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Введение. Одним из подходов для обогащения популяций натуральных киллеров (НК) и натуральных киллеров 
Т-клеток (НКТ-клеток) для последующей CAR-терапии (CAR – химерный рецептор антигена) является культиви-
рование в присутствии определенных цитокинов и / или фидерных клеток.
Цель исследования – оценка воздействия на НК- и НКТ-клетки комбинаций интерлейкинов (ИЛ): ИЛ-2 + ИЛ-15, 
ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21 или только ИЛ-2 при длительном культивировании в присутствии аутологичных фидерных 
клеток, в качестве которых выступали необлученные Т-лимфоциты, активированные моноклональными анти-
телами (МАТ).
Материалы и методы. В качестве источника мононуклеарных клеток человека использовали периферическую 
кровь и лейкоцитарно-тромбоцитарный концентрат. После выделения мононуклеарных клеток проводили ак-
тивацию полученной культуры лимфоцитов с помощью сорбированных МАТ к CD3- и CD28-рецепторам. Затем 
осуществляли культивирование активированных лимфоцитов в присутствии ИЛ-2 + ИЛ-15, ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21 
или только ИЛ-2, периодически оценивая прирост общего количества клеток, экспрессию поверхностных мар-
керов и цитотоксическую активность.
Результаты. При использовании комбинации ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21 наблюдали наибольший прирост клеток 
и максимальную цитотоксичность, доля НКТ-клеток (CD3+CD56+) к концу срока культивирования также была 
наибольшей относительно других режимов культивирования и составила 59 %. В присутствии комбинации ИЛ-2 
и  ИЛ-15  определяли  более  низкую  цитотоксичность  культивируемых  лимфоцитов  по  сравнению  с  другими 
вариантами эксперимента, что может быть связано с истощением клеточной популяции. Согласно данным ли-
тературы, добавление в культуральную среду ИЛ-21, вероятно, нивелирует данное отрицательное воздействие 
ИЛ-15.
Заключение. С учетом динамики пролиферации, рецепторного профиля и цитотоксичности культивируемых 
лимфоцитов можно заключить, что комбинация цитокинов, состоящая из ИЛ-2, ИЛ-15 и ИЛ-21, является наи-
более эффективной для обогащения популяции НКТ-клеток при стимуляции МАТ и в присутствии аутологичных 
активированных Т-лимфоцитов. Для максимально эффективного получения популяции НК-клеток требуется 
использование других фидерных клеток, вероятно, опухолевого происхождения, либо иных протоколов экс-
пансии.

Ключевые слова: CAR-НК-клетки, CAR-НКТ-клетки, CAR-терапия, интерлейкин 21, интерлейкин 15

Для цитирования: Фёдорова П. О., Чикилева И. О. Оценка воздействия различных комбинаций интерлейкинов 
на пролиферацию и цитотоксичность клеток – натуральных киллеров. Российский биотерапевтический журнал 
2025;24(2):22–31.
DOI: https://doi.org/10.17650/1726-9784-2025-24-2-22-31

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


23

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 2'2025  ТОм 24    vol. 24

Оригинальные статьи | Original reports

Evaluation of the effects of different interleukin combinations on proliferation 
and cytotoxicity of natural killer cells

Polina O. Fedorova1–3, Irina O. Chikileva1

1N.N. Blokhin National Medical Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia; 
2I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera; 5A Maly Kazenny Lane, Moscow 105064, Russia; 
3I.M. Sechenov First Moscow State Medical University, Ministry of Health of Russia; Bld. 2, 8 Trubetskaya St., Moscow 119048, 
Russia

C o n t a c t s :  Polina Olegovna Fedorova ppolite@mail.ru

Background.  One  of  the  approaches  to  expand  natural  killer  (NK)  and  NKT  cells  for  subsequent  CAR  (chimeric 
antigen receptor) therapy is cultivation in the presence of certain cytokines and / or feeder cells.
Aim. To evaluate the effect of combinations of interleukin (IL): IL-2 + IL-15, IL-2 + IL-15 + IL-21 or IL-2 alone on 
NK  and  NKT  cells  during  long-term  cultivation  in  the  presence  of  autologous  feeder  cells,  which  were  non-
irradiated T lymphocytes activated by monoclonal antibodies (mAbs).
Materials and methods. Peripheral blood and leukocyte-platelet concentrate were used as a source of peripheral 
blood mononuclear cell. After peripheral blood mononuclear cell isolation, the lymphocyte culture was activated 
using adsorbed mAbs to CD3 and CD28 receptors. Then, activated lymphocytes were cultured in the presence of 
IL-2 + IL-15, IL-2 + IL-15 + IL-21, or IL-2 alone, periodically assessing the increase in the total number of cells, 
expression of surface markers, and cytotoxic activity.
Results. Using the combination of IL-2 + IL-15 + IL-21, the greatest increase in cells and maximum cytotoxicity 
were observed; the proportion of NKT cells (CD3+CD56+) by the end of the cultivation was also the highest compared 
to other  cultivation modes and amounted  to 59 %.  In  the presence of  a  combination of  IL-2 and  IL-15,  lower 
cytotoxicity of the cultured lymphocytes was determined compared to other experimental options, which may be 
due to exhaustion of the cell population. Based on the literature data, the addition of IL-21 to the culture medium 
probably neutralizes this negative effect of IL-15.
Conclusion. Based on the dynamics of proliferation, receptor expression and cytotoxicity of cultured lymphocytes, 
it  can  be  concluded  that  the  cytokine  combination  consisting  of  IL-2,  IL-15  and  IL-21  is  most  effective  for 
enriching  the  NKT  cell  population  upon  stimulation  with  mAb  and  in  the  presence  of  autologous  activated 
T lymphocytes. For the most effective generation of the NK cell population, it is necessary to use other feeder cells, 
probably of tumor origin, or other expansion protocols.
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Введение
Адоптивная иммунотерапия, применяемая 

для лечения онкологических заболеваний, вызвала 
значительный прогресс в эффективности лечения 
рака, особенно В-клеточных лимфом, при иммуно-
терапии которых ремиссия наступает у 25–50 % па-
циентов. Так, терапия на основе химерного рецепто-
ра антигена (CAR) направлена на повышение 
способности иммунных клеток распознавать опухо-
леассоциированные антигены и уничтожать опухо-
левые клетки [1]. CAR-лимфоциты экспрессируют 
на своей поверхности химерный рецептор к опухо-
леассоциированным антигенам, причем генетическая 
последовательность, кодирующая данный рецептор, 
вводится лимфоцитам посредством различных методов 
генетической модификации в условиях in vitro [2].

В настоящее время клеточная терапия на основе 
CAR-T-лимфоцитов с успехом применяется для ле-
чения хронического лимфоцитарного лейкоза, остро-

го лимфобластного В-клеточного лейкоза и диффуз-
ной В-клеточной крупноклеточной лимфомы [3]. 
Терапия на основе Т-лимфоцитов, экспрессирующих 
CAR, показала высокие клинические результаты 
при гематологических злокачественных новообразо-
ваниях, применение CAR-T-лимфоцитов для лечения 
солидных опухолей различного генеза находится 
на стадии клинических испытаний [4]. Тем не менее 
данный подход к иммунотерапии рака имеет ряд не-
достатков и ограничений. Проявление токсической 
реакции в тканях, не пораженных опухолью (главным 
образом нейротоксичность), и развитие синдрома 
высвобождения цитокинов представляют собой ос-
новные побочные явления, ограничивающие тера-
певтический индекс и, как следствие, его терапевти-
ческое применение [5]. К нежелательным реакциям 
также относится миграция CAR-Т-клеток за пределы 
опухоли, синдром распада злокачественной опухоли 
и цитопения [6]. Другим недостатком применения 
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CAR-Т-терапии является необходимость тщательной 
оценки степени совместимости донора и реципиен-
та по системе главных лейкоцитарных антигенов че-
ловека (HLA-антигенам). Выбор аутологичного 
источника Т-клеток бывает затруднительным ввиду 
иммуносупрессивного воздействия химио-, лучевой 
терапии или подавления иммунитета опухолью. 
Вследствие этого процесс создания индивидуально-
го биомедицинского клеточного продукта (и-БМКП) 
на основе CAR-Т-лимфоцитов длительный и трудо-
емкий ввиду подбора подходящего донора клеток 
(персонализированный), что влияет на стоимость ле-
чения и сроки начала введения пациенту и-БМКП.

В качестве способа преодоления существующих 
проблем CAR-T-терапии предлагается использование 
в качестве клеток-эффекторов других клеток иммун-
ной системы, обладающих цитотоксическими свой-
ствами, – натуральных киллеров (НК) и натуральных 
киллеров Т-клеток (НКТ-клеток). CAR-терапия на 
основе НК-клеток не требует подбора донора по си-
стеме HLA [7], поэтому БМКП в данном случае могут 
изготавливаться заранее, в больших количествах, а за-
тем проходить этап криоконсервации. Таким образом, 
пациент может незамедлительно начать проходить курс 
иммунотерапии, кроме того, стоимость клеточного 
продукта за счет массового производства препарата бу-
дет снижена. Существенными достоинствами НК-кле-
ток при их использовании в иммунотерапии являются 
распознавание нормальных клеток с помощью группы 
KIR-рецепторов (killer-cell immunoglobulin-like 
receptors) клеток и осуществление эффекторной функ-
ции 2 различными механизмами: путем секреторного 
и несекреторного лизиса [8]. Кроме того, при введении 
пациентам популяции НК не наблюдается выраженных 
побочных эффектов [9]. Тем не менее относительно 
Т-лимфоцитов НК-клетки хуже поддаются генетиче-
ским модификациям, имеют короткий жизненный 
цикл и ограниченную экспансию зрелой популя-
ции [10]. Следовательно, in vitro экспансия НК-клеток 
и поддержание их цитотоксической функции являются 
важным этапом при разработке CAR-НК-клеток.

Использованию НКТ-клеток для CAR-терапии 
способствуют следующие свойства данной популя-
ции: мощная противоопухолевая активность посред-
ством прямой цитотоксичности или активации 
αβT-клеток, снижение ингибирующей активности 
опухолеассоциированных макрофагов и миелоидных 
супрессорных клеток, а также отсутствие риска раз-
вития реакции «трансплантат против хозяина» ввиду 
активации через ингибирующие рецепторы НК [11]. 
Несмотря на многообещающие результаты исследо-
ваний CAR-НКТ-клеток в доклинических и клини-
ческих исследованиях, существует несколько труд-
ностей при разработке технологии подобного рода. 
Например, незначительное количество НКТ-клеток 

в периферической крови человека требует использо-
вания методик для экспансии НКТ-клеток in vitro.

Согласно данным литературы, существует 3 под-
хода к обогащению популяций НК- и НКТ-клеток: 
использование специфических веществ – активато-
ров пролиферации, культивирование в присутствии 
определенных цитокинов или соинкубация с фидер-
ными клетками [12]. Исторически первым цитоки-
ном, который начали применять для повышения 
цитотоксичности НК-клеток как in vivo, так и ex vivo, 
был интерлейкин (ИЛ) 2. При использовании ИЛ-2 
в низких дозах наблюдаются экспансия НК-клеток 
и увеличение их противоопухолевой активности [13]. 
ИЛ-2 вызывает повышенную секрецию цитокинов 
НК, усиливает внутриклеточную передачу сигналов 
STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) / 
 AKT (protein kinase B) и активирует группу различных 
рецепторов естественной токсичности и NKG2D- 
рецептор (natural killer group 2, member D) [13]. 
ИЛ-2-активированные НК-клетки проявляют гораз-
до более высокую цитотоксическую активность в от-
ношении культуры-мишени K562 и более высокую 
жизнеспособность после криоконсервации по срав-
нению с нестимулированными НК-клетками [14]. 
Другим цитокином, который играет важную роль 
в активации НК-клеток, является ИЛ-15. Он способ-
ствует выживаемости НК, увеличивает продолжи-
тельность жизни и противоопухолевую активность 
НКТ-клеток [15]. Для экспансии НК-клеток также 
используют ИЛ-21, который участвует в дифферен-
цировке НК-клеток из гемопоэтических стволовых 
и прогениторных клеток и усиливает цитотоксич-
ность и секрецию цитокинов [16]. Помимо того, для 
экспансии НК-клеток применяют ИЛ-12 и ИЛ-18, 
которые повышают эффекторные функции и участ-
вуют в формировании цитокин-индуцированной 
субпопуляции НК-клеток памяти [17].

В качестве фидерных клеток используют аутоло-
гичные или аллогенные источники клеток, которые 
до соинкубации с НК-клетками проходят процесс 
иррадиации или обработки митостатиками для бло-
кировки их клеточного деления. В качестве аллогенных 
фидерных клеток рассматриваются опухолевые линии, 
являющиеся естественной мишенью для НК-клеток 
или экспрессирующие трансгенные мембраносвязан-
ные лиганды для распознавания НК-клетками [18]. 
Аутологичные фидерные клетки – популяции иммун-
ных клеток, выделяемые одновременно из того же 
источника, что и НК. Так, данные клетки выделяют 
спектр необходимых цитокинов, а также способствуют 
активации НК- и НКТ-клеток посредством прямого 
межклеточного взаимодействия [33].

В данном исследовании проводили культивирова-
ние НК- и НКТ-клеток в присутствии необлученных 
аутологичных фидерных клеток, в качестве которых 
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выступали Т-клетки, активированные моноклональ-
ными антителами (МАТ) к CD3- и CD28-рецепторам.

Цель исследования – оценка воздействия на НК- 
и НКТ-клетки комбинаций: ИЛ-2 + ИЛ-15, ИЛ-2 + 
ИЛ-15 + ИЛ-21 или только ИЛ-2 при длительном 
культивировании в присутствии аутологичных фи-
дерных клеток, в качестве которых выступали необлу-
ченные Т-лимфоциты, активированные МАТ.

Материалы и методы
Выделение мононуклеарных клеток  
из периферической крови и лейкоцитарно- 
тромбоцитарного концентрата
Выделение мононуклеарных клеток (МНК) из пе-

риферической крови и лейкоцитарно-тромбоцитар-
ного концентрата проводили с использованием ме-
тода седиментации в одноступенчатом градиенте 
плотности фиколла (р = 1,077 г / см3). Кровь из про-
бирок, содержащих этилендиаминтетрауксусную кис-
лоту, разводили в 2 раза раствором Хенкса («ПанЭко», 
Россия). При выделении клеток из лейкоцитарно- 
тромбоцитарного концентрата его центрифугирова-
ли в течение 10 мин при 1500 g и температуре 23 ºC, 
отбирали лейкоцитарный слой и разводили его сре-
дой (раствором Хенкса) в 3 раза. Затем независимо 
от источника МНК образцы наслаивали на 1,5 мл 
фиколла (Ficoll Paque, GE Healthcare, США) и цен-
трифугировали в течение 25 мин при 1500 g и темпе-
ратуре 23 ºC. Отбирали слой МНК и осуществляли 
3-кратную отмывку раствором Хенкса, центрифуги-
руя в течение 5 мин при 1500 g, температуре 23 ºC 
и каждый раз отбирая после этого надосадочную 
жидкость. Далее проводили подсчет живых клеток 
с использованием красителя трипанового синего 
(«ПанЭко», Россия), окрашивающего нежизнеспо-
собные клетки с поврежденной мембраной, в авто-
матическом счетчике клеток Luna II (Logos biosystems, 
Республика Корея). Показатель жизнеспособности 
>90 %, определяемый автоматически как отношение 
живых клеток к общему количеству клеток, выражен-
ное в процентах, считали удовлетворительным. Клет-
ки доводили до рабочей концентрации 3,5–4 × 106 / мл 
с помощью питательной среды DMEM (Dullbecco’s 
modified Eagle’s medium), содержащей 4,5 г / л глюко-
зы («ПанЭко», Россия) и 10 % фетальной бычьей 
сыворотки (FBS) (HyClone, США), пенициллин- 
стрептомицин («ПанЭко», Россия). После этого све-
жевыделенные МНК подвергали активации.

Сорбция моноклональных антител для 
последующей активации мононуклеарных клеток
Для активации МНК использовали МАТ к CD3- 

и CD28-рецепторам (BioLegend, США) в концентрации 
2,5 мкг / мл анти-CD3-антител и 5 мкг / мл анти- CD28-
антител. Для достижения заданной концентрации 

антител готовили их растворы в стерильном фосфат-
ном буферном солевом растворе (ФСБ) и добавляли 
по 1 мл / лунку в стерильный 12-луночный культураль-
ный планшет (SPL life Sciences, Республика Корея). 
Затем проводили инкубацию в течение 5 ч с последу-
ющей трехкратной отмывкой от несвязавшихся анти-
тел с помощью 1 % раствора бычьего сывороточного 
альбумина (Sigma, Roedermark, Germany) в ФСБ.

Активация свежевыделенных мононуклеарных 
клеток
При активации МАТ суспензию свежевыделен-

ных МНК вносили к сорбированным антителам 
в концентрации 3,5–4 × 106 / мл и инкубировали в те-
чение 48 ч при температуре 37 ºC в СО

2
-инкубаторе 

модели SCO5A (Sheldon Manufacturing Inc, США).

Культивирование лимфоцитов
Культивирование лимфоцитов проводили в течение 

21 дня с момента выделения МНК. Клетки культи-
вировали в 12- и 6-луночных культуральных планше-
тах (SPL life Sciences, Республика Корея) в присут-
ствии питательной среды DMEM c 4,5 г / л глюкозы, 
10 % FBS, 250–500 IU / мл человеческого рекомбинант-
ного ИЛ-2 (Xuri, Китай), 10 нг / мл человеческого ре-
комбинантного ИЛ-15 (Sci-Store, Россия), 20 нг / мл 
человеческого рекомбинантного  ИЛ-21 (Peprotech, 
США) при температуре 37 ºC в СО

2
-инкубаторе. Каж-

дые 1–2 дня с помощью световой микроскопии про-
изводили контроль фенотипических характеристик 
лимфоцитов и визуальный контроль отсутствия ми-
кробной контаминации. С использованием трипа-
нового синего и автоматического счетчика клеток 
проводили оценку жизнеспособности и количества 
культивируемых клеток на 3, 7, 11, 14, 18 и 21-е сутки 
культивирования. Показатель жизнеспособнос-
ти >90 % считали удовлетворительным. Концентра-
цию клеток при культивировании поддерживали 
в диапазоне от 3 × 105 / мл до 1 × 106 / мл.

Определение количества лимфоцитов
Подсчет живых культивируемых клеток проводи-

ли с использованием красителя трипанового синего 
(«ПанЭко», Россия) в автоматическом счетчике кле-
ток Luna II (Logos biosystems, Республика Корея). 
Для дальнейшего расчета допускались только живые 
клетки. Общее количество клеток определяли по сле-
дующей формуле:

Общее количество клеток к n-дню, млн/мл = 
количество клеток в m-день при подсчете, млн/мл ×  

            ×
  

количество клеток  
в n-день при подсчете, млн/мл 

количество клеток в m-день 
при посеве, млн/мл

 
, (1)
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где n – день культивирования, в который проводят 
определение общего количества клеток; m – преды-
дущий день подсчета и посева клеток относительно 
n-дня.

Культивирование культур клеток
В работе использовали опухолевую линию клеток 

HG3, полученную из коллекции клеточных культур 
НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина. При работе 
с культурой HG3 использовали питательную среду 
RPMI 1640, содержащую 4,5 г / л глюкозы, 10 % FBS 
и пенициллин-стрептомицин («ПанЭко», Россия). 
Клеточную линию инкубировали в CO

2
-инкубаторе 

при температуре 37 ºC.

Проточная цитофлуориметрия
Методом проточной цитофлуориметрии произ-

водили анализ экспрессии поверхностных маркеров 
лимфоцитов. На этапе пробоподготовки жизнеспо-
собные клетки подсчитывали и доводили до концент-
рации 1 × 106 / мл. К 100 мкл суспензии клеток заданной 
концентрации добавляли меченные флюорохромом 
МАТ в концентрациях, рекомендованных произво-
дителем. Инкубировали в течение 30 мин при темпе-
ратуре 4 ºС в холодильнике (Hitachi, Япония). Затем 
проводили 3-кратную отмывку раствором ФСБ от не-
связавшихся антител, центрифугируя в течение 5 мин 
при 1500 g и температуре 23 ºC и удаляя надосадочную 
жидкость. К осадку прибавляли 200 мкл ФСБ и рас-
твор пропидия йодида (PI) до конечной концентра-
ции 30 нг / мл (Sigma, США). Изучение экспрессии 
поверхностных маркеров осуществляли при ис-
пользовании следующих МАТ: анти-CD3-PerCP 
(BD Pharmingen, США), анти-CD3-FITC (Beckman 
Coulter, США), анти-CD56-PE (Life Technologies, США), 
анти- CD (56+16) – PE (Beckman Coulter, США), анти- 
CD8-APC (Invitrogen, США), анти-CD4-FITC  
(BD Pharmingen, США), анти-CD16-FITC (BD 
Pharmingen, США), анти-NKp30 / CD337-PE (BD 
Pharmingen, США), анти-NKG2D / CD314-APC (BD 
Pharmingen, США). Комбинацию меченных флуо-
рохромами антител для обработки проб подбирали 
с учетом особенности диапазона детекции длины вол-
ны каждого флуорохрома. Анализ проводили на про-
точном цито флуориметре Novocyte (ACEA  Biosciences 
Inc, США) с использованием специализированного 
программного обеспечения NovoExpress 1.5.0. По-
гибшие клетки исключали из анализа по окрашива-
нию PI и по показателям рассеивания. Анализиро-
вали не менее 10 тыс. живых клеток.

Цитотоксический тест
Для оценки эффекторной функции культивиру-

емых лимфоцитов использовали раствор резазурина 
в концентрации 5 мг / мл (Sigma-Aldrich, США). 

В качестве культуры-мишени использовали клеточ-
ную линию HG3. Для проведения цитотоксического 
теста использовали стерильные 96-луночные план-
шеты (SPL life Sciences, Республика Корея), в которые 
одновременно вносили клетки-эффекторы (Э) 
и клетки-мишени (М) в различных соотношениях  
Э:М: 10:1, 5:1, 2,5:1, 1:1. При проведении цитотокси-
ческого теста концентрация клеток-мишеней состав-
ляла 0,5 × 104 кл / лунку. В качестве отрицательного 
контроля использовали лунки, в которые вместо Э 
вносили полную ростовую среду DMEM. В качестве 
отрицательного контроля Э использовали лунки, 
в которые вместо мишеней вносили полную ростовую 
среду DMEM. Конечный объем в каждой контроль-
ной или экспериментальной лунке составлял 220 мкл. 
Каждую точку анализировали в 3 повторах. Затем 
планшет инкубировали в CO

2
-инкубаторе при тем-

пературе 37 ºC в течение 1 сут. На следующий день 
в каждую лунку вносили по 20 мкл раствора ре-
зазурина в соответствии с протоколом АlamarBlue 
Cell Viability Reagent Product Information Sheet 
(Pub. No. MAN0018317 C. 0). Затем планшет инкуби-
ровали в течение суток в CO

2
-инкубаторе при темпе-

ратуре 37 ºC и измеряли интенсивность флуоресцен-
ции на мультирежимном планшетном ридере Spark 
(Tecan, Швейцария). Анализ проводили при длине 
возбуждения 560 нм и длине эмиссии 600 нм с ис-
пользованием программного обеспечения Sparkcon-
trol v3.1. Цитотоксичность (%) рассчитывали по сле-
дующей формуле:

                       (1 – ((Э + М) – Э)/M) × 100, (2)

где Э + М – среднее значение интенсивности флуо-
ресценции для 3 аналогичных лунок, в которых на-
ходились Э и М; Э – среднее значение интенсивности 
флуоресценции для 3 аналогичных лунок, в которых 
находились только Э; М – среднее значение интен-
сивности флуоресценции для 3 аналогичных лунок, 
в которых находились только М.

Статистическая обработка данных
Данные экспериментов представлены как среднее 

значение ± SD. Результаты проанализированы с ис-
пользованием программы Statistica 10. Тест ANOVA 
(analysis of variance) с критерием Tukey HSD исполь-
зовался для оценки различий. Статистически значи-
мыми считали значения p <0,05.

Результаты
 Определение количества культивируемых 
 лимфоцитов
Результаты определения количества лимфоцитов, 

культивируемых в присутствии ИЛ-2, ИЛ-2 + ИЛ-15 
или ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21, представлены на рис. 1. 
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Исходя из полученных данных, в интервале с 11-го 
по 21-й день подсчета наибольший прирост лимфо-
цитов наблюдается при культивировании в присут-
ствии ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21.

Оценка популяционного состава культивируемых 
лимфоцитов и экспрессии поверхностных 
маркеров
Количество клеток (%), экспрессирующих раз-

личные поверхностные маркеры, представлено  
в табл. 1 и на рис. 2. Так, установлено, что независимо 
от влияния изучаемых интерлейкинов, присутству-
ющих в питательной среде, на 7-й день культивиро-
вания наблюдается увеличение доли Т-лимфоцитов 
(CD3+CD56 – ) до 95–96 %, которая затем к концу 
культивирования постепенно снижается до 40–57 % 
в зависимости от режима культивирования. Снижа-
ется также и доля CD3+CD4+-клеток, составляющая 
45–54 % всех лимфоцитов на 7-й день и 21–24 % 
на 21-й день. Количество CD3+CD8+-лимфоцитов, 
наоборот, увеличивается к концу срока культивиро-
вания (67–70 %) относительно первоначального зна-
чения для данной популяции (25 %). Особо важно 
подчеркнуть, что при длительном культивировании 
в течение 21 дня доля CD56+-лимфоцитов, составля-
ющая 14,5 % в начале культивирования и 42–60 % 
на 21-й день исследования, возрастает главным об-
разом за счет популяции НКТ-клеток (CD3+CD56+), 
доля которых к концу срока культивирования состав-
ляет 42–59 %. Происходит также плавное увеличение 

доли клеток, экспрессирующих активационный по-
верхностный маркер NKG2D, до 34–50 % культиви-
руемых лимфоцитов к концу срока культивирования.

Как видно из данных, представленных в табл. 1, 
при культивировании лимфоцитов в присутствии 
комбинации ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21 к 21-му дню 
наблюдения происходит наибольшее увеличение 
в процентах доли CD56+-клеток: 59,68 % в присут-
ствии ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21 против 42,46 и 44,57 % 
в присутствии ИЛ-2 и ИЛ-2 + ИЛ-15 соответственно. 
Также на 21-й день проведения эксперимента в этой 
группе существенно возрастает доля CD56+NKG2D+- 
клеток до максимального 50 %-значения среди 
 анализируемых экспериментальных групп и наблю-
дается незначительное увеличение относительно 
других режимов культивирования доли НК-кле-
ток (CD56+CD3– ) – 1,12 %. Примечательно, что при 
куль тивировании в присутствии ИЛ-2 + ИЛ-15 + 
ИЛ-21 наблюдается пониженный уровень экспрессии 
маркера NKp30+ на CD3+- и CD56+-лимфоцитах от-
носительно других режимов культивирования на про-
тяжении всех дней ведения первичной культуры. 
Доля лимфоцитов, экспрессирующих NKp30-рецеп-
тор, составляет 2,31 % при культивировании в при-
сутствии ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21, 6,54 % – при ис-
пользовании только ИЛ-2 и 6,12 % – при добавлении 
в питательную среду ИЛ-2 + ИЛ-15. Экспрессия 
NKp30-маркера прямо коррелирует с количеством 
НК-клеток в культуре лимфоцитов: при снижении 
доли натуральных киллеров происходит уменьшение 
доли NKp30+-клеток. На поздних сроках культиви-
рования все лимфоциты, экспрессирующие данный 
маркер, являются CD3+-популяцией. Экспрессия 
CD16-рецептора при длительном культивировании 
снижается от 7,19 % на момент выделения МНК 
до нулевых значений вне зависимости от использу-
емых интерлейкинов.

Изучение эффекторных функций культивируемых 
лимфоцитов
Самые статистически достоверные данные о ци-

тотоксичности культивируемых лимфоцитов в отно-
шении опухолевой линии HG3 выявлены при соот-
ношении Э:М 5:1. Поэтому анализ эффекторных 
функций проводили только при данном соотношении 
(табл. 2). В целом при длительном культивировании 
наблюдается динамика увеличения цитотоксической 
активности популяции лимфоцитов относительно 
начала ведения первичной культуры.

Исходя из данных цитотоксического теста, самый 
высокий процент лизиса опухолевых клеток наблю-
дается в группе лимфоцитов, при культивировании ко-
торых в питательную среду добавляли ИЛ-2 + ИЛ-15 + 
ИЛ-21, цитотоксичность в данном случае составляет 
от 59,3 до 78,9 % в зависимости от дня проведения 

  Рис. 1. Динамика пролиферативной активности лимфоцитов в раз-
ные дни культивирования; p <0,05

Fig. 1. Dynamics of lymphocyte proliferation on different cultivation days; 
p <0.05
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Рис. 2. Экспрессия поверхностных маркеров на культивируемых лимфоцитах. Результаты представлены по единичному донору и отражают 
средние значения для проведенной серии экспериментов; p <0,05

Fig. 2. Expression of surface markers on cultured lymphocytes. Results are presented for a single donor and reflect average values for the series  
of experiments performed; p <0.05
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Экспрессия поверхностных маркеров на лимфоцитах, культивируемых в присутствии ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21, 21-й день наблюдения / 
Expression of surface markers on lymphocytes cultured with IL-2 + IL-15 + IL-21, 21st study day

цитотоксического теста. При использовании комби-
нации ИЛ-2 + ИЛ-15 начиная с 14-х суток культиви-
рования наблюдается более низкая цитотоксичность 
лимфоцитов (55,3–60,1 %) относительно других ре-
жимов культивирования.

Обсуждение
Выбранный режим активации пролиферации им-

мунных клеток интенсивно стимулирует деление 
Т-клеточного звена. Активированные Т-лимфоциты 
также вносят свой вклад в общую цитотоксичность 
первичной культуры лимфоцитов. Однако в данной 

работе Т-клетки использовали не в качестве целевой 
популяции, а как источник провоспалительных ци-
токинов для роста НК- и НКТ-клеток.

Поскольку при культивировании в присутствии 
ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21 к 21-му дню культивирования 
наблюдается наибольший прирост CD3+C-
D56+-лимфоцитов, вероятно, данная популяция воз-
растает не только относительно, но и в абсолютном 
значении, чем объясняется наибольший прирост 
общего числа культивируемых лимфоцитов именно 
в данной группе сравнения (см. рис. 1). Повышенная 
экспрессия NKG2D-рецептора на CD56+-клетках 
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при воздействии ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21 связана, 
по-видимому, с пропорциональным увеличением 
в процентном соотношении доли данной популяции. 
Важно отметить, что при указанном режиме культи-
вирования наблюдается снижение экспрессии 
NKp30-рецептора как на CD3+-, так и на CD56+-лим-
фоцитах, но данная первичная культура лимфоцитов 
обладает наивысшей цитотоксичностью по сравне-
нию с 2 другими анализируемыми группами. Возмож-
но, возрастание эффекторной функции связано 
с пролиферацией НКТ-клеток, обладающих цито-
токсичностью и экспрессирующих активационный 
маркер NKG2D.

Активирующее воздействие ИЛ-21 на различные 
популяции клеток как врожденного, так и приобре-
тенного иммунитета описано в ряде отечественных 
и зарубежных научных публикаций [19, 20]. По дан-
ным литературы, при воздействии ИЛ-21 на НК-клет-
ки наблюдаются их пролиферация, созревание и вы-
живаемость, а также повышение противоопухолевой 
активности [21]. ИЛ-21 поддерживает пролиферацию 
НКТ-клеток, усиливает противоопухолевую актив-
ность и формирует долгоживущую популяцию 
CD62L+-НКТ-клеток [22].

Согласно полученным данным, культивирование 
в присутствии ИЛ-2 и ИЛ-15 вызывает более выра-
женную пролиферацию клеток (по сравнению с лим-
фоцитами, культивируемыми в присутствии только 
ИЛ-2), по-видимому, пропорционально стимулируя 
как Т-лимфоциты, так и НКТ-клетки. Тем не менее 
в присутствии комбинации ИЛ-2 и ИЛ-15 наблюда-
ется более низкая цитотоксичность культивируемых 

лимфоцитов по сравнению с другими вариантами 
эксперимента, что может быть связано с истощени-
ем клеточной популяции [23]. Исходя из данных 
литературы, добавление в культуральную среду  
ИЛ-21 нивелирует данное отрицательное воздей-
ствие ИЛ-15 [21], что также подтверждается в нашем 
исследовании.

Заключение
Таким образом, длительное культивирование 

в присутствии необлученных аутологичных фидерных 
клеток обладает определенными преимуществами. 
Так, активированные Т-клетки положительно влия-
ют на пролиферацию НК- и НКТ-клеток посред-
ством продукции спектра активирующих цитокинов. 
Использование самого распространенного способа 
для ex vivo активации Т-клеток, МАТ к CD3- 
и CD28-рецепторам нацелено исключительно на ак-
тивацию лимфоцитов, имеющих Т-клеточный рецеп-
тор: Т- и НКТ-клеток. Такой подход приводит 
к ограниченной и в процентном соотношении незна-
чительной экспансии НК-клеток относительно про-
лиферации Т- и НКТ-клеток. Использование ком-
бинации цитокинов, состоящей из ИЛ-2, ИЛ-15 
и ИЛ-21, а также длительный режим культивирования 
положительно влияют на пролиферацию, экспрессию 
активационных маркеров и выживаемость НКТ-клеток. 
Согласно данным научной литературы по искомой 
тематике, для максимально эффективного получения 
популяции НК-клеток требуется использование об-
лученных фидерных клеток опухолевого происхож-
дения либо других протоколов экспансии.

Таблица 2. Цитотоксичность в отношении культуры HG3, %, соотношение Э:М 5:1; p <0,05

Table 2. Cytotoxicity against HG3 culture, %, E:M ratio 5:1; p <0.05

Показатель 
Indicator

Культивирование в присутствии интерлейкина (ИЛ) 
Cultivation in the presence of interleukin (IL)

ИЛ-2 
IL-2

ИЛ-2 + ИЛ-15 
IL-2 + IL-15

ИЛ-2 + ИЛ-15 + ИЛ-21 
IL-2 + IL-15 + IL-21

Свежевыделенные мононуклеарные клетки 
Fresh peripheral blood mononuclear cells

52,5 ± 4,6

Дни культивирования 
Days of cultivation

7-й 
7th 54 ± 5,7 52,7 ± 6,0 59,3 ± 6,2

14-й 
14th 70,2 ± 7,0 55,3 ± 5,8 76,8 ± 6,0

21-й 
21st 72,4 ± 5,8 60,1 ± 5,2 78,9 ± 4,6
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