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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. Неоспоримо доказано, что мезенхимальные стволовые клетки (МСК) способны замещать поврежденные нейроны и олигодендроциты, восстанавливать нейрональные связи, улучшая двигательную активность пациентов. 

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 с ДЦП.  Предложенный способ не вызывает побочных реакций или ухудшение заболевания.
Предлагаемая медицинская технология предназначена для врачей-нейрохирургов, невропатологов.
Рекомендуемый уровень использования – федеральный.

Патент РФ №2286160 «Способ лечения травматических повреждений спинного мозга» от 21.03.2005 г. 
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Патентообладатель: Российская Федерация, от имени которой выступает Министерство образования и науки Российской Федерации ,Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт биологии гена Российской академии наук (ИБГ РАН) 
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ВВЕДЕНИЕ 
Частота перинатальной патологии в общей популяции превышает 15-20% и продолжает расти [1]. По данным ВОЗ, 20% детей страдают нервно-психическими расстройствами, которые в 65-80% случаев носят гипоксически-ишемический характер [2, 3]. Среди детей, перенесших поражения центральной нервной системы в раннем периоде, только 25,5% здоровы, в то время как 74,5% детей имеют различные отклонения нервно-психического развития [4, 5].



В основе развития перинатальных поражений центральной нервной системы (ПП ЦНС) лежат многочисленные факторы, влияющие на состояние плода в антенатальном периоде, во время родов и в первые дни после рождения, что обусловливает возможность развития различных заболеваний как на 1 году жизни ребенка, так и в старшем возрасте. 

В зависимости от основного повреждающего фактора выделяют 4 основные группы неврологических нарушений при ПП ЦНС: гипоксические, травматические, токсико-метаболические и инфекционные. Среди перечисленных причин ведущее место занимает гипоксия (внутриутробная и интранатальная). Внутриутробные интоксикации/ инфекции, помимо специфических метаболических и инфекционных нарушений, оказывают и неспецифическое повреждающее воздействие на нервную систему плода, приводя к нарушению маточно-плацентарного кровотока и развитию хронической внутриутробной гипоксии. В свою очередь, при травматичных родах, помимо непосредственного механического повреждения структур мозга, могут возникать ситуации, приводящие к нарушению вертебро-базиллярного кровотока, развитию и усилению ишемии и гипоксии мозга. Таким образом, универсальным этиопатогенетическим фактором выступает гипоксия. 


Характерной особенностью ПП ЦНС является однотипность клинической картины при различных механизмах поражения головного мозга, что обусловлено незрелостью нервной ткани новорождённого и её склонностью к генерализованным реакциям в виде отёчно-геморрагических и ишемических явлений, проявляющихся симптоматикой общемозговых расстройств.


Возникающие нейроморфологические изменения приводят к развитию: 1) различных  двигательных нарушений, проявляющихся мышечной гипо-, гипер- или дистонией, парезами и параличами, а также гиперкинезами; 2) гипертензионно-гидроцефального синдрома (увеличение окружности головы, расхождение швов, увеличение и выбухание родничков, расширение венозной сети на лбу, висках, волосистой части головы, преобладание размеров мозгового черепа над размерами лицевого); 3) синдрома вегето-висцеральных нарушений, для которого характерны нарушения микроциркуляции (мраморность и бледность кожных покровов, преходящий акроцианоз, холодные кисти и стопы), расстройства терморегуляции, желудочно-кишечные дискинезии, лабильность сердечно-сосудистой и дыхательной систем и т.д.,

4) судорожного синдрома и др.


Исследования последних двух десятилетий показали, что центральную роль в патогенезе повреждений ЦНС играет запуск нейровоспалительного  процесса [McAdams, 2012].  Поэтому подавление воспалительного ответа рассматривается как новая стратегия лечения ПП ЦНС. Противовоспалительная стратегия имеет большое значение и с точки зрения запуска репаративных процессов, поскольку образующиеся при воспалении продукты деградации миелина и протеогликаны являются ингибиторами нейрорепаративных процессов [Jin, 2006; Nishibe, 2010; Xiong, 2010]. 

Недавние исследования показали перспективность использования клеточных технологий для стимуляции репаративных процессов и подавления  воспаления в ЦНС. Экспериментальные исследования в моделях повреждений ЦНС и первые клинические испытания показали, что введение различных типов стволовых клеток безопасно и улучшает неврологическое восстановление [Azari, 2010; Tate, 2012].
ПОКАЗАНИЯ К ИСПОЛЬЗОВАНИЮ НОВОЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ
Показанием к применению данной медицинской технологии является детский церебральный паралич, спастический тетрапарез.
ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ К ИСПОЛЬЗОВАНИЮ НОВОЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ

Противопоказанием являются следующие состояния: 

- одновременное участие в другом клиническом исследовании;

- выраженная декомпенсированная сердечно-сосудистая, дыхательная, печеночная, почечная недостаточность;

- острые инфекционные заболевания;

- вегетативное состояние;

- множественная лекарственная аллергия.
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 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 1,0 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. 

Процедура исследования

Обследование для оценки эффективности

Оценка эффективности будет производиться с помощью следующих параметров клинической эффективности:

•
оценка неврологического статуса (шкалы GMFM, FMFM, Ashworth, шкала оценки мышечной силы Британского совета медицинских исследований, анкета-опросник для оценки когнитивных функций);

•
оценка данных инструментального обследования (МРТ головного мозга, ЭЭГ, офтальмоскопия)

  Обследование для оценки нежелательных событий

•
физикальное обследование;

•
лабораторные показатели (общий анализ крови и мочи). 
Анализ результатов
Анализ эффективности: будет проводиться как в целом по группе пролеченных больных с ПП ЦНС, так и дифференцированно с учетом с учетом возраста пациента.  

Для сравнения непрерывных параметров будут использоваться непараметрические статистические критерии – Манна-Уитни и Крускала-Уоллиса. Для сравнения категориальных параметров будет использоваться критерий точный критерий Фишера.

Анализ нежелательных событий будет носить описательный характер.

Обязанности сторон

Клинический этап (осуществляется врачами на базе ЗАО «Клиника Санитас»): рекрутирование пациентов; обследование пациентов для оценки эффективности и нежелательных событий; транспортировка и хранение биологического материала.

Лабораторный этап (осуществляется сотрудниками лаборатории на базе лаборатории клеточной терапии НИИФКИ). 


Протокол утвержден решением Ученого совета НИИФКИ от 18 сентября 2018 г.

Протокол рассмотрен и одобрен на заседании Локального этического комитета НИИФКИ от _________2018 г 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Станков Д.С., Катунян П.И., Крашенинников М.Е., Онищенко Н.А. // Вестник трансплантологии и искусственных органов. 2003. № 1. С. 44-52.

2. Reier P.J. // NeuroRx. 2004. Vol. 1. P. 424-451. 

3. Korbling M., Estrov Z. // N Engl J Med. 2003. Vol. 349. P. 570-582. 

4. Svendsen C.N., Caldwell M.A., Ostenfeld T. // Brain Pathol. 1999. Vol. 9. P. 499-513.

5. Hofstetter C.P., Schwarz E.J., Hess D., et al. // Proc Natl Acad Sci USA. 2002. Vol. 99. P. 2199-2204. 

6. Schultz S.S. // Current Drug Targets. 2005. Vol. 6. P. 63-73. 

7. Chen J., Li Y., Zhang Z., Wang L., et al. // Stroke. 2001. Vol. 32. P. 1005-1011.

8. Chopp M., Zhang X.H., Li Y., et al. // Neuroreport. 2000. Vol. 11. P. 3001-3005.

9. Corti S., Locatelli1 F., Strazzer S., et al. // Current Gene Therapy. 2003. Vol. 3. P. 247-272. 

10. Черных Е.Р., Шевела Е.Я., Леплина О.Ю. и др. // Клеточные технологии в биологии и медицине. 2006. № 1. С. 8-11.

11. Sykova E., Jendelova P., Urdzıkova L., Lesny P., Hejcl A. // Cellular and Molecular Neurobiology. 2006 (http://uemweb.biomed.cas.cz/sykova/Full/sykova2006.pdf) 

12. Park H. C., Shims Y. S., Ha Y., et al. // Tissue Eng. 2005. Vol. 11. P. 913-922.
13. Baraniak P.R, McDevitt T.C. Stem cell paracrine actions and tissue regeneration Regen  Med. 2010 January ; 5(1): 121–143. doi:10.2217/rme.09.74.

14. Liang X1, Ding Y, Zhang Y, Tse HF, Lian Q. Paracrine mechanisms of mesenchymal stem  cell-based therapy: current  status and perspectives. Cell Transplant. 2014;23(9):1045-59. doi: 10.3727/096368913X667709.

15. Crigler, L., Robey, R.C., Asawachaicharn, A., Gaupp, D. & Phinney, D.G. (2006). Human Mesenchymal Stem Cell Subpopulations Express a Variety of Neuro-Regulatory Molecules and Promote Neuronal Cell Survival and Neuritogenesis. Experimental Neurology, Vol.198, No.1, pp. 54-64, ISSN 0014-4886

16. Wang, M., Crisostomo, P.R., Herring, C., Meldrum, K.K. & Meldrum, D.R. (2006). Human Progenitor Cells from Bone Marrow Or Adipose Tissue Produce VEGF, HGF, and IGF-I in Response to TNF by a p38 MAPK-Dependent Mechanism. American Journal of Physiology Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, Vol.291, No.4, pp.R880-4, ISSN 0363-6119

17. Breton J, Mao-Draayer Y (2011) Impact of Cytokines on Neural Stem/ Progenitor Cell Fate. 

18. J Neurol Neurophysiol S4. doi:10.4172/2155-9562.S4-001 

19. Lu, D. Erythropoietin enhances neurogenesis and restores spatial memory in rats after  traumatic brain injury / D. Lu, A. Mahmood, C. Qu [et al.] // J. Neurotrauma. – 2005. – Vol. 22, № 9. – P. 1011 – 1017.

20. Yang, X. T. From the vascular microenvironment to neurogenesis. / X. T. Yang, Y. Y. Bi, D. F. Feng // Brain Res. Bull. – 2011. – Vol. 84, № 1. – P. 1–7.

21. Chernykh E.R., Shevela E.Y., Sakhno L.V., Tikhonova M.A., Petrovsky Y.L., Ostanin A.A. The generation and properties of human M2-like macrophages: potential candidates for CNS repair?  Cellular Therapy and Transplantation, 2010 Vol. 2, No. 6 - 8P.

Dhuria SV1, Hanson LR, Frey WH 2nd.Intranasal delivery to the central nervous system: mechanisms and experimental considerations. J Pharm Sci. 2010 Apr;99(4):1654-73. doi: 10.1002/jps.21924.

22. Sandra R. Alcalá-Barraza1, Michael S. Lee1, Leah R. Hanson3, Abby A. McDonald1, William H. Frey II3, and Linda K. McLoon1,2,3Intranasal delivery of neurotrophic factors BDNF, CNTF, EPO,and NT-4 to the CNS J Drug Target. 2010 April ; 18(3): 179–190. doi:10.3109/10611860903318134.

Zhu J1, Jiang Y, Xu G, Liu X. Intranasal administration: a potential solution for cross-BBB delivering neurotrophic factors. Histol Histopathol. 2012 May;27(5):537-48.

23. Thorne RG, Pronk GJ, Padmanabhan V, Frey WH. Delivery of IGF-I to the rat brain and spinal cord along olfactory and trigeminal pathways following intranasal administration. Neuroscience. 2004;127:481–496. [PubMed: 15262337]

24. Thorne RG, Hanson LR, Ross TM, Tung D, Frey WH. Delivery of interferon-b to the monkey nervoussystem following intranasal administration. Neuroscience. 2008; 162:785–797. [PubMed:18304744]

25. Hallschmid M, Benedict C, Schultes B, Born J, Kern W. Obese men respond to cognitive but not tocatabolis brain insulin signaling. Int J Obes (Lond). 2008; 32:275–282. [PubMed: 17848936]

26. Benedict C, Kern W, Schultes B, Born J, Hallschmid M. Differential sensitivity of men and women toanorexigenic and memory-improving effects of intranasal insulin. J Clin Endocrinol Metab. 2008;93:1339–1344. [PubMed: 18230654]

27. Leah R Hanson1 and William H Frey II*1,2Intranasal delivery bypasses the blood-brain barrier to target therapeutic agents to the central nervous system and treat neurodegenerative disease BMC Neuroscience 2008, 9(Suppl 3):S5 doi:10.1186/1471-2202-9-S3-S5 

28. Donega V, van Velthoven CT, Nijboer CH, van Bel F, Kas MJ, et al. (2013) Intranasal mesenchymal stem cell treatment for neonatal brain damage: Long-Term cognitive and sensorimotor improvement. PLoS ONE 8: e51253. doi: 10.1371/journal.pone.0051253

29. Borlongan CV, Weiss MD (2011) Baby STEPS: A giant leap for cell therapy in neonatal brain injury. Pediatr Res 70: 3–9.

30. Donega V, Nijboer CH, Braccioli L, Slaper-Cortenbach I, Kavelaars A, van Bel F, et al. (2014) Intranasal Administration of Human MSC for Ischemic Brain Injury in the Mouse: In Vitro and In Vivo Neuroregenerative Functions. PLoS ONE 9(11): e112339. doi:10.1371/journal.pone.0112339

31. Fransson M, Piras E, Wang H, Burman J, Duprez I, Harris RA, LeBlanc K, Magnusson PU, Brittebo E, Loskog AS. Intranasal delivery of central nervous system-retargeted human mesenchymal stromal cells prolongs treatment efficacy of experimental autoimmune encephalomyelitis // Immunology. 2014 Jul;142(3):431-41. doi: 10.1111/imm.12275.

32. Maartje S. Spetter and Manfred Hallschmid. Intranasal Neuropeptide Administration To Target the Human Brain in Health and Disease // Mol. Pharmaceutics, 2015, 12 (8), pp 2767–2780.

33. McAdams, R.M.; Juul, S.E. The role of cytokines and inflammatory cells in perinatal brain injury. Neurol Res Int. 2012: 561494; 2012.  

34. Цыб А.Ф., Коноплянников А.Г., Колесникова А.И., Павлов В.В. Получение и использование в медицине клеточных культур из мезенхимальных стволовых клеток костного мозга человека. Вестник Российской Академии медицинских наук 2004; 59(9): 71-76.
