

Гистологический анализ был проведен
на 5-й день после введения микрогелей в орга-
низм. Этого времени достаточно, чтобы оценить
как острое, так и замедленное воздействие мик-
рогелей на ткани. Результаты гистологического
исследования представлены на рис. 4. В тканях
исследуемых органов не наблюдалось деструк-
тивных или ишемических изменений, связанных
с эмболизацией. Также не было выявлено при-
знаков развития воспалительного процесса или

Рис. 4. Изображения гистологических срезов тканей мочевого пузыря и почек интактных мышей (контроль) и мышей
через 5 дней после внутривенного и внутрипузырного введения эмульсионных микрогелей ИСБ-Су7. Толщина микро-

срезов составляет 5 мкм; масштабная линейка 200 мкм (цвет онлайн)
Fig. 4. Histological images of bladder and kidney tissues of the intact mice (control) and mice 5 days after intravenous and
intravesical injection of emulsion microgels WPI-Cy7. The thickness of the microsections is 5 µm; the scale bar is 200 µm

(color online)
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иммунного ответа. Все исследованные ткани
и органы имели нормальное морфологическое
состояние, сопоставимое с тканями интактных
животных.

Представленные данные свидетельствуют
о безопасности применениямикрогелевых эмуль-
сий на основе ИСБ для внутрипузырного или
внутривенного введения в выбранной дозировке.

Выводы
Проведенное исследование было сосредото-

чено на характеризации микрогелей типа «масло-
в-воде», стабилизированных ИСБ, и изучении
скорости высвобождения инкапсулированного
флуоресцентного вещества из их оболочек, а так-
же на безопасности разработанных систем in
vitro и биологического их распределения in vivo.
Эмульсионные микрогели обладали ярким флу-
оресцентным сигналом от ИСБ-Cy7, формирую-
щего их оболочку, и были способны удерживать
40% модельного вещества в течение как мини-
мум 72 ч при инкубации в физиологическом
растворе.

Исследование цитотоксичности синтезиро-
ванных микрогелей выявило отсутствие значи-
тельного негативного влияния для клеток линий
L929, Renca и T-24. Однако клеточная линия Hek
239 (нормальные клетки почки) демонстрирова-
ли повышенную чувствительность и снижение
метаболитической активности при всех исследо-
ванных концентрациях.

Изучение биораспределения после систем-
ного введения белым мышам выявило накопле-
ние микрогелей не только в печени, но и в почках,
что является нетипичным для других систем
типа «масло-в-воде». Внутрипузырное введение
продемонстрировало потенциал направленной
терапии при заболеваниях мочевого пузыря.

Гистологический анализ органов мочевыде-
лительной системы белых мышей через 5 дней
после введения подтвердил безопасность микро-
гелей на основе ИСБ. В мочевом пузыре и поч-
ках не наблюдалось эмболических осложнений,
воспалительных реакций или морфологических
аномалий, даже несмотря на выявленный цито-
токсический эффект для линии Hek 239 в in
vitro эксперименте. Это подчеркивает потенци-
альную клиническую значимость микрогелей
на основе ИСБ для терапии органов мочевы-
делительной системы, их безопасность как для
внутрипузырного, так и для внутривенного вве-
дения в протестированной дозировке.
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