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МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ИЗ КОСТНОГО 
МОЗГА ПАЦИЕНТОВ С ЛЕКАРСТВЕННО-УСТОЙЧИВЫМ 

ТУБЕРКУЛЕЗОМ ДЛЯ ПРИМЕНЕНИЯ В КЛЕТОЧНОЙ ТЕРАПИИ
1ГУ «РНПЦ детской онкологии, гематологии и иммунологии» г. Минск, Беларусь; 

2ГУ «РНПЦ пульмонологии и фтизиатрии» г. Минск, Беларусь 

В статье приведены результаты исследования мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК) из костного мозга пациентов с лекарственно-устойчивым туберкулезом легких 
(ЛУ-ТБ). Установлено, что они обладают более низкой пролиферативной активностью 
и потенциалом к экспансии in vitro по сравнению с МСК доноров, что осложняет полу-
чение высокой дозы аутологичных МСК для клеточной терапии пациентов. Предложена 
оптимизация условий производства клеточного продукта аутологичных МСК при слабой 
пролиферации клеток в первичной культуре в среде с 10% ЭТС, которая предполагает 
дальнейшее культивирование в присутствии 5% лизата тромбоцитов.  Такая схема экс-
пансии клеток позволила нам получать терапевтически эффективные дозы аутологичных 
МСК для введения пациентам с ЛУ-ТБ и может быть применена для получения биоме-
дицинского клеточного продукта при проведении клеточной терапии пациентам, полу-
чавшим химиотерапию.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, лекарственно-устойчивый 
туберкулез

Введение

Лекарственно-устойчивая форма ту-
беркулеза (ЛУ-ТБ), вызываемая микобак-
териями туберкулеза, резистентными к 
стандартной терапии, и сегодня является 
серьезной проблемой. Высокая заболевае-
мость, смертность, неудовлетворительные 
результаты лечения этой̆ формы туберкуле-
за делает актуальным поиск новых методов 
терапии, так как возможности применения 
химиотерапии при МЛУ-ТБ ограничены

В настоящее время расширяется спектр 
заболеваний, в схему комплексного лечения 
которых включается метод клеточной тера-
пии мезенхимальными стволовыми клетка-
ми (МСК). МСК обладают репаративными, 
иммуномодулирующими, антифиброзны-
ми, противовоспалитильными свойствами, 
что делает многообещающим применение 
этих клеток в регенеративной медицине 

и для лечения иммуноопосредованных и 
воспалительных заболеваний. Репаратив-
ный эффект МСК связан с синтезом клет-
ками широкого спектра ростовых факторов 
и цитокинов, которые после введения МСК 
пациенту активируют эндогенные ткане-
специфичные клетки-предшественники 
и стимулируют, таким образом, регенера-
цию тканей. Антифиброзный эффект МСК 
об условлен присутствием в их секретоме 
внеклеточных везикул, подавляющих се-
крецию коллагена внеклеточного матрикса 
фибробластами и его депонирование [1], 
а также ингибирующих эпителиально-ме-
зенхимальный переход, что тормозит фи-
брозный патологический процесс. Важ-
нейшим фактором является стадия заболе-
вания и наиболее значимо антифиброзное 
действие МСК проявляется на ранней фазе 
изменений в легочной ткани. Так, есть дан-
ные, что введение МСК в фиброзную ста-
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дию развития болезни усугубляло пневмо-
фиброз, в основном, из-за секреции МСК 
профибротического цитокина TGF-β [2]. С 
другой стороны, применение аллогенных 
МСК в клинической практике для лечения 
пациентов с идиопатическим легочным 
фиброзом показало прекращение прогрес-
сии заболевания после введения клеток 
[3]. Противовоспалительный эффект МСК 
реализуется благодаря их способности ми-
грировать к местам активного воспаления, 
секреции противовоспалительных цитоки-
нов и паракринного воздействия на клетки, 
синтезирующие факторы воспаления. Так, 
попадая в область воспаления, МСК секре-
тирует TGFβ1, а также обладающий двоя-
кими свойствами интерлейкин-6, который 
способствует активной наработке моноци-
тами и макрофагами противовоспалитель-
ного ИЛ-10 и ингибированию экспрессии 
провоспалительного ИЛ-1β [4]. 

МСК модулируют иммунный ответ in 
vitro и in vivo путем взаимодействия с ши-
роким спектром иммунных клеток, включая 
Т-лимфоциты, В-лимфоциты, естествен-
ные киллерные клетки и дендритные клет-
ки. Работы ряда авторов свидетельствуют, 
что МСК супрессируют как пролиферацию 
Т-лимфоцитов, блокируя G0-G1 фазы кле-
точного цикла, так и их функциональную 
активность, а именно опосредованный ци-
тотоксическими лимфоцитами лизис. В то 
же время, МСК являются индукторами про-
лиферации T-регуляторных лимфоцитов, 
подавляющих активацию иммунной систе-
мы [5, 6]. Способность МСК, выделенных 
из костного мозга и наращенных в культуре, 
модулировать in vitro иммунный ответ пред-
полагает использование этих клеток для ле-
чения различных заболеваний, связанных с 
тяжелым нарушением иммунитета.

Одним из способов доставки МСК к 
пораженной ткани является внутривенное 
введение клеток, так как МСК обладают 
уникальным феноменом мигрировать к 
месту повреждения ткани. Применение 
радиоактивной метки показало, что МСК 
после в/в введения в здоровый организм 
мигрируют в различные органы, но боль-

шинство клеток (>90%) находят в легких 
[7]. Это связано с тем, что МСК, двигаясь 
с кровотоком по малому кругу кровообра-
щения, попадают в легкие реципиента, где 
задерживаются в узких легочных капилля-
рах и только через 48-96 часов их можно 
детектировать в печени, селезенке, подже-
лудочной железе, головном мозге, почках, 
сердце и костном мозге [8, 9]. 

Все эти качества делают перспективным 
включение внутривенной инфузии МСК в 
комплексное лечение пациентов с ЛУ-ТБ. 
Для проведения такой клеточной терапии не-
обходимо получение терапевтически эффек-
тивного биомедицинского клеточного про-
дукта (БМКП), содержащего МСК в дозе не 
менее 106 на килограмм веса пациента. 

В настоящее время не существует 
унифицированного протокола получения 
БМКП МСК. В различных лабораториях 
для экспансии клеток in vitro применяют 
как различные среды, так и добавки к ним, 
содержащие неорганические компоненты 
и органические молекулы (цитокины, гор-
моны, ростовые факторы и др.), которые 
обеспечивают пролиферацию МСК. Пре-
параты, полученные из концентрата тром-
боцитов человека, в том числе, лизат тром-
боцитов (ЛТ), используются для пролифе-
рации МСК в различных концентрациях: 
5-10-20% в присутствии гепарина [10]. От-
мечено, что применение ЛТ обеспечивает 
поддержание хромосомной стабильности 
клеток в течение не менее 12 пассажей и 
сокращает время удвоения клеток [10, 11]. 

Во многих случаях для клеточной тера-
пии пациентов с ЛУ-ТБ получение полно-
ценного эффективного по количеству кле-
ток БМКП аутологичных МСК бывает за-
труднительным, что связано с длительной 
химиотерапией пациентов. 

Целью настоящего исследования явля-
лось проведение анализа пролиферативной 
активности МСК, полученных из костного 
мозга пациентов с ЛУ-ТБ, на разных этапах 
культивирования клеток и оптимизация 
протокола получения БМКП аутологичных 
МСК для дальнейшего применения в кле-
точной терапии этих пациентов.  
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Материал и методы исследования 

БМКП МСК получали из аутологичного 
костного мозга пациентов с ЛУ-ТБ. В каче-
стве контроля использовали БМКП МСК из 
костного мозга здоровых лиц, которые яв-
лялись донорами для проведения клеточной 
терапии МСК при различных патологиях.   

Эксфузию костного мозга в объеме 
60-80 мл у пациентов и доноров проводи-
ли посредством костномозговой пункции 
под анестезией. Мононуклеарные клетки 
выделяли на Гистопаке плотностью 1,077 
(Sigma, США), отмывали в 0,9% растворе 
NaCl, ресуспендировали в среде Дульбекко 
в модификации Исковa (IMDM) с 10% эм-
бриональной телячьей сывороткой (ЭТС), 
переносили в концентрации 2-3×106/мл во 
флакон объемом 175 см2 и инкубировали 
при 37° в 5% СО2. При 70-90% покрытии 
поверхности флакона прикрепленными 
клетками их дезадгезировали при помощи 
0,25% трипсин-ЭДТА. Полученную пер-
вичную культуру МСК рассаживали (I-ый 
пассаж) и культивировали при разных усло-
виях: в среде IMDM с 10% ЭТС или в сре-
де IMDM с добавлением 5% ЛТ и гепари-
на. Экспансию МСК для получения БМКП 
продолжали на протяжении 3 пассажей. 

Лизат тромбоцитов получали из кон-
центрата тромбоцитов, выделенных мето-
дом афереза из периферической крови здо-
ровых доноров, переносили в гема фризный 
пакет и замораживали до -20°С с последу-
ющим размораживанием в водяной бане 
при 37°С. Пакет с размороженным матери-
алом резко охлаждали в парах жидкого азо-
та в течение 30 минут. Процедуру замора-
живания/размораживания с резкой сменой 
температуры повторяли 4-5 раз, что приво-
дило к полному разрушению клеток. Мате-
риал центрифугировали при 2000 об/мин и 
отбирали надосадочную жидкость – ЛТ. 

Иммунофенотипический анализ МСК 
проводили с использованием набора MSC 
Phenptipyng Kit, human (Miltenyi Biotec, 
Германия), включающий коктейль ме-
ченных флуорохромами антител к CD73, 
CD90, CD105, по которым МСК позитив-

ны, и антител к CD14, CD45, CD34, CD19, 
характерных для гемопоэтических кле-
ток, но экспрессия которых отсутствует на 
МСК. Анализ проводили на проточном ци-
тофлуориметре NAVIOS (Beckman Coulter) 
в программе CellQuestPro. В образце ана-
лизировали не менее 100 тыс. клеток.

Жизнеспособность клеток определяли 
добавлением к 20 мкл клеточной суспен-
зии 20 мкл трипанового синего, инкубаци-
ей клеток с красителем в течение 5 минут 
и последующим подсчетом количества 
живых клеток (не окрашенных) и мертвых 
(окрашенных) в гемоцитометре под свето-
вым микроскопом. Общее количество под-
считанных клеток – не менее 100. Жизне-
способность клеток выражали в %.

Статистическая обработка данных 
проводилась с помощью программы 
STATISTICA 6 и включала методы описа-
тельной статистики с определением ме-
дианы, среднего значения и стандартной 
ошибки среднего значения. Достоверность 
различий между независимыми группами 
оценивали с помощью Mann-Whitney U те-
ста для непараметрического анализа. 

Результаты исследования

Характер роста МСК из костного моз-
га пациентов с ЛУ-ТБ. Нами был прове-
ден сравнительный анализ параметров 
получения БМКП МСК из костного моз-
га 42 пациентов с ЛУ-ТБ в возрасте 32,5 
(19-59 лет) с аналогичными показателя-
ми БМКП МСК из костного мозга 47 до-
норов сопоставимого возраста 36 (18-55) 
лет. БМКП в обоих случаях получали, 
используя единый протокол. Оценивали: 
объем костного мозга (VК.М.); количе-
ство мононуклеарных клеток, выделенных 
из КМ (МНК×106); срок культивирования 
МСК в первичной культуре; число МСК 
на выходе из первичной культуры; срок до 
получения БМКП МСК (срок культивиро-
вания); количество МСК в БМКП для вве-
дения (МСКБМКП ×106); количество МСК 
на 103 МНК КМ (МСКБМКП/1000 МНК); 
количество МСК в единице объема КМ 
(МСКБМКП/мл КМ) (таблица 1). 
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Сравнительный анализ показал, что 
из одинакового количества мононуклеар-
ных клеток, выделенных из КМ пациен-
тов с ЛУ-ТБ (300,25±18,5×106) и доноров 
(320,72±31,6×106), на выходе БМКП до-
норов содержал достоверно больше МСК, 
чем БМКП пациентов – 77,41±3,5×106 и 
63,33±4,43×106,  соответственно (р=0,0149). 
Количество МСК в клеточном продук-
те на 1000 МНК костного мозга у доноров 
также было выше, чем в группе с ЛУ-ТБ 
(р=0,0444). Полученные результаты свиде-
тельствуют о сниженной пролиферативной 
активности МСК у пациентов с ЛУ-ТБ в 
процессе культивирования. Так, если для 
получения первичной культуры срок куль-
тивирования МСК между группами не от-
личался (14 дней) и число МСК в культуре 
было сопоставимо, то при дальнейшем куль-
тивировании с проведением 3 пассажей экс-
пансия МСК доноров была выше и получе-
ние БМКП 3-го пассажа проходило на 5 су-
ток быстрее (р=0,0014). Отмечено, что при 
получении МСК из костного мозга пациен-
тов с ЛУ-ТБ количество МСК в первичной 
культуре не коррелирует с числом монону-
клеарных клеток костного мозга, из которых 
они выделены (r=0,017), в то время как в 
контрольной группе наблюдается достовер-
ная корреляция между этими двумя параме-
трами (r=0,7413, р<0,05). Число МСК, полу-
ченных из 1 мл КМ доноров, было больше, 
чем из КМ пациентов с ЛУ-ТБ (p=0,0109), 
что может иметь практическое значение, так 
как предполагает проводить забор матери-
ала костного мозга у пациентов в большем 
объеме для получения БМКП МСК. 

Для пациентов с ЛУ-ТБ была уста-
новлена зависимость между количеством 
МСК в первичной культуре и количеством 
МСК в БМКП на выходе (r=0,58, р<0,05).

Влияние различных условий культи-
вирования на экспансию МСК из костного 
мозга пациентов с ЛУ-ТБ. Наличие кор-
реляции между числом МСК в первичной 
культуре и конечного числа МСК в БМКП 
при культивировании в среде IMDM с 10% 
ЭТС дало основание для подбора опти-
мальных условий культивирования низко 
пролиферирующих МСК при дальнейшей 
экспансии in vitro. Так, дальнейшие усло-
вия экспансии после 1-го пассажа для хо-
рошо делящихся МСК, количество которых 
в первичной культуре было больше 9×106, 
сохраняли и клетки росли в среде с 10% 
ЭТС (группа 1), в то время как при полу-
чении МСК в первичной культуре меньше 
9×106 проводили замену 10% ЭТС на 5% ЛТ 
(Группа 2). Результаты параметров роста 
МСК обеих групп отображены в таблице 2.

Как показывают наши данные, исход-
ные параметры для получения МСК: объ-
ем костного мозга, количество выделенных 
мононуклеарных клеток в двух исследу-
емых группах не отличались. В группе 1 
в среднем в основной культуре получили 
13,54±0,79×106 МСК, тогда как в группе 
2 – только 6,47±0,51×106 (р=0,0001). Резуль-
таты дальнейшей экспансии МСК с 1 по 3 
пассаж в разных средах культивирования 
продемонстрировали, что МСК группы 2, 
которые показывали слабый рост в среде с 
ЭТС, хорошо пролиферировали при пере-
ходе на 5% ЛТ. Так, при сравнении количе-

Таблица 1 – Параметры экспансии in vitro МСК из костного мозга пациентов с ЛУ-ТБ и 
доноров

Параметры Пациенты с ЛУ-ТБ Доноры Достоверность различий (р)
n= 42 n = 47

V км (мл) 70,0 (40,0-125,0) 65,0 (35,0-135,0) p=0,7167
̍МНК ×106 300 (96,7-570,3) 250,0 (90,0-1220,0) р=0,7578
Срок в первичной культуре 14,0 (9,0-25,0) 14,0 (8,0-20,0) р=0,1418
МСК первичная культура ×106 10,0 (2,7-26,0) 10,5 (2,5-60) р=0,4369
Срок культивирования 35,0 (21,0-61,0) 30,0 (20,0-41,0) р=0,0014
МСК БМКП ×106 61,5 (11,0-135,0) 72,0 (38,0-158,0) р=0,0149
МСК БМКП/1000 МНК 196,9 (27,5-1350,0) 256,7 (100,7-800,0) р=0,0444
МСК БМКП/мл КМ ×106 0,9 (0,18-2,5) 1,2 (0,6-2,5) p=0,0109
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ства клеток в БМКП МСК на выходе после 
3-х пассажей их число было сопоставимо в 
обеих группах и составляло 83,19±6,52×106 
и 75,53±7,55×106. Более того, прирост МСК 
при культивировании с 1 по 3 пассаж в сре-
де с 5% ЛТ был в 2 раза выше, чем в среде с 
ЭТС (р=0,014) (рисунок 1).

Аналогичные данные стимулирующе-
го воздействия ЛТ на пролиферацию МСК 
отмечали и другие исследователи, показав, 
что ЛТ сокращает время удвоения клеток в 
2 и более раз [10].

Анализ иммунофенотипа и жизне-
способности клеток показал, что клетки в 
БМКП, культивированные как в присутствии 
ЭТС, так и в присутствии ЛТ, имеют фено-
тип, характерный для МСК. Жизнеспособ-
ность клеток в БМКП также не отличалась в 
обоих случаях и была >97% (таблица 3).

Заключение

Установлено, что МСК, выделенные из 
костного мозга пациентов с ЛУ-ТБ, облада-
ют более низкой пролиферативной активно-
стью и потенциалом к экспансии in vitro по 
сравнению с МСК доноров, что осложня-
ет получение высокой дозы аутологичных 
МСК для клеточной терапии. Анализ пока-

зал более низкое содержание МСК в 1 мл 
костного мозга пациентов с ЛУ-ТБ, чем у 
доноров, что имеет практическое значение, 
так как предполагает проведение эксфузии 
костного мозга у пациентов в большем объ-
еме для получения БМКП МСК. 

Выявлена зависимость между количе-
ством МСК в первичной культуре и в ко-
нечном БМКП при росте клеток в среде 
с 10% ЭТС, что явилось основанием для 
оптимизации условий экспансии клеток, 
и в случае их слабой пролиферации в пер-
вичной культуре перехода на дальнейшее 

Таблица 2 – Основные параметры получения БМКП МСК пациентов с ЛУ-ТБ

Параметры Компоненты среды для культивирования Достоверность 
различий (р)ЭТС ЛТ 

 Количество пациентов (n) 23 19
V к.м. (мл) 70,0 (55,0-100,0) 81,0 (45,0-101,0) >0,05
̍МНК × 106 320 (140,0-472,0) 250,0 (130,0-528,0) >0,05
Срок в первичной культуре 13,0 (9,0-20,0) 14,0 (12,0-20,0) >0,05
МСК первичной культуры ×106 12,1 (9,5-26,0) 7,0 (2,0-9,0) 0,0001
Дни культивирования 30,0 (21,0-43,0) 34,0 (24,0-50,0) >0,05
МСК на выходе ×106 87,0 (24,0-165,0) 70,0 (30,0-150,0) >0,05

Рисунок 1 – Прирост МСК при экспансии 
клеток в среде с ЭТС и в среде с лизатом 
тромбоцитов с 1 по 3 пассаж, * – р<0,05

Таблица 3 – Характеристика иммунофенотипа и жизнеспособности клеток в БМКП 
МСК

Компоненты 
среды ЖСП (%)

Иммунофенотип клеток

CD90 CD105 CD73 CD45/CD14/CD34
ЭТС 99 (98-100) 98,6 (91,8-99,2) 97,3 (92,5-99,1) 98,3 (93,2-99,2) 0,79 (0,17-4,3)
ЛТ 99 (97-100) 96,9 (89,3-99,5) 95,7 (84,8-98,5) 97,8 (87,6-99,0) 0,79 (0,4-3,0)

Достоверность 
различий (р) >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
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культивирование в среде с 5% лизатом 
тромбоцитов. Комбинация различных ус-
ловий культивирования позволила полу-
чать терапевтически эффективную дозу ау-
тологичных МСК и может быть предложе-
на для создания аутологичного БМКП при 
проведении клеточной терапии пациентам, 
получавшим химиотерапию.
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Y. Isaikina, V. Solodovnikova, R. Frolova, U. Savich, H. Zhernasechanka, A. Skrahina

MESENCHYMAL STEM CELLS FROM BONE MARROW OF PATIENTS 
WITH DRUG-RESISTANT TUBERCULOSIS FOR CELLULAR THERAPY

In this study, we evaluated the proliferative capacity of mesenchymal stem cells (MSCs) 
from the bone marrow of patients with drug-resistant tuberculosis (DR-TB) and selected the 
optimal conditions for obtaining autologous MSCs transplant. The results of the expansion of 
MSCs from 42 patients with DR-TB in medium with 10% FBS demonstrated low proliferative 
potential for of these cells compared with MSCs from 47 donors. MSCs content in 1 ml of bone 
marrow of patients was also lower. A relationship was found between the amount of MSCs in 
the primary culture and in the finished product, and with a small number of cells in the primary 
culture, we used 5% platelet lysate instead of 10% FTS, which made it possible to obtain a high 
dose of MSCs in the transplant. 
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