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ВВЕДЕНИЕ
      Актуальность темы.  

      Вопросы улучшение результатов лечения больных, страдающих   паркинсонизмом,   остаются актуальным и в настоящее время  [3, 17, 31, 54, 63, 80, 102, 153, 164, 200, 237, 269].      

        Морфологическим субстратом   паркинсонизма  являются органические необратимые изменения в компактной части черной субстанции (substantia nigra – SN), которые сопровождаются снижением или полным исчезновением дофамина в веществе гомолатерального полосатого тела   [70, 204, 213, 216, 297, 347].      

        Лекарственная терапия паркинсонизма   направлена на приостановление и уменьшение нейродегенеративного процесса в нигростриарных нейронах (нейропротекторная терапия), а также на устранение биохимического дисбаланса (симптоматическая терапия) в них [27, 79, 81, 255, 259]. Нейропротекторная терапия представляется перспективной, для      замедления темпа прогрессирования  паркинсонизма. К средствам,  обладающим нейропротекторным действием при паркинсонизме, относятся [37, 79, 114]:
-  препараты  с антиоксидантным эффектом (ингибиторы моноаминоксидазы (МАО) типа В, токоферол, глютатион, тиоктовая кислота, дефероксамин); 

-  агонисты ДА-рецепторов (АДАР); 

-  ингибиторы транспорта дофамина.                         
       При отсутствии эффекта   консервативной терапии Spigel  и Wycis в 50-х годах прошлого века предложили  нейрохирургический метод лечения паркинсонизма, заключающийся в стереотаксической деструкции подкорковых ядер – медиального членика бледного шара (globus pallidus)  и  чечевицеобразной  петли (ansa lenticularis). Обоснование стереотаксических вмешательств при паркинсонизме состоит в разрушении патологических руброталамических и дентатоталамических связей, вследствие чего наступает регресс тремора и нормализация мышечного тонуса в  конечностях [56, 77, 137, 154]. Какого-либо влияния на уровень содержания дофамина в подкорковых структурах стереотаксические операции не оказывают [56, 57]. Стереотаксический метод  предполагает проведение как криодеструкции подкорковых узлов  головного мозга, так и их стимуляцию   [77, 137, 155, 156, 169, 273].   По данным литературы, эффект от криодеструкции базальных ганглиев головного мозга у больных паркинсонизмом может сохраняться до 4-6  лет [57], от высокочастотной электростимуляции – несколько дольше  [144].    

      Однако традиционные нейрохирургические методы лечения двигательных расстройств у больных   паркинсонизмом   не всегда являются высоко эффективными и достаточно  стойкими  [1, 3, 57].  

      Конец ХХ – начало ХХI века   ознаменовались экспериментально-клиническими исследованиями  по  трансплантации эмбриональной нервной ткани (ЭНТ) при  паркинсонизме [2, 7, 18, 24, 102, 117, 131, 208, 214, 221, 258, 278].   Концепция положительного влияния применения ЭНТ состоит  в том, что при внутримозговой трансплантации эмбриональной ткани  срединного мозга человека пересаженные дофаминергические нейроны либо сами   продуцируют необходимое количество нейротрансмиттера, либо  увеличивают синтез дофамина из принимаемой больным леводопы [220, 223].

      В настоящее время стереотаксическая трансплантация ЭНТ является одним из патогенетических методов лечения  экспериментального паркинсонизма [26, 64, 69, 160, 228, 231, 232, 257].   Наиболее часто используемые  источники дофаминпродуцирующих клеток  следующие:

1. Хромаффинная ткань коры надпочечников.

2. Эмбриональная нервная ткань   срединного мозга.

3. Клетки выстилки луковицы обонятельного нерва как фетальные, так и взрослого донора.

4. Ретинально-пигментные эпителиальные клетки.             

5. Нейротрофический фактор, производный глиальных клеток.

6. Клетки кордовой крови.
        Однако применение ЭНК связано с проблемами морально-этического характера, отсутствием достаточного количества жизнеспособных клеток для эффективной трансплантации и нестабильностью достигнутого положительного результата [344]. 
       Одним из наиболее перспективных направлений  считается применение стволовых аутоклеток пациента.  

   Оказалось, что регионарные стволовые клетки многих тканей являются плюрипотентными, т.е. могут дифференцироваться в различные клеточные типы организма. Особенно перспективными для клеточной и тканевой терапии являются клетки стромы костного мозга. Стромальные (или мезенхимальные)  клетки были открыты и изучены больше 40 лет назад   А.Я. Фриденштейном и его учениками  [225]. Они разработали методы выделения и культивирования стромальных клеток из костного мозга, а также показали, что они могут дифференцироваться в остеоциты, хондроциты и адипоциты. Было установлено, что стромальные клетки составляют лишь 0,001-0,1% всех клеток костного мозга. В течение последних лет   выявлено, что КСКМ могут дифференцироваться в нервные [176, 177, 188 ],  кардиомиоциты [38, 196], гепатоциты [189], клетки сетчатки  [192].    
        В основе применения КСКМ лежит концепция о том, что собственный костный мозг больного может быть источником стволовых клеток, из которых в процессе  культивирования  и индукции вне организма (до 12-15 дней) можно получить достаточное количество нейроиндуцированных    аутоклеток [8, 52, 53, 172, 176], даже дофаминпродуцирующих [183, 202, 250].    
Возможность применения КСКМ при травматических повреждениях головного и спинного  мозга [14, 66, 91, 191,  240, 247, 305, 332, 333],   при сосудистых церебральных и кардиальных заболеваниях широко обсуждается в литературе [55, 184,  248, 276, 303].
         Фундаментальными проблемами в криобиологии и криомедицине остаются   криоповреждения биологических объектов, изучение механизмов криоустойчивости, разработка методов криопротекции, режимов замораживания, сроков хранения и деконсервирования биообъектов. Решение указанных проблем   способствует развитию трансплантации клеток и тканей человека и животных   [13, 33, 34, 35, 43, 199]    

         Многочисленные широкомасштабные научные разработки позволили создать технологии криоконсервирования эмбриональных клеток животных и человека, а также стволовых клеток взрослых  особей   [66,  103, 193, 219].    

          В последнее  время вопросы клинического применения стволовых и эмбриональных клеток оцениваются неоднозначно, что связано с отсутствием разработанных эффективных стандартных технологий их забора и последующего культивирования и хранения, отсутствия достоверных результатов экспериментальных исследований по изучению гистоморфологических особенностей пересаженных суспензий клеток на моделях заболеваний и повреждений, а также возможных последствий их трансплантации в организм больного   [ 90, 235, 260, 294, 295, 296, 309, 315].

Связь работы с научными программами, планами, темами.

       Настоящая работа является фрагментом научно-исследовательской темы Института проблем криобиологии и криомедицины (ИПКиК) НАН Украины 2.2.6.72. « Влияние охлаждения на структурно-функциональные показатели клеток с различной пролиферативной активностью», также проблемы 2.28.7.4. в теме 2.2.6.02. «Структурно-метаболическое и функциональное состояние клеток фетоплацентарного комплекса после криоконсервирования и гипотермического хранения».  

          Диссертация является фрагментом  научно-исследовательской работы Харьковского национального медицинского университета «Нейротрансплантация в лечении экстрапирамидных расстройств, спинальных и церебральных травм и инсультов» государственный регистрационный номер 0105U002758 в течение 2005-2007 г.г.
           Диссертация является фрагментом плановых комплексных тем Харьковского национального медицинского университета по проблемной комиссии «Физиология и патология центральной нервной  системы», включена в общую проблему «Разработать методы восстановительного лечения с помощью трансплантации эмбриональной нервной нервной ткани для устранения двигательных церебральных дефектов при ишемическом инсульте, черепно-мозговой травме, детском церебральном параличе, паркинсонизме»   Института нейрохирургии им. академика А.П.Ромоданова в течение 1991-1995 г.г.

          Цель и задачи исследования.

Целью   работы  является   повышение  эффективности  лечения  двигательных  нарушений при паркинсонизме  путем  выполнения  дифференцированных  стереотаксических вмешательств с введением аутологичных нейроиндуцированных стромальных  стволовых  клеток  на основе   изучения морфофункциональных особенностей  введеннных  клеток  на экспериментальных моделях паркинсоноподобного синдрома (ПС) и криогенной травмы мозга (КТМ).
 Задачи исследования:
1. Адаптировать экспериментальную модель  электролитической травмы SN з паркинсоноподобным синдромом (ПС), верифицированную  уровнем содержания  ДА  в структурах головного мозга и их   морфологическими  особенностями,  для получения    объективной оценки эффективности  различных  методов нейротрансплантации.

2.  Усовершенствовать модель криогенной травмы мозга (КТМ), объективно подтвержденной динамикой спиральной компьютерной томографии (СКТ), магнитно-резонансной компьютерной томографии (МРТ) головы и   морфологическими  исследованиями.   

3.  Оптимизировать  технологию криоконсервирования    ЭНК и    КСКМ,  индуцированных по нейрональному пути,  с целью  сохранения   максимальной  жизнеспособности клеток.

4.   Исследовать на експериментальных моделях ПС и КТМ морфологческие особенности  пересаженных  в разные сроки ЭНК  и КСКМ,  индуцированных по нейрональному пути.

5. На моделях ПС и КТМ  выяснить  пути распределения маркированных КСМК,  индуцированных по нейрональному пути,  в зависимости от  способа  и сроков  их введения.

6. Оценить эффективность трансплантации ЭНК и КСКМ, индуцированных по нейрональному пути, на  животных с экспериментальными моделями   ПС  и   КТМ    путем  наблюдения  за  процессами восстановления двигательных нарушений,  динамикой содержания ДА в  структурах головного мозга и их  морфологическими   изменениями.

7. Исследовать  эффективность  клинического применения  аутологичных нейроиндуцированных  стромальных  стволовых клеток у  больных с разными формами паркинсонизма.  

8.  Разработать принципы дифференцированного использования   методов комплексного  лечения больных  паркинсонизмом  с учетом  формы заболевания.   

9. Оптимизировать   применение стереотаксического  метода в  лечении больных   паркинсонизмом. 
Объект исследования. 

 Нейротрансплантация аутологичных стромальных стволовых клеток    с целью коррекции  двигательных нарушений у  больных паркинсонизмом в клинике и на экспериментальных моделях паркинсоноподобного синдрома и криогенной травмы мозга.  

          Предмет исследования.
Дифференцированное  комплексное  лечение больных   паркинсонизмом  с  применением различных стереотаксических вмешательств, введением аутологичных нейроиндуцированных  стромальных  стволовых клеток; механизм  действия введеных  суспензий  ЭНК и  КСКМ, индуцированных по нейрональному пути, при   ПС и  КТМ. 
           Методы исследования.

          При выполнении исследований в работе были использованы морфологические, биохимические, криобиологические, компьютерно-томографические, нейрохирургические методы и методы математического анализа. Исследование проводились в трех направлениях:

     – изучение влияния культивирования и последующего   криоконсервирования на морфофункциональное состояние ЭНК и   КСКМ; 

     –  изучение механизмов взаимодействия трансплантированных клеток с организмом реципиента в различные сроки после моделирования ПС и КТМ;

     –  изучение влияния стереотаксической криодеструкции подкорковых  ядер и  применения аутологичных нейроиндуцированных стромальных стволовых клеток    у больных паркинсонизмом.  

       Научная новизна полученных результатов. 

         Впервые оптимизирован метод криоконсервирования ЭНК, позволяющий сохранить 75-80% жизнеспособных клеток, пригодных для введения животным с моделями ПС и КТМ.

      Впервые по результатам исследований на моделях животных с ПС  и  КТМ дано экспериментальное обоснование применения нейроиндуцированных стромальных клеток для коррекции двигательных расстройств у животных с моделями ПС и КТМ.

      Впервые  на основании анализа результатов клинических исследований,     разработана концепция  корригирующего влияния нейроиндуцированных стромальных стволовых клеток на двигательные нарушения при паркинсонизме.

      Выявленные пути миграции нейроиндуцированных стромальных клеток на моделях ПС и КТМ  в зависимости от сроков и способов введения суспензии клеток позволили научно обосновать дифференцированный подход к применению аутологичных нейроиндуцированных стромальных клеток у больных паркинсонизмом в зависимости от формы заболевания (Пат. №13724).    

       Впервые разработана методика выполнения стереотаксических операций под контролем компьютерного томографа у больных  паркинсонизмом.

       Впервые  применен оригинальный способ определения зоны нейрохирургического вмешательства при заболеваниях экстрапирамидной системы, позволяющий проводить поиск координат центра вентролатерального ядра таламуса с использованием МРТ по заданным алгоритмам (Пат. № 31571 А).

       Впервые разработан оригинальный аппарат для стереотаксических  операций на глубинных  структурах головного мозга, позволяющий за счет автоматизации поступательного привода стереотаксического инструмента, увеличить точность и технологичность проведения стереотаксических операций (Пат. №34855А).    
         Практическое значение полученных результатов.

         На основе результатов проведенных исследований  разработана технология криоконсервирования ЭНК и КСКМ, позволяющая сохранить высокую жизнеспособность  клеток, пригодных для дальнейшей трансплантации.  

        Изучение результатов экспериментальных исследований на моделях ПС и КТМ показало, что более эффективным является применение КСКМ, индуцированных по нейрональному пути, чем ЭНК  в основном за счет отсутствия формирования грубого глиального рубца в зоне введения суспензии клеток.  Это обстоятельство необходимо учитывать при внедрении метода нейротрансплантации в клиническую практику. 

         Как показало исследование путей распределения КСКМ, индуцированных по нейрональному пути, маркированных флуоресцентным красителем,  наиболее эффективным является интрацеребральное введение клеток с применением стереотаксического метода.

         Оптимизация проведения стереотаксических операций осуществлена за счет того, что стереотаксические расчеты выполняются с помощью расчетно-графического программного обеспечения, позволяющего проводить визуализацию зоны оперативного вмешательства и формировать параметры управления стереотаксическим аппаратом для наведения хирургического инструмента. 

         На основании анализа результатов экспериментального исследования была проведена клиническая апробация применения нативных и криоконсервированных аутологичных КСКМ, индуцированных по нейрональному пути, у больных паркинсонизмом. Применение указанных суспензий клеток позволило получить  положительный результат в виде коррекции двигательных нарушений у больных  паркинсонизмом, что способствовало их социальной адаптации и улучшению качества жизни. 

               Изданы методические рекомендации по  клиническому применению аутологичных нейроиндуцированных стромальных стволовых клеток у больных  паркинсонизмом и последствиями  черепно-мозговой травмы. 

              Основные результаты диссертационной работы внедрены в клиническую практику, данные об особенностях морфологических изменений пересаженных суспензий криоконсервированных ЭНК и КСКМ, индуцированных по нейрональному пути,      включены в курс лекций и практических занятий на кафедре  нейрохирургии Харьковского  национального медицинского университета .     

        Личный вклад соискателя.

        Выбор темы диссертации и методологическая структура работы принадлежат автору.

        Экспериментальные работы были проведены самостоятельно на базе вивария и лабораторий Института проблем криобиологии и криомедицины (ИПКиК) НАН Украины, на кафедре физиологии Харьковского национального университета (ХНУ) им. В.Н. Каразина, на кафедрах гистологии, биохимии и нейрохирургии Харьковского национального медицинского университета (ХНМУ).

        Морфологические исследования были проведены на кафедре гистологии ХНМУ (зав. – проф. С.Ю.Масловский),  биохимические исследования – на кафедре биохимии ХНМУ (зав. – проф. В.И.Жуков).

        Диссертантом самостоятельно проведен информационный и патентный поиск с использованием Internet, анализ полученных результатов, написаны все разделы диссертации, сформулированы выводы.

        Диссертантом самостоятельно проведены клинико-диагностические и нейрохирургические исследования на базе нейрохирургического отделения  областной клинической больницы г. Харькова, являющейся клинической базой кафедры нейрохирургии Харьковского государственного медицинского университета.

          Апробация результатов диссертации. 

Основные положения диссертации доложены на Международной научно-практической конференции «Проблемы клеточной и тканевой терапии» (Ивано-Франковск-Яремча,2003),  III съезде трансплантологов Украины (Донецк, 2004), на школе-семинаре «Клеточная и тканевая трансплантация» (Алушта, 2004), на международной конференции «Структурная и функциональная организация стволовых клеток в условиях действия низких температур» (Харьков, 2005);  I съезде нейрохирургов Украины (Киев. 1993),  II съезде нейрохирургов Украины (Одесса, 1998);  III съезде нейрохирургов Украины (Алушта, 2003);  III-IY съездах нейрохирургов России (С.-Петербург, 2002; Москва, 2006);   Всеукраинской научно-практической конференции ”Сучасні методи в дослідженні структурної організації органів та тканин”, (Судак 2006);   съезде трансплантологов Украины (Киев, 2007);  Всеукраинской конференции нейрохирургов (Коктебель, 2007);   научной  конференции с международным участием, посвященной  90-летию  НАН Украины и 10-летию  кафедры ЮНЕСКО по криобиологии (Харьков, 26-28 ноября   2008р.); заседаниях Харьковского научно-медицинского общества  нейрохирургов (1995-2008 г.г.); конференциях Харьковской областной клинической больницы (2002-2008 г.г.). 
ВЫВОДЫ

1. В диссертации представлены теоретические обобщения и новое решение научной проблемы применения нейротрансплантации аутологичных стромальных стволовых клеток с целью коррекции двигательных нарушений при паркинсонизме, которые базируются на результатах клинических и экспериментальных исследований. 


2. Разработаны программы замораживания ЭНК экспериментальных животных с использованием криопротектора 1,2-пропандиола в концентрации 15% и двухэтапного режима: I – со скоростью 15°С/мин до -80°С; II  –  погружение в жидкий азот и программа замораживания КСКМ с использованием 10% раствора ДМСО и также двухэтапного режима криоконсервирования. Такие режимы позволяют сохранить 75 и 72%  жизнеспособных клеток соответственно. 
  3. Оптимальной экспериментальной моделью паркинсоноподобного синдрома (ПС) у крыс с развитием характерных двигательных расстройств, изменением содержания ДА в структурах головного мозга и морфологическими особенностями является двусторонняя электролитическая деструкция черной субстанции. 

4. Отработана модель криогенной травмы мозга (КТМ) путем дозированного криовоздействия на моторную зону коры головного мозга крыс и кролей, верифицированная с помощью СКТ, МРТ и морфологических исследований.   
4. Механизм коррегирующего влияния на двигательные нарушения введенных ЭНК связан с нормализацией уровня ДА в структурах головного мозга.  
5. Существенным преимуществом введенных КСКМ, индуцированных по нейрональному пути, по сравнению с ЭНК на модели ПС является отсутствие реактивной гиперплазии вокруг зоны введения, что способствует более быстрому и эффективному восстановлению двигательных нарушений у экспериментальных животных.  
6. У экспериментальных животных с моделями ПС и КТМ оптимальным методом имплантации КСКМ, индуцированных по нейрональному пути, является их стереотаксическое введение, что доказано изучением морфологических особенностей в зоне имплантации клеток, меченных флюоресцентным красителем.   
7. Наиболее эффективными методами  лечения больных с дрожательно-ригидной и ригидно-дрожательной формами паркинсонизма является криоталамотомия и комбинация стереотаксической криоталамотомии с введением в субталамическую зону КСКМ, индуцированных по нейрональному пути.   
8. Комбинированное лечение больных с дрожательно-ригидной и ригидно-дрожательной формами паркинсонизма характеризуется нарастением положительного эффекта в отдаленном периоде, что свидетельствует о потенциальных возможностях введенных КСКМ, индуцированных по нейрональному пути 

9. Ввведение в субталамическую область изолированных КСКМ, индуцированных по нейрональнму пути, является эффективным у больных с акинетико-ригидной формой паркинсонизма и менее эффективным у больных с дрожательно-ригидной и ригидно-дрожательной формами.  
10. Применние разработанного нами расчетно-графического программного обеспечения позволяет проводить визуализацию зоны оперативного вмешательства и определить параметры стереотаксического наведения хирургического инструмента в зону операции, что обеспчивает повышение положительного эффекта от стереотаксической операции на 30%.          
           
Дальнейшее повышение точности стереотаксического наведения в функциональной нейрохирургии  связано с увеличением разрешающей способности методов реконструктивной томографии, разработкой алгоритмов машинного анализа интраскопических данных с целью максимальной автоматизации распознавания внутримозговых ориентиров с учетом их индивидуальной вариабельности, а также совершенствованием систем операционного планирования, позволяющих проводить виртуальное объемное имитационное моделирование основных этапов оперативного вмешательства. 
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1. Развитие двигательных расстройств у больных паркинсонизмом связано с дегенерацией дофаминэргических нейронов черной субстанции.   Консервативная терапия в виде назначения больным дофасодержащих препаратов не может препятствовать этой дегенерации. Деструктивне и стимулирующие нейрохирургические методы, которые приводят к регрессу тремора и нормализации мышечного тонуса, также носять симптоматический характер лечения. Одним из патогенетически обоснованных направлений в лечении паркинсонизма может быть клеточная терапия, направленная на восстановление дофаминэргических нейронов, предотвращение апоптоза, оксидантного стресса и митохондральной дисфункции. Применение ЭНК влияет на дофаминэргическую дисфункцию клеток черной субстанции, но морально-этические аспекты не позволяют проводить широкое клиническое использование этих клеток. Альтернативным методом клеточной терапии двигательных нарушений у больных паркинсонизмом являются аутологичные КСКМ, индуцированные по нейрональному пути. Их использование в комбинации с криоталамотомией у больных с дрожательно-ригидной и ригидно-дрожательной формами паркинсонизма являются методом выбора.   
2. Критериями выбора больных паркинсонизмом является достоверный диагноз паркинсонизма, который соответствует 2.5-4 стадиям тяжести паркинсонизма по Hoen & Yahr, верифицированный электромиографией.  
3.  При проведении стереотаксических операций у больных паркинсонизмом возникают проблемы анестезиологического характера. Основными задачами анестезиолога являются: обеспечение психо-эмоционального покоя; обеспечение адекватного обезболивания на всех этапах операции; полная управляемость жизненноважными функциями организма с готовностью к проведению коррекции при их нарушении; обеспечение „бескровного”  операционного поля; обеспечение возможности минимального вербального контакта с пациентом для контроля точности попадания
канюли в точку „мишени”.  
4. Максимально эффективным у больных с ригидно-дрожательной и дрожательно-ригидной формами паркинсонизма является криоталамотомия и комбинация криоталамотомии с введением аутологичных КСКМ, индуцированных по нейрональному пути, в субталамическую зону.  
5. Наиболее выраженный положительный эффект у больных с акинетико-ригидной формой паркинсонизма достигается изолированным введением аутологичных КСКМ, индуцированных по нейрональному пути, в субталамическую зону.    
6. Использование интраоперационной КТ позволяет с большей точностью попасть в точку „мишени”, что увеличивает положительный эффект от стереотаксической операции на 30%.  
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