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Резюме. Адоптивная иммунотерапия с использованием NK-клеток стала многообещающим те-
рапевтическим направлением. NK-клетки являются компонентом врожденной иммунной системы, 
действуют как ключевые регуляторы и обладают выраженной противоопухолевой цитолитической 
активностью. Для того чтобы стало возможным оценить терапевтический эффект адоптивной NK-
клеточной иммунотерапии на доклинических этапах существует потребность в надежных протоколах 
для получения NK-клеток in vitro. Существует большое количество публикаций о способах активации 
и генерации NK-клеток человека, в том числе с использованием фидерных клеток и различных ци-
токинов. 

В статье описан опыт совместного культивирования NK-клеток от онкологических больных или 
доноров с фидерными клетками и без них (контрольная группа). В качестве фидера использовали 
клеточную линию К562 после облучения двух видов: после генной модифицикации К562 (гмК562) 
мембраносвязанными mbIL15, mbIL21 и без нее. NK-клетки смешивали с фидером в соотношении 
1:1, 1:2 и 1:5 на 0-й, 7-й и 14-й день соответственно. Ежедневная морфологическая оценка показала, 
что после 3 суток культивирования NK-клетки как доноров, так и онкологических больных начи-
нали пролиферировать и увеличиваться в размерах, а жизнеспособность фидерных клеток начинала 
снижаться, и к окончанию сроков культивирования составляла менее 20%. В контрольной группе без 
фидера после 3-го дня культивирования NK-клетки доноров и онкологических больных уходили в 
апоптоз, уровень их жизнеспособности снижался до 70%.
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Проведена сравнительная оценка двух разных способов получения NK-клеток человека. Пока-
зано, что при выделении NK-клеток после магнитной селекции доля CD3-CD56+CD16+ клеток со-
ставляла более 90%, а после удаления адгезивных клеток – не менее 60%. При культивировании 
NK-клеток онкологических больных после магнитной селекции совместно с гмК562 на 21-е сутки 
количество NK-клеток увеличивалось в 85 раз. При культивировании NK-клеток доноров совместно 
с обычными К562 на 21-е сутки количество NK-клеток увеличивалось только до 8 раз. Показано, 
что в супернатантах, собранных в процессе культивирования NK-клеток с фидерными клетками двух 
видов, многократно увеличивались концентрации TNFα и IFNγ относительно контрольной группы. 
Экспериментальным путем подобраны оптимальные условия генерации NK-клеток.

Ключевые слова: NK-клетки, мононуклеарные клетки, фидерные клетки, культивирование, пролиферация, ИФА, фенотип
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Abstract. Adoptive immunotherapy using NK cells has become a promising therapeutic area. NK cells are 
a component of the innate immune system, act as key regulators, and have potent antitumor cytolytic activity. 
In order to be able to evaluate the therapeutic effect of adoptive NK cell immunotherapy at preclinical stages, 
there is a need for reliable protocols for in vitro production of NK cells. There are a large number of publications 
on methods for activating and generating human NK cells, including using feeder-cells and various cytokines.

The article describes the experience of cultivation of NK cells from cancer patients or donors with feeder-
cells and without feeder-cells (control group). The K562 cell line was used as a feeder after irradiation of 
two types: after gene modification of K562 (gmK562) with membrane-bound mbIL15, mbIL21 and without 
it. NK cells donors and cancer patients were mixed with K562 in a ratio of 1:1, 1:2 and 1:5 on 0, 7 and 14 
days respectively. Daily morphological assessment showed that, NK cells donors and cancer patients began to 
proliferate and increase in size, while the viability of feeder cells began to decrease after 3 days of cultivation, 
and they were less than 20% on 21 days. NK cells of donors and cancer patients went into apoptosis, their 
viability level decreased to 70% in the control group (without feeder-cells) after 3 days of cultivation. 

A comparative evaluation of two different methods of obtaining human NK cells was carried out. It was 
shown when NK cells were isolated by magnetic selection, the proportion of CD3-CD56+CD16+ cells were 
more than 90%, and after the removal of adherent cells, it was at least 60%. When cultivating NK cells cancer 
patients (after magnetic separation) together with gmK562 on the 21st day, it was possible to increase the number 
of NK cells up to 85 times. When cultivating NK cells donors (after adhesion) together with non-genetically 
modified K562 cells on 21 days, it was possible to increase the number of NK cells up to 8 times. It was shown 
that in the supernatants collected during the cultivation of NK cells with feeder cells (both irradiated with K562 
and genetically modified with K562), the concentrations of TNFα and IFNγ increased many times relative to 
the control group. The optimal conditions for culturing NK cells were experimentally selected to obtain a large 
number of NK cells.

Keywords: NK cells, mononuclear cells, feeder cells, culture, proliferation, ELISA, phenotype
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Введение
Основываясь на уникальных свойствах кле-

ток естественных киллеров (NK-клеток), их при-
менение в клинической практике может иметь 
важное терапевтическое значение при лечении 
рака [4,  5,  6,  11,  13]. Способность NK-клеток 
естественным способом лизировать опухолевые 
клетки без предварительной сенсибилизации и 
обеспечивает их основную роль в иммунном над-
зоре против злокачественных клеток. Из-за огра-
ниченного клинического использования и ток-
сичности химиотерапии дополнительной опцией 
для увеличения показателей выживаемости онко-
логических больных может служить адоптивная 
иммунотерапия (АИТ) (от англ. adopt – перено-
сить, усыновлять) с применением цитотоксиче-
ских лимфоцитов и NK-клеток [7, 8]. АИТ позво-
ляет использовать иммунную систему организма 
больного для того, чтобы уничтожить раковые 
клетки. Хотя недавно был достигнут некоторый 
прогресс в терапии дендритными клетками и 
цитотоксическими Т-лимфоцитами (CTLs), их 
клиническое применение ограничено необхо-
димостью распознавания опухолевого антигена. 
Однако большинство антигенов, экспрессируе-
мых опухолевыми клетками, идентичны генным 
продуктам нормальных клеток. В противопо-
ложность этому NK-клетки имеют антиген-не-
зависимую цитотоксическую активность против 
трансформированных клеток [5, 6, 9]. АИТ на ос-
нове NK-клеток, противоопухолевый потенциал 
которых усиливают с помощью культивирования 
in vitro в присутствии цитокинов и фидерных кле-
ток (от англ. feeder cells – клетки кормилицы) 
проводится в некоторых странах, например, в 
США, Италии, Испании, Китае, Таиланде, Син-
гапуре и Бразилии, что указывает на повышен-
ный интерес к данной проблеме [12, 14, 15]. Од-
нако в Российской Федерации на сегодняшний 
день нет доступных исследований, посвященных 
длительной активации и генерации NK-клеток. 
Чтобы изучить потенциал цитокинов при куль-
тивировании NK-клеток, обычно используют 
фидерные клетки на основе K562, экспрессиру-
ющие мембран связанные химерные рецепторы 
IL-21 (mbIL21) и IL-15 (mbIL15), и исследуют 
экспансию и фенотип NK-клеток, функциональ-
ную активность в ответ на периодическую сти-
муляцию фидерными клетками [16]. Генерация 
NK-клеток в этих условиях и многократное уве-
личение их количества обеспечивается при дли-
тельном культивировании не менее 21 дня [15]. 

Для адоптивной иммунотерапии рака исполь-
зуются различные источники NK-клеток. Цито-

токсические NK-лимфоциты можно получить 
из периферических мононуклеарных клеток или 
из CD34+ гемопоэтических стволовых клеток, 
индуцированных плюрипотентных клеток или 
из стволовых клеток пуповинной крови, однако 
это требует длительного периода культивирова-
ния более 21 дня, что не всегда выполнимо для 
лечения больных высокого риска [15]. Поэтому 
некоторые группы исследователей для терапии 
используют NK-клеточные линии (NK-92, NKL, 
KYHG-1, YT, NKG). Их можно модифицировать 
генами различных цитокинов или химерными 
антигенными рецепторами. Для культивирова-
ния NK-клеток обычно используют такие цито-
кины как IL-2, IL-15, IL-18 и IL-21 и генетиче-
ски модифицированные фидерные клетки [15]. 
Общая γ-цепь рецепторов цитокинов IL-2, IL-15 
и IL-21 была изучена в отношении активации, 
созревания и пролиферации NK-клеток. Извест-
но, что IL-15 играет роль в активации и жизне-
способности NK-клеток, что обосновывает его 
применение для получения фидерных клеток, 
экспрессирующих IL-15. Разрешенным методом 
для получения субпопуляции NK-клеток по тре-
бованиям GMP является лейкаферез и редукция 
Т- и В-лимфоцитов [14]. 

Однако существует проблема сопоставления 
различных протоколов экспансии NK-клеток, 
т.к. продолжительность культивирования NK-
клеток ex vivo колеблется от нескольких часов 
(при быстрой активации) до нескольких недель 
(при долгосрочном культивировании). Исполь-
зуются многочисленные исходные компоненты 
сред с различной долей NK-клеток, комбинации 
нескольких цитокинов в разных концентрациях. 
Изучаются методы культивирования NK-клеток 
с фидерными клетками или без них. Следова-
тельно, существует значительный интерес к раз-
работке методов генерации NK-клеток ex vivo. 

Изучение динамики экспрессии цитокинов, 
а также цитокинопродуцирующего потенциала 
иммунокомпетентных клеток позволяет допол-
нить изучение их функциональных характери-
стик. TNFα образуется NK-клетками, воздей-
ствует на опухолевые клетки в условиях in vivo за 
счет запуска апоптоза, генерации активных форм 
кислорода и окиси азота, участвует в развитии 
иммунного ответа, обуславливая пролиферацию, 
и препятствует возникновению иммунологиче-
ской толерантности. IFNγ обладает непосред-
ственной тумороцидной и противовирусной ак-
тивностью, стимулирует активность NK-клеток и 
пролиферацию. Уровень цитокинов может быть 
использован в качестве маркера для оценки сте-
пени активации и пролиферации NK-клеток.
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Авторы имеют многолетний опыт работы в 
области культивирования лимфоцитов человека. 
Ранее показано, что использование комбинации 
IL-2, IL-15 и IL-12 в низких концентрациях спо-
собствует получению цитокин-активированных 
киллеров за 10-14 дней с высокой жизнеспособ-
ностью (> 95%), пролиферативной и цитотокси-
ческой активностью [1, 2]. Имеется опыт приме-
нения цитокин-активированных киллеров для 
АИТ онкологических больных с 2013 года, была 
доказана безопасность и отсутствие токсичности 
у данного способа лечения [3, 10]. Показано, что 
применение АИТ у некоторых пациентов позво-
ляет увеличить продолжительность безрецидив-
ного периода, уменьшить количество побочных 
эффектов химиотерапии и улучшить результаты 
комплексного лечения [3, 10].

Целью данной работы являлось изучение спо-
собов экспансии in vitro NK-клеток онкологи-
ческих больных и доноров в сочетании с фидер-
ными клетками с оценкой жизнеспособности, 
морфологии и цитокинопродукции NK-клеток 
на этапах длительного культивирования в тече-
ние 21 суток.

Материалы и методы
Объект исследования – периферическая 

кровь онкологических больных и доноров. Из ге-
паринизированной венозной крови на градиенте 
плотности фиколла (ρ = 1,077) были выделены 
мононуклеары (МНК), далее дважды отмыва-
ли фосфатно-солевым буфером (pH = 7,4) и до-
водили до нужной концентрации. Для оценки 
морфологии культивируемых клеток с помощью 
инвертированного микроскопа (Nikon, Eclipse 
TS100, Япония) проводили визуальный анализ 
изменения формы, размеров, гранулярности и 
наличия адгезивных свойств у изучаемых клеток 
(МНК, моноциты, NK, K562, гмK562). Жизне-
способность культивируемых клеток определяли 
методом подсчета в камере Горяева с помощью 
0,4% раствора трипанового синего («Биолот», 
Россия), пересчитывали в процентном соотно-
шении долю окрашенных (мертвых) к общему 
количеству клеток. Индекс пролиферации (ИП) 
клеток определяли по формуле: 

ИП = Хn+1 / Хn,
Хn – исходное число клеток для каждой груп-

пы, Хn+1 – конечное число выращенных для каж-
дой группы клеток. Подсчет К562 проводили при 
каждой пересадке в течение всего срока культи-
вирования и перед облучением. Оценку проли-
ферации фидерных клеток К562 проводили на 
1-е, 3-и и 7-е сутки культивирования после об-
лучения. Подсчет NK-клеток проводили после 

выделения, затем оценку пролиферации прово-
дили на 7-е, 14-е и 21-е сутки культивирования с 
фидерными клетками. 

Выделение NK-клеток
Выделение NK-клеток проводили с помо-

щью набора NK Cell Isolation Kit Human (Miltenyi 
Biotec, США) на магнитах по инструкции про-
изводителя (метод магнитной селекции). Либо 
методом адгезии моноцитов: полученные МНК 
доводили до концентрации 5 млн/мл, засеивали 
в культуральный флакон в чистой среде RPMI и 
инкубировали 60-90 минут, после чего собира-
ли суспензионные клетки, центрифугировали 
1000 об/мин в течение 5 минут и доводили до 
нужной концентрации.

Проточная цитометрия
Фенотипирование флуоресцентно мече-

ных клеток проводили на цитофлуориметре 
FACScanto II (Becton Dickinson, США). Оцени-
вали субпопуляционный состав Т-, NK-клеток, 
маркер активации HLA-DR и маркер апоптоза 
СD95 на лимфоцитах. Субпопуляционный со-
став клеточной суспензии после культивирова-
ния NK-клеток с фидером, определяли на 7-е, 
14-е и 21-е сутки.

Для оценки чистоты выделения NK-клеток 
из МНК, сразу после магнитной селекции или 
метода удаления адгезивных клеток проводи-
ли цитофлуориметрический анализ в гейтах 
СD45+ (лимфоциты), СD14+ (моноциты). Для 
фенотипирования лимфоциты отмывали фос-
фатно-солевым буферным раствором (ФСБ) и 
окрашивали конъюгированными с РЕ или FITC 
антителами, которые связываются с антигена-
ми клеточной поверхности, к CD3, CD4, CD14, 
CD16, HLA-DR, CD45, CD56, CD95 (Beckman 
Coulter и Becton Dickinson, США) по инструк-
ции. Обработку полученных результатов прово-
дили с помощью программы BD FacsDiva 6-0. Для 
подсчета доли апоптотических и мертвых клеток 
применяли также метод проточной цитометрии, 
основанный на двойном флуоресцентном окра-
шивании клеток аннексином V-AF488 (зеленая 
флюоресценция) – для оценки доли апоптоти-
ческих клеток и пропидия иодидом (PI) (красная 
флуоресценция мертвых клеток). Окрашивание и 
инкубацию клеток с красителями, проводили по 
инструкции производителя.

Облучение К562
Фидерные клетки получали из клеточной ли-

нии К562, предварительно культивированные 
в течение 2 недель в условиях СО2-инкубатора 
(37  oC, 5%  СО2). Облучение клеток проводили на  
установке Philips SL-20, энергия пучка 6 МэВ. 
Для эксперимента клетки К562 переносили в три 
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флакона и делили на три группы: первая – кон-
троль (К), вторая – фракционированный способ 
облучения (два раза по 50 Гр с перерывом в 20 ми-
нут), третья – однократно в дозе 100 Гр в течение 
25 минут. После облучения клетки К562 продол-
жали культивировать в течение 7 суток.

Фидерные клетки
В качестве фидерных клеток применялись 

клетки двух видов:
1) клетки постоянной клеточной линии мие-

лобластного лейкоза К562, после культивирова-
ния и облучения электронами.

2) генно-модифицированные клетки К562 
(гмК562), несущие на своей поверхности мем-
брано-связанные IL-15, IL-21 (mbIL15 и mbIL21) 
после облучения и криоконсервации и оттаива-
ния, являющиеся разработкой и предоставлен-
ные ООО «СайСторЛаб».

В эксперимент были включены данные куль-
тивирования NK-клеток, полученных от 4 до-
норов, которые культивировали с К562 и 2 онко-
логических больных, которые культивировали с 
гмК562. Для контроля проводили культивирова-
ние NK-клеток доноров и больных без добавле-
ния фидера.

Облучение клеток К562 проводили электрона-
ми двумя разными способами: однократно в дозе 
100 Гр и фракционированно дважды по 50 Гр.

Культивирование NK-клеток с фидером
Культивирование выделенных NK-клеток в 

концентрации 1 млн/мл совместно с фидерны-
ми клетками проводили до 21-х суток в условиях 
СО2-инкубатора в питательной среде RPMI 1640 
(«ПанЭко», Россия) с IL-2 – 300 Ед/мл. Через 
каждые 48 часов обновляли питательную среду, 
добавляли IL-2 – 300 Ед/мл, ежедневно оцени-
вали морфологию клеток. Фидерные клетки до-
бавляли к NK-клеткам на 1-е, 7-е и 14-е сутки 
культивирования в соотношениях 1:1, 1:2 и 1:5 
(NK:Фидер). В эти же дни отбирали часть клеток 
на фенотипирование, осаждали центрифугирова-
нием, собирали и замораживали супернатант для 
иммуноферментного анализа (ИФА). Для кон-
троля проводили культивирование NK-клеток 
как после магнитной сепарации, так и после 
адгезии моноцитов в условиях СО2-инкубатора 
в такой же питательной среде в концентрации 1 
млн/мл без добавления фидера и собирали супер-
натант для ИФА.

Иммуноферментный анализ
В супернатантах, полученных на этапах со-

вместного культивирования NK-клеток с фи-
дерными клетками на 7-е, 14-е и 21-е сутки, для 
определения функциональной активности кле-
ток, измеряли концентрации противоопухоле-

вых цитокинов (TNFα и IFNγ). ИФА проводили 
с помощью наборов реагентов «Вектор Бест» по 
инструкции фирмы производителя. Оптиче-
скую плотность образцов измеряли на фотометре 
ChroMate (Awareness Technology, США) в двух-
волновом режиме: основной фильтр – 450 нм, 
референс-фильтр – 620 нм. 

Анализ результатов проводили с помощью 
программы Microsoft Excel 2007, данные пред-
ставляли как среднее значение по группе или 
среднее±стандартное отклонение.

Результаты и обсуждение
Облучение фидерных клеток К562
При культивировании клеток К562 уровень 

жизнеспособности достигал 99,7%. Перед об-
лучением жизнеспособность К562 составляла 
80,0±11,3%. Через сутки после однократного 
облучения К562 (в дозе 100 Гр), жизнеспособ-
ность снижалось до 64,8±14,8%, а при фракцио-
нированном (дважды по 50 Гр) – до 65,1±12,0%. 
На 3-и сутки после однократного облучения ко-
личество живых фидерных клеток снижалось 
до 59,6±19,5%, а при фракционированном – до 
52,9±10,3%. На 7-е сутки после однократного 
облучения количество живых фидерных клеток 
снижалось до 41,8±20,9; при фракционирован-
ном – до 46,1±13,9%. После однократного облу-
чения дозой 100 Гр в течение следующих 7 суток 
культивирования фидерные клетки не пролифе-
рировали. В группе с фракционированным облу-
чением наблюдалась незначительная пролифера-
ция клеток, относительно группы контроля.

Таким образом, изучено влияние ионизирую-
щего излучения на пролиферативный потенциал 
клеток линии К562. Показано, что через 7 суток 
после облучения электронами однократно в дозе 
100 Гр пролиферативный потенциал отсутствует, 
а жизнеспособность снижается за счет активации 
апоптоза в опухолевых клетках. Налажен способ 
получения фидерных клеток линии К562 для по-
следующего культивирования с NK-клетками. 
Была выбрана доза облучения: 100 Гр однократно.

Экспансия NK-клеток
Метод проточной цитометрии показал, что 

после магнитной сепарации чистота выделения 
NK-клеток как доноров, так и онкологических 
больных (CD3-CD56+CD16+) составляла 90±2%, 
а после адгезии моноцитов – более 60±2%. Та-
ким образом, метод магнитной селекции явля-
ется наиболее эффективным. Второй способ, 
основанный на адгезии моноцитов, менее эф-
фективен, но оказался приемлем для дальней-
шего культивирования с фидерными клетками, а 
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также не требовал наличия специальных дорого-
стоящих наборов для выделения NK-клеток.

Морфологическая оценка NK-клеток в кон-
трольной группе показала, что на 3-и сутки куль-
тивирования NK-клетки начинали увеличивать-
ся в размерах и незначительно пролиферировать 
(20%), однако после 3 суток жизнеспособность 
клеток значительно снижалась, и уже на 7-е сут-
ки составляла менее 70%, а к 14-м суткам – около 
55%. 

При совместном культивировании NK-клеток 
от онкологических больных или доноров с фи-
дерными клетками ежедневные микроскопиче-
ские наблюдения показали, что морфология NK-
клеток также начинала меняться после 3 суток. 
Клетки увеличивались в размерах, становились 
гранулярными и пролиферировали в несколь-
ко раз, образуя полусферы, окружали фидерные 
клетки, которые в свою очередь постепенно рас-
падались на отдельные апоптотические тельца, 
ограниченные плазматической мембраной, и к 
7-м суткам визуально их становилось значитель-
но меньше (рис. 1, см. 2-ю стр. обложки). Оце-
нив уровень пролиферации, можно отметить, 
что при культивировании NK-клеток гмК562 на 
21-е сутки и их количество увеличивалось в 34,2-
76,2 раза, а при использовании в качестве фидера 
обычных клеток К562 только в 4,1-8,4 раза.

Как известно, у доноров и онкологических 
больных процесс активации клеток in vitro не от-
личается, т.к. количество и качество NK-клеток 
зависит не от наличия опухоли, а от индивиду-
альных особенностей человека и его иммунной 
системы, что было нами подтверждено при из-
учении фенотипической характеристики и мар-
керов активации после совместного культивиро-
вания лимфоцитов с фидером. Из-за отсутствия 
существенных отличий результатов фенотипи-
рования лимфоцитов доноров и онкологических 
больных, данные объединены в одну группу. В та-
блице 1 представлена фенотипическая характе-
ристика лимфоцитов и маркеров активации по-
сле совместного культивирования с различными 
фидерными клетками: К562 и гмК562 по дням 
культивирования, перед добавлением новой пор-
ции фидерных клеток. Все данные представлены, 
как среднее значения ± стандартное отклонение. 
Для определения доли фидерных клеток при фе-
нотипировании клеточной суспензии выделяли 
CD45 негативный гейт и вычисляли долю мерт-
вых клеток. Процент мертвых NK-клеток выде-
ляли среди СD16+СD56+СD3- лимфоцитов.

Доля мертвых фидерных клеток (гмК562 и 
К562) увеличивалась к 21-м суткам культивиро-
вания в среднем более чем на 80%. После 7 суток 

наблюдалось увеличение процентного содержа-
ния NK-клеток и снижение доли Т-лимфоцитов. 
Показано снижение среднего количества Т-лим-
фоцитов на 14-е сутки в 2 раза относительно 
0 суток. Также через неделю культивирования 
отмечена экспрессия активационного маркера 
HLA-DR(all) на лимфоцитах. 

Таким образом, показано, что при длительном 
культивировании лимфоцитов онкологических 
больных с генно-модифицированными фидер-
ными клетками и доноров с обычными клетка-
ми линии К562, можно получить более 50% NK-
клеток, при этом их цитотоксическая активность 
достигает 80%.

Иммуноферментный анализ
В контрольной группе, где NK-клетки доно-

ров и онкологических больных культивировались 
без фидера, содержание TNFα и IFNγ в суперна-
тантах на 7-е и 14-е сутки выявлено в следовых 
количествах. В таблице 2 представлены резуль-
таты иммуноферментного анализа супернатан-
тов, собранных в процессе культивирования 
NK-клеток доноров и онкологических больных с 
различными фидерными клетками и без них. Все 
данные представлены, как среднее значения ± 
стандартное отклонение.

При культивировании NK-клеток как доно-
ров так и онкологических больных с фидером, 
в супернатантах на 7-е и 14-е сутки многократ-
но увеличивались концентрации TNFα и IFNγ, 
относительно контрольной группы без фидера, 
что указывает на активацию NK-клеток. Пока-
зано, что в образцах с гмК562 отмечается более 
высокая продукция TNFα и IFNγ, в отличие от 
образцов с обычными клетками линии К562. Ве-
роятно, что такое резкое увеличение уровня ци-
токинов на ранних сроках культивирования в об-
разцах с гмК562 и дает возможность NK-клеткам 
пролиферировать в большей степени. Посте-
пенное снижение продукции обоих цитокинов 
NK-клетками к 21-м суткам наблюдалось при 
совместном культивировании с гмК562, так кон-
центрация TNFα уменьшилась в 2,7 раз, а IFNγ в 
2,1 раза, относительно 7-х суток. Обратная тен-
денция к увеличению продукции цитокинов на-
блюдалась в группе с обычными К562. Можно 
отметить повышение концентрации TNFα в 4 
раза и IFNγ в 2,2 раза к окончанию сроков куль-
тивирования, относительно 7-х суток. Данное 
явление возможно связано с более поздней ак-
тивацией NK-клеток, культивируемых с К562, по 
сравнению с гмК562.

Таким образом, можно заключить, что приме-
нение фидерных клеток в протоколах генерации 
NK-клеток, позволяет получить большое коли-
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ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ФЕНОТИПИРОВАНИЯ ИССЛЕДУЕМЫХ КЛЕТОК

TABLE 1. RESULTS OF PHENOTYPING OF THE STUDIED CELLS

Показатель
Indicator

Сутки
Days

0-е сутки
0th day

7-е сутки
7th days

14-е сутки
14th days

21-е сутки
21st days

CD45+ (лимфоциты), %
CD45+ (lymphocytes), % – 62,3±10,8 60,6±21,9 58,1±14,0

Т-лимфоциты (СD3+)
Т lymphocytes (СD3+), % 56,9±24,9 44,2±18,1 26,4±20,4 36,8±11,9

NK-клетки
(СD16+СD56+СD3-), %
NK cells
(СD16+СD56+СD3-), %

22,6±19,2 49,9±17,0 60,8±13,8 52,8±9,0

Живые NK-клетки от общего количества
СD16+СD56+СD3-, %
Live NK cells from total
СD16+СD56+СD3-, %

99,5±0,6 88,5±2,0 71,0±28,9 59,4±37,2

К562 (CD45neg), % – 37,7±10,8 39,4±21,9 42,0±14,0

Мертвые К562 от общего количества
(CD45neg), %
Dead К562 from total
(CD45neg), %

– 54,4±18,3 74,1±1,0 81,3±6,6

Маркеры активации на лимфоцитах
HLA-DR(all), %
Activation markers in lymphocytes
HLA-DR(all), %

34,1±1,4 87,7±4,2 67,4±27,3 –

СD95+(FAS/APO-1), % 81,7±10,4 68,0±0,7 – –

СD3+СD95+, % 62,6±3,5 38,6±21,2 – –

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ИФА СОВМЕСТНОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ NK-КЛЕТОК ДОНОРОВ И ОНКОЛОГИЧЕСКИХ 
БОЛЬНЫХ И РАЗЛИЧНЫХ ФИДЕРНЫХ КЛЕТОК (С ГЕННОЙ МОДИФИКАЦИЕЙ – гмК562 И БЕЗ НЕЕ К562), СВОДНАЯ 
ТАБЛИЦА 

TABLE 2. ELISA RESULTS OF CULTIVATION OF NK CELLS AND VARIOUS FEEDER CELLS 

Цитокин,  
пг/мл

Cytokine, pg/ml

Фидерные клетки
Feeder cells

Сутки
Days

7-е сутки
7th days

14-е сутки
14th days

21-е сутки
21st days

TNFαα

гмК562
gmК562 83,00±36,77 22,50±6,36 30,0±0,0

К562 20,67±13,87 40,00±16,82 86,33±52,69

контроль (без фидера)
control (without feeder) 4,00±2,83 2,50±0,71 –

IFNγγ

гмК562
gmК562 418,50±38,89 325,00±76,37 196,0±0,0

К562 245,00±77,35 360,33±178,36 534,67±318,30

контроль (без фидера)
control (without feeder) 10,00±9,90 2,50±0,71 –
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чество клеток с выраженной противоопухолевой 
цитолитической активностью [9,  12,  14,  15]. Од-
нако более ранняя продукция цитокинов TNFα 
и IFNγ наблюдалась в образцах при культиви-
ровании NK-клеток онкологических больных и 
гмК562. Также наибольшего уровня пролифера-
ции NK-клеток к окончанию культивирования 
удалось достигнуть, после их выделения мето-
дом магнитной сепарации и культивирования с 
гмК562, что является наиболее предпочтитель-
ным для получения большого количества NK-
клеток. Оба вида фидерных клеток, изучаемых в 

данной работе, приемлемы для активации NK-
клеток, полученных от доноров или онкологи-
ческих больных, так как удавалось многократно 
нарастить количество NK-клеток и увеличить их 
активационный потенциал, что и являлось целью 
данной работы.
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