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Введение. Расстройства аутистического спектра 
(ASD, РАС) представляют собой психические расстрой-
ства, характеризующиеся нарушением социального 
взаимодействия и  общения, повторяющимися и  стере-
отипными моделями поведения и  неравномерным ин-
теллектуальным развитием, часто с  умственной отста-
лостью, возникающие в детском возрасте. Определение 
эффективных методов лечения аутизма является осо-
бенно сложным. Терапия стволовыми клетками показала 
большие перспективы в современном лечении и реаби-
литации пациентов с РАС.

Материал и  методы. Исследование проведено 
на 10 пациентах с подтвержденным диагнозом «Аутизм» 
после подписания информированного добровольного со-
гласия. Возраст пациентов варьировался от 4 до 14 лет 
(медиана 7,25 лет). Подбор образцов пуповинной крови 
осуществлялся по группе крови по системе АВ0 и резус 
фактору из расчета не менее 150 млн ядросодержащих 
клеток на  кг  веса пациента. Введение осуществлялось 
внутривенно капельно. Всего выполнено 3  введения 
с интервалом в 1 месяц. Оценка эффективности лечения 
проводилась по шкале ATEC (до введения, через 1 месяц 
после каждого введения); дополнительно, в крови паци-
ентов изучали иммунный статус и цитокиновый профиль 
(IL  1,6,8, α-ФНО, γ-интерферону) до  введения и  через 
6 месяцев после последнего введения.

Результаты исследования. На  момент публика-
ции тезисов оценка эффективности лечения прове-
дена за  первые три месяца протокола (3  введения). 
За  период наблюдения и  до  момента публикации 
ни  у  одного из  детей реакций на  введение клеток пу-
повинной крови и  других отсроченных осложнений 
не  наблюдалось. Показатели цитокинового профи-
ля до  и  после лечения были в  пределах референтных 
значений. У  некоторых пациентов были зафиксиро-
ваны незначительные отклонения от  референтных 
значений показателей иммунного статуса. После про-
веденного лечения данные показатели не  претерпе-
ли значительных изменений. Оценка эффективности 
лечения по  шкале ATEC показала положительную ди-
намику. В  большей мере улучшение было отмечено 
в разделах: «Речь, язык, коммуникативные навыки» — 
снижение тяжести заболевания в  баллах составило 
по  медиане с  14  до  7  и  «Здоровье/Физическое раз-
витие/Поведение», где снижение составило по меди-
ане с 24 до 14. Общее снижение тяжести заболевания 
составило около 30%, с 63 до 44 (Ме).

Выводы. Полученные результаты показывают, что 
внутривенное введение гемопоэтических клеток пупо-
винной крови безопасно и эффективно влияет на физи-
ческую и  психосоциальную реабилитацию детей с  рас-
стройствами аутистического спектра.
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Развитие генной терапии и  Crispr/Cas9  метода 
геномной модификации клеток для клинического при-
менения в клеточной трансплантологии требует новых 
подходов к  отбору генетически измененных клеток. 
Вероятность инсертного мутагенеза из-за интеграции 
генно-инженерной кассеты в  случайный сайт в  гено-
ме, остается достаточно высокой. Затрагивая гены, 
необходимые для нормального функционирования 
клетки, такая вставка будет делать клетку-хозяин па-
тогенной. При трансплантации нескольких миллионов 
модифицированных клеток, в  организм может быть 
введено до  нескольких сотен потенциально патоген-
ных клеток. Значительно снизить эту вероятность воз-
можно получив стабильную, генетически однородную 
линию, проверенную на иммуногенность для пациента, 
с  известным потенциалом клеточных делений после 
трансплантации. Прим.в  конструкцию pEYFP-CBD-
PDGFR мы получили стабильные генетически однород-
ные клеточные линии.

Цель: проверить моноклональность полученных 
линий методом предельных разведений, сделать ана-
лиз клеточного пула методом ифа, исследовать воз-
можность метода получать линии как с  генотипиче-
ской стабильностью, и  сниженным фенотипическим 
разнообразием.

Материалы и  методы. Трансфекция клеточной ли-
нии CHO-S  проводили, используя липофильный агент 
FreeStyle MAX (Invitrogen) в  6-луночных планшетах 
(FreeStyle CHO-S  Cells, Invitrogen, Cat. # R800-07). 
Проверку моноклональности стабильных клонов- прово-
дили методом предельных разведений. Концентрацию 
EYFP определяли ифа анализом Anti-GFP antibody Cat. # 
AB011 (Евроген, Россия).

Результаты: Из  0,5×106 клеток получивших транс-
ген трансфектантов, были получены клеточные линии 
с высокой, стабильной (20–35 пассажей) экспрессией 
модельного белка. Концентрация целевого белка в не-
оптимизированных условиях после трех дней культи-
вирования трех производительных клонов достигла 
(мг/л): 72,7±3,2; 83,5±12,1; 380,4±14,5. Скорость 
роста линий при этом составляла (часов/деление): 
19,7±1,1; 22,1±1,4; 22,2±1,2. Стабильная линия мо-
жет быть получена уже через 15  суток после транс-
фекции. Безопасность для организма-хозяина линии, 
стабильность, параметры вставки и  соответствие не-
обходимым характеристикам могут быть проанализи-
рованы одновременно с наработкой необходимого для 
применения количества клеток.

Выводы. При использовании этой селективной си-
стемы возможна эффективная селекция генетически 
модифицированных клеток с генотипической стабильно-
стью, и сниженным фенотипическим разнообразием ме-
таболизм которых минимально отличается от  исходных 
клеток организма.


