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АННОТАЦИЯ

Предлагаемая медицинская технология относится к разделу внутренних болезней и может быть использована в неврологии и нейрохирургии для лечения и реабилитации больных со стойким неврологическим дефицитом после перенесенной травмы спинного мозга. Сущность данной медицинской технологии заключается в трансплантации мононуклеарных клеток костного мозга, выделенных из аспирата костного мозга пациента, которые разделяют на две фракции по адгезии к пластику. Фракцию адгезивных клеток, обогащенную предшественниками мезенхимальных стромальных клеток, вводят эндолюмбально, фракция неадгезивных клеток, содержащая стволовые кроветворные клетки, вводится внутривенно. Включение трансплантации аутологичных клеток костного мозга в лечебный протокол позволяет получить клинический эффект в виде снижения  выраженности неврологического дефицита у больных в позднем периоде  травматической болезни спинного мозга.  Предложенный способ не вызывает побочных реакций или ухудшение заболевания.
Предлагаемая медицинская технология предназначена для врачей-нейрохирургов, невропатологов.
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ВВЕДЕНИЕ

Травматическое повреждение спинного мозга представляет одну из актуальных медико-социальных проблем современной медицины, поскольку является причиной глубокой инвалидизации пострадавших и требует значительных экономических затрат на их лечение и реабилитацию. Существующие подходы в лечении осложненной позвоночно-спинномозговой травмы, включая оперативные и медикаментозные, во многом остаются малоэффективными, что приводит к увеличению количества больных с устойчивой картиной неврологических осложнений в позднем периоде травматической болезни спинного мозга. Определенные перспективы в этой области связывают с методами клеточной терапии, в частности, основанных на использовании стволовых клеток (СК) [1, 2]. СК, которые имеются практически во всех органах и тканях, составляют  существенный восстановительный резерв благодаря пластичности, миграционной активности и способности к тканеспецифической дифференцировке [3]. Обнаружение стволовых нейрональных клеток [4], а также выявление способности соматических СК костного мозга дифференцироваться в нейрональном направлении [5] породило идею об использования СК в лечении травматической болезни спинного мозга (ТБСМ) [6]. Кроме того, в экспериментальных моделях  спинальной травмы показано, что трансплантация клеток костного мозга позволяет достоверно уменьшить выраженность неврологического дефицита [7, 8, 9], что во многом обусловлено усилением регенерации аксонов и защитой  клеток спинного мозга от апоптоза в результате продукции стволовыми клетками нейротрофических факторов [1, 10].

Применение стволовых клеток в лечении спинно-мозговой травмы имеет не только экспериментальное обоснование, но и апробировано в клинической практике. В 2005-2006 появились работы об использовании мононуклеарных клеток (МНК) аутологичного костного мозга, которые вводили либо системно, либо в зону поражения (локо-регионально) [11, 12]. Авторы  продемонстрировали безопасность трансплантации костномозговых клеток и клиническое улучшение в неврологическом статусе. 


Нами предложен способ комбинированного введения (внутривенного и эндолюмбального) костномозговых клеток в виде двух фракций (адгезивной, обогащенной предшественниками мезенхимальных стромальных клеток, МСК, и неадгезивной, содержащей стволовые кроветворные клетки, СКК) у больных в позднем периоде ТБСМ. Подобный подход позволяет добиться положительной клинической динамики в неврологическом статусе, включая улучшение сегментарной чувствительной и двигательной активности, а также улучшение проводниковых сенсорных функций. Трансплантация клеток костного мозга по предложенному способу характеризовалась хорошей переносимостью и не приводила к развитию аллергических или воспалительных реакций ни в раннем, ни в отдаленном периоде.
ПОКАЗАНИЯ К ИСПОЛЬЗОВАНИЮ НОВОЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ
Показанием к применению данной медицинской технологии является травматическая болезнь спинного мозга в позднем периоде.
ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ К ИСПОЛЬЗОВАНИЮ НОВОЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ

Противопоказанием являются следующие состояния: 

1. Выраженная хроническая декомпенсированная сердечно-сосудистая, дыхательная, печеночная, почечная недостаточность.

2. Травматический шок и терминальное состояние больного. 
3. Системные аутоиммунные заболевания.
4. Декомпенсированный сахарный диабет.

5. Злокачественные заболевания и болезни крови.
6. Острые инфекционные заболевания.
7. Психические нарушения.

8. Беременность.
МАТЕРИАЛЬНО-ТЕХНИЧЕСКОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ НОВОЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ
Оборудование: стандартное оснащение иммунологической лаборатории, включая:
1. Ламинарный бокс (БАВ-«Ламинар-с» II-1,5, ЗАО «Ламинарные системы», г. Миасс, Россия)

2. CO2-инкубатор (Sanyo Electric Co, Япония)

3. Центрифуга лабораторная медицинская настольная с ротором на 10 прибирок ЦЛМН-Р10-01-«Элекон»

4. Микроскоп Carl Zeiss Axiostar (Carl Zeiss, Германия)

5. Цитофлюориметр проточный FACSCAlibur, Becton Dickinson.

6. Световой микроскоп Биомед-1 №5К9053341/12.
7. МР томограф General Electrics Signa Profile 0.2T.

8. Нейрофизиологический аппарат Nihon Kohden Neuropack 2.

Реактивы:
9. Раствор фиколла-верографина (Shering, Германия).
10. FITC -меченые антитела CD34 (BD Pharmingen, США).
11. Питательная среда DMEM (ООО «Биолот», Санкт-Петербург), хранится при +40С.
12. Физиологический раствор, забуференный фосфатом 10-кратный  (10x ЗФР, Sigma),  хранится при +4°C.
13. Натрия хлорида раствор для инъекций 0.9% («Красфарм», Россия), хранится при 10-25°C.

14. Раствор трипанового синего 0,2% (Sigma) в PBS, хранится при +40С.

Расходные лабораторные материалы: 
15. Иглы для трепаносбиопсии (BLE 1310, Lot 4706, Biomedical Srl, Italy).

16. Инъекционные шприцы и иглы. 

17. Центрифужные пробирки на 15 мл и  50 мл.
18. Наконечники к пипеткам на 5 мл, 1000 мкл, 200 мкл, 10 мкл.
19. Флаконы для культивирования клеток (на 150 см2).
ОПИСАНИЕ НОВОЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ


Выполнение технологии осуществляется в соответствии с патентом РФ №2286160 «Способ лечения травматических повреждений спинного мозга» от 21.03.2005 г. В условиях операционной при анестезиологической поддержке специалистом-гематологом проводится процедура трепанобиопсии, во время  которой из крыла подвздошной кости в стерильный флакон с раствором гепарина (10000 ЕД) забирается аспират костного мозга в объеме 200 мл. В лабораторном блоке флакон инкубируется при 370С в течение 40 мин. После гравитационного разделения цельного костного мозга в отдельный флакон собирается верхняя фракция, состоящая из клеток лейковзвеси, которые затем центрифугируются при 1200 об/мин, 15 мин. Надосадок, содержащий аутоплазму, собирают в отдельный стерильный флакон, а осадок клеток лейковзвеси ресуспендируют в 40-50 мл физиологического раствора, забуференного фосфатами и содержащего 10 Ед/мл гепарина (ЗФР/гепарин). Затем клетки лейковзвеси наслаивают на градиент плотности фиколла-верографина (1,078 г/л) и центрифугируют в течение 20 мин при 3000 об/мин. Собранные из интерфазы костномозговые мононуклеарные клетки (МНК КМ) троекратно отмывают в ЗФР/гепарине. С целью характеристики выделенных клеток и подсчета стволовых кроветворных клеток (СКК) определяют общее количество выделенных МНК КМ, их жизнеспособность по окраске трипановым синим, а также относительное содержание среди них CD34+ стволовых клеток методом проточной цитофлюориметрии (FACSCallibur, Becton Dickinson). Выделенные клетки культивируют от одного до трех часов во флаконах для культивирования, после чего собирают фракцию прилипающих к пластику клеток (обогащенных предшественниками мезенхимальных стромальных клеток, МСК) и фракцию неприлипающих к пластику клеток, содержащих СКК. С целью характеристики адгезивных клеток определяют их количество и жизнеспособность (по исключению трипанового синего), а также количество  клоногенных предшественников МСК (по количеству колоний фибробластоподобных клеток, КОЕ-Ф).
В условиях процедурного кабинета пациенту вводят внутривенно капельно фракцию неприлипающих клеток в объеме 50-100 мл физиологического раствора, дополненного 10% (v/v) аутоплазмы. Фракцию прилипающих к пластику клеток вводят эндолюмбально в 2,0 мл физиологического раствора, дополненного 10% (v/v) аутоплазмы. 

ВОЗМОЖНЫЕ ОСЛОЖНЕНИЯ И СПОСОБЫ ИХ УСТРАНЕНИЯ

Лечение с использованием предложенного способа является хорошо переносимым, не сопровождается побочными реакциями (за исключением преходящего подъема температуры у 44,8% пациентов.) и не вызывает углубления неврологической симптоматики. 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ НОВОЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ

Отбор больных в исследование проводился в соответствии с Протоколом  клинических испытаний, утвержденным решением Ученого совета НИИФКИ и одобренным локальным Этическим комитетом, после получения письменного информированного согласия пациента. Исследования проводились в дизайне открытых нерандомизированных проспективных испытаний (фаза II) с оценкой «до-после», целью которых явилась оценка переносимости и клинической эффективности аутологичных костно-мозговых клеток в комплексном лечении травматических повреждений спинного мозга. 
В исследование были рекрутированы 29 пациентов (24 мужчины и 5 женщин) в возрасте от 17 до 43 лет (26,7±2,1 лет) в позднем периоде ТБСМ, которые наблюдались и были прооперированы в клинике нейрохирургии ФГУ «Новосибирский НИИ травматологии и ортопедии», при отсутствии положительной динамики в течение последних 6 мес. Давность заболевания варьировала от 18 мес до 72 мес, составляя в среднем 40,9±4,1мес.  По уровню повреждения больные распределились следующим образом: у 11 больных  - шейный уровень, у 11 – верхне-среднегрудной отдел и у 7 больных – нижнегрудной отдел и уровень поясничного утолщения. 
Основным параметром эффективности служило восстановление  неврологического дефицита (с использованием шкал ASIA, Bartel и Ashworth, а также нейрофизиологических и нейровизуализационных методов исследования). Дополнительный критерий эффективности – улучшение качества жизни и оценка безопасности трансплантации клеток костного мозга. Обследование пациентов проводили до начала и через 3, 6 и 12 месяцев после трансплантации.
Фракцию неадгезивных ядросодержащих клеток (в среднем 978±101х106) вводили внутривенно капельно; фракцию адгезивных клеток (в среднем 99,1±14,4х106) вводили эндолюмбально в объеме 2 мл. Оценка СКК и МСК показала, что костный мозг пациентов с ТБСМ является полноценным источником стволовых кроветворных и мезенхимальных стромальных клеток и может быть использован для аутологичных трансплантаций.
Процедура трансплантации костномозговых клеток (внутривенное и эндолюмбальное введение) в целом характеризовалась удовлетворительной переносимостью, не вызывала аллергических и/или воспалительных реакций и не сопровождалась ухудшением неврологической симптоматики. Внутривенное введение клеток в 44,8% случаев сопровождалось повышением температуры до 37,5-380 и появлением головных болей, которые купировались нестероидными противовоспалительными средствами. Эндолюмбальное введение аутологичных костномозговых клеток ни в одном случае не вызывало каких-либо побочныхреакций.
 Сравнительная оценка состояния больных до и после трансплантации показала, что у 15 из 29 пациентов основной группы (51,7%) регистрировалась положительная неврологическая динамика в виде улучшения сегментарной чувствительности (в 44,8% случаев), снижения спастичности (31%), улучшения контроля над функцией тазовых органов (24%) и улучшения качества жизни (51,7%). Улучшение сегментарной двигательной и чувствительной функции регистрировалось в первые месяцы после трансплантации, проводниковой чувствительности - через 4-6 мес и сохранялось до двух лет наблюдения.
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