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Введение
В последние годы методы клеточной иммунотерапии 

активно развиваются для лечения пациентов с онколо-
гическими заболеваниями [1–6]. Все более важными 
в лечении различных видов рака становятся интегри-
рованные подходы с использованием адоптивной им-
мунотерапии (АИТ) на основе культивируемых in vitro 
лимфоцитов [7, 8].

Однако в литературе нет единого мнения по поводу 
оптимального метода культивирования лимфоцитов 
и получения фракции активированных цитотоксических 
лимфоцитов (ЦЛ), пригодных для АИТ. Как известно, 
наибольший эффект достигается при адаптивном пере-
носе активированных IL‑2 лимфокин-активированных 
киллеров (ЛАК), но высокие и слишком низкие концен-
трации дают плохой клинический результат, причем могут 
возникнуть тяжелые токсические побочные реакции при 

введении IL‑2 в больших концентрациях [9, 10]. В ряде 
публикаций обсуждается вопрос использования кратко-
срочно активированных цитотоксических лимфоцитов 
с высокими концентрациями цитокинов [1, 2, 11]. Так как 
на сегодняшний день нет стандартизованного метода 
активации пула ЦЛ, разработка протоколов культиви-
рования лимфоцитов является актуальной научно-прак-
тической задачей.

Активированные лимфоциты могут открыть но-
вое окно, представляющее большой интерес для этого 
направления. Иммунотерапия, основанная на есте-
ственных киллерах (NK-) и Т-клетках, является одной 
из наиболее перспективных разработок для лечения 
многих видов рака [3]. NK-клетки являются хорошим 
инструментом для использования при АИТ, посколь-
ку они эффективно распознают и убивают опухоле-
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РЕЗЮМЕ
Описан способ активации лимфоцитов, выделенных из периферической крови больных меланомой, и культивируемых в среде, 
дополненной IL‑2 и IL‑15. Было показано, что в данной среде лимфоциты обладают повышенным пролиферативным и активационным 
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SUMMARY
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вые клетки [12–14]. Цитотоксические NK-лимфоциты 
можно получить из мононуклеарных клеток (МНК) 
периферической крови или из CD34+-гемопоэтических 
стволовых клеток, индуцированных плюрипотент-
ных клеток или из клеток пуповинной крови, однако 
это требует длительного периода культивирования – 
более 21 дня, что не всегда выполнимо для лечения 
больных высокого риска [14, 15]. Одним из общепри-
нятых методов увеличения активности ЦЛ является 
культивирование МНК in vitro в присутствии цитоки-
нов, антител, ростовых факторов или фидерных кле-
ток [16, 17]. Полагают, что ЛАК-клетки осуществляют 
свой эффект за счет одновременного взаимодействия 
сразу нескольких субпопуляций иммунокомпетентных 
клеток с различным фенотипом. Еще одним подходом 
к активации противоопухолевой активности лимфоци-
тов стала клеточная терапия, которая осуществляется 
за счет цитокин-индуцированных киллеров (ЦИК) [18]. 
По сравнению с ЛАК-клетками ЦИК-клетки оказыва-
ли повышенную противоопухолевую активность [19]. 
Активность ЦИК-клеток in vitro может быть повышена 
путем стимуляции лимфоцитов цитокинами, такими 
как IL‑2, IL‑12, IL‑15 или IL‑18 [2, 12]. Важную роль 
в противоопухолевой активности активированных ЦЛ, 
таких как Т-лимфоциты и NК-клетки, играют именно 
IL‑2 и IL‑15. Поэтому культивирование ex vivo явля-
ется хорошим способом для увеличения количества 
Т- и NK-клеток и улучшения их противоопухолевого 
потенциала для клинического применения.

Развитие данного направления представляет собой 
новую стратегию, которая может способствовать сни-
жению риска метастазирования и рецидива опухолевого 
роста. Последние исследования и клинические испытания 
показали, что АИТ может быть эффективным методом 
терапии и способствовать улучшению результатов лече-
ния онкологических больных [20].

Несмотря на успехи в получении пула активированных 
лимфоцитов, на сегодняшний день нет универсального 
метода выращивания цитотоксических лимфоцитов. По-
этому актуален поиск эффективных способов активации 
in vitro и повышения противоопухолевой активности 
NK-клеток.

Цель настоящего исследования заключалась в раз-
работке оптимального метода активации лимфоцитов 
in vitro в среде, дополненной факторами роста и цито-
кинами, для последующего проведения иммунотерапии 
больным меланомой.

Материалы и методы
Исследование проводилось на образцах перифери-

ческой крови 28 больных меланомой кожи в возрасте 
26–82 лет (медиана 54 года) II–IV стадии заболева-
ния. Мононуклеарные клетки периферической крови 
(МНК) выделяли из 30 мл гепаринизированной крови 
по общепринятой методике в градиенте плотности 
Hystopaque‑1077 (Sigma-Aldrich, США). МНК в концен-
трации (1–2) × 106 клеток/мл культивировали в среде 

X-vivo 20 (Lonza, США), содержащей альбумин человека, 
инсулин, трансферрин и дополненной гентамицином, 
интерлейкином‑2 (IL‑2) (ронколейкин; «Биотех», Рос-
сия) в концентрации 100–250 МЕ/мл и 5–50 нг/мл IL‑15 
(ImmunoTools, Германия) при 5 %-ном CO2 во влажной 
атмосфере при 37 °C в течение 10 дней в культураль-
ных флаконах с вентилируемой крышкой в объеме 10 
мл. Половину культуральной среды заменяли каждые 
48–72 часа, и клетки собирали для исследования жиз-
неспособности, пролиферативной и функциональной 
активности.

Морфологию клеток оценивали ежедневно с ис-
пользованием инвертированного фазового микроскопа 
Eclipse TS 100 (Nikon, Япония). Кинетику роста и функ-
циональную активность клеток, культивированных 
с помощью IL‑2 или комбинации IL‑2 и IL‑15 в 96-лу-
ночных планшетах, оценивали в автоматизированной 
сканирующей микроскопической системе IncuCyte 
Zoom (Essen BioScience, США) в течение 65 часов 
в СО2-инкубаторе. Каждый час изображение областей 
интересов и количественных характеристик заданных 
параметров клеточной популяции регистрировалось 
автоматически. Данные обрабатывались с использова-
нием программного обеспечения IncuCyte, и строились 
кривые зависимости от заданных параметров в авто-
матическом режиме. Жизнеспособность клеток путем 
окрашивания трипановым синим (0,1 %-ный раствор) 
и пролиферативную активность клеток, культивиру-
емых во флаконах, оценивали с помощью счетчика 
клеток TC 10 (Bio-Rad, Singapore).

Фенотипирование МНК проводили на проточном 
цитометре FACScan (Becton Dickinson, США) и Navios 
(Beckman Coulter, США), обработка результатов осущест-
влялась на программном обеспечении Kaluza (Beckman 
Coulter). В работе оценивали субпопуляционный состав 
В-, Т- и NK- лимфоцитов периферической крови и мар-
керы активации (CD38, CD69, CD25, HLA-DR и CD314 
[NKG2D]) на Т- и NK-клетках сразу после выделения 
и после активации на 3-й, 5-й и 14-й день. Для этого про-
водили цитофлуориметрический анализ с использованием 
антител, меченых FITC, PE, PC 5, PC 5.5 (ImmunoTools, 
Германия; eBioscience, США; или Beckman Coulter IOTest, 
США). Использовали соответствующие флуорохромам 
изотипические контроли анти-IgG1 (mouse) (Beckman 
Coulter IOTest, США).

Цитотоксическую активность лимфоцитов оценивали 
на 0-й, 1-й, 3-й и 7-й дни активации после инкубации 
с клетками-мишенями K562 в соотношении 1:20 и 1:40 
клеток-мишеней. Автоматические измерения флуорес-
ценции окрашенных этидием гомодимера‑1 (Ethd‑1) 
(Molecular Probes, США) клеток-мишеней в эксперимен-
тальных лунках проводились при λ = 528/617 нм каждый 
час после. Данные обрабатывались с использованием 
программного обеспечения IncuCyte.

Анализ данных проводили с помощью программы 
MS Excel 2007, достоверности различий оценивали 
по U-критерию Манна – Уитни или t-критерию Стью-
дента, отличия считали значимыми при p < 0,05.
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Результаты
В настоящем исследовании, ос-

новываясь на данных по активации 
лимфоцитов и получению ЛАК-
клеток в культуральной среде с до-
бавлением низких концентраций IL‑2, 
нами была разработана методика по-
лучения ЦИК-клеток. Для этого для 
культивирования МНК мы дополни-
тельно использовали IL‑15, который 
в большей степени влияет на актива-
цию лимфоцитов-эффекторов.

Ранее нами было показано, что 
добавление IL‑2 к культуральной сре-
де стимулирует пролиферативную 
и функциональную противоопухоле-
вую активность лимфоцитов, а также 
увеличивает продукцию некоторых 
цитокинов и поверхностную экспрес-
сию маркеров активации лимфоцитов 
с 3-го дня культивирования [21].

При добавлении IL‑15 к культу-
ральной среде пролиферация лим-
фоцитов в первые 3 суток культи-
вирования была достоверно выше, 
чем в среде с одним IL‑2 (рис. 1). 
При дальнейшем культивировании 
к 6–7-му дню активации наблюдалось 
незначительное увеличение пролифе-
ративной активности, которое соста-
вило в среднем около 20 %, а к 14-му 
дню количество клеток увеличива-
лось на 100 %, то есть произошло 
удвоение популяции, чего не было 
достигнуто в среде c IL‑2.

При использовании комбинации 
цитокинов отмечено, что жизнеспо-
собность культивируемых клеток 
в суспензии несколько снижалась, 
на 3-й день в среднем составляла 
100,0 ± 0,7 %, на 7-й день – 96,0 ± 
2,6 %, к 10-му дню достигла 93,0 ± 
2,2 %, а к 14-му дню – 89,0 ± 5,2 %. 
Как было показано, жизнеспособ-
ность клеток в среде с IL‑2 была не-
сколько ниже. Так, на 3-й день она 
в среднем составляла 98,0 ± 1,5 %, 
на 7-й день снизилась до 93,0 ± 2,0 %, 
на 10-й день была около 89,0 ± 3,0 %, 
а на 14-й день уменьшилась до 81,0 ± 
4,8 % (p < 0,05). По всей видимости, 
IL‑15 обладает не только стимулиру-
ющим влиянием на пролиферацию 
лимфоцитов, но и способствует уве-
личению жизнеспособности клеток.

При выращивании МНК было 
замечено, что лимфоциты в среде 
с двумя цитокинами начинают терять 

Рисунок 1. Влияние IL‑2 и IL‑15 на пролиферативную активность лимфоцитов после инкубации. 
A – с IL‑2. B – с IL‑2, IL‑15.

Рисунок 2. Изменение поверхностной экспрессии маркеров активации на культивируе-
мых лимфоцитах сразу после выделения (100 %) и через 3 дня в среде с одним IL‑2 и при 
совместном культивировании с IL‑2 и IL‑15. Примечание: * – различия показателей статисти-
чески достоверны (p < 0,05).

адгезионные свойства только после 10-го дня культивирования, а в среде 
с одним IL‑2 – уже после 7-го дня, что является неблагоприятным признаком 
для клеток в процессе выращивания. Переход клеток в суспензию может 
означать окончание процесса активации данного вида клеток.

При культивировании клеток в среде с двумя цитокинами, по сравнению 
с добавлением только IL‑2, было выявлено, что в процессе активации в дан-
ных условиях происходит незначительное перераспределение клеточных 
субпопуляций. Количество В- и Т-лимфоцитов незначительно уменьшается 
к 14-му дню культивирования. Однако значимо (на 49,4 %) увеличивается 
количество NK-клеток и активированных лимфоцитов, среди которых в боль-
шей степени увеличилась экспрессия HLA-DR (на 183,3 %), CD69 (на 97,1 %), 
CD25 (на 58 %) и в меньшей степени, но значимо, увеличилась экспрессия 
CD38 (на 37,9 %) и NKG2D (на 28,9 %) (p < 0,05) (рис. 2).

В пуле активированных ЦЛ доля СD25+-клеток максимально возрастала 
(в 1,7 раза) только к 14-му дню. Количество NK-клеток к 5-му дню воз-
растало в 1,4 раза и составляло в среднем 41,3 ± 19,0 против 32,9 ± 11,0 % 
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в среде только с IL‑2. Количество CD4+CD25+ увеличивалось к 14-му дню 
в 1,7 раза. Следует отметить, что доля Тreg не изменилась на протяжении 
всего времени культивирования в данных условиях как с IL‑2, так и с двумя 
интерлейкинами, что подтверждает данные других исследователей [22]. 
Доля цитотоксических T-лимфоцитов незначительно увеличилась в среднем 
с 37,4 ± 8,9 до 41,2 ± 20,0 % по сравнению с культивированием в среде 
только с IL‑2.

Количество NKT-клеток в большей степени начинало увеличиваться 
уже после 3-го дня культивирования в среде с двумя интерлейкинами. 
К 6-му дню их доля составляла в среднем 14 %. Увеличение количества 
и активация NKT-клеток может значительно усилить их цитотоксический 
потенциал. Учитывая их функциональные особенности, эти эффекторные 
клетки тоже могут быть использованы для целей АИТ злокачественных 
новообразований [23].

Таким образом, доля лимфоцитов, обладающих цитотоксической актив-
ностью (NK-, цитотоксических Т-лимфоцитов и NKT-лимфоцитов) в попу-
ляции активированных МНК составила более 80 %. Было показано, что при 
добавлении двух интерлейкинов лимфоциты активируются in vitro в боль-
шей степени между 3-м и 5-м днями культивирования. Содержание маркера 
ранней активации CD69 начинает в несколько раз увеличиваться на всех 
лимфоцитах и на NK-клетках на 3-й день культивирования. Содержание 

раннего активационного маркера 
CD38 после 5-го дня культивирова-
ния на всех лимфоцитах возрастает 
в два раза, а на Т-клетках – в 3,5 раза. 
Количество всех активированных 
HLA-DR+-клеток к 6-му дню уве-
личивалось в два раза. Тенденция 
к повышению экспрессии поздних 
активационных маркеров сохраня-
ется до 14-го дня культивирования.

В работе была проведена оценка 
цитотоксической активности лимфо-
цитов на 3-й день культивирования 
в среде с IL‑2 и IL‑15 в различных 
соотношениях мишеней и эффек-
торов. На рисунке 3 представлены 
данные интенсивности флуорес-
ценции клеток-мишеней, окрашен-
ных в красный цвет, по включению 
Ethd‑1 за счет перфорации мембра-
ны, вызванной цитотоксической 
активностью лимфоцитов без ак-
тивации (0-й день) и на 3-й день по-
сле культивирования в различных 
средах. Показано, что спонтанный 
цитолиз ЛАК-клеток в среде с IL‑2 
достоверно выше увеличился в сред-
нем на 28 % по сравнению с не ак-
тивированными лимфоцитами (р < 
0,05), а активность ЦИК-клеток – 
в 1,5 раза выше, чем неактивиро-
ванных лимфоцитов, и достоверно 
выше, чем при культивировании 
МНК только с IL‑2 (p < 0,05) (рис. 3).

Оценивая функциональную 
активность ЦИК-клеток в различ-
ных соотношениях, было показано, 
что цитотоксическая активность 
нативных лимфоцитов начинала 
возрастать после 5–10 часов культи-
вирования и достигала максимума 
через 15 часов. При соотношении 
мишеней и эффекторов 1:10 и 1:20 
количество мертвых клеток-ми-
шеней практически не отличалось 
и составляло 63–68 %. Наибольшей 
цитотоксической активностью (бо-
лее 90 %) обладали ЦИК-клетки 
больных после 3 дней активации 
и инкубации с клетками-мишенями 
в соотношении 1:40 (рис. 4).

Таким образом, наглядно про-
демонстрировано, что ЦИК-клетки 
обладают большей функциональной 
активностью по сравнению с ЛАК-
клетками. Цитотоксичность в дан-
ном случае была в восемь раз выше, 
чем у неактивированных клеток.

Рисунок 3. Увеличение количества мертвых клеток-мишеней (красная флуоресценция Ethd‑1) 
после инкубации с лимфоцитами больного меланомой без активации (0-й день) и через 
3 дня культивирования в средах с IL‑2 и в комбинации IL‑2 и IL‑15 (соотношение мишеней 
и эффекторов равно 1:20).

Рисунок 4. Цитотоксическая активность лимфоцитов больных без активации и через 3 дня 
культивирования в различных соотношениях мишеней и эффекторов.
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Оценивая эффекторную функцию ЦИК-клеток через 
разные промежутки времени после активации, было вы-
явлено, что через 24 часа после активации наблюдается 
стремительный рост цитотоксической активности, ко-
торый достигает максимальных значений через 42 часа, 
а наибольшей цитотоксичностью обладают лимфоциты 
на 5-й день культивирования в ППС с цитокинами. Этот 
эффект сохраняется на 7-й день после начала культи-
вирования. Хотя морфология лимфоцитов при данных 
условиях культивирования изменяется начиная уже с 3-го 
дня активации.

Показано, что в культуре лимфоцитов при данных 
способах культивирования больший прирост численности 
и активация эффекторных функций проявляется именно 
у цитотоксических лимфоцитов (более 80 %), которые 
и могут быть использованы для АИТ.

Проведен сравнительный анализ пролиферативной 
активности, жизнеспособности и функциональных ха-
рактеристик клеточной субпопуляции МНК больных 
меланомой, культивированных in vitro в присутствии 
только IL‑2 или при добавлении комбинации цитокинов 
IL‑2 и IL‑15. Экспериментально подтверждено, что для 
получения большего количества активированных ЦЛ, 
обладающих увеличенной цитотоксической активностью 
и высокой жизнеспособностью, целесообразно выбирать 
полную питательную среду с добавлением двух указан-
ных интерлейкинов.

Обсуждение
Сравнение различных протоколов культивиро-

вания лимфоцитов-эффекторов в деталях является 
сложным, поскольку они чрезвычайно гетерогенны [3, 
12, 24]. Продолжительность культивирования ex vivo 
колеблется от нескольких часов при быстрой актива-
ции клеток до нескольких недель при долгосрочном 
культивировании. Используются многочисленные 
исходные компоненты сред с различной долей NK-
клеток, комбинации нескольких цитокинов в разных 
концентрациях. Также NK-клетки часто культивируют 
в комбинации с так называемыми клетками-кормили-
цами (англ. feeder cells). Тем не менее разные способы 
получения NK-клеток ex vivo демонстрируют некото-
рые общие характеристики.

В последние годы несколько цитокинов широко 
изучались как потенциальные терапевтические агенты 
для манипуляции иммунным ответом против злокаче-
ственных клеток из-за их способности стимулировать 
рост и выживание клеток, а также для увеличения 
цитотоксичности или производства цитокинов для 
повышения иммунной реактивности. До сих пор лишь 
небольшое количество цитокинов достигало клиниче-
ских испытаний. Среди этих цитокинов, протестиро-
ванных в разных установках in vitro и in vivo, должны 
быть выделены IL‑2 и IL‑15 [3, 24]. Они структурно 
связаны и имеют перекрестные функции, включая роль 
в пролиферации Т- и NK-клеток, стимулирование ци-
тотоксической дифференцировки, продуцирование 
цитокинов и активации.

Некоторыми авторами описано, что IL‑15, в отличие 
от IL‑2, обладает более широким спектром биологических 
эффектов не только на NK-клетки, но и на Т-клетки, уве-
личивая их пролиферацию и регулируя апоптоз Т-клеток 
памяти [25, 26]. Показано, что, по сравнению с ЛАК-
клетками, ЦИК-клетки оказывают высокую противоопу-
холевую активность у мышей [19]. В одном из зарубежных 
клинических исследований NCT01021059 показано, что 
именно IL‑15 обладает увеличенной способностью к экс-
пансии NK-клеток и CТL, за счет чего обеспечивается 
противоопухолевый эффект [27].

Заключение
Применение небольших концентраций IL‑15 и IL‑2 

в готовой к употреблению среде без сыворотки явля-
ется эффективным способом активации субпопуляций 
цитотоксических Т-лимфоцитов и NK-клеток. Подходы, 
основанные на использовании среды с комбинацией ци-
токинов, могут быть рекомендованы для долгосрочного 
культивирования лимфоцитов и для эскалации акти-
вированных клеток. В настоящей работе представлена 
комплексная морфологическая, иммунофенотипическая 
и функциональная характеристика АЦЛ, используемых 
для АИТ.

Результаты данной части работы позволили разрабо-
тать метод получения культуры ЦИК-лимфоцитов с вы-
сокой жизнеспособностью, пролиферативной и противо-
опухолевой активностью.

Предлагаемый способ культивирования МНК позво-
ляет получить достаточное количество активированных 
цитотоксических лимфоцитов с высокой функциональ-
ной активностью и жизнеспособностью и может быть 
рекомендован для адоптивной иммунотерапии больных 
раком.
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