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Аннотация
Методом проточной цитофлуориметрии оценили состоя-
ние клеточного иммунитета у 32 пациентов с СЭ на фоне 
приема антиэпилептических средств до введения МСК 
и у 12 пациентов после введения аутологичных МСК. 
Установлено, что у больных, по сравнению с контроль-
ной группой здоровых лиц, в периферической крови 
повышено содержание CD3+CD16+CD56+ и CD3+CD57+ 
субпопуляций естественных киллерных Т клеток и сни-
жено содержание CD3+CD4+ Т клеток- хелперов,TСRγδ+ 
клеток и наивных/покоящихся CD3+CD45RA+Т клеток.
Введение пациентам с СЭ аутологичных МСК оказывало 
иммуномодулирующий эффект, вызывая повышение 
содержания CD3+CD4+Т клеток-хелперов,снижение ко-
личества CD3+CD8+(СD57+)цитотокси-ческих Т клеток. 
Одновременно наблюдалось снижение в 3 раза количества 
активированных CD3+HLA-DR+Т клеток и в 1,75 раза - 
количества CD3+CD8+CD57+ Т клеток,  содержанияCD3
+CD8+CD45RA+наивных Тклеток  и в меньшей степени 
- CD3+CD8+CD45RО+Т клеток памятив периферической 
крови.Сделан вывод о наличии прямого действия кле-
точной терапии на нормализацию показателей иммун-
ного статуса пациентов с симптоматической эпилепсией, 
оказывающей благотворный терапевтический эффект у 
большинства пациентов. 
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Summary
Peripheral blood  lymphocyte subsets in patients with 
symptomatic epilepsy (SE) were evaluated by flow cytomentry 
before (n=32) and after (n=12) first course of  cellular therapy 
using autologous mesenchymal stem cells (autoMSCs). Itw
asshownthatpatientsrevealedhighercontentofCD3+CD16+
CD56+  NKT cells and TcRγδ+cells as well as lower content of 
CD3+CD4+ T cells when compared to healthy control subjects. 
After 6-7 days post starting of cellular therapy with autoMSCs 
in peripheral blood of patients with SE we detected increased 
up to normal content of CD3+CD4+ T cells,and decreased  
level of  CD3+HLA-DR+ activated T cells, CD3+CD8+CD57+ 
cytotoxic T cells, CD3+CD8+CD45RA naïve T cells. We 
concluded that  MSCs-based cellular therapy of  patients 
with SE possessed direct immunomodulation upon impaired 
T  cell subsets’ content in peripheral blood prior to beneficial 
clinical effect.
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Эпилепсия – распространенное психоневро-
логическое заболевание, имеющее хронический 
латентный характер течения и проявляющееся 
периодическими судорожными припадками. 
Эпилепсия является полиэтиологическим заболе-
ванием с выраженным иммуновоспалительным 
механизмом генерации эпилептических припад-
ков [1]. Поэтому, наряду со стандартными анти-
эпилептическими лекарственными средствами, 
в лечении эпилепсии применяют стероидные 
гормоны, препараты нормального иммуногло-
булина, тималин, Т-активин, тимоген, тимоп-
тин, циклоферон, полиоксидоний, являющиеся 
иммунокорригирующими препаратами [2, 3]. 
Иммунотерапевтические средства в сочетании 
с антиэпилептическими препаратами приводят 
к положительному клиническому результату 
[3, 4]. В настоящее время новым направлением 
в биотерапии эпилепсии рассматривается при-
менение стволовых клеток, которые обладают 
нейрорегенеративными и иммуноподавляющими 
характеристиками [5, 6]. Среди стволовых кле-
ток наиболее часто применяют мезенхимальные 
стволовые (стромальные) клетки (МСК), ко-
торые оказывают толерогенное и противовос-
палительное действие [7, 8]. Терапевтический 
эффект МСК во многом связан с их иммуносу-
прессорным потенциалом и варьирует в зави-
симости от источника происхождения МСК [9]. 
Ингибиторные свойства МСК связаны также с 
их способностью подавлять секрецию цитокинов 
воспаления,участвующих в инициации эпилеп-
тических припадков [1, 4, 10]. Используемые 
протоколы клеточной терапии предполагают 
введение достаточно высоких доз МСК (60-160 
млн. клеток), что может оказывать влияние на 
состояние иммунного гомеостаза пациентов [11].

Цель настоящего исследования – оценить 
степень воздействия клеточной терапии с при-
менением аутологичных МСК на популяционный 
состав лимфоцитов периферической крови у 
пациентов с симптоматической эпилепсией.

Методы
В исследование включены 32 пациента с сим-

птоматической эпилепсией (СЭ), получавших 
стационарное лечение в Республиканском науч-
но-практическом центре психического здоровья 
в 2011- 2018 годах. Все пациенты имели 2-35-лет-
ний срок заболевания (медиана – 19,6 года), неод-
нократно госпитализировались для лечения, что 
привело к развитию лекарственной устойчивости 
к трем и более основным антиэпилептическим 
лекарственным средствам и формированию 

фармакорезистентной СЭ. Исследования прово-
дились с одобрения Этического комитета РНПЦ 
психического здоровья (заседание от 11.04.2011 г.). 
Среди  пациентов основной группы было 15 муж-
чин и 17- женщин в возрасте от 20 до 54 лет. В 
качестве группы контроля выступали здоровые 
лица – доноры цельной крови РНПЦ трансфу-
зиологии и медицинских биотехнологий (n=20), 
сопоставимые по возрасту и полу с пациентами 
основной группы. Оценку популяционного со-
става лимфоцитов иммунокомпетентных клеток 
периферической крови проводили 32 пациентам 
до проведения клеточной терапии. У 12 пациен-
тов иммунологическое обследование проводили 
дважды – до и через 6-7 дней после проведения 
курса клеточной терапии. Клеточная терапия 
пациентам с СЭ проводили аутологичными МСК, 
полученными из костного мозга, на фоне приема 
пациентами антиэпилептических препаратов. 
МСК, наращенные exvivo, вводили однократно 
внутривенно (в среднем – 1 млн/кг веса) и через 
6-7 дней вводили дополнительно нейроиндуциро-
ванные МСК в количестве 5-10 млн. клеток [11].

Определение фенотипа иммунокомпетентных 
клеток периферической крови
Образцы периферической крови здоровых лиц 

и пациентов с СЭ стабилизировали гепарином (20 
Ед/мл). Иммунокомпетентные клетки  перифери-
ческой крови оценивали количественно методом 
прямой иммунофлуоресценции. Использовали  
проточный цитофлуориметр BD FACSCantoII 
(BectonDickinson, США) c программным обеспе-
чение BD FACSDiva v7.0. Иммунокомпетентные 
клетки оценивали с помощью моноклональных 
антител (МКА), меченных флуорохромом. Состав 
лимфоцитов периферической крови определя-
липо их линейной принадлежности к Т-клеткам 
(CD3,CD4, CD8), В-клеткам (CD19) и естествен-
ным киллерным (ЕК) клеткам (CD56, CD57), а 
также другим значимым маркерам лимфоцитов 
(CD25, CD45RA, CD45RO, HLA-DR). В каждом 
образце анализировали не менее 50 000 клеток. 
Использованная панель флюоресцентно-мече-
ных МКА для характеристики субпопуляций 
лимфоцитов периферической крови пациентов 
представлена в таблице 1.

Статистическая обработка данных. Данные 
представлены в виде средних и стандартных 
отклонений среднего, для их обработки исполь-
зовали программный пакет Statistica 6,0. Значи-
мыми считали различия при р<0,05.

Стволовые клетки: Влияние клеточной терапии аутологичными мезенхимальными стволовыми клетками...
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Таблица 1.  Панели моноклональных антител для выявления поверхностных маркеров лимфоцитов перифериче-
ской крови у пациентов с эпилепсией

№
панели

Специфичность флуоресцентно-меченых моноклональных антител
FITC PE PE-Cy5 PE-Cy7 APC APC-Cy7

1 CD3 CD57 CD45RA CD4 CD56 CD8
2 CD4 CD38 CD3 CD25 HLA-DR CD8
3 CD45R0 CD38 CD45RA CD4 CD19 CD8
4 TСRγδ CD3 CD19 CD4 CD95 CD8

Результаты и обсуждение
К настоящему времени имеется достаточно 

наблюдений, свидетельствующих об участии 
иммунных механизмов в прогрессии эпилепсии 
[1, 2, 4]. При этом задействованными считают как 
аутоантитела к антигенам нервной системы, так и 
лимфоциты, представленные в периферической 
крови и мигрирующие в центральную нервную 
систему. 

Проведенное нами изучениеклеточного имму-
нитета пациентов с СЭдопроведения клеточной 
терапии выявило ряд нарушений популяци-
онного состава иммунокомпетентных клеток 
в периферической крови. Как представлено 
в табл. 2, у пациентов с СЭ значимо снижено 
содержаниеCD3+CD4+ Т клеток-хелперов, что 
отмечают и другие авторы [4]. Уменьшение от-
носительного количества Т-хелперов обусловило 
тенденцию к снижению значения иммунорегуля-
торного индекса (ИРИ, соотношения CD3+CD4+/
CD3+CD4+Т клеток) (р=0,071). Также в перифе-
рической крови пациентов с СЭ наблюдалось 
снижение содержания TСRγδ+ клеток и наи-
вных/покоящихся CD3+CD45RA+Тклеток.

Одновременно у пациентов с СЭ было значи-
тельно (в 2 и более раз) повышено содержание 
CD3+CD16+CD56+ и CD3+CD57+ естественных 
киллерных Т клеток, но не CD3-CD16+CD56+ 
естественных киллерных (ЕК) клеток. Как извест-
но, экспрессия CD57 характерна для слабо про-
лиферирующих Т и ЕК клеток с высокой цитоли-
тической активностью, в большей степени обна-
руживается на клетках, находящихся на поздних 
стадиях дифференцировки при хронических 
воспалительных процессах [12, 13]. Повышенная 
экспрессия молекулы CD57 характерна для кле-
ток, находящихся вне кровеносного русла и лим-
фоузлов, расположенных в тканях, с увеличенной 
продолжительностью жизни.  Также повысилось 
по сравнению со здоровыми лицами содержание 
в периферической крови пациентов с СЭ не-
зрелых двойных позитивныхCD3+CD4+CD8+ 
Т клеток. С учетом отсутствия у пациентов с 

СЭ изменения общего содержания лейкоцитов 
периферической крови данные относительного 
содержания субпопуляций иммунокомпетентных 
клеток следует признать репрезентативными для 
данной группы пациентов и сопоставимыми с 
группой здоровых лиц.

Можно констатировать, что у пациентов СЭ 
в периферической крови повышено содержание 
иммунокомпетентных клеток с цитотоксиче-
скими функциями и, соответственно,  снижено 
содержание Т-хелперных клеток. 

Определив исходный иммунный статус паци-
ентов с СЭ, мы оценили изменения субпопуля-
ционного состава иммунокомпетентных клеток 
периферической крови после проведения курса 
клеточной терапии. Результаты представлены в 
табл. 3.

Проведение одного курса клеточной те-
рапии у пациентов с СЭ приводило к неко-
торому повышению содержания Т лимфоци-
тов, в том числе CD3+CD4+Т клеток -хелпе-
ров, и одновременно - к снижению количества 
CD3+CD8+цитотоксических Т клеток. За счет 
этого у пациентов с СЭ после проведения одного 
цикла клеточной терапии значимо повысилось 
значение иммунорегуляторного индекса. Еще 
одним признаком нормализации субпопуляци-
онного состава Т лимфоцитов при проведении 
клеточной терапии явилось снижение в 3 раза 
количества активированных CD3+HLA-DR+Т 
клеток, а также снижение в 1,75 раза количе-
ства CD3+CD8+CD57+ Т клеток, обладающих 
высокой цитолитической активностью[13]. 
Одновременно на фоне снижения количества 
активированных и цитолитических Т-клеток 
наблюдалось повышение содержания клеток с 
фенотипом CD3+CD4+CD57+ Т клеток – хел-
перов, обладающих эффекторным потенциа-
лом. Проведение курса клеточной терапии с 
использованием МСК мало повлияло на баланс 
наивных/покоящихся и ранее активированных 
клеток памяти среди CD3+CD4+ Т- хелперов 
периферической крови, но резко снизило среди 

С.М. Космачева, Н.В. Гончарова, М.П. Потапнев и др.
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Таблица 2. Содержание иммунокомпетентных клеток периферической крови у пациентов с симптоматической 
эпилепсией и у контрольной группы здоровых лиц 

Популяция лимфоцитов Содержание клеток (%) (x +sd) Достоверность
различия (P)Группа сравнения 

(здоровые лица), n=20
Основная группа 
(пациенты с СЭ), n=32

CD3+CD19- 69,67±6,82 68,50±7,99 0,590
CD3+CD4+ 48,14±7,01 38,56±7,46 <0,001
CD3+CD8+ 25,42±4,20 26,67±6,81 0,465
ИРИ* 1,89±0,33 1,65±0,52 0,071
CD19+CD3- 8,89±2,89 9,42±3,23 0,552
CD3+CD16+CD56+ 6,38±3,92 12,6±8,45 0,003
CD3-CD16+CD56+ 13,62±5,31 16,61±7,55 0,128
CD3+CD57+ 4,78±2,27 12,27±7,51 <0,001
CD3+CD25++ 7,76±3,55 9,93±10,29 0,369
CD3+HLA-DR+ 9,73±4,55 10,95±9,51 0,595
TСRγδ+ 5,89 ±2,27 4,12±1,78 0,003
CD4+CD8+ 1,11±0,59 2,14±1,90 0,023
CD3+CD45RA+ 40,18±8,70 24,73±10,76 <0,001

Примечание: *ИРИ–иммунорегуляторныйиндекс (отношениеCD3+CD4+/CD3+CD8+ клеток)

Таблица 3. Характеристика субпопуляционного состава Т лимфоцитов периферической крови пациентов с сим-
птоматической эпилепсией при проведении клеточной терапии с использованием аутологичныхмезенхималь-
ных стволовых клеток 

Популяция Т-клеток Содержание клеток (%,x +sd)
Рдо введения МСК, n=12 после введения МСК, n=12

CD3+ 64,86±7,98 71,96±5,16 0,027
CD3+CD4+ 38,13±7,82 46,48±9,11 0,023
CD3+CD8+ 27,61±4,85 22,18±6,49 0,036
ИРИ 1,49±0,43 2,02±0,52 0,016
CD3+HLA-DR+ 14,87±9,30 4,50±2,88 0,003
CD3+CD8+CD56+ 8,78±3,37 4,81±3,09 0,010
CD3+CD8+CD57+ 12,11±2,82 6,93±6,87 0,027
CD3+CD4+CD57+ 1,87±2,26 4,26±1,51 0,010
CD3+CD4+CD45RA+ 15,72 ± 5,39 14,04 ±6,41 0,512
CD3+CD4+CD45RO+ 24,38 ± 6,73 24,85 ± 7,90 0,882
CD3+CD8+CD45RA+ 21,85±7,45 11,84±5,18 0,020
CD3+CD8+CD45RO+ 12,67 ± 4,51 9,08± 4,15 0,068

цитотоксических CD8+Т клеток содержание 
CD3+CD8+CD45RA+наивных клеток  и, в мень-
шей степени, - CD3+CD8+CD45RО+Т клеток 
памяти. ВлияниеМСКна ЕК клетки, как известно, 
характеризуется   подавлениемих пролиферации 
и эффекторные функции (цитотоксичность, 
продукция цитокинов)[4]. Результаты измене-
ния субпопуляций ЕК клеток в периферической 
крови пациентов с СЭ после проведения цикла 
клеточной терапиив нащих исследованиях пред-
ставлены в таблице 4.

Как видно из таблицы, у пациентов с СЭ  после 
проведения цикла клеточной терапиинаблюда-

лось снижение содержания CD3-CD57+и CD3-
CD56+CD57+субпопуляций цитотоксических ЕК 
клеток в периферической крови на фоне сохране-
ния исходного уровняCD3-CD16+CD56+ЕК кле-
ток. Количество CD3+CD16+CD56+естественных 
киллерныхТ клеток практически не изменилось 
после проведения курса клеточной терапии.

Таким образом, проведение пациентам с фар-
макорезистентной СЭ клеточной терапии с ис-
пользованием аутологичных МСК уже на ран-
них стадиях оказывало иммуномодулирующий 
эффект, вызывая субпопуляционные сдвиги в 
содержании Т клеток и ЕК/ЕКТ клеток пери-

Стволовые клетки: Влияние клеточной терапии аутологичными мезенхимальными стволовыми клетками...
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ферической крови. Эти изменения связаны с 
нормализацией состава и баланса иммуноком-
петентных клеток, на фоне которых реализуется 
терапевтический эффект МСК.

Заключение 
В периферической крови пациентов с СЭ вы-

явленоповышение содержания ЕК/ЕКТ клеток 
и снижение содержания CD3+CD4+ Т клеток-
хелперов, что указывает на участие иммунной-
системы организма пациента в прогрессии за-
болевания.  Проведение клеточной терапии с 
использованием аутологичных МСК оказывало 

иммуномодулирующее действие на субпопуля-
ционный состав иммунокомпетентных клеток 
периферической крови на ранних этапах после 
проведения терапии. Нормализация показателей 
иммунного статуса по показателям перифери-
ческой крови предшествовало положительному 
клиническому улучшению у большинства паци-
ентов с СЭ.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства здравоохранения Республики Беларусь (НИР 
№ госрегистрации20174166).

Конфликт интересов, связанных с опубликова-
нием статьи, у авторов отсутствует.

Таблица 4. Влияние клеточной терапии на содержание в периферической крови пациентов с симптоматической 
эпилепсией естественных киллерных клеток и естественных киллерных Тклеток

Субпопуляция клеток Содержание клеток (%, x +sd)
до введения МСК, n=12 после введения МСК, n=12 Р

CD3-CD16+CD56+ 21,42±8,01 19,22±7,15 0,509
CD3-CD57+ 12,28±5,15 7,04±5,15 0,028
CD3-CD56+CD57+ 2,49±2,65 6,70±4,37 0,011
CD3+CD16+CD56+ 13,42±10,7 9,71±3,39 0,306
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