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Введение. Актуальной задачей современной адоптивной иммунотерапии рака является подбор опти‑
мального состава цитокинов для  ex vivo стимуляции иммунокомпетентных клеток для  последующего 
введения онкологическим больным.
Цель исследования. Изучение влияния интерлейкина (ИЛ) 2, 7, 15 и их комбинаций на пролиферацию 
натуральных киллеров больных раком молочной железы (РМЖ) in vitro.
Материалы и методы. Материалом исследования послужили натуральные киллеры, выделенные методом 
магнитной сепарации из мононуклеарных клеток периферической крови 10 больных местно‑распростра‑
ненным РМЖ (II стадия). После сепарации клетки культивировали в  концентрации 2,5 × 105 клеток / мл 
в течение 10 сут в среде RPMI 1640 с добавлением цитокинов в концентрации 40 нг / мл каждого в 5 вари‑
антах опыта: ИЛ‑2, ИЛ‑7, ИЛ‑15, ИЛ‑7 / ИЛ‑15, ИЛ‑2 / ИЛ‑7 / ИЛ‑15. На 10‑е сутки культивирования проводили 
исследования фенотипа клеток и клеточного цикла методом проточной цитофлуориметрии. Для иммуно‑
фенотипирования клеток использовали моноклональные антитела к антигенам: CD3, CD16 / 56, CD45, CD4, 
CD19 и CD8. Для оценки ДНК использовали окрашивание клеток пропидиум йодидом.
Результаты. По окончании культивирования количество живых клеток в процентах от первоначального 
было достоверно выше, чем в контроле (45,9 %), в образцах ИЛ‑2 (86,8 %) и ИЛ‑7 / ИЛ‑15 (85,6 %), ИЛ‑15 
(76,4 %), ИЛ‑2 / ИЛ‑7 / ИЛ‑15 (75,8 %). Доля натуральных киллеров (CD16+CD56+) достоверно отличалась 
от контроля (18,2 %) в образцах ИЛ‑2 (45,6 %), ИЛ‑15 (39,9 %), ИЛ‑7 / ИЛ‑15 (36,2 %), ИЛ‑2 / ИЛ‑7 / ИЛ‑15 (35,9 %). 
Доля натуральных киллеров Т‑клеток (CD3+CD16+CD56+) достоверно отличалась от контроля (0,4 %) в об‑
разцах ИЛ‑2 (2,06 %), ИЛ‑15 (2,2 %), ИЛ‑7 (0,9 %), ИЛ‑7 / ИЛ‑15 (1,26 %), ИЛ‑2 / ИЛ‑7 / ИЛ‑15 (2,46 %). Во всех 
опытных пробах также наблюдалось достоверное увеличение доли клеток в S‑фазе и индекса пролифе‑
рации (G2 / M + S).
Заключение. Максимальная стимуляция пролиферации натуральных киллеров, сепарированных из крови 
больных РМЖ, была получена при стимуляции in vitro ИЛ‑15 и комбинациями γс‑цитокинов, включающих его.
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Introduction. The actual task of modern adoptive cancer immunotherapy is the selection of the optimal 
composition of cytokines for ex vivo stimulation of immunocompetent cells for subsequent administration to 
oncological patients.
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The purpose of the study was to compare the effect of interleukin (IL) 2, 7, 15 and their combinations on the pro‑
liferation of natural killer cells in breast cancer (BC) patients in vitro.
Materials and methods. The research was conducted on natural killer cells isolated by magnetic separation from 
mononuclear cells of peripheral blood of ten patients with locally advanced BC (stage II). After separation, the 
cells were cultured at a concentration of 2.5 × 105 cells / ml for 10 days in RPMI 1640 medium supplemented with 
cytokines at a concentration of 40 ng / ml each in five experimental variants: IL‑2; IL‑7; IL‑15; IL‑7 / IL‑15; IL‑2 / IL‑7 / IL‑15. 
On the 10th day of cultivation, the phenotype of cells and the cell cycle were studied by flow cytometry. For im‑
munophenotyping of cells, we used monoclonal antibodies to antigens: CD3, CD16 / 56, CD45, CD4, CD19, and 
CD8. For cell cycle study cells were stained with propidium iodide.
Results. On the final 10th day of cultivation the number of living cells expressed as percentage of the seeding 
numbers were significantly different from control (45.9 %) in samples IL‑2 (86.8 %) and IL‑7 / IL‑15 (85.6 %), IL‑15 
(76.4 %), IL‑2 / IL‑7 / IL‑15 (75.8 %). The proportion of natural killers (CD16+CD56+) significantly differed from the 
control (18.2 %) in samples IL‑2 (45.6 %), IL‑15 (39.9 %), IL‑7 / IL‑15 (36.2 %), IL‑2 / IL‑7 / IL‑15 (35.9 %). The propor‑
tion of natural killer T cells (CD3+ / CD16+CD56+) significantly differed from the control (0.4 %) in samples incu‑
bated with IL‑2 (2.06 %), IL‑15 (2.2 %), IL‑7 (0.9 %), IL‑7 / IL‑15 (1.26 %), IL‑2 / IL‑7 / IL‑15 (2.46 %). All experimental 
tests also showed a significant increase in the proportion of cells in the S‑phase and increase in the proliferation 
index (G2 / M + S).
Conclusion. The maximum stimulation of the proliferation of natural killer cells isolated from the blood of patients 
with BC in vitro was obtained by stimulation with IL‑15 alone and in combinations with γc‑cytokines.
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Введение
Существуют различные способы терапии онко-

логических заболеваний, в том числе такие агрессив-
ные, как применение химиотерапевтических пре-
паратов и лучевая терапия [1]. Одним из щадящих 
методов является иммунотерапия, направленная 
на корректировку нарушений различных этапов им-
мунного ответа, возникающих при развитии злока-
чественной опухоли [2]. В настоящее время широко 
известна адоптивная иммунотерапия, в основе кото-
рой лежит применение аутологичных / аллогенных, 
стимулированных ex vivo иммунокомпетентных кле-
ток (Т-, В- и НК-клеток) [3]. Подобные исследования 
проводятся и в нашем центре [4, 5].

Еще в 80-х годах XX в. в качестве терапии больных 
с со́лидными опухолями на терминальных стадиях, 
проявляющих резистентность к остальным видам 
лечения, применяли лимфокин-активированные 
киллеры (ЛАК) в сочетании с одномоментным вве-
дением интерлейкина (ИЛ) 2 [6, 7].

Одна из знаменательных работ по ЛАК-терапии 
проведена в 1997 г., когда в ходе III фазы рандомизи-
рованного клинического исследования с участием 
174 первичных пациентов с карциномой легкого 
больным вводили аутологичные ЛАК (1–5 × 109 кле-
ток / инъекция) в сочетании с ИЛ-2 до или после стан-
дартной противоопухолевой терапии в интервале 
2–3 мес в течение 2 лет. По результатам исследования 
5- и 9-летняя выживаемость больных составила 54,5 

и 52,0 % соответственно в сравнении с 33,4 и 24,2 % 
в контрольной группе, где не применяли иммуноте-
рапию (р <0,001) [8].

Ранее мы изучили влияние различных концен-
траций ИЛ-2 и интерферона γ на пролиферацию 
и иммунофенотип лимфоцитов, полученных от боль-
ных местно-распространенным раком молочной же-
лезы (РМЖ) (II–III стадия) после иммуномагнитной 
деплеции T-регуляторных клеток из общего пула 
лимфоцитов in vitro [9]. В итоге предварительное сни-
жение доли Т-регуляторных клеток перед стимуля-
цией лимфоцитов не произвело должного эффекта, 
поэтому применение деплеции в подобном методи-
ческом режиме не привело к значимым результатам. 
Однако были обнаружены некоторые различия в ди-
намике натуральных киллеров (НК) и натуральных 
киллеров Т-клеток (НКТ) в зависимости от цитоки-
нов, воздействующих на клетки.

В работе М. В. Киселевского и соавт. [3] подробно 
раскрыты роль ряда ИЛ и перспективы их примене-
ния в иммунотерапии злокачественных новообразо-
ваний. В частности, авторы обсуждают индукцию 
пролиферации и активации иммунных клеток через 
рецептор ИЛ-2, ссылаясь на исследование F. André 
и соавт., проведенное в 2012 г. [10]. Также рассматри-
вается возможность применения в качестве компо-
нента адоптивной иммунотерапии ИЛ-15, одиночно 
и в сочетании с ИЛ-2, как утверждают авторы, – в ка-
честве инструмента для усиления как гуморальных, 
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так и адаптивных противоопухолевых иммунных ре-
акций. Предполагается, что активация T- и НК-кле-
ток с использованием цитокинов может обладать 
синергизмом с эффектом ингибиторов контрольных 
точек иммунитета [3]. А применение ИЛ-2, ИЛ-7 
и ИЛ-15 для индукции PD-1 не приводит к угнетению 
жизнеспособности и пролиферации лимфоцитов, 
при этом может ограничивать некоторые эффектор-
ные функции Т-клеток и в дальнейшем препятство-
вать иммуноопосредованному повреждению нор-
мальных тканей [11].

Несмотря на то что первые исследования индук-
ции ЛАК-клеток насчитывают более 30 лет, в насто-
ящее время работы в данной области продолжают-
ся, поскольку расширяются знания о функциях ИЛ. 
По современным представлениям, перспективным 
является использование для генерации ЛАК-клеток 
комплексов цитокинов. Поскольку ЛАК могут про-
исходить не только из НК, но и из НКТ-клеток, кро-
ме традиционного ИЛ-2 предложено использовать 
стимуляторы Т-лимфоцитов ИЛ-7 и НК-клеток ИЛ-
15. ИЛ-2, ИЛ-7 и ИЛ-15 имеют общую γ-цепь (бла-
годаря чему получили название семейства γс), что по-
зволяет им осуществлять свои функции через 
активацию сигнального пути JAK / STAT, вследствие 
этого активность данных цитокинов во многом пе-
рекрывается, тем не менее каждый из них играет свою 
биологическую роль [12]. Так, ИЛ-7 и ИЛ-15 играют 
важную, хотя и не исключительную, роль в фор-
мировании и выживании Т-клеток памяти. Гетеро-
генность субпопуляций НК также предполагает их 
различную чувствительность к разным цитокинам. 
Например, CD16 – CD56+-НК-клетки могут вызывать 
экспрессию pSTAT5 в ответ как на ИЛ-7, так и на ИЛ-15 
in vitro, тогда как CD16+CD56 – -НК-клетки отвечают 
только на ИЛ-15. ИЛ-2 и ИЛ-15, действующие на 
один β-рецептор (CD122), участвуют в инициальном 
Т-клеточном ответе на антиген, а также вызывают 
активацию и пролиферацию НК-клеток и усиливают 
их цитолитическую активность, реализуемую перфо-
рином и гранзимом В.

Важным этапом генерации ЛАК-клеток является 
экспансия, для которой предлагаются различные про-
токолы, в том числе без использования фидерных кле-
ток, а с помощью обработки НК-лимфоцитов ИЛ-15 
и ИЛ-21 [13]. Последний тоже относится к γс-ци то-
кинам и не только вызывает увеличение количества 
НК, но и усиливает их созревание и функциональную 
активность.

Уточнение значения цитокинов, применяемых 
в комплексе для стимуляции, и их взаимодействия 
представляется важным для разработки методов про-
тивоопухолевой клеточной иммунотерапии.

Цель настоящей работы – изучить влияние ИЛ-2, 
ИЛ-7, ИЛ-15 и их комбинаций на пролиферацию НК 

больных местно-распространенным РМЖ (II стадия) 
после иммуномагнитной сепарации данных клеток 
из общего пула лимфоцитов in vitro.

Материалы и методы
Выделение мононуклеарных клеток периферической 

крови (МНК). Материалом являлась периферическая 
кровь 10 больных РМЖ II стадии, проходивших ле-
чение в ФГБУ «Национальный медицинский иссле-
довательский центр онкологии» Минздрава России 
в отделении опухолей костей, кожи, мягких тканей 
и молочной железы. Забор крови проводили из лок-
тевой вены в объеме 32 мл в пробирки с фикол-
лом для выделения МНК (BD Vacutainer® CPT™, 
США, градиент плотности 1.077). Далее выделяли МНК 
и обогащали клеточную суспензию НК путем имму-
номагнитной сепарации колоночным методом, как 
описано ниже.

Негативная сепарация НК из МНК. Суспензию 
МНК центрифугировали при 300 g в течение 10 мин. 
Добавляли 3 мл буфера для сепарации (1 часть бычье-
го сывороточного альбумина + 20 частей промывоч-
ного раствора) к осадку клеток и считали их общее 
количество на автоматическом счетчике клеток EVE 
(NanoEnTek, Корея) с окрашиванием 0,4 % трипано-
вым синим. После подсчета клеток центрифугирова-
ли клеточную суспензию при 300 g в течение 10 мин. 
В зависимости от количества клеток добавляли  
40 мкл буфера для сепарации и 10 мкл связанных 
с биотином антител (NK Cell Biotin-Antibody Cocktail, 
human (кат. № 130-092-657), Miltenyi Biotec, США) 
на каждые 107 клеток. Ресуспендировали осадок кле-
ток и инкубировали в течение 5 мин при температу-
ре 2–8 °С. Добавляли 30 мкл буфера для сепарации 
и 20 мкл антибиотиновых микрочастиц на каждые 
107 клеток, пипетировали и инкубировали 10 мин при 
температуре 2–8 °С. Доводили общий объем суспен-
зии до 500 мкл буфером для сепарации и переносили 
на предварительно промытую 3 мл буфера для сепа-
рации LS-колонку (LS Columns (кат. № 130-042-401), 
Miltenyi Biotec, США), помещенную в магнитное 
поле сепаратора (Mini&MidiMACS Starting Kit (кат. 
№ 130-042-501), Miltenyi Biotec, США). Под колонкой 
располагали коллектор для эффлюента, представля-
ющий собой чистую пробирку объемом 15 мл. После 
прохождения суспензии однократно промывали ко-
лонку 3 мл буфера для сепарации. Эффлюент, содер-
жащий немеченые клетки (фракция, обогащенная 
НК-клетками), центрифугировали при 300 g в тече-
ние 10 мин. Полученный осадок ресуспендировали 
в 500 мкл питательной среды RPMI 1640 («Биолот», 
Россия) и определяли общее количество клеток на ав-
томатическом счетчике EVE. Часть клеток отбирали 
в отдельную микропробирку для дальнейшей про-
точной цитометрии.
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Культуральный этап. После сепарации клетки пас-
сировали в равной посевной дозе по 5 × 105 клеток / 
 лунка в 6-луночный планшет (Biofil, Китай). Клетки 
культивировали в питательной среде RPMI 1640 с до-
бавлением 10 % телячьей эмбриональной сыворотки 
(«Биолот», Россия) в течение 10 сут. В опытные лун-
ки добавляли от 1 до 3 цитокинов в концентрации 
40 нг / мл каждого: ИЛ-2, ИЛ-7, ИЛ-15, ИЛ-7 / ИЛ-15, 
ИЛ-2 / ИЛ-7 / ИЛ-15. Исследование проводилось с от-
рицательным контролем: НК после сепарации без 
воздействия цитокинами. Подсчет жизнеспособных 
клеток в опытных и контрольных образцах произво-
дили на 2, 3, 4, 5, 8, 9 и 10-е сутки после внесения 
цитокинов на автоматическом счетчике EVE с при-
менением 0,4 % трипанового синего.

Иммунофенотипирование клеток. Исследование 
фенотипа клеток проводили на этапе выделения 
МНК и на 10-е (итоговые) сутки после внесения ци-
токинов в опытные образцы на 6-цветном проточ-
ном цитофлуориметре BD FACSCanto II (Becton 
Dickinson, США) с использованием панели моно-
клональных антител к человеческим антигенам: CD3 
(FITC), CD16 / 56 (PE), CD45 (PerCP-Cy5-5), CD4 
(PE-Cy7), CD19 (APC), CD8 (APC–Cy7) (Becton Dic - 
kin son, США).

Исследование клеточного цикла. Исследование 
клеточного цикла проводили на 10-е сутки после 
культивирования с цитокинами. Для оценки ДНК 
в исследуемых клетках использовали CycleTEST 
PLUS DNA Reagent Kit (кат. № 340242, Becton Dickin-
son, США). Анализ образцов (не менее 20 000 клеток) 
после окрашивания пропидиум йодидом проводили 
на проточном цитофлуориметре BD FACS CantoII, 
обо рудованном модулем дискриминации дуплетов. 
Тестирование работы проточного цитофлуориметра 
проводили с использованием универсальных биоло-
гических частиц DNA QC Particles (кат. № 349523, 
Becton Dickinson, США). Данные обрабатывали с по-
мощью программного обеспечения ModFIT LT. Долю 
клеток с различным содержанием ДНК на гистограм-
мах рассчитывали как процент от общего числа про-
анализированных клеток. Долю клеток в разных фа-
зах клеточного цикла выражали в процентах.

Метод основан на растворении липидов клеточ-
ной мембраны неионным детергентом, разрушении 
клеточного цитоскелета и протеинов ядра трипсином, 
расщеплении клеточной РНК ферментом, и стаби-
лизации ядерного хроматина спермином. Пропиди-
ум йодид окрашивает хроматин; затем проводится 
измерение на проточном цитометре, обеспечиваю-
щем дискриминацию дуплетов. Ядра, окрашенные 
пропидиум йодидом, испускают свет с длиной волны 
от 580 до 650 нм. Детектор флуоресценции 2 (FL2) 
проточного цитофлуориметра, снабженный фильтром 
585 / 42, используется для анализа эмиссии света, 

испущенного окрашенными клетками в диапазоне 
от 564 до 606 нм.

Полученные гистограммы флуоресценции пре-
доставляют информацию о клетках с анеуплоидным 
содержанием ДНК. ДНК-индекс определяется деле-
нием среднего значения относительного содержания 
ДНК анеуплоидной популяции клеток в фазе G0 / G1 
на среднее значение G0 / G1 нормальной популяции. 
Коэффициент вариации для каждого пика G0 / G1 
отображается в отчете.

Статистический анализ. Оценку статистической 
достоверности различий в показателях между груп-
пами определяли по t-критерию Стьюдента. Данные 
выражали как средние значения ± ошибка среднего 
(M ± m). Кратность выборки составила 16, так как не-
которые образцы выполняли в нескольких повторах.

Результаты и обсуждение
Культуральный этап. Результаты, представленные 

в табл. 1, свидетельствуют о ряде статистически до-
стоверных различий между опытными и контроль-
ными пробами в разные сутки культивирования. Так, 
на 5-е сутки культивирования суспензии клеток под 
воздействием цитокинов количество клеток, выра-
женное в процентах от начального количества, было 
больше по сравнению с контролем (64,1 %) в образ-
цах с ИЛ-2 (97,2 %) и ИЛ-7 / ИЛ-15 (91,7 %) – в 1,5 
и 1,4 раза соответственно (р <0,05). После 9 сут куль-
тивирования статистически значимое превышение 
количества клеток по сравнению с контрольным 
образцом (54,9 %) наблюдали в образцах с ИЛ-2 
(86,2 %) – в 1,6 раза; ИЛ-15 (84,1 %) и ИЛ-7 / ИЛ-15 
(84,4 %) – в 1,5 раза (р <0,05).

В целом внесение цитокинов в образцы, обо-
гащенные НК-клетками, приводило к повышению 
доли этих клеток, что, несомненно, связано с индук-
цией их пролиферации. При этом добавление ИЛ-7 
в образцы с НК способствовало постепенному угне-
тению числа клеток и в последние 3 дня исследования 
показатели опускались ниже контрольных (рис. 1).

Таким образом, самостоятельное воздействие ИЛ-7 
привело к негативному эффекту на пролиферацию 
НК. Сочетанное действие ИЛ-7 / ИЛ-15 наряду с ИЛ-2 
показало наилучшие результаты на 10-е сутки куль-
тивирования. Внесение остальных цитокинов в ин-
дивидуальном порядке либо в комбинации приводи-
ло к сходному стимулирующему эффекту.

Иммунофенотипирование клеток. Анализ получен-
ных данных выявил ряд различий в экспрессии мем-
бранных рецепторов НК- и НКТ-клеток в опытных 
и контрольных образцах. Культивирование клеток 
с комбинацией цитокинов ИЛ-2 / ИЛ-7 / ИЛ-15 при-
водило к увеличению в 1,9 раза доли CD16+CD56+-клеток 
(НК) (35,9 %) в сравнении с контролем (18,2 %). Добав-
ление в опытные образцы ИЛ-7 / ИЛ-15 повышало 
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уровень данной субпопуляции в 2 раза (36,2 %). Наи-
большее количество CD16+CD56+-клеток, подтверж-
денное статистически, определяли в образцах с ИЛ-15 

(39,9 %) – увеличение в 2,2 раза, и с ИЛ-2 (45,6 %) – 
увеличение в 2,5 раза (p <0,05). При этом наличие 
в образце только ИЛ-7 приводило к уменьшению 

Таблица 1. Влияние различных цитокинов на пролиферацию исследуемых клеток in vitro

Table 1. The influence of various cytokines on the proliferation of the studied cells in vitro

Цитокины 
Cytokines

Доля от первоначально внесенных клеток (М ± m), % 
Percentage of originally introduced cells (M ± m), %

2-е сутки 
2nd day

3-и сутки 
3rd day

4-е сутки 
4th day

5-е сутки 
5th day

8-е сутки 
8th day

9-е сутки 
9th day

10-е сутки 
10th day

Контроль 
Control

117,7 ± 11,5 105,7 ± 13,4 88,8 ± 9,7 64,1 ± 8,4 65,9 ± 8,1 54,9 ± 7,2 45,9 ± 7,0

ИЛ-2 
IL-2

118,6 ± 7,9 109,6 ± 10,0 113,2 ± 9,2 97,2 ± 5,4* 73,6 ± 6,9 86,2 ± 7,3* 86,8 ± 7,8*

ИЛ-7 
IL-7

110,2 ± 6,5 99,8 ± 7,4 99,4 ± 6,2 71,6 ± 4,7 57,7 ± 7,9 42,7 ± 5,0 39,6 ± 7,6

ИЛ-15 
IL-15

110,6 ± 7,6 99,7 ± 8,2 91,3 ± 6,4 78,8 ± 5,0 68,8 ± 6,2 84,1 ± 5,4* 76,4 ± 10,8*

ИЛ-7/ИЛ-15 
IL-7/IL-15

110,9 ± 9,2 97,3 ± 6,7 91,8 ± 6,0 91,7 ± 5,2* 77,1 ± 6,5 84,4 ± 8,2* 85,6 ± 10,6*

ИЛ-2/ИЛ-7/ИЛ-15 
IL-2/IL-7/IL-15

102,7 ± 7,0 100,5 ± 8,6 89,5 ± 7,2 83,8 ± 6,5 77,1 ± 4,7 75,5 ± 9,2 75,8 ± 6,9*

*Достоверные отличия от контрольного образца (р <0,05). 
*Significant differences from the control sample (p <0.05).
Примечание. Данные в таблице представлены в виде среднего значения (M) ± ошибка среднего значения (m). За 100 % 
принимали количество клеток при посеве − 5 × 105 клеток на лунку 6-луночного планшета. 
Note. The data in the table are presented as an average value (M) ± error of the average (m). The number of cells at seeding was taken as 100 % –  
5 × 105 cells per well of a 6-hole plate.

Рис. 1. Количество исследуемых клеток в процентах от первоначального значения по дням культивирования. Количество клеток в 1-й день 
культивирования соответствует посевной дозе и принимается за 100 %

Fig. 1. The number of studied cells as a percentage of the initial value for days of cultivation. The number of cells on the first day of cultivation corresponds 
to the inoculation dose and is taken as 100 %
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уровня данных клеток (15,6 %) ниже контрольных 
значений в 1,2 раза (рис. 2).

Исследование уровня CD3+CD16+CD56+-клеток 
(НКТ) выявило значительное повышение уровня 
данной субпопуляции в опытных образцах по срав-
нению с контролем, где он составлял 0,4 %. Так, 
при культивировании с ИЛ-7 доля клеток повыша-
лась в 2,25 раза (до 0,9 %). Действие ИЛ-7 / ИЛ-15 
приводило к увеличению НКТ в 3,15 раза – до 1,26 % 
(p <0,05). Как и при исследовании CD16+CD56+-кле-
ток, наиболее высокие значения CD3+CD16+CD56+- 
клеток определялись при внесении ИЛ-2 и ИЛ-15. 
В 5,15 раза возрастала доля НКТ (2,06 %) после воз-
действия ИЛ-2 (p <0,05), а добавление ИЛ-15 вызы-
вало повышение их уровня до 2,2 %, т. е. в 5,5 раза 
(p <0,05). Несмотря на слабое стимулирующее дей-
ствие ИЛ-7 на пролиферацию НКТ, в комбинации 
с ИЛ-2 и ИЛ-15 (ИЛ-2 / ИЛ-7 / ИЛ-15) наблюдали 
прирост данных клеток (2,46 %) в 6,15 раза (p <0,05) 
(рис. 3).

Различают 2 типа НКТ: инвариантные, выполня-
ющие цитотоксическую функцию и распознающие 
гликолипидные антигены, связанные с молекулой 
CD1d – аналогом молекулы MHC; и НКТ II типа 
(большинство всех НКТ у человека) – продуценты 
цитокинов, осуществляющие регуляторную функцию 
при опухолевых и аутоиммунных заболеваниях [14]. 
Инвариантные НКТ экспрессируют только 1 вид Т-кле-
точного рецептора (TCR) α-цепи (Vα24JαQTCRα), 

в отличие от НКТ II типа, экспрессирующих различ-
ные TCRα-цепи [15].

При острых тяжелых воспалительных процессах 
наблюдалось увеличение доли НКТ в перифериче-
ской крови больных, которое сопровождалось сни-
жением количества В-клеток и CD3+CD4+-Т-хелпер-
ных лимфоцитов, что свидетельствовало о переходе 
воспаления в хроническую форму [16].

Во время развития злокачественной опухоли 
у больных отмечается угнетение инвариантных НКТ, 
при этом повышается уровень НКТ II типа. Подавле-
ние активности инвариантных НКТ клетками НКТ 
II типа связывают с прогрессированием опухолевого 
роста [17, 18].

В исследовании А. А. Боруновой и соавт. у всех 
больных метастатической меланомой кожи с повы-
шенным содержанием НКТ в ходе иммунотерапии 
отмечали прогрессирование в период до 2 лет, одна-
ко прогрессирование отмечалось и у больных с нор-
мальным содержанием НКТ [15]. В противополож-
ность этому, увеличение популяции НКТ при других 
нозологических формах и ином противоопухолевом 
лечении, например химиотерапии, являлось благо-
приятным прогностическим критерием, как было 
установлено при исследовании больных РМЖ [19].

Функциональная гетерогенность НКТ, в част-
ности их способность активировать и подавлять 
противоопухолевый иммунный ответ, предполагает 
возможность использования данной клеточной 
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Рис. 2. Доля CD16+CD56+-клеток через 10 сут сокультивирования 
с цитокинами. Звездочкой отмечены достоверные отличия от кон-
трольного образца (р <0,05)

Fig. 2. The proportion of CD16+CD56+-cells after 10 days of co-cultivation 
with cytokines. The asterisk marks significant differences from the control 
sample (p <0.05)

Рис. 3. Доля CD3+CD16+CD56+-клеток через 10 сут сокультивиро-
вания с цитокинами. Звездочкой отмечены достоверные отличия 
от контрольного образца (р <0,05)

Fig. 3. The proportion of CD3+CD16+CD56+-cells after 10 days of co-cul-
tivation with cytokines. The asterisk marks significant differences from 
the control sample (p <0.05)
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суб популяции в качестве модели клеточной терапии, 
а также прогностического критерия течения заболе-
вания [20]. Несомненно, изучение субпопуляций НК, 
в частности НКТ, и путей их активации является важ-
ным аспектом иммунологических исследований 
при онкологических заболеваниях.

Исследование клеточного цикла. При исследова-
нии индекса ДНК обнаружено, что клетки во всех 
пробах являлись диплоидными, что и предполага-
лось, так как лимфоциты являются стандартом ди-
плоидных клеток при проведении данного теста (рис. 4). 
Анализ распределения клеток по фазам клеточного 
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Рис. 4. Исследование клеточного цикла в образцах через 10 сут сокультивирования с цитокинами: а – контрольный образец; б – сокульти-
вирование с ИЛ-2; в – сокультивирование с ИЛ-7; г – сокультивирование с ИЛ-15; д – сокультивирование с ИЛ-7 / ИЛ-15; е – сокультиви-
рование с ИЛ-2 / ИЛ-7 / ИЛ-15

Fig. 4. Study of the cell cycle in samples after 10 days of co-cultivation with cytokines: a – control sample; б – co-cultivation with IL-2; в – co-cultiva-
tion with IL-7; г – co-cultivation with IL-15; д – co-cultivation with IL-7 / IL-15; е – co-cultivation with IL-2 / IL-7 / IL-15
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цикла (табл. 2) установил, что в контроле основная 
масса клеток (99,77 %) находилась в G0 / G1-фазе. Про-
центное соотношение клеток в G0 / G1-фазе во всех 
опытных образцах статистически достоверно отли-
чалось от контрольных проб. Минимальные различия 
были обнаружены после культивирования с ИЛ-7, 
доля таких клеток составляла 97,45 % и была меньше 
в 1,02 раза, чем в контроле (р <0,05). В остальных 
опытных пробах наблюдали меньшее количество кле-
ток в покоящемся состоянии. Добавление только ИЛ-
2 приводило к снижению числа клеток в данной фазе 
по сравнению с контролем в 1,27 раза (до 78,61 %); 
комбинации ИЛ-2 / ИЛ-7 / ИЛ-15 – в 1,32 раза (до 75,58 %); 
сочетанное воздействие ИЛ-7 и ИЛ-15 вызвало сни-
жение количества покоящихся клеток в 1,38 раза 
(до 72,09 %), а воздействие только ИЛ-15 – в 1,41 раза 
(до 70,92 %) (р <0,05).

Скорость пролиферации исследуемых клеток 
определяли по доле клеток в S-фазе. В контрольных 
пробах скорость пролиферации составила 0,19 %, что 
было значительно ниже данного показателя, реги-
стрируемого во всех пробах с добавлением цитокинов. 
Различия между контролем и опытными образцами 
были статистически подтверждены. После культиви-
рования исследуемых клеток с ИЛ-7 скорость про-
лиферации была больше в 12,5 раза (2,37 %) в срав-
нении с контролем (р <0,05). Остальные опытные 
пробы превышали контрольные значения по данно-
му показателю более чем в 100 раз. Разница между 

контролем и пробой, культивированной с ИЛ-2, со-
ставила 111,8 раза, с ИЛ-2 / ИЛ-7 / ИЛ-15 – 127,1 раза, 
с ИЛ-7 / ИЛ-15 – 145,2 раза, максимальный показа-
тель скорости пролиферации выявлен после культи-
вирования с ИЛ-15 – 151,5 раза (р <0,05).

Индекс пролиферации в исследуемых пробах оце-
нивали по доле клеток в фазах G2 / M + S. Уровень 
данного показателя также статистически достоверно 
различался между опытными пробами и контролем. 
Как и при оценке скорости пролиферации, мини-
мальный индекс пролиферации клеток определяли 
в контроле (0,22 %). Добавление ИЛ-7 способство-
вало повышению данного показателя в 11,6 раза, со-
ставляя 2,55 % (р <0,05), культивирование с ИЛ-2 – 
в 97,2 раза (21,39 %) (р <0,05). Более чем в 100 раз 
увеличивались значения индекса пролиферации в срав-
нении с контролем при культивировании с ИЛ-15 
в комбинации с другими цитокинами и без них (с ИЛ-2 / 
 ИЛ-7 / ИЛ-15 – 24,42 %, с ИЛ-7 / ИЛ-15 – 27,90 %, 
с ИЛ-15 – 29,08 %) (р <0,05).

Как известно, нормальные (не трансформиро-
ванные) диплоидные клетки проходят через 4 фазы: 
G1, S, G2 и M. При отсутствии репликации дипло-
идные клетки находятся в покоящемся состоянии, 
или в фазе G0 клеточного цикла. ДНК содержится 
в парных хромосомах и ее количество соответствует 
2С. На начальной стадии деления клетки вступают 
в фазу G1 клеточного цикла, где происходит синтез 
РНК и протеинов, при этом содержание ДНК равно 

Таблица 2. Анализ клеточного цикла исследуемых клеток после воздействия цитокинами

Table 2. Analysis of the cell cycle of the studied cells after effect of cytokines

Цитокины 
Cytokines

Доля от общего количества клеток (М ± m), % 
Percentage of the total number of cells  (M ± m), % ИП = G2/M + S 

IP = G2/M + S
G0/G1-фаза 
G0/G1-phase

G2/M-фаза 
G2/M-phase

S-фаза 
S-phase

Контроль 
Control

99,77 ± 0,19 0,03 ± 0,02 0,19 ± 0,19 0,22 ± 0,19

ИЛ-2 
IL-2

78,61 ± 3,63* 0,14 ± 0,07 21,25 ± 3,65* 21,39 ± 3,63*

ИЛ-7 
IL-7

97,45 ± 0,96* 0,18 ± 0,15 2,37 ± 1,02* 2,55 ± 0,96*

ИЛ-15 
IL-15

70,92 ± 4,15* 0,28 ± 0,17 28,79 ± 4,29* 29,08 ± 4,15*

ИЛ-7/ИЛ-15 
IL-7/IL-15

72,09 ± 3,32* 0,32 ± 0,17 27,58 ± 3,41* 27,90 ± 3,32*

ИЛ-2/ИЛ-7/ИЛ-15 
IL-2/IL-7/IL-15

75,58 ± 3,27* 0,27 ± 0,10* 24,15 ± 3,29* 24,42 ± 3,27*

*Достоверные отличия от контрольного образца (р <0,05). 
*Significant differences from the control sample (p <0.05).
Примечание. Данные в таблице представлены в виде среднего значения (М) ± ошибка среднего значения (m). ИП – индекс 
пролиферации. 
Note. The data in the table are presented as an average value (M) ± error of the average (m). IP is the index of proliferation.
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2С. Стадии G0 и G1 объединяют и обозначают как 
G0 / G1, так как содержание ДНК в них одинаковое 
(2С). Синтез ДНК, или S-фаза, начинается с репли-
кации молекул ДНК и продолжается до ее удвоения, 
содержание ДНК становится 4С. Далее клетки пере-
ходят в фазу G2, в которой происходит подготовка 
к делению; содержание ДНК при этом не изменяется 
и остается 4С. В процессе М-фазы клетки претерпе-
вают деление, или митоз. Содержание ДНК остается 
4С до тех пор, пока клетка не разделится на 2 дочер-
ние клетки, в каждой из которых содержание ДНК 
будет 2С [21].

Фаза G2 / M является 1 из 2 контрольных точек 
(чекпойнтов) клеточного цикла, используемых для 
мониторинга повреждений ДНК и ее восстановления 
[22]. Клетки, которые не проходят эту конт рольную 
точку, демонстрируют накопление ДНК в фазе G2 
и снижение в фазе M, называемое «арест G2 / M» [23], 
что предотвращает митоз и тем самым ингибирует 
пролиферацию [24].

В результате исследования клеточного цикла мы 
установили способность исследуемых клеток к про-
лиферации после 10 сут культивирования с цитоки-
нами. При этом в контрольных пробах без добавления 
цитокинов практически все клетки находились в со-
стоянии покоя. Культивирование лимфоцитов пери-
ферической крови в течение 10 сут является длитель-
ным для данного типа клеток, и предполагает 
снижение способности к делению при отсутствии 
дополнительных стимулов. Известно, что митогенная 
стимуляция предполагает 3-дневное, а антигенная – 
7-дневное культивирование [25, 26], хотя в последнем 
случае, поскольку исследуется специфический ответ, 
рассматривается пролиферация Т-лимфоцитов, 
а не НК. Длительность экспансии при культивиро-
вании НК составляет около 2 нед, а для цитокиновой 
стимуляции субпопуляции НК, подобных клеткам 
памяти, используется несколько циклов рестимуля-
ции [27].

Согласно проведенному нами анализу клеточно-
го цикла, максимальные значения уровня исследуе-
мых клеток в фазе G2 / M показаны в пробах с ИЛ-15, 
как при одиночном воздействии, так и в комбинации 
с другими цитокинами (ИЛ-7 / ИЛ-15 и ИЛ-2 / ИЛ-7 / 
 ИЛ-15). Судя по количеству клеток в S-фазе, макси-
мальным стимулятором скорости пролиферации так-
же оказался ИЛ-15; в меньшей степени скорость 
пролиферации усиливается и содержащими ИЛ-15 
комбинациями цитокинов, примененными нами, 

вероятно, за счет наличия в них ИЛ-7, угнетающего 
или, по крайней мере, не поддерживающего проли-
ферацию исследованных нами лимфоцитов.

Заключение
Нами был применен ряд вариантов, включающих 

культивирование сепарированных лимфоцитов (обо-
гащенных НК-клетками) больных РМЖ, как с 1 из 
γс-цитокинов, так и с комплексом из 2–3. Несмотря 
на активную индукцию пролиферации, вызванную 
ИЛ-2 и ИЛ-15, через 10 сут непрерывного воздей-
ствия одним ИЛ-15 на сепарированные НК ско-
рость и индекс пролиферации были выше, чем после 
культивирования с ИЛ-2. Таким образом, среди всех 
исследованных в нашей работе цитокинов и их ком-
бинаций только ИЛ-15 вызывает наиболее пролон-
гированную активацию НК. Он представляется наи-
более перспективным для этой цели, поскольку 
стимулирует широкий спектр иммунокомпетентных 
клеток: НК, антигенспецифические Т-лимфоциты, 
включая долгоживущие Т-клетки памяти; важным 
свойством является и его способность вызывать их 
миграцию из крови в ткани. Для нас особенно важно, 
что он обеспечивает выживаемость НК-клеток при 
длительном культивировании, а в литературе описана 
и его способность обеспечивать выживание НКТ-кле-
ток in vivo через механизм аутофагии [28].

ИЛ-7 в наших опытах проявлял минимальное, 
и не во всех тестах, и не во все сроки исследования, 
стимулирующее действие на пролиферацию выде-
ленных клеток, хотя при наличии среди них значи-
тельной доли НКТ-клеток, в частности инвариант-
ных, оптимальными могут оказаться сочетания 
цитокинов, включающие ИЛ-7, так как именно он 
является стимулятором их пролиферации [29].

С учетом обычно непродолжительной выживае-
мости стимулированных лимфоцитов in vivo иссле-
дования развиваются в направлении ее повышения, 
например путем создания рекомбинантной фьюжен- 
структуры, в состав которой входят ИЛ-7 и ИЛ-15, 
из чего следует эффективность такой комбинации. 
Лимфоциты, полученные после стимуляции кон-
струкцией из обоих цитокинов, дольше сохраняли 
жизнеспособность, активность, интенсивно инфиль-
трировали опухоль [30].

Таким образом, нами получена максимальная 
стимуляция пролиферации НК, сепарированных из 
крови больных РМЖ, при стимуляции in vitro ИЛ-15 
и комбинациями γс-цитокинов, включающих его.
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