
6        Immunopathology, Allergology, Infectology 2011 N°1

Иммунопатология, аллергология, инфектология

Immunopathology, allergology, infectology
2011,№1:6�13

ИММУНООНКОЛОГИЯ

УДК 616.155.392 – 018 – 085.277.3 – 053.2

Противоопухолевая активность цитотоксических клеток
периферической крови у детей с острым лимфобластным лейкозом

Е.П. Вашкевич
ГУ «Республиканский научно�практический центр детской онкологии и гематологии», Минск, Беларусь

Antitumor activity of peripheral blood cytotoxic cells in childhood acute
lymphoblastic leukemia

K.P. Vashkevich
Belarusian research center for pediatric oncology and hematology, Minsk, Belarus

Аннотация
Одним из направлений в лечении лейкозов является ис�
пользование естественных киллерных (ЕК) и ЕКТ клеток.
Целью нашей работы было изучение противоопухолевой
активности таких клеток у детей с острым лимфобласт�
ным лейкозом (ОЛЛ). Результаты были получены при
использовании метода проточной цитофлуориметрии. В
ходе проведенных исследований показано, что интерлейкин
(ИЛ)�2 достоверно повышал процент активированных ЕК и
ЕКТ клеток пациентов, однако, индукция активации была
достоверно ниже по сравнению с таковой у доноров. ИЛ�2
также способствовал увеличению цитотоксической активно�
сти (ЦТА) мононуклеарных клеток периферической крови
(МНК) пациентов против линии К�562 и незначительно
повышал ЦТА по отношению к собственным опухолевым
клеткам. При этом противоопухолевая активность стиму�
лированных ИЛ�2 МНК пациентов  против аутологичных
лейкозных клеток и линии К�562 была достоверно ниже
по сравнению с ЦТА активированных МНК доноров про�
тив тех же опухолевых мишеней. Т.о. использование ИЛ�
2 повышало активацию и противоопухолевую активность
цитотоксических клеток пациентов с ОЛЛ, однако, в
меньшей степени, чем доноров.
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Summary
One of the directions in the treatment of leukemia is the use
of natural killer (NK) and NKT cells. The aim of our work was
to study the antitumor activity of these cells in children with
acute lymphoblastic leukemia (ALL). Results were obtained
using the method of flow cytometry. We showed that
interleukin (IL)�2 significantly increased activation of patient’s
NK and NKT cells, however, the induction of activation was
significantly lower compared with that of donors. IL�2 also
increased cytotoxic activity of patient‘s peripheral blood
mononuclear cells (MNCs) against K�562 cell line and slightly
increased cytotoxic activity against autologous tumor cells. At
the same time IL�2�stimulated MNCs of patients displayed
significantly lower antitumor activity against autologous
leukemic cells and K�562 cell line than similar cells of healthy
donors. Thus IL�2�dependent activation and antitumor
activity was more pronounced for donors’ cytotoxic cells
rather than for patients’.

Key words
NK cells, NKT cells, cytotoxicity, interleukin�2, acute
leukemia

Адоптивная иммунотерапия с применением
ЕК и ЕКТ клеток является одним из направле�
ний в лечении онкологических заболеваний [1�
6]. Преимуществом использования таких кле�
ток является их способность лизировать опухо�
левые мишени без рестрикции по антигенам

МНС и отсутствие необходимости в предвари�
тельной сенсибилизации [1].

ЕК клетки составляют примерно 5–20 % от
лимфоцитов периферической крови человека,
фенотипически характеризуются экспрессией
поверхностного маркера CD56 и отсутствием
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CD3 [7, 8]. ЕКТ клетки – небольшая (до 5%) по�
пуляция лимфоцитов периферической кро�
ви, несущая на своей поверхности антигены
CD3 и CD56 [7, 9, 10]. Получаемые in vitro при
культивировании со стимулирующими фактора�
ми (ИЛ�2, ИФН (интерферон)�� и др.)
CD3+CD56+ клетки получили название cytokine�
induced killer cells (CIK) [7, 9]. ЕК и ЕКТ/CIK лизи�
руют клетки�мишени посредством высвобожде�
ния содержимого цитотоксических гранул и ли�
ганд�рецепторного взаимодействия (FasL�Fas,
TRAIL), а также секретируют иммунорегуля�
торные цитокины (ФНО (фактор некроза опу�
холи)��, ИФН�� и др.) [11, 12�16].

В экспериментах in vitro и на моделях живот�
ных показано, что ЕК и ЕКТ/CIK клетки обла�
дают ЦТА против широкого спектра опухолей
[17, 18�23]. Однако, существуют данные о низ�
кой чувствительности лейкозных клеток к про�
тивоопухолевому действию аутологичных цито�
токсических клеток. Использование различных
факторов (ИЛ�2, ИЛ�15, антитела к CD3 и др.)
позволяет увеличить ЦТА эффекторов как
против аутологичных, так и аллогенных лейкоз�
ных мишеней [24�28].

Целью данной работы было – изучить про�
тивоопухолевый потенциал цитотоксических
клеток периферической крови при остром лим�
фобластном лейкозе у детей.

Материалы и методы
Объектом исследования являлись МНК

периферической крови, полученные от 42 па�
циентов с диагнозом ОЛЛ, находящихся в ре�
миссии после основного лечения, и от 58 здо�
ровых доноров. Медиана возраста пациентов
составила 5,5 лет.

МНК выделяли на градиенте плотности Гис�
топак (Histopaque) (плотность 1,077 г/мл) при
400g 30 минут, дважды отмывали культуральной
средой с добавлением 1% эмбриональной теля�
чьей сыворотки (все «Sigma�Aldrich», США).

После выделения МНК культивировали в ус�
ловиях 5% СО2, 95% влажности и 370С в полной
питательной среде IMDM с добавлением 10%
эмбриональной телячьей сыворотки, 2 мМ L�
глютамина («Sigma�Aldrich», США) и гентами�
цина (РУП «Белмедпрепараты», Беларусь) в
концентрации 1 млн/мл в присутствии ИЛ�2
(1000 МЕ/мл, препарат «Ронколейкин», «Био�
тех», Россия). На 3�5 сутки определяли жизне�
способность и количество МНК в культуре с
использованием красителя трипанового синего
под световым микроскопом.

Субпопуляционный состав и активацию
клеток определяли методом проточной цитоф�
луориметрии с использованием моноклональ�
ных антител (мАТ). Для этого МНК после куль�
тивирования двукратно отмывали в фосфатно�
солевом буфере (ФСБ), осаждая клетки цент�
рифугированием 5 мин. при 300g. Затем клетки
инкубировали с мАТ CD3�FITC, CD56�PC�5,
CD69�PE и изотипическим контролем («Becton
Dickinson», США; «Beckman Coulter», США) в
темноте при комнатной температуре в течение
30 мин. После инкубации с антителами клетки
дважды отмывали в ФСБ. Исследования выпол�
няли на проточном лазерном цитофлуоримет�
ре FACSCan («Becton Dickinson», США). Для
каждого образца анализировали не менее 104

клеток. Обработка полученных результатов
проводилась с использованием статистического
пакета цитофлуориметра CellQuestPro.

Противоопухолевую активность МНК также
оценивали методом проточной цитофлуоро�
метрии с использованием окраски карбоксиф�
луоресцеиндиацетат�сукцинилмидил эфир
(КФСЭ) и пропидиум иодида. В день постанов�
ки теста клетки�мишени (эритромиелоидная
опухолевая линия К�562 и образцы лейкозных
клеток пациентов с содержанием бластов более
90%) отмывали в культуральной среде, доводи�
ли до концентрации 1*106/мл и окрашивали
КФСЭ, после чего инкубировали при 5% СО2, 95%
влажности и 370С в течение 20 минут. Затем клет�
ки отмывали полной питательной средой, ресус�
пендировали в ней и смешивали с клетками�эф�
фекторами, в качестве которых использовали
МНК здоровых доноров и пациентов. Соотно�
шения эффектор:мишень составляли 10:1, 20:1,
40:1. Цитотоксический тест проводили в тече�
ние 4�х часов. По окончании реакции в клеточ�
ную взвесь добавляли пропидиум иодид. С ис�
пользованием статистического пакета цитоф�
луориметра CellQuestPro клетки�мишени выде�
ляли по флуоресценции КФСЭ, а количество
погибших клеток определяли по окрашиванию
пропидиумом иодидом. Специфический лизис
вычисляли по следующей формуле [20]:

%PI+ клетокопыт – %PI+ клетокспонт. *100%, где
100% � %PI+ клетокспонт.

%PI+ клетокопыт – процент лизированных
клеток в опытных образцах при совместном
культивировании мишеней и МНК, %PI+ кле�
токспонт – спонтанный лизис клеток�мишеней.

Данные, полученные в ходе исследований,
обрабатывали путем определения средних зна�
чений, ошибки средней. Сравнение вариацион�
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ных рядов проводили с применением непара�
метрических методов в программе Statistica 6.0.
Достоверными считали различия при Р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Исследование противоопухолевого иммуни�

тета онкологических пациентов является важ�
ным звеном при разработке новых методов им�
мунотерапии. В своей работе мы исследовали вли�
яние ИЛ�2 на функциональную активность ауто�
логичных и аллогенных цитотоксических клеток,
полученных из периферической крови пациентов
с ОЛЛ и доноров, против опухолевых клеток. ИЛ�
2 был выбран исходя из результатов, полученных
нами ранее при исследовании функциональной
активности МНК доноров, и как препарат, разре�
шенный для использования в клинической онко�
логической практике [29, 30]. В нашей работе
было показано, что in vitro ИЛ�2 и ИЛ�15 и в
меньшей степени ИЛ�12 повышали противоопу�
холевую активность цитотоксических клеток
доноров [29]. Сопоставимые результаты были
получены другими исследователями. [24, 31].

На первом этапе мы оценили влияние ИЛ�2
на активацию ЕК и ЕКТ клеток пациентов и до�
норов по экспрессии поверхностного клеточно�
го рецептора CD69. Данный маркер использует�
ся для определения активации лимфоцитов, в
т.ч. при стимуляции ИЛ�2 [32�36]. На рисунке 1
представлен пример оценки экспрессии рецеп�
тора CD69 на ЕК клетках с использованием тех�
ники проточной цитофлуориметрии. Область
лимфоцитов выделяли по параметрам прямого
и бокового светорассеяния (рис. 1 А), далее сре�
ди них выделяли популяцию ЕК клеток по экс�
прессии CD56 и отсутствию экспрессии CD3
(рис. 1 Б), после чего определяли процент ЕК
клеток, экспрессирующих рецептор CD69 (рис.
1 В, Г). В ходе проведенных исследований пока�
зано, что ИЛ�2 достоверно (Р < 0,00001, n=29)
повышал процент активированных ЕК и ЕКТ
клеток пациентов после 3�5�ти суточной инку�
бации in vitro. Процент активированных ЕК и
ЕКТ клеток среди МНК, инкубированных с ИЛ�
2, составил 73,2±4,3 и 80,7±3,1 соответственно
по сравнению с контрольными образцами (без

Рис. 1. Пример оценки экспрессии рецептора CD69 на ЕК клетках периферической крови здоровых доноров: А)
выделение области лимфоцитов по прямому и боковому светорассеянию, Б) выделение ЕК клеток по наличию
CD56 и отсутствию CD3, В) экспрессия CD69 на неактивированных ЕК клетках, Г) экспрессия CD69 на ЕК клетках,
инкубированных с ИЛ�2.

Е.П. Вашкевич
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ИЛ�2) – 6,9±1,3 и 18,2±2,4. Однако, у пациентов
индукция активации исследуемых популяций
клеток под действием ИЛ�2 достоверно ниже,
чем у доноров. Так процент активированных
ЕК клеток пациентов при стимуляции ИЛ�2 по�
вышался в 24,2±3,8 раза, тогда как у доноров –
в 47,6±7,9 (Р < 0,05); для ЕКТ клеток значения
составили 10,0±2,2 и 20,8±4,7 соответственно (Р
< 0,05) (рис. 2).

Способность клеток�эффекторов «прямо»
лизировать опухолевые клетки�мишени более
полно отражает их функциональное (активное)
состояние и может служить критерием для их
применения в клинике. Поэтому следующий
этап работы посвящен определению противо�
опухолевой активности МНК пациентов и доно�
ров. Вначале мы оценили действие цитотокси�
ческих клеток против ЕК� и ЕКТ/CIK�чувстви�
тельной опухолевой линии К�562. Было установ�

лено, что ИЛ�2 достоверно повышал актив�
ность МНК как пациентов, так и доноров про�
тив линии К�562 при всех используемых соотно�
шениях эффектор:мишень (табл. 1). При этом,
ЦТА эффекторных клеток пациентов была зна�
чительно ниже по сравнению с активностью до�
норских МНК, как неактивированных, так и
инкубированных с ИЛ�2 (Р < 0,001). В исследо�
вании Torelli G.F. и соавт. ЦТА пациентов с
ОЛЛ по отношению к опухолевым линиям (К�
562, Raji) была сравнима с ЦТА доноров [24].

Изучение активности эффекторных клеток с
применением клеточной линии К�562 позволя�
ет определить только их потенциальную цито�
литическую способность, что не отражает ис�
тинной цитотоксичности по отношению к
аутологичным, а в случае аллогенной транс�
плантации и к аллогенным опухолевым клет�
кам больных с острыми лейкозами. Поэтому

Рис. 2. Сравнение влияния ИЛ�2 на активацию ЕК и ЕКТ клеток периферической крови доноров (n=49) и пациен�
тов с ОЛЛ (n=29). Данные представлены в виде индекса активации – отношение процента активированных
клеток в стимулированных ИЛ�2 образцах МНК к проценту активированных клеток в контроле. * P < 0,05.

Таблица 1. Цитотоксическая активность МНК пациентов с ОЛЛ и доноров против линии К�562

Соотношение Процент лизированных клеток–мишеней
эффекторов:мишень Пациенты Доноры

n Контроль ИЛ�2, 1000 n Контроль ИЛ�2, 1000
МЕ/мл МЕ/мл

10:1 29 2,2±0,5 5,1±0,8* 37 7,0±1,2 28,3±3,7**
20:1 33 4,0±0,7 10,0±1,5* 42 10,8±1,5 38,1±3,7**
40:1 28 5,3±0,9 13,0±2,0* 37 17,2±2,5 50,0±3,9**

Примечание: *, ** – достоверность различий между ЦТА контрольных образцов МНК и МНК, стимулированных ИЛ�2, пациентов и доноров соответственно. *
– P < 0,001, ** – P < 0,00001.
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для оценки противоопухолевой активности
МНК мы также использовали в качестве мише�
ней лейкозные клетки пациентов с ОЛЛ. В рабо�
те Linn Y.C. с соавт. показано, что лимфоидные
бластные клетки, в отличие от миелоидных, об�
ладали низкой чувствительностью к аутологич�
ным и аллогенным CIK клеткам [25]. Torelli G.F.
и Казанова Г.В. с соавт. показали, что цитоток�
сичность МНК пациентов с ОЛЛ в период ре�
миссии резко снижена по отношению к соб�
ственным бластам, при этом чувствительность
таких бластов была выше к аллогенным цито�
токсическим клеткам. Увеличение ЦТА аутоло�
гичных и аллогенных эффекторных клеток на�
блюдалось при активации ИЛ�2 и ИЛ�15 [24,
26]. Проведенные нами исследования выявили,
что инкубация МНК пациентов с ИЛ�2 практи�
чески не повышала их литическую активность в

отношении аутологичных (собственных) опу�
холевых клеток за исключением соотношения
эффектор:мишень 40:1 (табл. 2). В то же время
противоопухолевая активность МНК доноров
против аллогенных опухолевых клеток достовер�
но усиливалась при действии ИЛ�2 при всех иссле�
дуемых соотношениях (табл. 2). При парном срав�
нении противоопухолевой активности МНК па�
циентов и доноров в отношении лейкозных кле�
ток этих пациентов было выявлено, что стиму�
лированные ИЛ�2 донорские (аллогенные) ци�
тотоксические клетки более эффективно лизи�
руют лейкозные клетки�мишени (рис. 3).

Низкая чувствительность лейкозных клеток
к действию цитотоксических клеток может
быть обусловлена как характеристиками самих
опухолевых клеток (снижение экспрессии адге�
зивных молекул, повышение экспрессии MHC I,

Таблица 2. Цитотоксическая активность МНК пациентов с ОЛЛ и доноров против лейкозных клеток пациентов

Соотношение Процент лизированных клеток–мишеней
эффекторов:мишень Пациенты Доноры

n Контроль ИЛ�2, 1000 n Контроль ИЛ�2, 1000
МЕ/мл МЕ/мл

10:1 16 4,1±1,2 6,0±1,5 20 8,4±1,8 12,9±2,4**
20:1 18 7,8±1,8 9,7±1,8 22 10,2±2,0 19,6±2,6**
40:1 18 13,0±3,1 17,4±3,1* 21 15,9±2,7 29,3±3,9**

Примечание: *, ** – достоверность различий между ЦТА контрольных образцов МНК и МНК, стимулированных ИЛ�2, пациентов и доноров соответственно. *
� P < 0,05, ** � P < 0,01.

Рис. 3. Сравнение противоопухолевой активности активированных МНК доноров и пациентов с ОЛЛ в отноше�
нии лейкозных клеток пациентов. * Р < 0,05. Представлены парные случаи.
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экспрессия FasL, секреция ингибирующих фак�
торов, изменение экспрессии лигандов активи�
рующих рецепторов и др.), так и особенностя�
ми эффекторов (низкое количество, изменение
экспрессии активирующих/ингибиторных ре�
цепторов и др.) [8, 13, 37�40]. Поэтому мы про�
анализировали связь между содержанием ЕК и
ЕКТ клеток и ЦТА и сравнили чувствитель�
ность опухолевых клеток пациентов и линии К�
562 к активированным эффекторам. Так, для
пациентов процент ЕК клеток в образцах
МНК, активированных ИЛ�2, составил 3,2±0,3
(n=32), тогда как для доноров он был равен
12,8±1,0 (n=50) (Р < 0,0001). Содержание ЕКТ
клеток в активированных образцах МНК паци�
ентов и доноров не отличалось. При этом на�
блюдалась корреляция между содержанием ЕК
клеток, но не ЕКТ, и ЦТА к К�562 при всех иссле�
дуемых соотношениях эффектор:мишень для
активированных ИЛ�2 МНК доноров (P < 0,05;
R=0,42, 0,42, 0,39, для соотношений эффектор�
:мишень 10:1, 20:1, 40:1 соответственно, n=31).

Для пациентов такая зависимость была выяв�
лена при соотношении эффектор:мишень 40:1
также для активированных образцов МНК (Р <
0,05; R=0,55 n=25). Лизис линии К�562 был так�
же пропорционален содержанию ЕК клеток и в
исследовании Linn Y.C. и соавт., а уровень актив�
ности данных эффекторов влиял на развитие
злокачественных заболеваний [9, 40]. Т.о. низ�
кие значения ЦТА стимулированных образцов
МНК пациентов могут быть связаны со сни�
женным содержанием ЕК клеток в них. При
сравнении в парных тестах чувствительности
клеток линии К�562, стандартной для определе�
ния ЕК� и ЕКТ�активности, и лейкозных клеток
пациентов к действию цитотоксических клеток
выявили, что лейкозные клетки пациентов ме�
нее чувствительны к эффекторному действию
стимулированных ИЛ�2 МНК доноров по срав�
нению с К�562 (Р < 0,05) (рис. 4 А). Отличий в
чувствительности исследуемых опухолевых кле�
ток к действию МНК пациентов не наблюда�
лось (рис. 4 Б).

Рис. 4. Сравнение чувствительности лейкозных клеток пациентов и линии К�562 к цитотоксическому действию
активированных МНК доноров (А) и пациентов (Б). * Р < 0,05. Представлены парные случаи.
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Таким образом, нами показано, что исполь�
зование ИЛ�2 повышало активацию ЕК и ЕКТ
клеток пациентов с ОЛЛ, однако, в меньшей
степени, чем доноров. Активированные ИЛ�2
цитотоксические клетки пациентов с ОЛЛ об�
ладали сниженной противоопухолевой актив�
ностью по сравнению с цитотоксическими
клетками доноров. Чувствительность лейкоз�
ных клеток пациентов по сравнению со стан�

дартной линией К�562 снижена к противоопухо�
левому действию цитотоксических клеток до�
норов. Выявленное отсутствие различий в чув�
ствительности лейкозных клеток и К�562 к дей�
ствию активированных ИЛ�2 МНК пациентов,
а также невысокие значения ЦТА таких МНК,
указывают на сниженную противоопухолевую
активность цитотоксических клеток детей
больных ОЛЛ.
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