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В работе изучали влияния различных концентраций интерлейкина-2 (ИЛ-2) и интерферона-γ (ИФН-γ) на
пролиферацию и иммунофенотип лимфоцитов, полученных от больных местно-распространенным ра-
ком молочной железы (II–III стадия) после иммуномагнитной деплеции T-регуляторных (Т рег) клеток из
общего пула лимфоцитов in vitro. В качестве материала использовали периферическую кровь 11 больных.
Выделяли мононуклеарные клетки периферической крови и удаляли Т-регуляторные лимфоциты с помо-
щью иммунномагнитной сепараци. Клетки после сепарации культивировали в питательной среде RPMI-
1640 c 10% телячьей сыворотки в течение 7 сут. Лимфоциты активировали в первый день культивирования
с одним из следующих цитокинов: ИФН-γ (10 МЕ/мл), ИЛ-2 (0.1 или 1 мкг/мл ), а также ИЛ-2 (0.1 или
1 мкг/мл) и ИФН-γ совместно. Лимфоциты без внесения цитокинов служил контролем. Клетки считали с
помощью автоматического счетчика до внесения цитокинов и через 2, 4 и 7 сут сокультивирования с ци-
токинами и исследовали их фенотип. Результаты показали некоторые фенотипические различия ряда зве-
ньев клеточного иммунитета между контрольными и экспериментальными пробами. Особое внимание
уделено описанию изменений экспрессии поверхностных маркеров в субпопуляции натуральных килле-
ров. Отмечено, что доля Трег клеток, несмотря на их предварительную деплецию, возрастает после воз-
действия цитокинов. В итоге предварительное снижение доли клеток Трег перед стимуляцией лимфоци-
тов не произвело должного эффекта, поэтому применение деплеции в подобном методическом режиме не
привело к значимым результатам. Однако не стоит исключать возможности ингибирования клеток Трег
другими способами.
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Развитие злокачественной опухоли приводит к
нарушению различных этапов иммунного ответа
(Бережная, Чехун, 2005), что обуславливает актуаль-
ность применения иммунотерапии. В отличие от об-
щепринятой химиолучевой терапии, подавляющей
функции иммунной системы, иммунотерапия ори-
ентирована на ее коррекцию (Мушкарина, Кузьми-
на, 2016). Одним из ее методов является адоптивная
иммунотерапия, в основе которой лежит примене-
ние аутологичных (аллогенных) стимулированных
ex vivo иммунокомпетентных клеток: Т-, В- и нату-
ральных киллерных (НК) клеток (Златник и др, 2018;
Шамова и др., 2020).

В 80-х годах XX века для клинического примене-
ния была предложена терапия лимфокин-активиро-
ванными киллерами (ЛАК) в сочетании с одномо-
ментным введением интерлейкина 2 (ИЛ-2) боль-
ным с солидными опухолями на терминальных
стадиях, проявляющих резистентность к остальным
видам лечения (Rosenberg et al., 1985, 1987). Авторы
этих работ получали ЛАК путем культивирования в
присутствии ИЛ-2 аутологичных лимфоцитов от
больных после лейкафереза, клиническую ремис-
сию наблюдали у 31% (33/106) испытуемых, причем
полная ремиссия была отмечена у восьми пациентов
В 1989 г. адоптивную терапию в аналогичном режи-
ме проводили 10 пациентам с гепатоцеллюлярной
карциномой, регрессию опухоли наблюдали у двух
больных, а у остальных сохраняли стабилизацию за-
болевания (Onishi et al., 1989). Кроме того, в резуль-
тате введения больным ЛАК в сочетании с ИЛ-2
снижалась частота рецидивов и увеличивалась без-

Принятые сокращения: ИЛ – интерлейкин; ИФН-γ – интер-
ферон-γ; ЛАК – лимфокин-активированные киллеры; МНК –
мононуклеарные клетки периферической крови; MHC – глав-
ный комплекс гистосовместимости; НК – натуральные килле-
ры; НКТ – натуральные киллеры Т-клетки; иНКТ – инвари-
антные НКТ; Трег – Т-регуляторные клетки.
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рецидивная выживаемость (Une et al., 1991; Takaya-
ma et al., 2000).

Наибольший эффект продемонстрировало ран-
домизированное исследование 1997 г. с участием 174
первичных больных с карциномой легкого, в кото-
ром на его III фазе испытуемой группе инъецировали
аутологичные ЛАК в количестве (1–5) × 109 клеток в
сочетании с ИЛ-2 до или после стандартной противо-
опухолевой терапии каждые 2–3 мес. в течение 2 лет.
В группе с применением описанной иммунотерапии
5- и 9-летняя выживаемость составила 54.5 и 52% со-
ответственно в отличие от 33.4 и 24.2% в контроль-
ной группе (Р < 0.001) (Kimura, Yamaguchi, 1997).

Несмотря на обнадеживающие результаты, ауто-
логичная клеточная терапия с использованием ЛАК
с ИЛ-2 в ряде случаев вызывала преимущественно за
счет ИЛ-2 тяжелые побочные эффекты, такие как ли-
хорадка, ортостатический коллапс и синдром повы-
шенной сосудистой проницаемости (Rosenberg et al.,
1987; Kimura, Yamaguchi, 1997). Помимо этого, ИЛ-2
стимулировал экспансию не только НК-клеток, но и
T-регуляторных клеток (T рег) – естественных су-
прессоров иммунного ответа (Fang et al., 2017), ограни-
чивающих эффективность этого метода (Oh et al.,
2019).

Введение больным с онкологическими заболева-
ниями аутологичных Т-клеток, выделенных до кур-
са лечения, вызывало развитие более интенсивного
противоопухолевого ответа в сравнении с терапией
Т-клетками больных, прошедших курс противоопу-
холевого лечения (McGray et al., 2014). В качестве
возможных причин указывается истощение или
анергия антиген-специфических Т-клеток и влия-
ние опухолевого микроокружения (Crespo et al.,
2013; Перельмутер и др., 2017), в частности, за счет
Трег-клеток. Данные литературы в вопросе о влия-
нии Трег-клеток на эффективность адоптивной им-
мунотерапии противоречивы. В работе Чикилевой с
коллегами (2008) доля клеток Трег повышалась
только при длительном культивировании in vitro, од-
нако в период времени, необходимый для генерации
ЛАК, их количество было неизменно и равно исход-
ному. Напротив, другие авторы отмечали экспансию
субпопуляции клеток Трег в процессе сокультиви-
рования Т-клеток с ИЛ-2, что приводило к ускорен-
ному старению последних и снижению их функцио-
нальной активности (Crespo et al., 2013).

По мнению некоторых авторов, элиминация или
избирательное ингибирование Трег клеток при про-
ведении адоптивной иммунотерапии может содей-
ствовать усилению регрессии распространенных
опухолей. В качестве методов деплеции Трег-клеток
предлагается иммуномагнитная сепарация (Mara-
belle et al., 2013). Несмотря на известную иммуносу-
прессорную функцию клеток Трег, остается открытым
вопрос, является ли данная субпопуляция клеток
единственным фактором, подавляющим активность
стимулированных ex vivo лимфоцитов при введении в

организм онкологического больного (Златник и др.,
2018).

Помимо ИЛ-2, известно также иммуномодулиру-
ющее действие интерферона-гамма (ИФН-γ), а
именно способность активировать НК-клетки, ци-
тотоксические Т-лимфоциты и макрофаги (Шмелёв
и др., 2013; Хрянин, Решетников, 2016).

В Российском онкологическом научном центре
им. Н.Н. Блохина РАМН (Москва) исследовали вли-
яние терапии ИНФ-γ (Ингарон®) в сочетании со
стандартной химиотерапией на показатели систем-
ного иммунитета у больных с солидными онкопато-
логиями. Проведенное исследование влияния тера-
пии ИНФ-γ на основные показатели системного
клеточного иммунитета показало, что ИНФ-γ обла-
дает иммуномодулирующим действием у больных
меланомой, раком шейки матки и раком молочной
железы. Авторы наблюдали тенденцию к повыше-
нию части лимфоцитов, экспрессирующих маркер
CD5+, нормализацию доли лимфоцитов CD3+,
CD71+, CD25+ и HLA-DR+. Была продемонстриро-
вана стимуляция функциональной активности им-
мунокомпетентных клеток, а именно увеличение
цитотоксического потенциала НК-клеток. Также
показатели выживаемости были выше в группе, в ко-
торой сочетали стандартную химиотерапию и ИНФ-
γ (Абрамов и др., 2009; Кадагидзе и др., 2013). Под
действием ИФН-γ Т-лимфоциты с хелперной на-
правленностью начинают продуцировать ряд цито-
кинов, среди которых ИФН-γ, ИЛ-2, ИЛ-12 и дру-
гие, усиливающие клеточный иммунитет (Th1-им-
мунный ответ) (Smith, Denning, 2014).

Высокий удельный вес рака молочной железы в
структуре общей онкологической заболеваемости и
смертности женщин позволяет говорить о том, что
эта патология является одной из наиболее актуаль-
ных проблем медико-социального значения (Мина-
ков, 2017). Ранее был показан положительный эф-
фект адоптивной иммунотерапии, в том числе при
раке молочной железы (Абрамов и др., 2009), однако
остается вопрос, возможно ли повысить ее эффек-
тивность путем изменения состава ЛАК с помощью
очистки от Трег-клеток и способа их генерации при
комплексном применении различных цитокинов.

Цель нашей работы заключалась в изучении вли-
яния ИЛ-2 в различных концентрациях и ИФН-γ на
пролиферацию и иммунофенотип лимфоцитов
больных местно-распространенным раком молоч-
ной железы II–III стадий после удаления клеток
Tрег из общего пула лимфоцитов in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Выделение мононуклеарных клеток (МНК, подго-

товительный этап). Забор периферической крови от
каждой больной местно-распространенным раком
молочной железы II–III стадий (n = 11) осуществля-
ли в четыре 8-миллилитровые пробирки с фиколлом
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(плотность 1.077 г/мл) для выделения МНК до нача-
ла лечения. Пробирки предназначены для одноэтап-
того выделения МНК при центрифугировании об-
разца цельной крови в одной пробирке, содержат
антикоагулянт (цитрат натрия или гепарин натрия)
и разделительную систему гель/Ficoll™ (BD
Vacutainer CPT, BectonDickinson, США). Общий
объем крови от каждой пациентки составил около 30
мл. Далее пробирки с кровью центрифугировали
при 1500 g в течение 20 мин, клетки отмывали от фи-
колла, дважды осаждали при 1000 об./мин в течение
10 мин, ресуспендировали в 1 мл питательной среды
RPMI 1640 (БиоЛот, Россия). Работа была одобрена
этическим комитетом НМИЦ онкологии Минздра-
ва России (Ростов-на-Дону), протокол № 33/1 от
29.11.2018 г. Со всеми пациентками были подписаны
информированные согласия о принятии участия в
исследовании.

Культивирование МНК (подготовительный этап).
Суспензию клеток объемом 1 мл переносили в куль-
туральный флакон с площадью поверхности 75 см2

(Biofil, Китай), в который предварительно вносили
14 мл питательной среды RPMI 1640, содержащей
10% телячьей сыворотки (БиоЛот, Россия). Флакон
помещали в СО2-инкубатор (Binder, Германия) на 24
ч при 37°С и 5% СО2.

Деплеция клеток T-рег (первый день культивирова-
ния лимфоцитов). После суточного культивирования
МНК собирали весь объем питательной среды из
флакона, в котором содержались лимфоциты, и пе-
реносили в чистую пробирку объемом 15 мл. Цен-
трифугировали суспензию 1000 об./мин в течение 10
мин. К осадку клеток добавляли 3 мл буфера для се-
парации (1 часть бычьего сывороточного альбумина
и 20 частей промывочного раствора), окрашивали
0.4%-ным трипановым синим и оценивали их коли-
чество на автоматическом счетчике клеток EVE (Na-
noEnTek, Корея). После подсчета клеток суспензию
центрифугировали при 1000 об./мин в течение 10 мин.
Иммуномагнитную сепарацию клеток осуществляли с
использованием набора CD4+CD25+CD127dim/- Reg-
ulatory T Cell Isolation Kit II, human (№ 130-094-775;
Miltenyi Biotec, США). Для этого на каждые 107 клеток
добавляли 40 мкл буфера для сепарации и 10 мкл свя-
занных с биотином антител против не-CD4+ и
CD127high клеток. Ресуспендировали осадок клеток и
инкубировали в течение 5 мин при температуре 2–8°С.

Далее добавляли 30 мкл буфера для сепарации и
20 мкл антибиотиновых микрочастиц на каждые 107

клеток, пипетировали и инкубировали 10 мин при
температуре 2–8°С. Доводили общий объем суспензии
до 500 мкл буфером для сепарации и переносили на
предварительно промытую буфером для сепарации (2
мл) LD-колонку (LD Columns (№ 130-042-901; Miltenyi
Biotec, США), помещенную в магнитное поле сепара-
тора (Mini & MidiMACS Starting Kit (№ 130-042-501;
Miltenyi Biotec, США). Под колонкой располагали
коллектор для эффлюента, представляющий собой

чистую пробирку объемом 15 мл. После прохожде-
ния суспензии колонку двукратно промывали 1 мл
буфера для сепарации. На выходе получали суспен-
зию клеток с фенотипом CD4+CD25+CD127dim/-,
подлежащую дальнейшему очищению от CD25+.

Далее вынимали колонку из магнитного поля,
помещали на пробирку объемом 15 мл, вносили 2 мл
буфера для сепарации и продавливали поршнем весь
объем жидкости через колонку, собирая таким обра-
зом целевую фракцию клеток с фенотипом
CD8+CD19+CD123+CD127high. Суспензию клеток
CD4+CD25+CD127dim/–, полученную на выходе из
колонки, центрифугировали при 300 g в течение
10 мин, а затем к осадку добавляли 90 мкл буфера для
сепарации и 10 мкл CD25-микрочастиц на каждые
107 клеток. Инкубировали смесь при 2–8°С в тече-
ние 15 мин. Промывали клетки 1 мл буфера для сепа-
рации и центрифугировали при 300 g в течение
10 мин. Ресуспендировали осадок в 500 мкл буфера
для сепарации на каждые 108 клеток. Весь объем пе-
реносили на MS-колонку (MS Columns; № 130-042-
201; Miltenyi Biotec, США), предварительно поме-
щенную в магнитное поле сепаратора и промытую
500 мкл буфера для сепарации. Эффлюент, содержа-
щий целевые клетки (CD4+CD25−CD127dim/–) со-
бирали в чистую пробирку объемом 15 мл.

После прохождения клеточной суспензии колон-
ку трехкратно промывали буфером для сепарации в
объеме 500 мкл. Объединяли фракцию Т-клеток, от-
крепленную из первой колонки
(CD8+CD19+CD123+CD127high), и эффлюент из вто-
рой колонки, содержащий CD4+CD25–CD127dim/–
клетки, растворяли в 1–2 мл питательной среды
RPMI 1640 и определяли общее число клеток на ав-
томатическом счетчике EVE (NanoEnTek, Корея).
Часть клеток отбирали в отдельную микропробирку
для дальнейшей проточной цитометрии.

Культивирование лимфоцитов, свободных от Tрег-
клеток, с цитокинами (1–7 сут культивирования). По-
лученные клетки поровну распределяли в лунках 6-
луночного планшета (Biofil, Китай), в которые пред-
варительно вносили по 2 мл питательной среды
RPMI 1640, содержащей 10% телячьей сыворотки.
Время посевa дозы клеток на лунку до внесения ци-
токинов принимали за 0 сут. Цитокины ИФН-γ и
ИЛ-2 (Sigma-Aldrich, США) вносили в лунки по-
рознь и совместно в конечной концентрации в каж-
дом варианте 10 МЕ/мл для ИФН-γ и 0.1 или 1
мкг/мл для ИЛ-2. В контрольные лунки с лимфоци-
тами цитокины не вносили. Культуральные планше-
ты с клетками помещали в СО2-инкубатор при тем-
пературе 37°С и 5% СО2. Культивирование после де-
плеции Трег-клеток длилось 7 сут (с 1-го по 7-е сут
культивирования лимфоцитов). Подсчет клеток в
каждой лунке осуществляли на 2-, 4- и 7-е сут, куль-
тивирования путем забора 50 мкл клеточной суспен-
зии из каждой лунки, после чего культивирование
продолжалось.
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Проточная цитометрия. Исследование фенотипа
клеток проводили на этапе выделения лимфоцитов
из МНК и на 2-, 4- и 7-е сут их культивирования
на 6-цветном проточном цитофлуориметре BD
FACSCantoII (Becton Dickinson, США) с использо-
ванием панели флуоресцентно-меченных монокло-
нальных антител к следующим антигенам человека:
CD3 (меченных PerCP-Cy5-5 или FITC), CD4
(меченных PE-Cy7 или FITC), CD8 (меченных APC-
Cy7), CD19 (меченных APC или PerCP-Cy5-5),
CD16/56 (меченных PE), CD45 (меченных PerCP-
Cy5-5 или APC-Cy7), HLA-DR (меченных PE-Cy7),
CD38 (меченных PE), CD25 (меченных APC-Cy7),
CD127 (меченных PE), CD335 (меченных APC)
(Becton Dickinson, США).

Статистический анализ. Оценку статистической
достоверности различий между показателями групп
определяли по t-критерию Стьюдента. Данные вы-
ражали средними значениями и их ошибкой.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Жизнеспособность клеток in vitro. Результаты ис-
следования анализировали обобщенно, без разделе-
ния на стадии злокачественного процесса. На вто-
рой день после внесения цитокинов наблюдали со-
кращение клеточной массы, близкое во всех
образцах, что, как мы предполагаем, связано с изме-
нением условий культуральной среды при внесении
дополнительных агентов. На третьи и четвертые сут-
ки определяли некоторую вариабельность количе-
ства лимфоцитов, однако разница значений не име-
ла статистической достоверности. На седьмой день
сокультивирования подсчет клеток показал разли-
чия между контрольным и экспериментальными ва-
риантами. Так, в контроле отмечено угнетение про-
лиферации лимфоцитов по сравнению с экспери-
ментальными пробами.

В пробах, содержащих 0.1 мкг/мл ИЛ-2 процент-
ная доля лимфоцитов была в 1.32 раза выше, чем в
контроле (Р < 0.05). При внесении 1.0 мкг/мл ИЛ-2
этот показатель возрастал в 1.37 раз по сравнению с
контролем (Р < 0.05), а при совместном воздействии
на клетки ИЛ-2 и ИФН-γ в концентрациях
0.1 мкг/мл и 10 МЕ/мл соответственно – в 1.35 раз
(Р < 0.05). Интересно, что самостоятельное дей-
ствие ИФН-γ не вызвало активного роста лимфоци-
тов, однако культивирование в присутствии комби-
нации цитокинов – 0.1 мкг/мл ИЛ-2 и 10 МЕ/мл
ИФН-γ – показало статистически достоверное уве-
личение клеток по сравнению с вариантом присут-
ствия одного ИЛ-2 (0.1 мкг). Подобного эффекта не
наблюдали, когда в среду с клетками добавляли ту же
комбинацию цитокинов (ИЛ-2 и ИФН-γ), но ИЛ-2
был в большей концентрации (1.0 мкг/мл).

Фенотип клеток. Исследование фенотипа клеток
проводили на этапе выделения лимфоцитов из МНК
и на второй, четвертый и седьмой дни культивирова-

ния лимфоцитов (табл. 1). Анализ данных показал
отсутствие статистической достоверности различий
уровней CD3+, CD4+, CD8+, CD16/56+ клеток между
контрольным и экспериментальными образцами.
Тем не менее, данные экспрессии CD3+ на 4-е сут
отражали незначительное увеличение доли этого
маркера в пробах, содержащих ИЛ-2 в обеих кон-
центрациях. Однако при внесении только ИФН-γ
уровень CD3+ понижался на фоне остальных образ-
цов, а в контроле оставался в пределах первоначаль-
ных значений. Доля CD4+-клеток оставалась на ис-
ходном уровне во всех образцах, незначительно сни-
жаясь в присутствии ИЛ-2. Количество CD8+-
клеток также было практически неизменным по
сравнению с начальными значениями.

Несмотря на проведенную иммуномагнитную се-
парацию Трег-клеток из всех образцов, по мере
культивирования лимфоцитов с цитокинами на-
блюдали прирост доли данной субпопуляции кле-
ток. В завершающий день (7-й) культивирования
лимфоцитов в присутствии комбинации ИЛ-2 и
ИФН-γ повышение уровня Трег-клеток достигало
статистически значимых значений в сравнении с по-
казателями после удаления Трег-клеток из лимфо-
цитов и контрольными образцами (Р < 0.05). При
добавлении одного ИЛ-2 в обеих концентрациях от-
мечали подобную тенденцию, хотя и без статистиче-
ской значимости. В исходных пробах наблюдали не-
большое содержание этих клеток (1.8 ± 0.5% от
СD4+-клеток), хотя и предполагалось их полное от-
сутствие после проведенной деплеции (рис. 1а).

В процессе культивирования лимфоцитов с цито-
кинами и без них в большинстве образцов наблюда-
ли тенденцию к сокращению доли СD19+-клеток по
сравнению с первоначальными данными до внесе-
ния цитокинов, в ряде случаев статистически досто-
верно (в образцах, содержащих 1.0 мкг/мл ИЛ-2 и
образцах с комбинацией ИЛ-2 (в обеих концентра-
циях) и ИФН-γ, Р < 0.05). В контроле количество
СD19+-клеток оставалось на первоначальном уров-
не, а при культивировании лимфоцитов только с
ИФН-γ увеличивалось, статистической достоверно-
сти не было.

Кроме того, на 7-е сут культивирования лимфоци-
тов во всех образцах повышался уровень дубль-пози-
тивных (ДП) Т-клеток (клетки CD3+CD4+CD8+), наи-
большие значения которых определяли при культи-
вировании клеток в присутствии 1.0 мкг/мл ИЛ-2 и
10 МЕ/мл ИФН-γ (Р < 0.05). Доля дубль-негативных
(ДН) Т-клеток (клетки CD3+CD4−CD8−) при внесе-
нии только ИФН-γ нарастала в процессе культиви-
рования от 2-х к 7-м сут культивирования лимфоци-
тов, в остальных образцах наблюдали тенденцию к
резкому увеличению в период с 4-х по 7-е сут куль-
тивирования, в ряде случаев статистически досто-
верно (ИЛ-2 – 1.0 мкг и в образцах с ИЛ-2/ИФН-γ,
Р < 0.05).
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Доля активированных Т-лимфоцитов обеих ос-
новных субпопуляций также оказалась значимо вы-
ше в экспериментальных пробах с одним ИЛ-2 (в
обеих концентрациях) и комбинацией ИЛ-2 (в обеих
концентрациях) и ИФН-γ по сравнению с контро-
лем. Это касается как 4-х, так и 7-х сут культивирова-
ния лимфоцитов в присутствии цитокинов. При этом
доля СD4+-клеток с маркерами поздней активации
(HLA-DR) была выше контроля, уже начиная со вто-
рых суток, а доля СD4+-клеток с маркером ранней ак-
тивации (СD38) – только на 7-е сут (рис. 2в, г).

Лимфоциты СD8+, экспрессирующие маркеры
СD38+ или HLA-DR+, после культивирования в
присутствии ИЛ-2 в дозе 1.0 мкг/мл превышали кон-
троль со второго дня и далее во все сроки наблюде-
ния (рис. 2а, б).

Следует отметить, что в настоящей работе стиму-
ляция СD8+-лимфоцитов происходила более актив-
но, чем лимфоцитов СD4+. Так, доля СD4+СD38+-
клеток на 7-е сут культивирования с ИЛ-2 в обеих
дозах возрастала в 1.8–2 раза по сравнению с контро-
лем, а доля лимфоцитов СD8+СD38+ – в 4–6.5 раз,
причем их возрастание отмечено уже с 4-х сут куль-
тивирования. Сходная картина наблюдается и по со-
держанию лимфоцитов, экспрессирующих маркер
поздней активации (HLA-DR): количество
СD4+HLA−DR+-клеток на 7-е сут культивирования
с ИЛ-2 возрастает в 4 раза по сравнению с контро-
лем, а лимфоцитов СD8+HLA−DR+ – в 8.5–9 раз. В
присутствии ИЛ-2 вместе с ИФН-γ эффект стимуля-
ции выражен меньше, а культивирование в присут-
ствии только ИФН-γ не влияло на исследуемый па-
раметр.

Наибольший интерес для нас представляли ре-
зультаты, которые демонстрировали клетки
CD16/56+ (НК-клетки), являющиеся предшествен-
никами ЛАК. В отсутствие цитокинов, как и при до-
бавлении только ИФН-γ, наблюдали тенденцию к
снижению уровня НК-клеток на протяжении всего
периода культивирования, тогда как культивирова-
ние в присутствии всех исследованных комбинаций
цитокинов способствовало сохранности количества
этих клеток.

Динамика уровней натуральных киллеров Т-кле-
ток (НКТ) имела некоторые отличия от общей попу-
ляции НК-лимфоцитов: в контрольных пробах уро-
вень этих клеток сохранялся до 4-х сут культивиро-
вания, а затем к 7-м сут резко сокращался и
становился статистически значимо ниже, чем в экс-
периментальных пробах (Р < 0.05), в которых коли-
чество клеток с фенотипом НКТ сохранялось на ис-
ходном уровне. К 7-м сут культивирования отмече-
ны более высокие, чем в контроле, уровни НКТ
после культивирования с ИЛ-2 в обеих концентра-
циях и в присутствии комбинации ИЛ-2 и ИФН-γ
(Р < 0.05). Отдельное воздействие ИФН-γ поддержи-
вало первоначальный уровень НКТ в течение пер-

вых 4 сут, однако на 7-е сут наступало его резкое
снижение (рис. 1б).

Доля НК-клеток, экспрессирующих маркер
СD335, оказалась максимальной на 4-е сут культи-
вирования МНК в присутствии ИЛ-2 или комбина-
ции ИЛ-2 и ИФН-γ, однако один ИФН-γ способ-
ствовал выраженному снижению количества таких
клеток (рис. 1в). Тенденция к возрастанию экспрессии
СD335 по сравнению с контролем развивалась, начи-
ная со 2-х сут культивирования в присутствии комби-
наций цитокинов, включающих ИЛ-2; на 4-е сут раз-

Рис. 1. Динамика экспрессии маркеров Т-регуляторных,
CD335+- и НКТ-клеток при культивировании лимфоци-
тов в присутствии ИЛ-2, или ИФН-γ, или их комбина-
ции. Проточная цитометрия с использованием панели
флуоресцентно-меченных моноклональных антител. а –
CD4+/CD25+/CD127dim-клетки; б – CD3+/CD16+/
CD56+-клетки; в – CD335+-клетки. Концентрация ИЛ-2 –
0.1 мкг/мл (ИЛ2, 0.1) или 1 мкг/мл (ИЛ2, 1), ИФН-γ –
10 МЕ/мл (ИФНγ, 10). К – контроль, 0 сут – до внесения
цитокинов (после посева дозы клеток на лунку).
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ница становилась статистически значимой и сохра-

нялась на 7-е сут с учетом резкого падения

показателя в контрольных пробах. На рис. 1в пред-

ставлена сравнительная динамика количества НК-

клеток СD335+ в контроле и при культивировании с

ИЛ-2 и ИФН-γ в относительных величинах (%) по-

казателей экспериментальных и контрольных проб.

По мере нарастания времени культивирования

лимфоцитов с ИЛ-2, в них увеличивалось относи-

тельное количество НК-клеток CD335+, достигая

5.2-кратного (на 4-е сут) и 11.6-кратного (на 7-е сут)

преобладания над контролем (Р < 0.05). Культиви-

рование клеток в присутствии ИФН-γ не приводило

к подобному результату, опытные пробы содержали

Рис. 2. Динамика экспрессии активационных маркеров Т-клеток при культивировании лимфоцитов в присутствии цитоки-
нов. Проточная цитометрия с использованием панели флуоресцентно-меченных моноклональных антител. а – CD8+/HLA-
DR+-клетки; б – CD8+/CD38+-клетки; в – CD4+/HLA-DR+-клетки; г – CD4+/CD38+-клетки. Остальные объяснения те же,
что в подписи к рис. 1.
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лишь в 1.7 (на 4-е сут) и в 2.3 (на 7-е сут) раз больше
НК-клеток, экспрессирующих маркер CD335.

Отмечено отсутствие дозозависимого действия
ИЛ-2 в обеих дозах на экспрессию CD335, а также
независимость результата от присутствия ИФН-γ в
комбинации с ИЛ-2.

Известно, что основными иммунокомпетентны-
ми клетками организма человека являются лимфо-
циты. Они подразделяются на несколько линейных
популяций (T-, B-, НК-лимфоциты), которые вы-
полняют определенные функции (Cristiani et al.,
2016; Табаков и др., 2017). У больных раком молоч-
ной железы происходит повышение уровня Tрег

клеток с фенотипом CD4+CD25+CD127−FoxP3+,

CD8+CD28−CD11b− и НКТ, причем в подавляющем
большинстве случаев увеличивалось именно коли-
чество НКТ (Заботина и др., 2010).

Важной частью врожденного иммунитета явля-
ются НК-клетки, отличающиеся от цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов способностью к активации без
предварительной антигенной стимуляции и без HLA
(Lanier, 2013; Hazenberg, Spits, 2014). НКТ являются
важным элементом врожденного и адаптивного им-
мунитета человека. В периферической крови их со-
держание составляет 1–10%. Эти клетки экспресси-

руют поверхностные маркеры CD3+, CD56+ и (или)

CD16+, определяя их способность функционировать
как цитотоксические Т-лимфоциты и НК-клетки
(Табаков и др., 2017). В онкоиммунологических ис-
следованиях экспансия НКТ представляется акту-
альной задачей в связи с возможностью использова-
ния этими клетками нескольких механизмов для до-
стижения цитотоксического противоопухолевого
эффекта.

В работе Савченко с соавторами (2017) в перифе-
рической крови больных раком почки наблюдали
обратную взаимосвя между повышением относи-
тельного содержания Трег и снижением содержания

CD8+-клеток, при этом увеличивался уровень НКТ.
Повышение количества НКТ связывали с увеличе-
нием эффекторных и активированных клеток при
снижении уровня регуляторной субпопуляции.

В литературе сообщается о гетерогенности НКТ.
Различают 2 типа этих клеток: инвариантные (иНКТ)
с ограниченной вариабельностью цепей Т-клеточного
рецептора, и НКТ II типа, которые составляют боль-
шинство всех НКТ у человека. иНКТ выполняют ци-
тотоксическую функцию и распознают гликолипид-
ные антигены, связанные с молекулой CD1d – анало-
гом молекулы MHC. НКТ II типа являются
продуцентами цитокинов, выполняют регуляторную
функцию при опухолевых и аутоиммунных заболе-
ваниях, распознают сульфатид-антиген. При онко-
логических заболеваниях отмечается понижение со-
держания иНКТ, при этом происходит повышение
числа НКТ II типа. Подавление активности иНКТ
клетками НКТ II типа связывают с прогрессирова-
нием опухолевого роста (Nowak, Schmidt-Wolf, 2011;

Viale et al., 2012; East et al., 2014). Таким образом,

оценка всех субпопуляций как НК, так и НКТ явля-

ется важным аспектом иммунологических исследо-

ваний при онкологических патологиях.

Предположительно воздействие ИНФ-γ в ис-

пользованных нами концентрациях с целью индук-

ции пролиферации лимфоцитов не эффективно, он

может быть использован лишь совместно с ИЛ-2,

который, как известно, является стандартом для

ЛАК-терапии.

Основной акцент настоящей работы сделан на

деплеции Трег из клеточной суспензии МНК, кото-

рая в результате иммуномагнитной сепарации на ко-

лонках оказалась не полной, чего мы не ожидали.

При этом даже частичное, но с уклоном в большую

степень (~70%), удаление Трег не способствовало

дальнейшему подавлению их прироста. Напротив, в

силу последующей стимуляции лимфоцитов наблюда-

ли и увеличение доли Трег. Возможно, происходила

индукция пролиферации этих клеток, либо их пул по-

полнялся за счет дифференцировки из CD4+-клеток.

В итоге предварительное удаление Трег-клеток

перед стимуляцией лимфоцитов не показало долж-

ного эффекта, поэтому применение деплеции в по-

добном методическом режиме мы считаем не целе-

сообразным. Однако не стоит исключать возмож-

ность негативной сепарации Трег-клеток уже после

стимуляции и экспансии лимфоцитов in vitro. Суще-

ствует вероятность механического повреждения

клеток во время процесса сепарации, поэтому воз-

можным вариантом снижения активности Трег яв-

ляется применение ингибиторов контрольных то-

чек, таких как CTLA-4 (Rotte, 2019), который посто-

янно экспрессируется только на CD4+CD25+-

регуляторных клетках, в то время как на активиро-

ванных Т-клетках его экспрессия подвергается ин-

дукции (Самойленко и др., 2016). Первым препара-

том данного класса является ипилимумаб, примене-

ние которого примерно в 10% случаев приводит к

возникновению иммуноопосредованных нежела-

тельных реакций с преобладанием аутоиммунного

дерматита, колита, гепатита, гипофизита (с клини-

кой питуитарной недостаточности), адреналита и

т.д. (Weber et al., 2013).

По мнению некоторых авторов перспективной

является комбинированная терапия онкологиче-

ских больных с использованием ИЛ-2 и ингибито-

ров контрольных иммунных точек (Киселевский и

др., 2020). Мы же предполагаем, что введение куль-

тивированых в присутствие ипилимумаба аутоло-

гичных лимфоцитов от больных, прошедших этап

экспансии, будет способствовать снижению побоч-

ных эффектов от препарата и одновременно ингиби-

ровать Трег. Это предположение будет проверено в

наших дальнейших работах.
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The Effect of T-Regulatory Cells Separation From Blood Mononuclear Cells 
on the Generation of Lymphokine-Activated Killers

A. O. Sitkovskayaa, *, E. Yu. Zlatnika, T. V. Shamovaa, E. S. Bondarenkoa, I. A. Novikovaa, L. N. Vashchenkoa, 
E. E. Kechedzhievaa, I. R. Dashkovaa, T. V. Aushevaa, and O. I. Kita

aNational Medical Research Center for Oncology, Rostov-on-Don, 344037 Russia
*e-mail: grankina.anastasia@mail.ru

The aim of the work was to study the effect of different concentrations of interleukin-2-2 and interferon-γ on the
proliferation and immunophenotype of lymphocytes obtained from patients with locally advanced breast cancer
(stage II–III) after immunomagnetic depletion of T-regulatory (T-reg) cells from a common pool of lymphocytes
in vitro. The peripheral blood of 11 patients was used as the material. Peripheral blood mononuclear cells were iso-
lated and T-reg lymphocytes were removed by immunomagnetic separation. Cells after separation were cultured in
RPMI-1640 culture medium with 10% calf serum for seven days. Lymphocytes were activated on the first day of cul-
tivation with one of the following cytokines: IFN-γ (10 IU/mL), IL-2 (0.1 or 1 μg/mL); IL-2 (0.1 or 1 μg/mL) and
IFN-γ together. Lymphocytes without cytokine administration served as a control. Cells were counted using an au-
tomatic counter before cytokines were introduced and after 2, 4, and 7 days of cultivation with cytokines. The lym-
phocyte phenotype was examined. The results showed some phenotypic differences in a number of links of cellular
immunity between control and experimental samples. Particular attention is paid to the description of changes in the
expression of surface markers in subpopulations of natural killers. It was noted that the percentage of T-reg cells, de-
spite their preliminary depletion, increases after exposure to cytokines. As a result, a preliminary decrease in the pro-
portion of T-reg cells before stimulation of lymphocytes did not show the desired effect, so the use of depletion in
such a methodical mode does not lead to significant results. However, the possibility of inhibiting T-reg cells in other
ways should not be ruled out.

Keywords: lymphokine-activated killers, separation of T-regulatory cells, interleukin-2-2, interferon-γ
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