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ИНДУЦИРОВАННЫХ КИЛЛЕРОВ
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Резюме. Способность цитокин-индуцированных киллеров (ЦИК) распознавать и лизировать опу-
холевые клетки продемонстрирована в доклинических исследованиях in vitro. На портале ClinicalTrials.
gov на данный момент зарегистрировано более 600 завершенных клинических исследований, посвя-
щенных методике клеточной иммунотерапии, из них более 30 применению ЦИК. Существует мно-
жество способов получения клеточных препаратов на основе лимфоцитов. Их общим недостатком, 
на наш взгляд, является необходимость дополнительных заборов крови для получения клеточного 
препарата в больших объемах, поэтому остается актуальным разрабатывать новые подходы с уче-
том решения данной проблемы. Была предложена идея извлечения лимфоцитов из лейкоцитарных 
фильтров с последующей активацией данных клеток в условиях in vitro. Целью исследования являлась 
оценка возможности применения лейкоцитарных фильтров в качестве источника лимфоцитов для 
получения больших доз клеток ЦИК. В исследование включены данные 30 доноров. В статье подроб-
но описана процедура извлечения лимфоцитов из лейкоцитарных фильтров. Выделенные лимфоциты 
культивировали в пластиковых флаконах в СО2-инкубаторе 10-14 суток в среде на основе RPMI- 1640, 
в которую предварительно добавили IL-2 и IL-15. Оценку уровня активации клеток проводили ме-
тодами иммуноферментного анализа и проточной цитометрии. Оценивали субпопуляционный со-
став Т-, NK-, TNK-, B-лимфоцитов (CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, CD19, CD45, CD56) и маркеры 
активации на них (CD38 и HLA-DR) до и после активации клеток. Оценена возможность примене-
ния лейкоцитарных фильтров после сепарации плазмы с оставшимися на них лейкоцитами. Изучена 
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функциональная активность извлеченных лимфоцитов и цитокиновый состав супернатантов после 
культивирования в полной питательной среде. Показано, что пептидный комплекс-супернатант со-
держал высокие дозы сигналинговых белков: IL-2, IL-6 IL-10, IFNγ, TNFα и сохранял свою функ-
циональную активность после длительного хранения при низких температурах. Препарат является 
стерильным и состоит преимущественно из Т-, ТNK- и NK-клеток с высоким уровнем жизнеспособ-
ности и содержит маркеры активации: HLA-DR, CD38. Таким образом, из одного фильтра получали 
до 350 млн активированных лимфоцитов и аликвоты с супернатантом. Препарат может применяться 
как для фундаментальных исследований, так и для проведения адоптивной иммунотерапии (АИТ) 
онкологическим больным с целью восстановления собственного потенциала противоопухолевого 
иммунитета пациентов. Данное количество клеточного и бесклеточного препарата является доста-
точным для проведения большего количества курсов АИТ без дополнительных заборов крови.

Ключевые слова: культивирование, лейкоцитарный фильтр, IL-2, IL-15, цитокин-индуцированные киллеры, адоптивная 
иммунотерапия
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Gelm Yu.V.a, Grivtsova L.Yu.a, Sayapina E.V.a, Semenova N.S.a, 
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Abstract. The ability of cytokine-induced killer (CIK) cells to recognize and lyse tumor cells has been 
shown in preclinical in vitro studies. The database ClinicalTrials.gov currently registers over 600 completed 
clinical studies on cellular immunotherapy including more than 30 trials with CIK cells. There are many 
ways to obtain the lymphocyte-based cell products. In our opinion, their common drawback is the need 
for additional blood samples to obtain cell preparation in large volumes, thus requiring the development of 
new approaches in the field. We have proposed an idea of lymphocyte extraction using leukocyte filters with 
subsequent in vitro activation of these cells. The purpose of our study was to test the opportunity of using 
leukocyte filters as a source of lymphocytes to obtain large doses of CIK. The study included data from 30 
donors. The article describes in detail the procedure for extracting lymphocytes from leukocyte filters. The 
isolated lymphocytes were cultured in plastic bottles in the CO2-incubator for 10-14 days in a medium based 
on RPMI-1640 supplied with IL-2 and IL-15. The level of cell activation was assessed using enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and flow cytometry. The subpopulation profile of T, NK, TNK, B lymphocytes 
(CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, CD19, CD45, CD56) and surface activation markers (CD38 and HLA- DR) 
before and after cell activation were assessed. We have assessed the possibility of using leukocyte filters as a tool 
of cell separation from leukocyte-rich plasma. The functional activity of extracted lymphocytes and cytokine 
contents of supernatants were studied after cultivation in a complete nutrient medium. The supernatant 
peptide complex was shown to contain high doses of signaling proteins, i.e., IL-2, IL-6 IL-10, IFNγ, TNFα 
and retained its functional activity after long-term storage at low temperatures. The resulting cell product 
is sterile and consists predominantly of T, TNK and NK  cells with a high level of viability and expressed 
activation markers (HLA-DR, CD38). Each single filter procedure allowed getting of up to 350 million 
activated lymphocytes and supernatant aliquots. This preparation may be used both for basic research and for 
administering autologous immune therapy to cancer patients in order to restore the patients’ own antitumor 
immunity potential. This amount of cellular and cell-free products is sufficient to conduct more courses of 
immune therapy without additional blood sampling.

Keywords: cell culture, leukocyte filter, IL-2, IL-15, cytokine-induced killers, immune therapy
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Введение
В 1991 году была проведена первая работа 

по получению клеточного препарата на осно-
ве цитокин-индуцированных киллеров (ЦИК) 
I.G.  Schmidt-Wolf и его коллегами  [13]. Как из-
вестно, ЦИК (cytokine-induced killer cell, CIK)  – 
группа эффекторных иммунных клеток, сочетаю-
щих свойства T-лимфоцитов и NK-клеток. А уже в 
1999 году была подтверждена клиническая приме-
нимость ЦИК для лечения онкологических боль-
ных [14]. Эффективность терапии ЦИК доказана 
в доклинических исследованиях in vitro на следую-
щих опухолевых линиях: рак почки, поджелудоч-
ной железы, надпочечников, пищевода, толстой 
кишки, миелома, гепатоцеллюлярная карцинома, 
остеосаркома и хронический миелолейкоз [13, 14].

По данным Управления по санитарному над-
зору за качеством пищевых продуктов и меди-
каментов США (Food and Drug Administration, 
FDA), одобрено 43 продукта клеточной и генной 
терапии, что подтверждает актуальность разви-
тия клеточных технологий и высокий уровень их 
практического применения на зарубежном рын-
ке [9]. Первый препарат на основе аутологичных 
мононуклеарных клеток крови (МНК) под назва-
нием Provenge (Sipuleucel-T) (Dendreon, США) 
был зарегистрирован в 2010 году. Данный пре-
парат предназначен для лечения метастатическо-
го гормонорезистентного рака предстательной 
железы. Вакцина Sipuleucel-T состоит из МНК, 
включающих антигенпрезентирующие клетки, 
в том числе и дендритные клетки, нагруженные 
таргетным антигеном PAP, являющимся наиболее 
представленным на поверхности раковых клеток 
предстательной железы. На портале ClinicalTrials.
gov зарегистрированы 689 завершенных на дан-
ный момент клинических исследований. Все они 
посвящены методике клеточной иммунотера-
пии [7]. Следует отметить, что уже 39 из них по-
священы применению ЦИК [8].

В МРНЦ им. А.Ф. Цыба последнее десятиле-
тие активно ведутся исследования по изучению 
новых методик иммунокоррекции. Все они ос-
нованы на введении в организм онкологическим 
больным аутологичных лейкоцитов, которые 
предварительно активируют различными имму-
номодуляторами in vitro [1, 2, 3, 4]. Показана хо-
рошая переносимость иммунотерапии лимфоци-
тами, активированными in vitro с помощью IL-2 
и IL-15 [1, 2, 3]. Противоопухолевая адоптивная 
(от англ. adopt  – принимать, усыновлять) им-
мунотерапия (АИТ) является безопасным и эф-
фективным методом сопроводительной терапии. 
АИТ позволяет уменьшить количество побочных 
эффектов химиотерапии, улучшить показатели 
продолжительности безрецидивного периода и 
комплексного лечения больных раком [1, 2, 3, 4].

Известно множество способов получения кле-
точных препаратов, основанных на лимфоцитах 
доноров. Данные разработки позволяют полу-
чить активированные цитотоксические клетки 
в условиях in vitro с помощью различных сред и 
компонентов, и у каждого изобретения своя ис-
ключительная методика [5, 10, 11]. Во всех спосо-
бах источником лимфоцитов служит перифери-
ческая кровь человека в разном объеме. Общим 
недостатком данных способов является необхо-
димость дополнительных заборов крови для по-
лучения большого количества клеточной массы 
и поиск доноров, что затрудняет возможность 
осуществления более масштабного производства. 
Поэтому является актуальным разработка новых 
подходов для получения клеточного препарата в 
больших объемах. 

В рамках данного исследования была по-
ставлена задача: получить большие дозы  – бо-
лее 200 млн клеток за одну процедуру культи-
вирования. Важно было не только увеличить их 
количество, но и нарастить активационный по-
тенциал изучаемых клеток. То есть стояла задача 
получить клетки ЦИК с высоким уровнем жиз-
неспособности (>  90%), содержащие маркеры 
активации: HLA-DR и CD38, и состоящие преи-
мущественно из Т-цитотоксических клеток с фе-
нотипом CD3+CD8+ и NKТ-клеток с фенотипом 
CD3+CD16+ и CD3+CD56+. Кроме того, важно 
было изучить супернатанты на содержание цито-
кинов, выполняющих в свою очередь функцию 
медиаторов межклеточных сигналов и основных 
регуляторов активности иммунной системы. Не-
обходимо было не только получить супернатант 
(пептидный комплекс) с высоким содержанием 
цитокинов, продуцируемые лимфоцитами в про-
цессе активации in vitro, но и обеспечить длитель-
ное хранение данного препарата для дальнейшего 
применения АИТ. Для этого авторами была пред-
ложена идея извлечения лимфоцитов из лейко-
цитарных фильтров с последующей активацией 
данных клеток в условиях in vitro.

Для улучшения условий хранения гемотранс-
фузионных сред является методика их фильтра-
ции через лейкоцитарные фильтры [6]. Известно, 
что процедура лейкодеплеции может произво-
диться как на этапе гемотрансфузии с примене-
нием госпитальных лейкоцитарных фильтров, 
так и на этапе производства путем пропускания 
отдельных компонентов или цельной крови че-
рез производственные лейкоцитарные фильтры. 
Таким образом, основная роль лейкоцитарного 
фильтра заключается в удалении лейкоцитов из 
плазмы. Далее лейкоцитарные фильтры подле-
жат утилизации, однако могут быть использова-
ны для извлечения лимфоцитов и последующего 
их применения. В среднем из 1  мл крови доно-
ра можно выделить до 3 млн лимфоцитов. Один 
фильтр после использования может содержать 
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несколько сотен миллионов лимфоцитов, что 
дает основание применять их, а не утилизировать 
сразу после использования, и, т. к. система явля-
ется закрытой и стерильной, вероятность конта-
минации сводится к нулю.

Материалы и методы
В исследование включены данные 30 доно-

ров в возрасте от 19 до 62 лет (средний возраст – 
43 года), среди которых 18 мужчин и 12 женщин. 
Объект исследования  – элюированные из лей-
коцитарных фильтров лимфоциты. Все доноры 
состоят в базе МРНЦ им. Цыба и проходят регу-
лярное медицинское обследование перед каждой 
процедурой сдачи крови. Кровь доноров прове-
ряется на ВИЧ, сифилис и гепатиты В и С, груп-
пу крови, Rh, общий анализ с лейкоцитарной 
формулой, биохимический анализ: билирубин 
общий, АЛТ. Данный набор анализов является 
стандартом проверки донорской крови и прово-
дится каждому поступающему в отделение доно-
ру. Все пациенты, поступающие к нам в Центр с 
целью проведения АИТ, подписывают информи-
рованное согласие.

Выделение лимфоцитов из лейкоцитарных фильт­
ров

После завершении забора крови на донорском 
пункте и сепарации плазмы и клеточной части 
в закрытом контуре лейкоцитарные фильтры с 
оставшимися на них лейкоцитами запаивали и 

Рисунок 1. Процесс промывания фильтра – 
элюирование лейкоцитов донора
Figure 1. The process of washing the filter – elution of donor 
leukocytes

помещали в стерильные крафт-пакеты. Немед-
ленно их доставляли в лабораторию, где в сте-
рильных условиях проводили процедуру извлече-
ния лейкоцитов с фильтра. Для этого от фильтра 
стерильными ножницами отрезали запаянные 
трубки и подсоединяли медицинскую капель-
ную систему с изотоническим раствором натрия 
хлорида в объеме 150-250 мл. Элюированные 
аллогенные лейкоциты собирали в стерильные 
пробирки объемом 50 мл путем сильного сжа-
тия флакона с изотоническим раствором натрия 
хлорида и вымывания раствора с клетками через 
фильтр по капельной системе (рис. 1). 

Элюированные клетки, разбавленные раство-
ром хлорида натрия, наслаивали на градиент фи-
колла плотностью 1,077 г/см3. Далее центрифу-
гировали при 2000 об/мин в течение 30-40 мин, 
что позволяло осадить эритроциты и гранулоци-
ты на дно пробирки. Образованное интерфазное 
кольцо лимфоцитов после центрифугирования 
аккуратно собирали и отмывали двукратно с по-
мощью фосфатно-солевого буфера и применени-
ем метода центрифугирования при 1500 об/ мин 
10 мин. Полученные лимфоциты подсчитывали, 
после чего ресуспендировали в концентрации 
1,5-2 × 106 кл/мл в полной питательной среде. 

Питательную среду готовили на основе RPMI-
1640, в которую добавляли L-глутамин, рекомби-
нантный человеческий альбумин, пируват на-
трия, в качестве источника энергии, антибиотик 
гентамицин и цитокины для активации клеток. 
В качестве цитокинов добавляли интерлейки-
ны: человеческий рекомбинантный (р. ч.) IL-2 
(«Ронколейкин», ООО «НПК «Биотех», Россия) 
в концентрации – 250 МЕ/мл и р. ч. IL-15 («Ак-
тивный интерлейкин 15», Cloud-Clone Corp., 
США) – 5 нг/мл.

Культивирование лимфоцитов
Выделенные лимфоциты культивировали в 

пластиковых флаконах с вентилируемой крыш-
кой в СО2-инкубаторе при: 37  °C до 14 дней. 
Морфологию клеток в культуре и контроль кон-
таминации оценивали каждый день с помощью 
инвертированного микроскопа Eclipse TS100 
(Nikon, Япония). В течение всего срока культиви-
рования каждые два дня обновляли питательную 
среду во флаконах с клетками, для поддержания 
жизнеспособности активированных лимфоци-
тов. При каждом пересаживании клеток под-
считывали количество лимфоцитов с помощью 
камеры Горяева. В конце срока культивирования 
для определения уровня жизнеспособности из-
учаемых клеток окрашивали лимфоциты краси-
телем трипановый синий (ООО «БиолоТ», Рос-
сия). 

На этапах культивирования цитотоксических 
клеток определяли концентрацию цитокинов в 
супернатантах, фенотип и маркеры активации 
лимфоцитов, оценивали и пролиферативную 
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активность. В конце срока культивирования 
клетки полностью собирали, оценивали уровень 
пролиферативной активности, супернатант за-
мораживали при: -30  °C. Передавали пробу в 
бактериологическую лабораторию на контроль 
стерильности (отсутствия бактерий и грибов). 
Активация клеток подтверждалась с помощью 
методов: иммуноферментного анализа (ИФА) и 
проточной цитометрии.

ИФА супернатантов
В супернатантах на этапах культивирования 

после 2 дня активации, измеряли концентрации 
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFNγ и TNFα для опреде-
ления функциональной активности клеток до и 
после заморозки (n = 40). ИФА проводили с по-
мощью реагентов (АО «Вектор Бест», Россия). 
На фотометре ChroMate (Awareness Technology, 
США) измеряли оптическую плотность образ-
цов в рекомендуемом двухволновом режиме: 
референс-фильтр  – 620 нм, основной фильтр  – 
450 нм.

Проточная цитометрия
До и после окончания культивирования лим-

фоцитов определяли субпопуляционный состав 
суспензионных лимфоцитов и экспрессию марке-
ров активации (n = 19). Оценивали субпопуляци-
онный состав TNK-лимфоцитов, Т-лимфоцитов, 
NK-лимфоцитов, B-лимфоцитов (CD3, CD4, 
CD8, CD14, CD16, CD19, CD45, CD56) и мар-

керы активации на них (CD38 и HLA- DR). Для 
фенотипирования лимфоциты отмывали фос-
фатно-солевым буфером методом центрифуги-
рования и окрашивали конъюгированными с РЕ 
или FITC антителами к CD3, CD4, CD8, CD16, 
CD19, HLA-DR, CD38, CD56 (Beckman Coulter, 
Франция). Фенотипирование флуоресцентно 
меченых клеток проводили на цитофлуориметре 
FACScanto II (Becton Dickinson, США). Анализи-
ровали не менее 5000 событий в секторе живых 
клеток-мишеней.

Статистика 
С помощью программы Microsoft Excel 2007 

проводили статистическую обработку данных. 
Результаты представлены в виде среднего ариф-
метического значения по группе или среднее ± 
стандартное отклонение. Статистически значи-
мые различия определяли с помощью непараме-
трического U-критерия Манна–Уитни.

Результаты
Информация о донорах
В исследовании принимали участие 30 доно-

ров, из них 12 человек имели I+ группу крови, 9 
человек – II+, 3 человека – II-, 4 человека – III+ 
и по 1 человеку имели III- и IV- группу крови. По 
результатам проведенных лабораторных анали-
зов все исследованные показатели укладывались 

ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ОБСЛЕДОВАНИЯ ДОНОРОВ (n = 30)

TABLE 1. RESULTS OF SURVEY OF DONORS (n = 30)

Анализ
Analysis

Единицы измерения
Units of measurement

Референсный 
интервал 

Reference interval

Результат
Result 

(n = 30)
ВИЧ / сифилис / гепатиты В и С
HIV / syphilis / hepatitis B and C – отрицательно

negative
отрицательно

negative
Лейкоциты
Leukocytes

109/л
109/L 4,1-8,8 6,2

Лимфоциты
Lymphocytes % 19,0-37,0 34,2

Лимфоциты (абс.) 
Lymphocytes (abs.)

109/л
109/L 1,2-3,0 2,0

Моноциты
Monocytes % 3,0-11,0 9,3

Моноциты (абс.)
Monocytes (abs.)

109/л
109/L 0,1-0,6 0,6

Тромбоциты
Platelets

109/л
109/L 180-320 270,0

Гемоглобин
Hemoglobin

г/л
g/L 132-164 150,6

Билирубин общий
Bilirubin total

мкмоль/л
µmol/L 1,7-20,0 8,9

АЛТ
ALT

Ед/л
U/L 0,0-41,0 21,4
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в референсный диапазон. Ниже представлены 
усредненные данные по группе доноров (табл. 1). 

Культивирование лимфоцитов
Лимфоциты получали из лейкоцитарных 

фильтров (n = 30). При оценке морфологии кле-
ток наблюдали, что со 2-го дня активации часть 
лимфоцитов адгезировала к культуральному пла-
стику. Клетки увеличивались в размерах и проли-
ферировали. В течение всего срока роста клеток 
большинство сохраняло морфологию больших 
гранулярных лимфоцитов. Самопроизвольное 
отлипание лимфоцитов от пластика флакона на-
блюдалось после 8-9 суток, что указывает на за-
вершение процесса активации клеток in vitro. 
Уровень жизнеспособности клеток в конце куль-
тивирования составлял 96,7±0,6%. Количество 
клеток к окончанию активации увеличивалось 
в 1,5-2 раза. Таким образом, из одного лейкоци-
тарного фильтра удавалось выделить 120-200 млн 
лимфоцитов, а после культивирования 10-14 су-
ток удавалось получить до 350 млн активирован-
ных лимфоцитов. 

Следует отметить, что все пробы, прошедшие 
проверку в бактериологической лаборатории на 
отсутствие бактерий и грибов, были стерильны, 
что подтверждает успех данной методики, т.  к. 
данный препарат является безопасным и может 
быть применен для проведения АИТ. 

Далее представлены результаты оценки функ-
циональной активности данного препарата. 
Изучали активацию клеток с помощью метода 
проточной цитометрии и цитокиновый состав 
супернатантов методом ИФА.

Проточная цитометрия
Показано, что препарат с живыми клетками 

в основном содержал Т-клетки (CD3+CD45+), 
Т-хелперы (CD3+CD4+), Т-цитотоксические лим-
фоциты (CD3+CD8+), B-клетки (CD19+CD45+), 
ТNK-клетки (CD3+CD16+, CD3+CD56+), NK-
клетки (CD3-CD16+CD56+). Таким образом, по-
пуляции Т-клеток, NK-клеток, ТNK-клеток 
являются преобладающими, более 90% от всех 
клеток препарата, что было типично для гетеро-
генной популяции ЦИК. При сравнении фено-
типической картины элюированных фильтров 
лимфоцитов до и после культивирования в пол-
ной питательной среде с цитокинами достоверно 
выявлено следующее (табл.  2). Наблюдали при-
рост Т-клеток (CD3+CD45+) на 11,9% (p ≤ 0,01), 
Т-цитотоксических лимфоцитов (CD3+CD8+) 
на 9,0% (p  ≤  0,05). Количество ТNK-клеток 
(CD3+CD16+) увеличилось в среднем по группе 
на 11,3%, а ТNK-клеток (CD3+CD56+) на 9,1%, 
то есть в 2,5 (p ≤ 0,05) и 2,4 раза (p ≤ 0,01) соответ-
ственно. Прослеживалось нарастание экспрессии 
активационных рецепторов, а именно отмеча-
ли значительный рост активированных лимфо-
цитов CD38+ на 23,8% (p ≤ 0,01) и HLA-DR+ на 

всех лимфоцитах в 2,3 раза (p  ≤  0,01). Уровни 
активированных Т-лимфоцитов: CD3+CD38+ и  
HLA-DR+CD3+ увеличивались в 3,4 и 5,7 раз 
(p ≤ 0,01) соответственно.

Таким образом, показано, что представлен-
ным способом возможно получить лимфоци-
ты с маркерами активации: HLA-DR и CD38. 
Полученный клеточный препарат состоит пре-
имущественно из Т-цитотоксических клеток 
(CD3+CD8+), Т-хелперов (CD3+CD4+) и NKТ-
клеток (CD3+CD16+ и CD3+CD56+), которые, 
как известно, имеют свойство оказывать сильное 
воздействие на клетки-мишени.

ИФА супернатантов
Изучали супернатанты, собранные на 2-е, 

5-е и 9-е сутки культивирования клеток (n = 40). 
При анализе всех образцов были зафиксирова-
ны следующие максимальные значения: IL-2  – 
746  пг/ мл, IL-4  – 27 пг/мл, IL-6  – 650  пг/ мл, 
IL- 10 – 1087 пг/ мл, IFNγ – 1715 пг/ мл, TNFα – 
1408 пг/ мл. В среднем супернатанты содер-
жали IL-2  – 327,8  пг/мл (Медиана (Ме)  – 
324,5 пг/ мл), IL-4 – 2,9 пг/мл (Ме – 2,0 пг/ мл), 
IL-6  – 448,1  пг/ мл (Ме  – 432,5,0 пг/ мл), 
IL- 10 – 300,4 пг/ мл (Ме – 187,0 пг/мл), IFNγ – 
905,6 пг/ мл (Ме – 928,5 пг/ мл), TNFα 504,7 пг/ мл 
(Ме  – 402,5  пг/ мл). Данный разброс значений 
объясняется персональными характеристиками 
клеток каждого донора и индивидуальным отве-
том на стимуляцию in vitro.

При анализе результатов по дням культиви-
рования наблюдали, что уровень IL-2 оставал-
ся примерно одинаковым на протяжении всего 
срока культивирования, IL-6 увеличивался не-
значительно (в 1,5 раза) к окончанию активации, 
а IFNγ и TNFα был максимален уже на 2-е сутки 
(рис. 2). Содержание IL-4 было обнаружено в сле-
довых количествах, что не представляет особого 
интереса для анализа полученных результатов.

Таким образом, супернатанты, полученные 
путем стимуляции элюированных фильтров лим-
фоцитов предлагаемым способом в процессе ак-
тивации in vitro продуцируют в среду достаточно 
высокие уровни цитокинов. Кроме того, до и по-
сле заморозки содержание цитокинов: IL-2, IL- 6, 
IL-10, IFNγ и TNFα существенно не менялось 
(p  <  0,05). Это дает основание заключить, что 
препарат не теряет своей функциональной ак-
тивности при замораживании до -30 °C и может 
применяться как пептидный комплекс для АИТ 
в качестве медиаторов межклеточных сигналов.

Проведение АИТ препаратом, полученным из 
фильтров

Для проведения одной инъекции пациенту, 
необходимо подготовить клеточный препарат, 
в количестве 5-10 млн ресуспендированных в 
объеме 1,3-2,0 мл супернатанта или физиологи-
ческого раствора. Супернатант также собирали 
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ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ФЕНОТИПИРОВАНИЯ ИССЛЕДУЕМЫХ КЛЕТОК (СРЕДНЕЕ ЗНАЧЕНИЕ ± СТАНДАРТНОЕ 
ОТКЛОНЕНИЕ, n = 19)

TABLE 2. THE RESULTS OF PHENOTYPING OF THE STUDIED CELLS (MEAN ± STANDARD DEVIATION, n = 19)

Показатель
Indicator

До активации
Before activation

(n = 19)
%

После активации
After activation

(n = 19)
%

Т-клетки
T cells
CD3+CD45+

64,2±10,5 76,1±14,8

Т-хелперы
T helper cells
CD3+CD4+

38,4±9,2 36,8±12,9

Т-цитотоксические
T cytotoxic cells
CD3+CD8+

19,7±9,4 28,7±12,5

ТNK-клетки
TNK cells
CD16+CD3+

7,4±7,0 18,7±14,8

ТNK-клетки
TNK cells
CD56+CD3+

6,5±6,7 15,6±17,2

NK-клетки
NK cells
CD3-CD56+CD16+

10,4±6,6 6,8±6,8

В-клетки
B cells
CD19+CD45+

6,4±3,9 7,0±9,5

Активированные лимфоциты
Activated lymphocytes
CD38+

29,9±9,4 53,7±16,6

Активированные Т-лимфоциты
Activated Т lymphocytes 
CD3+CD38+

12,3±11,1 41,3±18,5

Активированные лимфоциты
Activated lymphocytes
HLA-DR+

17,2±7,1 39,5±13,3

Активированные Т-лимфоциты
Activated Т lymphocytes
HLA-DR+CD3+

5,6±4,9 32,0±13,8

Активированные NK-клетки
Activated NK cells
CD38+CD16+

7,0±4,1 5,3±6,1

Активированные NK-клетки
Activated NK cells
HLA-DR+CD16+

1,4±2,5 4,5±6,8

отдельно в объеме до 2,0 мл. Клеточный и/или 
бесклеточный препарат вводили онкологиче-
скому больному паравертебрально внутрикожно 
в 2-8 точек и отслеживали местную реакцию. На 
месте внутрикожного введения препарата воз-
можна гипертермия, гиперемия, припухлость и 
небольшая болезненность. О начале иммунно-

го ответа на введение лимфоцитов может ука-
зывать возможное незначительное повышение 
температуры тела или гриппоподобный синдром. 
В результате наблюдали отчетливые реакции ги-
перчувствительности немедленного типа, даже 
у пациентов со сниженным иммунологическим 
статусом. Предполагается, что после многократ-
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ной вакцинации у больного формируется напря-
женный противоопухолевый иммунный ответ, 
способствующий элиминации раковых клеток. 

Курс состоит из 10 таких инъекций клеточно-
го и бесклеточного препарата. Из одного фильтра 
получали 180-350 млн активированных лимфо-
цитов и аликвоты с супернатантами. Данное ко-
личество клеточного и бесклеточного препарата 
является достаточным для проведения 3-7 курсов 
АИТ.

Обсуждение
Существуют данные о том, что ЦИК обладают 

более высокой противоопухолевой цитотоксиче-
ской активностью в условиях in vitro и in vivo, чем 
лимфокин-активированные киллеры (ЛАК), ге-
нерируемые из МНК при инкубации с IL-2 [15]. 
На примере сравнительного анализа доклиниче-
ских исследований корейскими учеными, можно 
отметить эффективность ЦИК против различных 
опухолевых клеток, таких как клетки гепатомы, 
лейкемии, рака легких, яичников, почек, желуд-
ка [12]. В своих исследованиях ученые показали, 
что ЦИК обладают выраженной противоопухо-
левой активностью против меланом in vitro и в 
модели ксенотрансплантата человеческой опу-
холи in vivo без какой-либо токсичности. Ученые 
описали факт ингибирования роста опухоли в 
зависимости от доз введенных ЦИК [12]. В про-
веденных нами ранее исследованиях также была 
отмечена хорошая переносимость иммунотера-
пии активированными лимфоцитами. Эффек-
тивность данной методики в качестве сопроводи-
тельной терапии показана на группах пациентов 

Рисунок 2. График зависимости уровня цитокинов 
от дня стимуляции клеток (в среднем по группе)
Figure 2. Graph of the dependence of cytokine levels on the day 
of cell stimulation (group average)
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с такими онкологическими заболеваниями, как: 
меланома, рак толстой кишки, желудка, пище-
вода, легкого, предстательной, поджелудочной и 
молочной железы [1, 2, 3, 4]. 

Поскольку ЦИК можно легко размножить из 
лимфоцитов с помощью коктейля стимуляторов, 
они остаются одним из самых популярных и на-
дежных вариантов для иммунотерапии рака [3, 4, 
12, 15]. Кроме того, ЦИК неоднородны по сво-
ей природе, и их можно легко охарактеризовать 
фенотипически. Лимфоциты активируются сиг-
налинговыми белками  – цитокинами с целью 
создания каскада иммунных реакций направ-
ленного противоопухолевого типа. Фактически 
появляется возможность перенесения готового 
каскада реакций, побуждающих иммунные клет-
ки пациента восстановить свое природное пред-
назначение  – находить и убивать опухолевые 
клетки, тем самым восстанавливать собственный 
потенциал противоопухолевого иммунитета па-
циента.

Проведенное исследование помогло разра-
ботать и наладить способ получения клеточного 
и бесклеточного препаратов для АИТ из лейко-
цитарных фильтров. Была изучена функцио-
нальная активность лимфоцитов и цитокиновый 
состав супернатантов. Оценена возможность 
длительного хранения бесклеточного препарата 
и оптимально подобрана схема проведения АИТ 
активированными лимфоцитами и пептидным 
комплексом.

Заключение 
Оценена возможность применения лейко-

цитарных фильтров после сепарации плазмы 
с оставшимися на них лейкоцитами. Фильтры 
можно применять в качестве источника кле-
ток для получения ЦИК в условиях in vitro для 
АИТ. Данную методику можно рекомендовать, 
если соблюдены все условия стерильности при 
извлечении и активации клеток. Полученные 
данным способом ЦИК могут применяться как 
для фундаментальных исследований, так и для 
проведения АИТ онкологическим больным. 
Разработанная методика позволяет получать 
большие дозы клеточного препарата ЦИК и 
бесклеточного препарата (пептидного комплек-
са), имеющего длительный срок хранения, что 
избавляет от необходимости в дополнительных 
заборах крови для получения новых порций 
препарата. Препарат является стерильным и 
состоит из Т-клеток (CD3+CD45+), Т-хелперов 
(CD3+CD4+), Т-цитотоксических (CD3+CD8+), 
ТNK-клеток (CD3+CD16+, CD3+CD56+), NK-
клеток (CD3-CD16+CD56+) и содержит маркеры 
активации на лимфоцитах: HLA-DR+, CD38+. 
Популяции Т-, ТNK- и NK-клеток составля-
ют более 90% от всех клеток препарата и имеют 
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высокий уровень жизнеспособности (>  96%). 
Пептидный комплекс содержит высокие дозы 
сигналинговых белков: IL-2, IL-6 IL-10, IFNγ, 
TNFα, продуцируемые лимфоцитами в процес-
се активации in vitro. Методом ИФА показано, 
что после разморозки супернатант не теряет сво-

ей функциональной активности. Это позволяет 
хранить бесклеточный препарат при -30  °C для 
последующего использования в амбулаторном 
лечении с целью восстановления собственного 
потенциала противоопухолевого иммунитета 
пациента.
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