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Резюме. Нестабильность генома трансформированных клеток как одна из основных причин опу-
холевого роста может приводить к появлению в клетке ряда атипичных белков. Такие белки могут 
распознаваться иммунной системой и приводить к уничтожению измененных клеток. С другой 
стороны, фенотипическая нестабильность может влиять на появление трансформированных кле-
ток, напрямую подавляющих эффекторное звено иммунного ответа и/или не распознаваемых ци-
тотоксическими лимфоцитами. Одним из наиболее важных активирующих рецепторов, экспресси-
руемых NK-клетками, является рецептор NKG2D, необходимый для обнаружения и уничтожения 
трансформированных и инфицированных клеток. Лигандами для NKG2D являются поверхностные 
или свободно циркулирующие стресс-индуцируемые неканонические молекулы главного комплекса 
гистосовместимости I класса MICA/B (MHC class I chain–related proteins A and B). MICA и MICB 
отсутствуют или слабо экспрессируются в большинстве нормальных клеток. В то же время в опу-
холевых и инфицированных вирусами клетках их количество существенно повышено. Взаимодей-
ствие NKG2D со своими лигандами играет важную роль в регуляции противоопухолевых иммунных 
реакций. Так, накопление в крови растворимой формы MICA за счет протеолитического шеддинга 
с поверхности опухолевых клеток может блокировать NKG2D-опосредованную противоопухолевую 
цитотоксичность и, таким образом, способствовать ускользанию опухолевых клеток от иммунного 
надзора. 

Цель настоящего исследования заключалась в оценке блокирующего эффекта растворимого ре-
комбинантного белка MICA человека (rhsMICA) на рецептор NK-клеток NKG2D. Для этого выделен-
ные из периферической крови мононуклеарные клетки обрабатывали различными концентрациями 
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(0, 1, 5 и 10 мкг/мл) растворимого рекомбинантного белка человека MICA, после чего клетки окра-
шивали антителами против CD314 (NKG2D) и проводили цитометрический анализ CD3-CD56+NK-
клеток. Кроме того, аналогично анализировали активированные IL-2 и IL-15 лимфоциты больного 
меланомой. Показано, что кратковременная обработка лимфоцитов rhsMICA значительно снижа-
ет экспрессию рецептора NKG2D на цитотоксических лимфоцитах как у здоровых доноров, так и 
у больных меланомой, при этом изменения зависят от дозы rhsMICA. В то же время после активации 
цитокинами лимфоциты становятся, по всей видимости, более устойчивыми к ингибирующему воз-
действию rhsMICA, в результате чего значимого снижения экспрессии NKG2D на активированных 
NK-клетках не происходит. Данный факт дает предпосылки к использованию активированных NK-
клеток для адоптивной иммунотерапии онкологических больных с MICA-позитивными опухолями.

Ключевые слова: NK-клетки, активирующий рецептор NKG2D, NKG2D лиганды, стресс-индуцированные молекулы MICA, 
ингибирование NKG2D
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Abstract. Genome instability of transformed cells, being the most common factor of malignancy, may result 
into production of abnormal proteins in these cells. Normally, the newly formed proteins are recognized by 
immune system, thus causing elimination of the transformed cells. Nevertheless, the phenotypic instability 
promotes formation of specific transformed cells which suppress effector immune reactions and/or are 
unrecognizable by cytotoxic lymphocytes.

NKG2D is one of the most important activating receptors expressed by NK cells. It serves as a major 
recognition receptor for detection and elimination of tumor and infected cells. The ligands for NKG2D include 
surface or circulating non-canonical MICA/B molecules from class I major histocompatibility complex (MHC 
class I chain–related proteins A and B). MICA and MICB are expressed scarcely, if at all, by the most normal 
cells, being, however, upregulated in cancer cells and virus-infected cells. NKG2D receptor-ligand interaction 
is important for regulation of anti-tumor immune reactions. The soluble form of MICA accumulated in blood 
due to proteolytic shedding from tumor cell membranes is able to inhibit the NKG2D mediated anti-tumor 
cytotoxicyty and, therefore, promote the immune escape. The aim of our study was to estimate blocking effects 
of soluble recombinant human MICA protein (rhsMICA) upon NKG2D receptor of NK cells. 

Mononuclear cells were isolated from peripheral blood, followed by incubation with of rhsMICA at different 
concentrations (0, 1, 5, or 10 µg/ml), staining with anti-CD314 (NKG2D) mAbs on the CD3-CD56+NK cells, 
and flow cytometry analysis. A similar treatment protocol was applied for IL2- and IL15-activated mononuclear 
cells isolated from the melanoma patients. 

It has been shown that brief incubation of lymphocytes with rhsMICA caused a significantly reduced 
expression of NKG2D receptor on the surface of cytotoxic lymphocytes, both from healthy donors and melanoma 
patients. These changes depended on the MICA dose. Meanwhile, the cytokine-activated lymphocytes seem 
to become more resistant to inhibiting effects of rhsMICA, and, thus, do not cause any significant reduction of 
NKG2D expression on the activated NK cells. This fact may be a pre-requisite for usage of activated NK-cells 
for adoptive immunotherapy of cancer patients with MICA-positive malignancies.

Keywords: NK cells, NKG2D activating receptor, NKG2D ligands, stress-induced MICA, NKG2D inhibition
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Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 14-35-00105) 
и гранта Президента НШ-9069.2016.4.

Введение
В настоящее время эффект ускользания опу-

холи от иммунного надзора изучен не полно-
стью [7], но некоторые механизмы этого феномена 
уже достаточно хорошо известны [6] и позволяют 
продолжать поиск эффективных и безопасных 
способов лечения онкологических заболеваний. 
Основной причиной опухолевого роста как ста-
дийного процесса превращения нормальной со-
матической клетки в опухолевую является неста-
бильность генома трансформированных клеток 
[5]. В результате этого процесса в клетке обычно 
появляется ряд атипичных, измененных белко-
вых молекул, которые теоретически могут рас-
познаваться и уничтожаться иммунной системой. 
Одновременно с этим изменчивость фенотипа 
трансформированной клетки создает возмож-
ность для селекции вариантов клеток, которые 
не несут антигенных детерминант, распознавае-
мых лимфоцитами либо же подавляют эффектор-
ное звено иммунного ответа [7]. Таким образом, 
генетическая нестабильность является одновре-
менно причиной возникновения иммуногенно-
сти опухолей и причиной, по которой опухоле-
вый рост чрезвычайно сложно контролировать 
как иммунологическими, так и любыми другими 
терапевтическими средствами. Достоверно по-
казано, что иммунная система способна распоз-
навать злокачественные клетки и реагировать 
на такое распознавание активацией и последую-
щими каскадами иммунных реакций [14]. Одним 
из последствий активации сигнальных каскадов 
в опухолевой клетке является экспрессия на кле-
точной поверхности стресс-индуцированных мо-
лекул MICA и MICB, относящихся к семейству 
неканонических молекул гистосовместимости 
класса I (MHC class I-related molecules) [12]. Вза-
имодействие экспонированных на поверхности 
опухолевых клеток либо свободно циркулиру-
ющих в кровотоке молекул MICA с активирую-
щим рецептором NK-клеток и цитотоксических 
Т-лимфоцитов NKG2D играет важную роль в ре-
гуляции противоопухолевых иммунных реакций 
[15]. Накопление растворимых форм лиганда 
MICA (sMICA) в сыворотке крови негативно ска-
зывается на NKG2D-зависимой клеточной цито-

токсичности и может приводить к подавлению 
иммунного ответа [1, 8].

Рядом авторов было показано, что протеоли-
тический шеддинг белка MICA с поверхности 
опухолевых клеток с образованием sMICA может 
приводить к анергии эффекторных клеток за счет 
уменьшения поверхностной экспрессии активи-
рующего рецептора NKG2D, что определяет ме-
ханизм уклонения опухолевых клеток от иммун-
ного надзора [10, 13]. 

Некоторыми исследователями показано, что 
только 11,4% клеток-мишеней К562 экспресси-
руют стресс-индуцированные молекулы MICA, 
но успешно уничтожаются NK-клетками посред-
ством контактного цитолиза [11]. Блокировка 
поверхностной экспрессии NKG2D приводит 
к ингибированию этого лиганд-рецепторного 
взаимодействия. В других экспериментальных 
статьях показано, что противоопухолевая ак-
тивность NK-клеток не зависит от происхожде-
ния и типа роста клеток-мишеней, а определя-
ется лишь наличием поверхностных маркеров 
на клетке-мишени [8]. Именно поэтому важно 
понимание механизма экспрессии и сбрасыва-
ния лигандов NKG2D, что приводит к актива-
ции или анергии эффекторов, а также является 
результатом взаимодействия растворимых форм 
MICA с активирующим рецептором NKG2D 
на поверхности цитотоксических лимфоцитов.

Целью исследования явилась оценка блокиру-
ющего эффекта растворимого рекомбинантного 
человеческого белка MIСA (rhsMICA) на активи-
рующий рецептор цитотоксических лимфоцитов 
человека NKG2D.

Материалы и методы
В работе использовали периферическую кровь 

5 здоровых доноров старше 18 лет и больного ме-
ланомой. Объектом исследования служила пери-
ферическая венозная кровь, полученная путем 
пункции локтевой вены и собранная в вакуумные 
пробирки с добавлением K3ЭДТА. Мононукле-
арные клетки выделяли по стандартной методике 
на градиенте плотности фиколла (Ficoll-Paque™ 
Premium; density 1,077; GE Healthcare). Рекомби-
нантный белок rhsMICA (ЗАО «Протеинсинтез», 
Россия) разводили в концентрации 50 мкг/мл 
в фосфатном буферном растворе (ФСБ). Полу-
ченную после выделения мононуклеарной фрак-
ции клеточную суспензию разводили до концен-
трации 1-2 × 106 клеток/ мл в ФСБ. В пробирки 
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вносили необходимое количество рекомбинант-
ного белка для получения конечной концентра-
ции 0 мкг/мл, 1 мкг/мл, 5 мкг/мл и 10 мкг/мл 
rhsMICA. Далее клетки инкубировали 30 мин при 
комнатной температуре и отмывали в ФСБ цен-
трифугированием.

Для активации мононуклеарные клетки по-
мещали в 24-луночный планшет (Costar, США) 
в концентрации 1-2 ×  106 клеток/мл по 1 мл 
в каждую лунку и на протяжении 4 дней куль-
тивировали в полной питательной среде RPMI-
1640, содержащей 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (ЭТС) с добавлением IL-2 в концен-
трации 250 МЕ/мл (Ронколейкин, Биотех, Рос-
сия) и IL- 15 (ImmunoTools, Германия) в концен-
трации 50 нг/мл. Культивирование проводилось 
в СО2 инкубаторе во влажной атмосфере при 
37 °С. Через 48 часов половину питательной сре-
ды заменяли новой [2, 3].

В работе оценивали субпопуляционный со-
став Т- и NK-лимфоцитов периферической 
крови и маркера активации NKG2D (CD314) 
на Т- и NK-клетках сразу после выделения и по-
сле активации на протяжении 4 дней. Для это-
го проводили цитофлуориметрический анализ 
с использованием меченых антител анти-CD56-
FITC (eBioscience, США, clone MEM188), CD3-
PC5.5 (Beckman Coulter IOTest® #PN A66327), 
CD314-PE (= NKG2D) (eBioscience, США, clone 
1D11), CD25-FITC (ImmunoTools, Германия, 
#21810253sp), CD69-PE (ImmunoTools, Германия, 
#21620694 или Beckman Coulter IOTest, США, 
#PN IM1943U) и CD16-PC5 (Beckman Coulter 
IOTest, США, #A07767 100 t). Использовали соот-
ветствующие флуорохромам изотипические кон-
троли анти-IgG1 (Beckman Coulter IOTest, США). 
Экспрессию CD314 анализировали на поверх-
ности CD3-CD56+ лимфоцитов с помощью трех-
параметрического цитометрического анализа 
CD314-PE/ CD56-FITC/ CD3-PC5.5 на проточ-
ном цитометре (Cytomics FC 500 MPL, Beckman 
Coulter). 

Для цитометрического анализа клетки окра-
шивали в соответствии с рекомендациями фирм-
производителей антител: к ресуспендированным 
в ФСБ мононуклеарным клеткам добавляли тре-
буемые количества антител в соответствии с про-
токолом исследования, инкубировали 30 мин 
при комнатной температуре и отмывали образцы 
в ФСБ, содержащем 1% ЭТС, путем центрифуги-
рования при 350 g 10 мин. Супернатант отбирали, 

а осадок в каждой пробирке разводили в 0,3 мл 
ФСБ.

Анализ проводили немедленно после окра-
шивания, анализировали не менее 5000 событий 
в секторе живых клеток. Обработку полученных 
результатов проводили с помощью программы 
CXP Analysis 2.2 (Beckman Coulter).

Статистический анализ данных проводи-
ли с помощью программ Microsoft Excel 2003 
и Statsoft Statistica 6.0. Данные представляли 
как среднее по группе ± стандартное отклонение 
(SD). Для сравнения показателей использовали 
t-критерий Стьюдента. Различия считали значи-
мыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
В данной работе проведен анализ влияния 

rhsMICA на поверхностную экспрессию рецеп-
тора NKG2D (CD314) на NK-клетках перифери-
ческой крови здоровых людей и больных мелано-
мой. В качестве источника rhsMICA использован 
человеческий рекомбинантный белок MICA 
в концентрациях 1, 5 и 10 мкг/мл. 

Было проведено исследование по кратковре-
менному блокированию рецептора NKG2D ре-
комбинантным белком MICA в течение 30 минут. 
В работе использовали мононуклеарные клетки 
здоровых доноров сразу после выделения и акти-
вированные мононуклеары больного меланомой 
на 4 день культивирования в присутствии IL-2 
и IL-15. Показано, что NK-клетки (СD314+CD3-

CD56+) больного меланомой экспрессируют 
NKG2D в 58,1%. После активации количество 
NKG2D+ NK-клеток увеличивается в 1,4 раза 
(рис. 1). 

Было установлено, что кратковременная ин-
кубация свежевыделенных лимфоцитов больного 
с различными концентрациями rhsMICA приво-
дит к резкому снижению уровня поверхностной 
экспрессии CD314 на NK-клетках с 58,1 до 5,8% 
в зависимости от концентрации белка. При ак-
тивации лимфоцитов больного меланомой по-
верхностная экспрессия NKG2D на NK-клетках 
возрастает до 84,3%. При кратковременной инку-
бации лимфоцитов с rhsMICA в различных кон-
центрациях снижения экспрессии CD314 не про-
изошло. Наоборот, прослеживается тенденция 
к незначительному увеличению NKG2D+ лимфо-
цитов среди субпопуляции NK-клеток (рис. 1). 

Экспрессия NKG2D была выявлена на по-
верхности более 90% активированных NK-
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Рисунок 1. Ингибирование экспрессии рецептора NKG2D 
с помощью рекомбинантного человеческого белка 
MICA (rhsMICA) на поверхности NK-клеток больного 
меланомой сразу после выделения мононуклеарных 
клеток (0 день) и на 4 день после активации
Figure 1. Inhibition of NKG2D receptor expression on the 
surface of NK cells from melanoma patient by means of 
recombinant human protein MICA (rhsMICA) observed with 
freshly isolated mononuclear cells (day 0, circles), and on day 4 
after activation (triangles).

Рисунок 2. Изменение экспрессии рецепторов NK-клеток 
и маркеров активации CD25 и CD69 на поверхности NK-
клеток здоровых доноров сразу после выделения ПМН 
и инкубации в присутствии различных концентраций 
рекомбинантного человеческого белка MICA (rhsMICA)
Примечание. * – достоверно значимые отличия количества 
клеток в зависимости от концентрации rhsMICA (p < 0.05)
Figure 2. Changes in expression of surface NK cells receptors 
and activation markers (CD25 and CD69) of healthy donors 
observed with freshly isolated mononuclear cells, and following 
incubation with recombinant human protein MICA (rhsMICA) at 
different concentrations.
Note. * – significant differences in cell numbers, dependent of rhsMICA 
concentrations (p < 0.05).
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клеток и существенно не изменялась при ин-
кубировании с различными концентрациями 
рекомбинантного белка, несмотря на то, что 
использованный в эксперименте для обработки 
клеток максимальный уровень sMICA превышал 
таковой у онкологических больных в 103-104 раз. 
Возможно, это связано с тем, что нативные лим-
фоциты у больных меланомой более подвержены 
ингибирующему воздействию растворимых ли-
гандов рецептора NKG2D. При активации лим-
фоциты изменяют свой потенциал и становятся 
более устойчивыми к негативному воздействию, 
вероятно, за счет предшествующего культиви-
рования мононуклеарных клеток в присутствии 
IL-2 и IL-15 на протяжении 4 дней. Возможно, 
что в этом случае интерлейкины могут выступать 
в качестве источников дополнительных сигна-
лов активации. Данный факт свидетельствует 
в пользу того, что у активированных лимфоцитов 
максимально увеличивается экспрессия СD314. 
За счет этого они обладают повышенной функ-
циональной активностью и могут быть исполь-
зованы для адоптивной иммунотерапии даже 
у больных при наличии высоких концентраций 
растворимых форм молекул MICA в перифери-
ческой крови.

Также в работе было продемонстрировано, 
что присутствие растворимой формы молеку-
лы rhsMICA приводит к увеличению доли NK-
клеток в субпопуляции мононуклеаров и повы-
шению экспрессии на их поверхности маркеров 
ранней (CD69) и более поздней активации (CD25) 
(рис. 2). Так, обработка клеток высокими кон-
центрациями белка rhsMICA в течение 30 минут 
приводила к достоверному увеличению данных 
показателей на лимфоцитах по сравнению с не-
обработанными лимфоцитами.

Таким образом, показано, что обработка лим-
фоцитов рекомбинантным MICA значительно 
снижает экспрессию рецептора NKG2D только 
у не активированных NK-клеток как больных 
меланомой, так и здоровых доноров, что под-
тверждает полученные нами ранее данные в си-
стеме растворимого белка sMICA, получаемого 
из супернатанта клеточной линии В-лимфомы 
человека C1R-MICA и хорошо согласуется с ли-
тературными данными [8, 9]. Как было показано 
ранее, суточная инкубация эффекторов в при-
сутствии супернатанта, содержащего sMICA, 
приводит к снижению экспрессии NKG2D и ин-
гибированию их способности лизировать клетки-
мишени линии К562. С другой стороны, кратко-
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срочная инкубация мононуклеарных клеток 
здоровых доноров увеличивает поверхностную 
экспрессию маркеров активации, что отражает их 
способность к увеличению функциональной ак-
тивности. Результаты данной работы подтверж-
дают полученные ранее данные об увеличении 
количества NK-клеток и повышении экспрессии 
маркеров активации в группе больных раком же-
лудка, кишечника и меланомой с высоким уров-
нем сывороточного sMICA [1, 2, 3, 4].

В данной экспериментальной системе у здо-
ровых добровольцев продемонстрировано ин-
гибирующее действие высоких концентраций 
rhsMICA на экспрессию NKG2D (рис. 3). По-
казано, что после активации в присутствии 
IL-2 и IL-15 цитотоксические лимфоциты об-
ладают повышенной экспрессией CD314, кото-
рая не ингибируется в полной мере, несмотря 
на присутствие rhsMICA. Таким образом, акти-
вация лимфоцитов in vitro может являться одним 
из подходов к иммунотерапии опухолей.

Полученные экспериментальные данные 
указывают на наличие опосредованных NKG2D 
механизмов регуляции функций естественных 
киллеров при взаимодействии с клетками-ми-
шенями, экспрессирующими лиганды NKG2D 

и растворимыми формами этих молекул как у 
здоровых доноров, так и у онкологических боль-
ных. 

Заключение
В системе in vitro продемонстрировано 

rhsMICA-зависимое угнетение экспрессии ак-
тивирующего рецептора NKG2D на NK-клетках 
здоровых людей и больных меланомой. После 
активации мононуклеарных клеток in vitro экс-
прессия NKG2D возрастает, что подтверждает 
полученные нами ранее данные на большем ко-
личестве онкологических больных [2, 3]. 

Таким образом, в экспериментальной модели 
нами показано, что резкое повышение уровня 
sMICA в культуральной среде приводит к сни-
жению уровня экспрессии одного из основных 
активирующих рецепторов цитотоксических 
лимфоцитов, NKG2D, что предполагает участие 
сывороточных молекул sMICA в супрессии про-
тивоопухолевого иммунного ответа. Полученные 
данные необходимо учитывать при разработке 
подходов к адоптивной иммунотерапии активи-
рованными NK-клетками онкологических боль-
ных с MICA-позитивными опухолями или высо-
ким титром MICA в периферической крови.

Рисунок 3. Ингибирование NKG2D высокими концентрациями rhsMICA на CD3-CD56+ лимфоцитах здорового донора 
(типичный пример)
Примечание. Без обработки rhsMICA (А), обработка мононуклеаров rhsMICA в концентрации 1 мкг/мл (Б) и 5 мкг/мл (В).
Figure 3. NKG2D inhibition on CD3-CD56+ lymphocytes of a healthy donor at high rhsMICA concentrations (typical pattern). 
Note. A – without rhsMICA treatment; B – incubation with rhsMICA (1 μg/ml); C –  with rhsMICA (5 μg/ml).
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