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Резюме
Цель – разработать и внедрить метод лечения фармакорезистентной эпилепсии с использованием аутологичных 
мезенхимальных стволовых клеток на основе определения новых нейровизуализационных, иммунологических 
и нейрофизиологических предикторов функционального состояния головного мозга. Материалы и методы. Объ-
ект исследования – пациенты с симптоматической фармакорезистентной эпилепсией, МСК костного мозга. Ме-
тоды исследования: культуральный, морфологический, иммунологический, молекулярно-генетический, клини-
ко-функциональный, лабораторный, патопсихологический, нейрофизиологический. Под наблюдением нахо- 
дились 20 пациентов (12 мужчин и восемь женщин) с фармакорезистентной симптоматической эпилепсией 
в возрасте 23-46 лет, длительность болезни 7-29 лет. Для оценки результатов использовались стандартные пара-
метрические и непараметрические методы статистики. Результаты. Получены культуры аутологичных мезенхи-
мальных стволовых клеток (МСК) для проведения 20 курсов клеточной терапии. Проведено 40 трансплантаций 
аутологичных МСК костного мозга (20 внутривенных и 20 эндолюмбальных). Клеточность трансплантата для 
внутривенного введения составила 39,5-110,0 млн, для эндолюмбального введения – 5,1-10,0 млн с жизнеспо-
собностью не менее 95%. Распределение МСК по экспрессии ключевых поверхностных маркеров (CD105+, CD90+, 
CD45-, CD34) соответствовало критериям Международной ассоциации по клеточной терапии (ISCT). Побочных 
реакций и осложнений на введение АМСК не наблюдалось. В большинстве образцов нейродифференцированных 
МСК установлено достоверное повышение экспрессии нейро-специфической енолазы, нестина и МАР-2У паци-
ентов с симптоматической эпилепсией наиболее существенные сдвиги выявлены в уровнях цитотоксических 
и активированных клеток, а также натуральных киллеров и Т-клеток с киллерной активностью. После проведения 
курса клеточной терапии отмечается достоверное снижение CD4+CD8+, CD3+CD8+, CD3+CD95+, CD8+CD25+ кле-
ток. Снижается также содержание натуральных киллеров и Т-клеток с киллерной активностью, однако их уровень 
остается достоверно высоким по сравнению с показателями группы сравнения. Изучено состояние пациентов, 
прошедших лечение аутологичными МСК через 3-6-12 мес. после их введения и пациентов группы сравнения. 
Заключение. Первый опыт проведения клеточной терапии пациентам с эпилепсией в Республике Беларусь пока-
зал, что внутривенное введение аутологичных МСК и эндолюмбальное введение нейроиндуцированных аутоло-
гичных МСК может быть эффективной дополнительной терапией выбора у пациентов с фармакорезистентной 
формой заболевания.
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Summary
The aim is to develop and implement a method for the treatment of drug-resistant epilepsy using autologous mesenchy-
mal stem cells and the neuroimaging, immunological and neurophysiological predictors of the brain function. Material 
and Methods. Twenty patients (12 males and 8 females) with symptomatic drug-resistant epilepsy participated in the 
study. The patient age varied from 23 to 46 years; and the duration of epilepsy was 7-29 years. Autologous mesenchymal 
stem cells of the bone marrow were characterized using cultural, morphological, immunological, molecular-genetic, 
clinical-functional, laboratory, pathopsychological, and neurophysiological methods. The standard parametric and 
nonparametric statistical tests were used to evaluate the results. Results. The study resulted in producing of cultured 
autologous mesenchymal stem cells of the bone marrow (AMSCBM) sufficient to conduct 20 courses of cell therapy. In 
total, 40 transplantation procedures using AMSCBM were performed (20 intravenous and 20 endolumbar injections). 
Cellularity index in the intravenous inoculate ranged from 39.5 to 110.0 million and that for the endolumbar injection – 
from 5.1 to 10.0 million with viability not less than 95%. The distribution of AMSCBM by key surface markers (CD105+, 
CD90+, CD45-, CD34-) matched the criteria of the International Association for cell therapy (ISCT). The cell injections 
were well tolerated and did not cause any severe adverse effects. To monitor the process of neurogenic differentiation, 
the expression of the surface markers was determined. In most samples with confirmed neural differentiation, a signifi-
cant increase in the expression of neuron-specific enolase, nestin and MAR-2 was detected. In patients with symptomatic 
epilepsy, the most significant deviations from normal values were found for the numbers of cytotoxic and activated cells, 
natural killer (NK) cells, and T-cells with the NK activity. After a course of cell therapy, a significant decrease in CD4+CD8+, 
CD3+CD8+, CD3+CD95+, and CD8+CD25+ cells was noted. Also decreased were the numbers of NK cells and T-cells with 
the NK activity, however, their levels remained relatively high as compared with the control group. Following the treatment, 
we continued to monitor the patients for 3, 6, and 12 months after the cell administration as well as the patients from the 
group of comparison. Conclusion. For the first time in the Republic of Belarus, cell therapy in patients with epilepsy was 
conducted. An intravenous injection of AMSCBM and endolumbar administration of neuro-induced AMSCBM can serve 
an effective additional therapy of choice in patients with drug-resistant epilepsy.

Key words
Symptomatic epilepsy, resistant seizures, mesenchymal stem cells, transplantation, neuro-induction, electro-
encephalogram, neuroimaging.
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введение
Эпилепсия – это психоневрологическое заболева-

ние, которое характеризуется наличием двух или бо-
лее неспровоцированных повторяющихся эпилепти-
ческих приступов, обусловленных аномальной 
электрической деятельностью участка коры голов-
ного мозга. Не менее 60 млн человек страдают 
от эпилепсии во всем мире [1-4].

ХХI век – время терапии неинфекционных забо-
леваний. Из доклада ВОЗ [5] следует, что к 2020 г. 
хронические заболевания, ограничивающие функ-
ции органов и тканей с неблагоприятным прогно-
зом, будут причиной 70% случаев смерти человека. 
Поэтому возникает потребность в развитии регене-
ративной медицины, занимающейся восстановле-
нием органов и тканей, предлагающей новые реше-
ния для длительного поддержания качества жизни 
и снижения социальных последствий хронических 
заболеваний [6,7].

Современные методы лечения эпилепсии включа-
ют применение противоэпилептических и психотроп-
ных лекарственных средств, аппаратные методики 
(транскраниальная магнитная стимуляция, транскра-
ниальная микрополяризация, стимуляция блуждаю-
щего нерва, биологическая обратная связь и др.), 
а также в ряде случаев – хирургическое лечение [8-
10]. Противоэпилептические лекарственные сред-
ства снижают возбудимость нейронов эпилептиче-
ского очага, стабилизируют мембранные потенциалы 
этих клеток, что приводит к уменьшению количества 
спонтанных разрядов и, соответственно, к снижению 
количества приступов [11-13]. Хирургия направлена 
на удаление патологически функционирующих 
участков коры больших полушарий головного мозга, 
которые являются источником аномальных электри-
ческих импульсов, приводящих к судорогам [10,14]. 
Данные методы лечения воздействуют на неврологи-
ческий аспект эпилепсии, но не могут напрямую воз-
действовать на нейропсихиатрические компоненты. 
Перспективным новым методом лечения эпилепсии 
является использование стволовых клеток для лече-
ния как биологических, так и психиатрических ком-
понентов [15].

Известно о терапевтическом использовании ство-
ловых клеток на нескольких моделях неврологиче-
ских заболеваний, таких как рассеянный склероз, 

инсульт и болезнь Паркинсона [16]. Трансплантаци-
онная терапия стволовыми клетками все больше 
рассматривается как возможный вариант лечения 
при эпилепсии [17]. Доклинические и клинические 
исследования этого подхода использовали несколь-
ко типов клеток, включая клетки-предшественники 
гиппокампа, нервные стволовые клетки (НСК), 
 ГАМКергические клетки-предшественники и систем-
ное введение мононуклеарных клеток костного моз-
га и мезенхимальных клеток [17]. Хотя в каждом типе 
клеток используется разный механизм действия, все 
они стремятся уменьшить возбудимость нейронов 
в эпилептической области ткани головного мозга.

Считается, что трансплантация НСК использует 
многогранный подход, создавая новые ГАМКергиче-
ские интернейроны, а также новые астроциты [17]. 
Основополагающим значением новых астроцитов 
является экспрессия глиального производного ней-
ротрофического фактора (GDNF), который обладает 
противосудорожными свойствами [18]. Имеются оче-
видные терапевтические эффекты трансплантации 
НСК, включая снижение частоты и продолжительно-
сти приступов, несмотря на то, что в когнитивной 
функции изменений не происходит [18]. Потеря 
 ГАМКергических нейронов приводит к отсутствию по-
давляющего контроля над эпилептической зоной моз-
га [17]. Таким образом, ГАМКергическая клеточная 
терапия фокусируется на замене потери ГАМКергиче-
ских нейронов, тем самым увеличивая тормозящий 
синаптический контроль пораженной области [17].

Результаты применения МСК на эксперименталь-
ных моделях эпилепсии на животных являются обна-
деживающими. На сегодняшний день различные 
типы стволовых клеток, включая нервные стволовые 
клетки, МСК, эмбриональные и фетальные стволо-
вые клетки/клетки-предшественники, были исполь-
зованы на животных моделях эпилепсии [19-23]. 
МСК из костного мозга (интактные или генетически 
модифицированные) вводили эпилептическим кры-
сам внутривенно, интравентрикулярно, интраперито-
неально или непосредственно в гиппокамп, что 
обычно приводило к уменьшению количества судо-
рог и лучшей сохранности нейронов [19,20,24-30].

Пилокарпин-индуцированная эпилепсия, широко 
используемая в модели на грызунах, оказалась 
очень чувствительной к МСК-терапии. Клетки, мечен-
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ные бромдезоксиуридином и локализованные в гип-
покампе после внутривенного введения, значительно 
сократили количество приступов, в то время как 
плотность нейронов увеличилась [31]. Транспланта-
ция аутологичных МСК также улучшила несбаланси-
рованную экспрессию аденозиновых рецепторов 
и параметров электроэнцефалограммы в модели 
эпилепсии [25]. Положительные механизмы дей-
ствия МСК при эпилепсии, включая микровезикулы 
и паракринные факторы, недавно были широко рас-
смотрены Аgadi и Shetty [30]. Эта исследо - 
вательская группа показала, что несмотря на то, что 
при внутривенном введении EGFP + МСК не попа- 
дали в поврежденный гиппокамп, они получали 
 (через растворимые факторы) в значительной степе-
ни  нейропротекцию, включая снижение потери 
 ГАМКергических интернейронов, снижение концен-
трации миелопероксидазы и активацию экспрессии 
генов, кодирующих противоспалительные цитокины 
в гиппокампе [30]. Другой механизм влияния МСК 
на ЦНС может осуществляться через ингибирование 
рецептора N-метил-D-аспартата (NMDAR) субъеди-
ницы и индуцированние глутаматом кальциевых по-
токов с помощью растворимых факторов МСК [32]. 

Вариант замещения клеток, тем не менее, считает-
ся перспективным при лечении эпилепсии [20,33,34]. 
ГАМКергическая нейронная дифференциация in situ 
действительно имела место для плюрипотентных 
стволовых клеток человека [34] или эмбриональных 
нервных стволовых клеток/клеток-предшественни-
ков [35]. Имплантация специализированных МСК 
с подавлением экспрессии гена Hes1 улучшала функ-
циональное восстановление эпилептических крыс, и, 
что важно, ГАМКергическая трансдифференцировка 
трансплантированных клеток коррелировала с функ-
циональным восстановлением [20]. Li с соавт. про-
демонстрировали сокращение хронических судорог 
в мышиной модели CA3-селективного эпилептогене-
за после трансплантации гиппокампальных челове-
ческих МСК, генетически модифицированных для 
высвобождения аденозина [36].

В другом недавнем исследовании трансплантация 
МСК человека в модели пилокарпин-индуцирован-
ной эпилепсии грызуна также привела к значитель-
ному снижению ключевых параметров, таких как ча-
стота и продолжительность судорог, отек мозга 
и потеря пирамидальных и ГАМКергических нейро-
нов [19,29]. В общей сложности 2×105 клеток стерео-
таксически вводили в билатеральный дорсальный 
гиппокамп (8×105 МСК человека/кг веса животных) 
без использования каких либо иммунодепрессантов. 
Показано, что трансплантированные человеческие 
МСК (в основном вокруг места инъекции), остающие-
ся недифференцированными в ЦНС крысы, продуци-
руют нейропротекторные и противовоспалительные 
цитокины, такие как FGF-6, глюкокортикоид-индуци-
рованный рецептор фактора некроза опухоли (GITR), 
MIP-3β, амфирегулин и остеопротегерин [19].

Интересно и важно, что человеческие МСК предо-
ставляют различные цитокины в зависимости от те-
кущего патофизиологического микроокружения: 
при имплантации в перерезанный спинной мозг фак-
торами, которые они высвобождали, были bFGF, ней-
ротрофин-3 (NT-3), нейтрофил-активирующий пеп-
тид 2 (NAP-2), GITR и VEGF-R3 [19,37]. 

Индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки (iPSCs) являются стволовыми клетками, по-
лученными из взрослых клеток, которые обладают 
преимуществом при аутологичной трансплантации 
[38]. Одной из целей применения индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток является генера-
ция популяции нервных клеток, которые выделяют 
специфические нейротрансмиттеры (например, гам-
ма-аминомасляную кислоту – ГАМК) и интегрируют 
их в конкретное место, такое как зубчатая извилина 
[39]. Такое целенаправленное введение нейротранс-
миттер-продуцирующих нервных клеток может по-
служить мощной аутологичной терапией для эпилеп-
сии в будущем. 

Понимание механизма действия клеточной тера-
пии требует мечения клеток для оценки их выживае-
мости in situ с использованием трансгенных (чаще 
всего GFP) или других флуоресцентных меток 
[27,30,40]. Группа Da Costa показала, что импланта-
ция мононуклеарных клеток костного мозга защи-
щает экспериментальных крыс от развития спонтан-
ных рецидивов судорог и сохраняет плотность 
нейронов гиппокампа. Несмотря на то, что донорские 
GFP + мононуклеарные клетки костного мозга редко 
встречались в мозге реципиентных эпилептических 
крыс, длительное наблюдение (120 дней после транс-
плантации) также показало снижение частоты воз-
никновения и более низкой продолжительности 
 судорог [27]. МСК костного мозга, введенные вну-
тривенно, уменьшали уровни провоспалительных 
цитокинов TNFα, IL-1β и IL-6, тогда как уровень про-
тивоспалительного цитокина IL-10 увеличивался. 
Трансплантаты, сделанные в начале пилокарпин-ин-
дуцированного припадка, предотвратили глиоз и по-
терю нейронов и стимулировали пролиферацию ней-
ронов [28].

Терапия стволовыми клетками представляет со-
бой многообещающий альтернативный подход к ле-
чению эпилепсии, который принципиально отличает-
ся от противосудорожных лекарственных средств 
и электростимуляции, направленных на устранение 
симптомов, а не на устранение основных причин эпи-
лепсии. Терапия стволовыми клетками способна обе-
спечить нейротрофическими факторами и стимули-
ровать нейрогенез. Установление последовательного 
метода контролируемой дифференцировки стволо-
вых клеток в нужные клетки делает возможным ле-
чение эпилепсии замещением дефицитных или де-
фектных нейронов с использованием собственных 
стволовых клеток пациента. В то же время способ-
ность трансплантированных стволовых клеток 
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к дифференцировке должна быть сбалансирована 
с учетом опасности возникновения опухолевого про-
цесса. Неконтролируемая дифференциация и мигра-
ция стволовых клеток могут представлять серьезный 
риск для роста опухоли и метастазирования. Иссле-
дования продолжительности жизни стволовых кле-
ток и их долгосрочного продуцирования трофиче-
ских факторов помогут оценить безопасность 
и эффективность терапии стволовыми клетками для 
лечения фармакорезистентной эпилепсии, которая 
чаще всего является неврологическим заболеванием 
на протяжении всей жизни [41].

Во всех странах мира и в Республике Беларусь 
(РБ) существует обязательное государственное регу-
лирование клеточной терапии. 

В Республике Беларусь регулирующими докумен-
тами являются: Закон «О здравоохранении» Респу-
блики Беларусь. Статья 18-3 введена Законом № 164-
З от 16.06.2014 г. «Оказание медицинской помощи 
пациентам с использованием биомедицинских кле-
точных продуктов». Биомедицинские клеточные про-
дукты – пересадочный материал, полученный на ос-
нове клеток человека, за исключением эмбрио- 
нальных, фетальных и гемопоэтических стволовых 
клеток, генетически модифицированных клеток че-
ловека. Технический кодекс установившейся практи-
ки ТКП 556-2014 «Медицинские продукты на основе 
клеток человека» утвержден Департаментом фарма-
цевтической промышленности Минздрава Республи-
ки Беларусь (МЗ РБ) от 20.12.2014 г. № 84.

Государственное регулирование клеточной терапии 
в Российской Федерации: Федеральный Закон 
от 23.06.16 г. № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных 
продуктах». Статья 2. Биомедицинский клеточный 
продукт – комплекс, состоящий из клеточной линии 
(клеточных линий) и вспомогательных веществ либо 
из клеточной линии (клеточных линий) и вспомога-
тельных веществ в сочетании с прошедшими государ-
ственную регистрацию лекарственными средствами 
для медицинского применения и (или) медицинскими 
изделиями. Клеточная линия – стандартизованная по-
пуляция клеток одного типа с воспроизводимым 
 клеточным составом, полученная путем изъятия 
из  организма человека биологического материала 
с последующим культивированием клеток вне орга-
низма человека. Вспомогательные вещества – веще-
ства неорганического или органического происхожде-
ния, используемые при разработке и производстве 
биомедицинского клеточного продукта.

С 2012 г. на клинической базе Республиканского 
научно-практического центра психического здо-
ровья (Минск) проводится научно-исследователь-
ская работа по разработке и внедрению в практиче-
скую деятельность методики трансплантации 
аутологичных мезенхимальных стволовых клеток 
костного мозга, индуцированных в нейрогенном 
 направлении, для лечения симптоматической фар-
макорезистентной эпилепсии.

Цель исследования – разработать и внедрить 
 метод лечения фармакорезистентной эпилепсии 
с  использованием аутологичных мезенхимальных 
 стволовых клеток на основе определения новых ней-
ровизуализационных, иммунологических и нейро-
физиологических предикторов функционального 
состояния головного мозга.

Материалы и методы
Проведение клеточной терапии с использованием 

аутологичных МСК было рассмотрено и получило 
одобрение этического комитета учреждения. 

Забор материала для получения МСК от пациентов 
и введение после экспансии (и нейрогенной индук-
ции) in vitro проводился на основании информиро-
ванного согласия пациента.

Критерии включения пациентов в исследование: 
пациенты обоего пола от 18 до 55 лет; резистентные 
формы эпилепсии с симптомами органического по-
ражения головного мозга, частыми эпилептически-
ми приступами, с появлением тяжелых постприступ-
ных состояний и эпилептических статусов, когда 
любые комбинации 2-3 основных противосудорож-
ных средств, включая новейшие, не оказывают за-
метного влияния на частоту и тяжесть приступов.

Критерии исключения: воспалительные процессы 
(менингоэнцефалиты, в т. ч. вирусной этиологии, па-
разитарные заболевания); хронически протекающие 
психозы с частыми декомпенсациями, слабоумием 
и выраженной социальной дезадаптацией; наличие 
хронических соматических и неврологических забо-
леваний в стадии обострения, требующих активной 
терапии; неудовлетворительные показатели ком-
плексного клинико-инструментального обследова-
ния; опухоли головного мозга; пациенты серопозитив-
ные по анти-ВГС, HBsAg и ВИЧ (основание – инструкция 
«О порядке предоперационной заготовки аутологич-
ной крови и ее компонентов» утвержденная Прика-
зом МЗ РБ № 981 от 03.09.12 г.).

Пунктат костного мозга (ПКМ) общим объемом 
25-55 мл забирали в две пробирки с антикоагулян-
том гепарином из расчета 50 единиц гепарина на 1 мл 
пунктата. В течение часа пробирки транспортирова-
ли в лабораторию в термоконтейнере для перевозки 
биологического материала.

В лаборатории оценивали качество ПКМ. Пунктат 
перемешивали и определяли наличие сгустков. При 
их наличии сгустки удаляли простой седиментацией 
в течение 1 мин. Пунктат, освобожденный от сгуст-
ков, объединяли в одной пробирке и отбирали 
 0,5-1 мл для подсчета ядросодержащих клеток. В ито-
ге получали так называемый «полезный объем ПКМ».

Под наблюдением находились 20 пациентов 
(12 мужчин и восемь женщин) с фармакорезис-
тентной симптоматической эпилепсией в возрасте 
 23-46 лет, длительность болезни – 7-29 лет.

Наиболее частыми этиологическими факторами 
являлись: нейроинфекция – восемь пациентов; пери-
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натальная патология – восемь пациентов; черепно-
мозговая травма – четыре пациента. Частота присту-
пов у всех пациентов – высокая – более трех в месяц.

Первично-генерализованные судорожные присту-
пы (ГСП) отмечались у шести пациентов; парциаль-
ные (с вторичной генерализацией) – у четырех; по-
лиморфные приступы  – у 10 пациентов.

Общее клиническое исследование проводилось 
согласно протоколам обследования психических 
и неврологических пациентов: объективный осмотр, 
тщательное клинико-лабораторное и функциональ-
ное обследование, консультации невролога, терапев-
та, психиатра, окулиста, отоларинголога, психолога 
и др., структурированное психиатрическое интервью, 
нейровизуализация, электроэнцефалография (ЭЭГ), 
компьютерная ЭЭГ, видеомониторирование ЭЭГ.

С целью уменьшения риска побочных эффектов 
трансплантацию проводили в два этапа:

I. Недифференцированные МСК: однократно 
медленно внутривенно вводилось 40-100 млн клеток 
в 20,0 физиологического раствора + 5% аутологич-
ной сыворотки. Жизнеспособность клеток – 98%.

II. Через 5-7 дней после I этапа в спинномозговой 
канал вводилось 3-8 млн нейроиндуцированных кле-
ток в 5,0 физиологического раствора + 5% аутоло-
гичной сыворотки. Жизнеспособность клеток со-
ставляла 98%.

Оценку безопасности терапии МСК проводили пу-
тем оценки лабораторной и клинико-нейрофизиоло-
гической реакции пациентов на процедуру введения 
клеточного материала. Результаты трансплантации 
МСК оценены в сроки наблюдения 3-36 мес. после их 
введения. Тяжесть состояния пациентов оценивали 
в соответствии c клинико-нейрофизиологическими 
и патопсихологическими критериями. Для балльной 
оценки клинических критериев использовали обще-
принятый русскоязычный вариант Национальной го-
спитальной шкалы тяжести приступов NHS-3.

Получение первичной культуры МСК и наращива-
ние клеточной массы проводится следующим обра-
зом. После оценки качества первичной клеточной 
массы и подсчета ядросодержащих клеток 6 мл (или 
в среднем 17,9% от полезного объема) костномозго-
вого пунктата вносится в культуральный флакон 
Т175 в 30 мл полной питательной среды (ППС). 

Из основного объема пунктата выделяются моно-
нуклеары. Костный мозг разводится фосфатно-со-
левым буфером в соотношении 1:1, наносится 
 на градиент плотности фиколл-пак (ρ-1077 г/л) и цен-
трифугируется в режиме 400 g 30 мин. Трансфер- 
ной пипеткой отбирается фракция мононуклеаров 
на границе раздела плазмы и градиента, переносится 
в центрифужные пробирки и дважды отмывается 
фосфатно-солевым буфером с 1% сыворотки АВ (IV) 
при 400 g 10 мин. Осадок мононуклеаров ресуспен-
дируется в полной питательной среде. 

Для приготовления полной питательной среды ис-
пользуются: α-MEM (Lonza, cat № BE02-002F) – 95%; 

сыворотка АВ (IV) человека – 5%; раствор антибио-
тиков пенициллин/стрептомицин (1000-кратный).

Проводится подсчет ядросодержащих клеток в ка-
мере Горяева. Затем отбирается часть суспензии, со-
держащей 0,5×106 и 1,0×106 клеток для определения 
числа колониеобразующих единиц фибробластов. 

Основная часть мононуклеаров для получения 
первичной культуры вносится в посевной концентра-
ции 0,23×106/см2-1,00×106/см2 в культуральные фла-
коны. Флаконы помещаются в СО2-инкубатор при 
370С. Через 48 ч для удаления не прикрепившихся 
клеток поверхность флакона дважды промывается 
фосфатно-солевым буфером и вносится свежая 
ППС. Культивирование продолжается со сменой пи-
тательной среды каждые три дня до стадии образо-
вания хорошо развитого слоя фибробластоподобных 
клеток. Затем клетки снимаются с поверхности пла-
стика раствором 0,25% трипсина с ЭДТА в течение 
5-7 мин., ресуспендируются в фосфато-солевом бу-
фере с 1% сыворотки АВ (IV), однократно отмывают-
ся в режиме 400g 8 мин. и подсчитываются в камере 
Горяева.

После достижения первичной культурой достаточ-
ной плотности роста клетки снимаются, подсчитыва-
ются и высеиваются в новые культуральные флако-
ны. Из флаконов удаляется ППС, промывается 
адгезионная поверхность 20 мл фосфатно-солевого 
буфера (ФСБ) и вносится по 4 мл 0,25% раствора 
трипсина-ЭДТА на 3-7 мин. После открепления кле-
ток трипсин нейтрализовывается 8 мл ФСБ, содержа-
щего 1% сыворотки AB (IV), и отмывается в режиме 
400g 10 мин. Клетки из всех флаконов объединяются 
в одной пробирке, разводятся питательной средой, 
подсчитываются и высеиваются в новые культураль-
ные флаконы в 30 мл ППС и посевной концентрации 
2,0-4,0×103/см2 (первый пассаж). Для получения до-
статочного количества клеток культура наращивает-
ся на протяжении 2-3 пассажей. 

В процессе культивирования на каждом этапе не-
обходимо микроскопически анализировать морфо-
логию клеток и их пролиферативную активность. 
Показателями пролиферативной активности служат: 
кратность прироста клеточной массы (индекс проли-
ферации), число удвоений, время удвоения. 

После наращивания достаточного количества кле-
точной массы основная часть интактных клеток сни-
мается для внутривенного введения пациенту, а МСК 
из четырех флаконов Т175 нейроиндуцируются в те-
чение 6-7 дней.

Колониеобразующие единицы фибробластов 
(КОЕ-Ф тест) применяют для оценки количества про-
лиферирующих мезенхимальных стволовых клеток, 
приходящихся на 100 тыс. мононуклеарных клеток 
костного мозга. Клетки колонии являются потомка-
ми одной клетки-предшественницы.

Для постановки КОЕ-Ф теста 0,5×106 и 1,0×106 мо-
нонуклеаров, выделенных из костного мозга, высе-
ваются в чашки (d=100 мм) для культур клеток в 10 мл 
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полной питательной среды и помещаются в СО2-
инкубатор. Через 9-14 дней после формирования хо-
рошо развитых дискретных колоний проводится учет 
КОЕ-Ф теста. Из чашек удаляется ППС, адгезионная 
поверхность промывается ФСБ, клетки фиксируются 
этанолом в течение 15 мин. После удаления этанола 
чашки подсушиваются на воздухе при комнатной 
температуре и под инвертированным микроскопом 
учитываются колонии фибробластоподобных кле-
ток. Определяется количество КОЕ-Ф на 100 тыс. 

В работе используется: нейроиндукционная среда 
KnockOut DMEM/F-12 (Gibco, REF: 12660-012, LOT: 
1699730 ); Neural Supplement (Gibco, REF: A10508-01); 
глютамакс 200 mM (Gibco, REF: 35050-038, LOT: 
1401778), FGFb (Gibco/Invitrogen, кат. №PHG0024) 
с конечной концентрацией 20 нг/мл; EGF (Gibco/
Invitrogen, кат. №PHG0314) с конечной концентрацией 
20 нг/мл (все – производства Thermo Fisher Scientific, 
США).

Из флаконов удаляется ППС, адгезионная поверх-
ность промывается 20 мл ФСБ и вносится 30 мл ней-
роиндукционной среды. Флаконы помещаются 
в СО2-инкубатор на семь дней со сменой среды каж-
дые три дня. В процессе дифференцировки анализи-
руется морфология клеток, контролируется стериль-
ность. Через семь дней нейроиндуцированные МСК 
снимаются для введения в спинномозговой канал 
методом люмбальной пункции.

После завершения культивирования и нейроин-
дукции клетки, предназначенные для транспланта-
ции, промываются физиологическим раствором 
и снимаются с адгезионной поверхности 0,25% рас-
твором трипсина-ЭДТА. Открепившиеся клетки ресу-
спендируются в растворе натрия хлорида 0,9% для 
инфузий с 1% сыворотки пациента и дважды отмы-
ваются центрифугированием в режиме 400g 10 мин. 

Отмытые интактные МСК суспендируются в 20 мл, 
а нейроиндуцированные МСК – в 5 мл раствора на-
трия хлорида 0,9% для инфузий с добавлением 5% 
аутологичной сыворотки. Отбирается 0,1 мл суспен-
зии клеток для подсчета и определения жизнеспо-
собности клеток, 0,5×106-1,0×106 клеток для контро-
ля стерильности, 0,5×106-1,0×106 клеток – для 
определения фенотипа и 0,5×106-1,0×106 – для опре-
деления маркеров нейрогенеза. Кроме того, 0,5×106-
1,0×106 МСК замораживаются и закладываются 
на хранение – контрольный образец. Далее раство-
ром натрия хлорида изотоническим 0,9% для инфу-
зий с добавлением 5% аутологичной сыворотки до-
водится объем суспензии интактных МСК для 
внутривенного введения до 20,0 мл, а объем нейро-
индуцированных МСК для эндолюмбального введе-
ния – до 5,0 мл. Емкости с клеточными транспланта-
тами асептически запечатываются, снабжаются 
этикетками и помещаются в термоконтейнер для 
транспортировки. Трансплантаты хранятся и транс-
портируются в термоконтейнере при температуре 
от 4оС до 10°С. 

Время от момента суспендирования клеток в фи-
зиологическом растворе с 5% аутологичной сыво-
ротки до клинического применения не превышает 
два часа. 

Этикетка содержит информацию об организации 
производителе, ФИО пациента, названии трансплан-
тата, его объеме, количестве клеток, времени и дате 
производства, способе введения, условий хранения 
и срока годности. 

Для определения жизнеспособности клеток в про-
бирке смешивается суспензия клеток с 0,4% раство-
ром трипанового синего в соотношении 1:1 и заполня-
ется камера Горяева. Погибшие клетки диффузно 
окрашиваются в голубой цвет. Жизнеспособность су-
спензии оценивается по количеству клеток, которые 
исключают трипановый синий, и выражается в про-
центном отношении к общему количеству клеток. 

Трансплантат представляет собой суспензию кле-
ток в растворе натрия хлорида 0,9% для инфузий 
с добавлением 5% аутологичной сыворотки. Объем 
трансплантата интактных МСК для внутривенного 
введения составляет 20 мл с общим содержанием 
клеток не менее 35,0×106, объем трансплантата ней-
роиндуцированных МСК – 5 мл с общим содержани-
ем клеток не менее 5,0×106. 

Клетки 2-3 пассажей, фибробластоподобной 
 морфологии с жизнеспособностью не менее 95%, 
фенотипом по маркерам СD 90+>95%, CD 105+>95%, 
CD 34+<5%, CD 45+<5%; культура стерильна (отсут-
ствуют аэробные и анаэробные бактерии, грибы). 

Для определения маркеров нейрогенеза в образ-
цах МСК костного мозга после нейрогенной индук-
ции выделяется РНК не менее чем из 500 тыс. клеток 
реагентом TRItidy (PanReac AppliChem, ФРГ – Испа-
ния) по протоколу производителя. Концентрации об-
разцов определяются методом спектрофотометрии 
на приборе Specord 250 (Analytik Jena AG, ФРГ), соот-
ношения оптической плотности А260/230 и А260/280 
были не ниже 2:1. РНК разводится в безнуклеазной 
воде и хранится при -80°С.

В обратную транскрипцию берется 0,5-2 мкг то-
тальной РНК, 4 мкл 5-кратного буфера для обратной 
транскриптазы, 20 единиц ингибитора РНКаз, 1 мМ 
дНТФ, 0,5 мкг праймера Oligo(dT)18, 0,2 мкг рассеян-
ных гексамеров, 200 единиц обратной транскрипта-
зы RevertAid Premium (Thermo Fisher Scientific Inc., 
США). Объем одной реакционной смеси доводится 
водой и составляет 20 мкл. Образцы подвергаются 
начальному отжигу при 25°С с последующей инкуба-
цией при 50°С в течение 30 мин. и инактивацией об-
ратной транскриптазы при 85°С в течение 5 мин.

Дизайн праймеров для ПЦР проводится с по-
мощью онлайн-алгоритма PrimerBLAST, после-
довательности олигонуклеотидов анализируются 
на предмет образования шпилек и димеров с по-
мощью онлайн-сервиса OligoAnalyzer 3.1 (IDT, США). 
Последовательности праймеров к специфическим 
маркерам: к нейрон-специфической енолазе (NSE) – 
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acaggccagatcaagactggtgcc (прямой), gcagaggaatcaca-
gcacactggg (обратный) (размер ампликона 147 п. н.); 
к нестину (NES) – ctggcgcacctcaagatgtccct (прямой), 
tccagcttggggtcctgaaagct (обратный) (размер ампли-
кона 132 п. н.), к map2 – tgtcacagtggaggaagcagca (пря-
мой), agcgcttttctgggctcttggtt (обратный) (размер ам-
пликона 110 п. н.); к глиальному фибриллярному 
кислому белку (GFAP) – cggctggaggttgagagggacaa 
(прямой), agggtggcttcatctgcttcctgt (обратный) (раз-
мер ампликона 137 п. н.). Последовательности прай-
меров к конститутивным маркерам: к катехол-О-
метилтрансферазе (COMT) – gcttctcttggaggaatgtgg 
(прямой), cacgtgtgctaggaagtctg (обратный) (размер 
ампликона 97 п. н.); к фосфоглицераткиназе (PGK) – 
cggtagtccttatgagccac (прямой), aacagaacatccttgcccag 
(обратный) (размер ампликона 115 п. н.).

Состав реакционной смеси включает 2,5 мкл 
2-кратного буфера (конечная концентрация MgCl2 – 
3,5 мМ), 0,8 мМ дНТФ, 0,5 мкМ каждого из прайме-
ров, 0,02 ед/мкл полимеразы, 0,5-кратную концен-
трацию интеркалятора ZUBR Green I (все реагенты 
производства Праймтех, Беларусь), 0,5-1 мкл кДНК. 
Конечный объем реакционной смеси составляет 10 
мкл. Образцы разносятся в 8-луночные стрипы (Bio-
Rad Laboratories, Inc., США), ПЦР проводится на при-
боре C1000 Touch с оптическим модулем CFX96 (Bio-
Rad Laboratories, Inc., США). Программа включает 
начальную активацию полимеразы при 95°С в тече-
ние 10 мин. и 40 циклов: 95°С – 30 с, 65°С – 60 с. 

Запись флуоресцентного сигнала, расчет значе-
ний Cq и анализ данных проводятся с помощью 
управляющей программы термоциклера Bio-Rad CFX 
Manager 3.0 (Bio-Rad Laboratories, Inc., США). 

Фенотипический профиль МСК определяется 
по выраженности/отсутствию поверхностных анти-
генов CD90, CD105, CD34, CD45, CD19 и CD14 методом 
прямой иммунофлуоресценции.

В работе для идентификации МСК применяются 
поверхностные антиген-специфичные моноклональ-
ные антитела (МКА) в комбинации CD14-FITC/CD90-
PE, CD19-FITC/CD105-PE, CD45-FITC/CD34-PE. В каче-

стве контроля аутофлуоресценции и неспеци- 
фического связывания моноклональных антител ис-
пользуются неокрашенные МСК и изотипический 
контроль, соответствующий подклассу иммуногло-
булинов применяемых моноклональных антител. 

Изолированные МСК отмываются фосфатно-со-
левым буферным раствором и ресуспендируются 
в 0,5 мл инкубационного раствора в конечной кон-
центрации 5,0×105-1,0×106. В маркированные соот-
ветствующим образом пробирки вносится по 100 
мкл клеточной суспензии и добавляются МКА. Мягко 
смешиваются на автоматическом встряхивателе 
и инкубируются в соответствии с протоколом. Дваж-
ды отмываются ФСБ при 1500 об./мин. в течение 
5 мин. Удаляется надосадок и клетки ресуспендиру-
ются в 200 мкл холодного (40°С) 1% раствора пара-
формальдегида. Учитываются результаты на проточ-
ном цитофлуориметре не позднее 24 ч после 
фиксации клеток.

Проведена комплексная оценка иммунологиче-
ского статуса у пациентов с эпилепсией. Популяци-
онный и субпопуляционный состав иммунокомпе-
тентных клеток периферической крови выявлялся 
методом прямой иммунофлуоресценции на проточ-
ном цитофлуориметре BD FACSCantoII (Becton 
Dickinson, США), программное обеспечение BD 
FACSDiva v7.0. В качестве маркеров использовали 
моноклональные антитела, меченные флуорохро-
мом. Выбор исследуемых антигенов лимфоцитов 
определялся их линейной принадлежностью к Т- 
(CD3, CD4, CD8), В- (CD19) и ЕК- (CD56, CD57) клет-
кам, а также их значимостью в реализации функцио-
нальной активности лимфоцитов (CD25, CD38, CD95, 
HLA-DR). Расширенная панель для иммунофеноти-
пирования образцов периферической крови пациен-
тов представлена в таблице 1. 

Аналитическая цитометрия проводится на проточ-
ном цитофлуориметре FACScan (Becton Dickinson, 
США) с 15 мВт аргон-ионным лазером. Проточный 
цитометр калибруется в соответствии с инструкцией 
производителя с использованием нагруженных флу-

Таблица 1. Панель для определения популяционного и субпопуляционного составов лимфоцитов периферической крови 
у пациентов с эпилепсией.

Table 1. Experimental design for the identification of lymphocytes populations and subpopulations in the peripheral blood  
of patients with epilepsy.

Моноклональное 
антитело/ 
Monoclonal  

antibody

№ п/п
Флуорохром / Fluorochrome

FITC PE PE-Cy5 PE-Cy7 APC APC-Cy7

Tube 1 CD3 CD57 CD45RA CD4 CD56 CD8

Tube 2 CD4 CD38 CD3 CD25 HLA-DR CD8

Tube 3 CD45R0 CD38 CD45RA CD4 CD19 CD8

Tube 4 TcRγδ CD3 CD19 CD4 CD95 CD8
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орохромом микробусов “CaliBRITE” (Becton Dickinson, 
США) и программы AutoCOMP (Becton Dickinson, 
США) для установки PMT-вольтажа, флуоресцентной 
компенсации, а также для контроля инструменталь-
ной чувствительности, наиболее оптимальной для 
использования. Для возбуждения флуоресценции 
используется монохроматический луч лазера с дли-
ной волны 488 нм. В этом же луче измеряется перед-
нее (FSC) и боковое (SSC) под углом 90о светорассеи-
вание анализируемых клеток.

Регистрация данных производится с использова-
нием программного обеспечения SELLQuest Software 
(Becton Dickinson, США). МСК оцениваются после вы-
деления логического «гейта» в Dot/Plot по их линей-
ному (FSC) и боковому (SSC) светорассеиванию. 
 Степень чистоты – не менее 98%. Для расчета про-
центного содержания маркированных клеток, харак-
теризующего изучаемую популяцию, используется 
статистический пакет программы СELLQuest (Becton 
Dickinson, США). На пробу анализируется не менее 
30 000 клеток.

При оценке полученной клеточной культуры в ка-
честве контрольных значений используются мини-
мальные критерии определения МСК, принятые ISCT 
(International Society for Cellular Therapy – Междуна-
родное общество клеточной терапии) в 2006 г.

Результаты и обсуждение
Пациенты обычно хорошо переносили процедуру 

трансплантации аутологичных МСК.
Только в одном случае из 40 после эндолюмбаль-

ного введения аутологичных МСК отмечалась голов-
ная боль, обусловленная постпункционной ликвор-
ной гипотензией, которая была купирована в течение 
двух часов.

Клиническое состояние оценивалось через 3-6-12 
мес. после трансплантации МСК у пациентов с фар-
макорезистентной симптоматической эпилепсией 
исследуемой группы и группы сравнения.

При анализе динамики пароксизмальных проявле-
ний эпилепсии выявлено, что наибольший эффект 
получен у пациентов с ГСП: полное прекращение при-
ступов отмечалось у трех (в течение 6 мес.), значи-
тельное уменьшение (более 50%) частоты присту-
пов – у 12 пациентов.

Из пяти пациентов со сложными парциальными 
(психомоторными) приступами полное прекращение 
приступов отмечалось у двух, значительное умень-
шение или трансформация в более легкие формы – 
у трех.

Из 20 пациентов группы сравнения нестойкий кли-
нический эффект (снижение частоты приступов 
на 50%) наблюдался у пяти пациентов и отмечался 

Таблица 2. Популяционный состав Т-лимфоцитов периферической крови пациентов с эпилепсией до и после введения 
мезенхимальных стволовых клеток (МСК).

Table 2. Composition of T-lymphocyte populations from peripheral blood of patients with epilepsy before and after  
the administration of mesenchymal stem cells (MSC).

Популяция 
лимфоцитов/ 
Lymphocyte 
population

Популяционный состав Т-лимфоцитов / Composition of T-lymphocyte population

Здоровые лица, %
n=20 / Healthy subjects

Пациенты с эпилепсией до введения 
МСК, % n=20 / Patients with epilepsy 

before cell injection

Пациенты с эпилепсией после 
введения МСК, % n=18 / Patients 
with epilepsy after cell injection

CD3+  69,67±6,82  69,84±7,99  69,58±3,52
CD3+CD4+  48,14±7,01  43,23±6,13  45,95±3,46
CD3+CD8+  25,42±3,20  27,29±3,96  23,02±2,27■

ИРИ  1,89±0,33  1,68±0,68  1,97±0,45
CD4+CD25hi  4,48±1,26  4,47±1,44  3,15±0,65
CD4+CD8+  1,11±0,59  2,19±1,08***  0,90±0,62 ■*

Примечание. Данные представлены в виде M±sd, где M – среднее значение; sd – стандартное отклонение; n – число 
наблюдений; ИРИ – иммунорегуляторный индекс (соотношение CD3+CD4+/CD3+CD8+). 

* Достоверность различий между показателями групп пациентов с эпилепсией и условно здоровых лиц по критерию 
Стьюдента: *** р<0,001. 
■ Достоверность различий между показателями групп пациентов с эпилепсией по критерию Стьюдента до и после 
введения МСК: ■ р<0,05. 

Note. The data are presented as M ± sd, where M is the mean; sd is the standard deviation; n is the number of observations;  
ИРИ is the immunoregulatory index (i. e. the ratio of CD3 + CD4 + / CD3 + CD8 +).

* Significance of the differences between the patients with epilepsy and (conditionally) healthy subjects according to the Student’s test:  
*** p<0.001.
■ Significance of the differences between the patients with epilepsy before and after the injection of MSC, according to the Student’s test:  
■ p<0,05.
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в течение 1-2-6 мес., затем к 12 мес. наблюдения ча-
стота приступов возвращалась к прежнему уровню.

Анализ ЭЭГ-данных показал, что наиболее чув-
ствительными показателями активности/ремиссии 
эпилептического процесса являются: индекс парок-
сизмальности, средняя локальная когерентность 
(эпилептический треугольник).

В культурах МСК, подвергнутых дифференциров-
ке в нейрогенном направлении, определяли молеку-
лярные маркеры: нейрон-специфическую енолазу 
(NSE), нестин (NES), ассоциированный с микротру-
бочками белок 2 (MAP2) и глиальный фибриллярный 
кислый белок (GFAP). Образцы РНК, выделенные 
из культур МСК костного мозга пациентов до и после 
нейрогенной индукции, подвергали обратной транс-
крипции и полученную одноцепочечную кДНК анали-
зировали методом ПЦР в реальном времени. Норма-
лизация образцов проводилась с использованием 
конститутивных маркеров COMT и PGK. 

Патогенез эпилепсии представляет собой конечный 
результат сложного динамического взаимодействия 
внутренних процессов на молекулярном, внутрикле-
точном, межнейрональном, системном и организмен-
ном уровнях [42]. Гипотеза об участии иммунных меха-
низмов в патогенезе эпилепсии впервые была 
высказана А. Е. Walker (1969). В последующие годы 
О. Eeg-Olofsson и соавт. (1986) выявили аномалии со-
отношения субпопуляций CD4/CD8 у пациентов с эпи-
лепсией. Таким образом, к настоящему времени полу-
чены данные, свидетельствующие о взаимосвязи 
эпилепсии с иммунными нарушениями, что позволяет 
отнести этот вид патологии в группе иммунозависи-
мых заболеваний с прогредиентным течением [42].

Проведена комплексная оценка иммунологиче-
ского статуса у пациентов с эпилепсией. 

У пациентов с эпилепсией не отмечено существен-
ных изменений в популяционном составе Т-клеток: 
на фоне сохраненного относительно значений здоро-
вых доноров уровня CD3+ Т-лимфоцитов (69,67±6,82) 
содержание CD3+CD4+ Т-лимфоцитов-хелперов 
и CD3+CD8+ Т-цитотоксических лимфоцитов практи-
чески не изменялось после введения МСК (табл. 2). 

Снижение относительного количества CD3+CD8+ 
Т-цитотоксических клеток после курса клеточной те-
рапии (27,29±6,96 до введения МСК и 23,02±2,27 
 после введения) было статистически значимым 
(р<0,05). Иммунорегуляторный индекс (ИРИ – баланс 
Т-хелперов/Т-цитотоксических лимфоцитов), отра-
жающий состояние Т-звена иммунитета, у пациентов 
до введения МСК был незначительно снижен относи-
тельно нормы (1,89±0,33) и составлял 1,68±0,68, по-
сле введения МСК он достиг нормальных значений 
и составил 1,97±0,45. Содержание естественных ре-
гуляторных Т-клеток не изменено. Выявлено значи-
мое увеличение CD4+CD8+ Т-клеток до начала кле-
точной терапии (2,19±1,08; р<0,001). К настоящему 
времени установлено, что представители данной 
субпопуляции лимфоцитов являются высокодиффе-
ренцированными клетками памяти. Значение увели-
чения количества этих клеток остается во многом 
необъяснимым, хотя считается, что дубль-пози-
тивные Т-лимфоциты могут иметь большое значение 
в реакциях адаптивного иммунитета. Появление 
в периферической крови CD4+CD8+ Т-лимфоцитов 
является признаком активации цитотоксических 
Т-лимфоцитов и может свидетельствовать о наличии 

Таблица 3. Субпопуляционный состав В-лимфоцитов периферической крови пациентов с эпилепсией до и после введения 
мезенхимальных стволовых клеток (МСК).

Table 3. Subpopulations of peripheral blood B-lymphocytes in patients with epilepsy before and after the mesenchymal stem cell 
(MSC) administration.

Субпопуляция 
лимфоцитов / 

Subpopulation of 
lymphocytes

Субпопуляционный состав В-лимфоцитов / Composition of B-lymphocyte subpopulation

Здоровые лица, %
n=20 / Healthy subjects

Пациенты с эпилепсией 
до введения МСК, % n=20 / 

Patients with epilepsy before cell 
injection

Пациенты с эпилепсией после 
введения МСК, % n=18 / 

Patients with epilepsy after cell 
injection

CD19+  8,89±2,89  9,26±3,38  7,40±2,86
CD19+CD38+  4,21±1,74  5,63±2,12  6,53±2,05*
CD19+CD95+  3,16±2,65  4,44±2,74  3,73±2,72
CD19+CD45R0+  –  1,69±0,40  1,40±0,83
CD19+CD45RA+  –  7,43±4,56  7,70±3,70

Примечание. Данные представлены в виде M±sd, где M – среднее значение; sd – стандартное отклонение; n – число 
наблюдений. 

* Достоверность различий между показателями групп пациентов с эпилепсией и условно здоровых лиц по критерию 
Стьюдента: * р<0,05. 

Note. The data are presented as M±sd, where M is the mean; sd is the standard deviation; n is the number of observations.

*Significance of the differences between the patients with epilepsy and (conditionally) healthy subjects according to the Student’s test:  
* p<0.001.
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аутоиммунного компонента в характере иммунного 
реагирования. После введения МСК количество 
CD4+CD8+ клеток снизилось и составило 0,90±0,62 
(р<0,05).

На основании предварительных данных можно 
предположить, что введение МСК способствует умень-
шению содержания дубль-позитивных Т-лимфоцитов 
в 2,4 раза, а также снижению в 1,2 раза относитель-
ного количества цитотоксических CD3+CD8+-клеток 
(р<0,05) на фоне тенденции к повышению уровня 
CD3+CD4+-клеток, способствует нормализации ба-
ланса хелперных/цитотоксических Т-клеток и свиде-
тельствуют о вероятности затухания клинических 
проявлений, связанных с аутоиммунным компонентом 
эпилепсии.

Относительное содержание В-лимфоцитов, отра-
жающее гуморальное звено иммунитета, у пациен-
тов до и после введения МСК определялось по экс-
прессии CD19. В-лимфоциты выполняют в организме 
две роли: обеспечивают продукцию антител и уча-
ствуют в представлении антигенов Т-лимфоцитам. 
Количество CD19+ В-клеток у пациентов с эпилепси-
ей детектируется в пределах нормы (5-15%) и состав-
ляет 9,26±3,38 до введения МСК и 7,40±2,86 после 
(табл. 3). 

CD38 является маркером активации клеток, опре-
деляется на поверхности ряда лейкоцитов, включая 
CD4+ и CD8+ Т-клетки, В-лимфоциты и натуральные 
киллеры (НК). CD38 также принимает участие в реак-
циях клеточной адгезии, сигнальной трансдукции 
и регуляции внутриклеточного Ca2+. Потеря функцио-
нальной активности CD38 связана с нарушением им-
мунного ответа, обмена веществ. Выявлено увеличе-
ние активированных В-лимфоцитов у пациентов 

с эпилепсией после курса терапии МСК (р<0,05) от-
носительно их содержания в популяции В-клеток 
контрольной группы, что свидетельствует о повыше-
нии их энергообмена. Количество CD19+CD45R0+ 
(наиболее «зрелые» и активированные В-клетки) 
и CD19+CD45RA+ (покоящиеся В-лимфоциты) у па-
циентов с эпилепсией после введения МСК остава-
лись на исходном уровне.

Изучено относительное содержание активирован-
ных Т-лимфоцитов. В качестве маркеров активации 
использованы антитела к CD25, CD38, CD95 и HLA-DR 
(табл. 4). 

CD95 (Fas/APO-1) относится к семейству рецепто-
ров TNF. Запускает в клетке физиологический апоп-
тоз после взаимодействия со своим лигандом (FasL), 
передает также цитотоксический сигнал и участвует 
в подавлении иммунных реакций, участвует в кло-
нальной селекции Т- и В-лимфоцитов. Апоптоз 
 способствует удалению активированных зрелых 
T-клеток и продуцирующих антитела В-клеток в кон-
це иммунного ответа, элиминацию при помощи цито-
токсических Т- и НК-клеток вирусинфицированных 
и опухолевых клеток. Экспрессия CD95 Т-клетками 
после терапии увеличилась (р<0,05). Данный эф-
фект, возможно, связан с компенсаторными меха-
низмами поддержания иммунологического гомео-
стаза и требует изучения на большей выборке 
пациентов.

Лимфоциты, экспрессирующие CD56 и CD57, спо-
собны распознавать «свое»/«чужое», обладают цито-
токсической активностью и отвечают за противоопу-
холевый и противовирусный иммунитет. У пациентов 
с эпилепсией отмечено увеличение относительного 
содержания как «истинных» натуральных киллеров 

Таблица 4. Содержание активированных Т-лимфоцитов в периферической крови пациентов с эпилепсией до и после 
введения мезенхимальных стволовых клеток (МСК).

Table 4. Content of activated T-lymphocytes in the peripheral blood of patients with epilepsy before and after the administration  
of mesenchymal stem cells (MSC).

Популяция 
лимфоцитов / 

Lymphocyte 
population 

Содержание активированных Т-лимфоцитов / Content of activated T-lymphocytes 

Здоровые лица, %
n=20 / Healthy subjects

Пациенты с эпилепсией 
до введения МСК, % n=20 / 

Patients with epilepsy before cell 
injection

Пациенты с эпилепсией после 
введения МСК, % n=18 / 

Patients with epilepsy after cell 
injection

CD3+CD38+  23,85±10,60  27,46±12,48  25,13±12,54
CD3+CD25+  7,76±3,55  12,49±7,06**  12,86±8,11*
CD3+HLA-DR+  9,73±4,55  12,09±7,20  11,34±5,73
CD3+CD95+  49,27±11,66  30,35±12,24***  45,85±5,75■

Примечание. Данные представлены в виде M±sd, где M – среднее значение; sd – стандартное отклонение; n – число 
наблюдений. 

* Достоверность различий между показателями групп пациентов с эпилепсией и условно здоровых лиц по критерию 
Стьюдента: * р<0,05; ** р<0,01; *** р<0,001; ■ р<0,05 – достоверность различий между показателями групп пациентов. 

Note. The data are presented as M±sd, where M is the mean; sd is the standard deviation; n is the number of observations.

* Significance of the differences between the patients with epilepsy and (conditionally) healthy subjects according to the Student’s test:  
* p<0.05,** p<0.01; *** p<0.001; ■ p<0.05 – Significance of the differences between the groups of patients.
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(НК), экспрессирующих молекулы CD16, CD56 и CD57, 
так и CD3+ клеток, обладающих киллерной активно-
стью (табл. 5).

Повышенная экспрессия молекулы CD57 связана 
с увеличением продукции IFNγ и более выраженной 
литической активностью, опосредованной CD16R. 
Увеличение относительного содержания CD3+CD57+ 
(преимущественно за счет CD4+CD57+ клеток), а так-
же CD3-CD57+ клеток у пациентов с эпилепсией мо-
жет быть обусловлено аутоиммунным компонентом 
заболевания, связанным с наличием аутоантител 
к широкому спектру нейроспецифических антигенов: 
белку S-100, основному белку миелина, галактоцере-
брозидам С первого типа, антигену нейрональных 
мембран, что свидетельствует о наличии деструктив-
ного процесса в ЦНС [43-45]. Нами выявлена тенден-
ция к снижению содержания данных субпопуляций 
у пациентов после проведения курса клеточной тера-
пии МСК, что может свидетельствовать о снижении 
активности патологического процесса. Однако отно-
сительные количества CD57+ клеток так и не достиг-
ли значений группы сравнения (здоровые лица). 

У пациентов с эпилепсией отмечен высокий уро-
вень относительного содержания TcRγδ+ Т-хелперов 
(1,19±0,57; норма 0,48±0,33; р<0,001), который сохра-
нялся и после введения МСК (1,47±0,45; р<0,001) 
(табл. 6). 

TcRγδ+ Т-клетки представляют собой небольшую 
популяцию клеток с видоизмененным Т-клеточным 
рецептором. Предполагается, что γδ Т-лимфоциты 
участвуют в узнавании липидных антигенов. До на-
стоящего времени функции TcRγδ+ Т-клеток полно-
стью не изучены. Считается, что субпопуляция TcRγδ+ 
Т-клеток служит одним из связующих компонентов 
между врожденным и приобретенным иммунитетом 
и является одним из наиболее ранних барьеров 
на пути патогенов. Кроме того, эти клетки, секрети-
руя цитокины, играют важную иммунорегуляторную 
роль и способны дифференцироваться в цитотокси-
ческие лимфоциты. Увеличение циркулирующей 
субпопуляции γδ-Т-клеток позволяет предположить 
недавнюю или текущую хроническую антигенную 
стимуляцию у пациентов, страдающих эпилепсией.

Однозначным фенотипическим признаком диф-
ференцировки покоящихся наивных CD45RA+ 
CD45R0+ Т-лимфоцитов человека в покоящиеся 
Т-клетки памяти принято считать появление на по-
верхности клеток молекул CD45R0 взамен изофор-
мы CD45RA. Таким образом, наивные Т-клетки 
(CD45RA+) и Т-клетки памяти (CD45R0+) обладают 
функциональными и фенотипическими особенно-
стями, а экспрессия на клеточной поверхности раз-
личных изоформ молекулы CD45 позволяет разде-
лить Т-лимфоциты человека на наивные Т-клетки 

Таблица 5. Субпопуляционный состав «натуральных» киллеров и Т-клеток, обладающих естественной киллерной 
активностью, в периферической крови пациентов с эпилепсией до и после введения мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК).

Table 5. Subpopulation of «natural» killers and T-cells with the natural killer activity, in the peripheral blood of patients with epilepsy 
before and after the administration of mesenchymal stem cells (MSCs). 

Субопуляция 
лимфоцитов / 

Lymphocyte 
subpopulation

Субпопуляционный состав «натуральных» киллеров и Т-клеток, 
обладающих естественной киллерной активностью (M±sd) / 

Subpopulations of «natural» killers and T-cells with the natural killer activity

Здоровые лица, %
n=20 / Healthy subjects

Пациенты с эпилепсией 
до введения МСК, % n=20 / 

Patients with epilepsy before cell 
injection

Пациенты с эпилепсией после 
введения МСК, % n=18 / 

Patients with epilepsy after cell 
injection

CD57+  7,12±4,15  18,46±10,32***  12,92±6,55*
CD16+CD56+  18,67±4,28  35,17±13,86***  25,72±4,72**
CD3+CD16+CD56+  6,38±3,92  12,28±6,00***  17,16±3,77***
CD3-CD16+CD56+  13,62±5,31  14,23±5,92  13,37±4,60
CD3+CD57+  4,78±2,27  11,51±8,54**  7,27±1,72*
CD3-CD57+  5,36±2,86  8,47±5,27*  6,49±4,39
CD4+CD57+  0,22±0,10  2,12±3,36*  0,55±0,11***
CD8+CD56+  –  8,84±4,16  6,24±2,28
CD8+CD57+  2,50±1,35  2,84±1,80  1,48±1,25
CD8+CD3-  4,73±2,01  7,25±4,18*  3,58±2,93
CD57+CD56+  –  2,14±1,63  6,05±4,35
CD57-CD56+  –  22,88±10,04  24,40±9,97

* р<0,05; ** р<0,01; **** р<0,001 – достоверность различий между показателями групп пациентов с эпилепсией и условно 
здоровых лиц по критерию Стьюдента.

* p<0.05; ** p<0.01; **** р<0,001 – Significance of the differences between the patients with epilepsy and (conditionally) healthy subjects 
according to the Student’s test.
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и Т-клетки памяти. Данная особенность позволяет 
выявить три субпопуляции Т-лимфоцитов человека: 
покоящиеся наивные CD45RA+CD45R0-Т-клетки, по-
коящиеся CD45RA-CD45R0+Т-клетки памяти и акти-
вированные CD45RA+CD45R0+ Т-клетки. Изучение 
субпопуляционного состава Т-клеток по экспрессии 
CD45R0 и CD45RA не выявило изменений в содержа-
нии наивных Т-клеток и Т-клеток памяти (табл. 7).

Таким образом, у пациентов с эпилепсией отмече-
ны изменения в структуре популяций иммунокомпе-
тентных клеток. Наиболее существенные сдвиги вы-

явлены в уровнях цитотоксических и активированных 
клеток. Ввиду незначительной выборки в группе па-
циентов, получивших клеточную терапию, сформу-
лировать значимые выводы пока не представляется 
возможным. Однако можно предположить, что 
 вторичный аутоиммунный процесс, возникающий 
вследствие нарушения целостности гематоэнцефа-
лического барьера, способен влиять на течение бо-
лезни. Важным представляется также выявление из-
менений иммунологических показателей, отра- 
жающих течение эпилептического процесса, от из-

Таблица 7. Содержание наивных Т-лимфоцитов и Т-лимфоцитов памяти у пациентов с эпилепсией до и после введения 
мезенхимальных стволовых клеток (МСК).

Table 7. Content of naive T-lymphocytes and memory T-lymphocytes in patients with epilepsy before and after the administration  
of mesenchymal stem cells (MSCs).

Популяция 
лимфоцитов / 

Lymphocyte 
population

Содержание наивных Т-лимфоцитов и Т-лимфоцитов памяти /  
Content of naïve T-lymphocytes and memory T-lymphocytes

Здоровые лица, %
n=20 / Healthy subjects

Пациенты с эпилепсией 
до введения МСК, % n=20 / 

Patients with epilepsy before cell 
injection

Пациенты с эпилепсией после 
введения МСК, % n=18 / 

Patients with epilepsy after cell 
injection

CD3+CD45RA+  40,18±8,70  45,12±14,32  38,10±14,89
CD4+CD45R0+  29,10±9,59  23,71±11,05  27,57±7,55
CD4+CD45RA+  19,99±7,71  17,18±0,26  20,05±3,59
CD8+CD45R0+  9,06±4,85  12,19±6,75  12,07±4,52
CD8+CD45RA+  16,70±6,63  19,06±8,75  17,62±2,78
CD45R0+CD45RA+  10,10±2,31  6,54±4,87  9,40±0,98

Примечание. Данные представлены в виде M±sd, где M – среднее значение; sd – стандартное отклонение; n – число 
наблюдений. 

Note. The data are presented as M ± sd, where M is the mean; sd is the standard deviation; n is the number of observations.

Таблица 6. Субпопуляционный состав TcRγδ+ Т-лимфоцитов у пациентов с эпилепсией до и после введения 
мезенхимальных стволовых клеток (МСК).

Table 6. Subpopulation of TcRγδ + T-lymphocytes in patients with epilepsy before and after the administration of mesenchymal stem 
cells (MSC).

Популяция 
лимфоцитов / 

Lymphocyte 
population

Субпопуляционный состав TcRγδ+ Т-лимфоцитов / Subpopulations of TcRγδ+ Т-lymphocytes

Здоровые лица, %
n=20 / Healthy subjects

Пациенты с эпилепсией 
до введения МСК, % n=20 / 

Patients with epilepsy before cell 
injection

Пациенты с эпилепсией после 
введения МСК, % n=18 / 

Patients with epilepsy after cell 
injection

TcRγδ+  5,89±2,27  4,41±1,72  4,30±1,31
TcRγδ+CD3+  3,58±0,24  3,43±0,80  3,10±2,27
TcRγδ+CD3-  0,98±0,63  1,02±0,51  1,17±0,84
TcRγδ+CD4+  0,48±0,33  1,19±0,57***  1,47±0,45***
TcRγδ+CD8+  –  1,24±0,77  1,10±0,95
CD4+CD8+  1,11±0,59  2,19±1,08***  0,90±0,62 ■

* Достоверность различий между показателями групп пациентов с эпилепсией и условно здоровых лиц по критерию 
Стьюдента: *** р<0,001; 
■ достоверность различий между показателями групп пациентов с эпилепсией до и после терапии: ■ р<0,05. 

* Significance of the differences between the patients with epilepsy and (conditionally) healthy subjects according to the Student’s test:  
*** p<0.001;
■ Significance of the differences between the patients with epilepsy before and after the injection of MSC according to the Student’s test  
■ p<0.05.
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менений, вызванных лечением самого заболевания, 
и других процессов, влияющих на иммунный статус. 

Заключение
В исследовании представлены первые результаты 

клинического применения МСК для терапии пациен-
тов с резистентной эпилепсией. Во-первых, исполь-
зовались аутологичные стволовые клетки во избе-
жание иммунной сенсибилизации транспланти- 
рованных клеток. Во-вторых, для клинического при-
менения использовались генетически неизмененные 
стволовые клетки, чтобы избежать перепрограмми-
рования стволовых клеток или использования экзо-
генной ДНК, которые несут риск нестабильности 
 генома и генетических мутаций с неизвестными по-
следствиями в долгосрочной перспективе. В-третьих, 
использовались два метода доставки  клеток в голов-
ной мозг (внутривенный, эндолюмбальный). 

Исследован иммунный статус пациентов до введе-
ния аутологичных МСК и после окончания курса кле-
точной терапии. У пациентов с симптоматической 
эпилепсией наиболее существенные сдвиги выявле-
ны в уровнях цитотоксических и активированных 
клеток, а также натуральных киллеров и  Т-клеток 
с киллерной активностью. После проведения курса 
клеточной терапии отмечается достоверное сниже-

ние CD4+CD8+, CD3+CD8+, CD3+CD95+, CD8+CD25+ 
клеток. Снижается также содержание натуральных 
киллеров и Т-клеток с киллерной активностью, одна-
ко их уровень остается достоверно высоким по срав-
нению с показателями группы сравнения. 

Наше исследование не закончено, но представ-
ленные данные наглядно продемонстрировали безо-
пасность применения трансплантации МСК для лече-
ния резистентной эпилепсии. Мы не выявили никаких 
неблагоприятных реакций и осложнений, изменений 
лабораторных или клинических показателей после 
применения клеточной терапии. Кроме того, в иссле-
дуемой группе пациентов отмечались положитель-
ные эффекты терапии (в т. ч. ремиссия более 6 мес.), 
в отличие от пациентов из группы сравнения.

Первый опыт проведения клеточной терапии па-
циентам с эпилепсией в Республике Беларусь пока-
зал, что внутривенное введение аутологичных МСК 
и эндолюмбальное введение нейроиндуцированных 
аутологичных МСК может быть эффективной до-
полнительной терапией выбора у пациентов с фар-
макорезистентной формой заболевания. Получен-
ные предварительные  данные подтверждают 
безопасность, а также перспективность использо-
вания стволовых клеток человека для терапии па-
циентов с эпилепсией.
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