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В настоящее время проводятся многочисленные клинические исследования по использованию естественных 
киллерных клеток в терапии онкологических заболеваний и солидных опухолей. Однако такая иммунотерапия 
может быть ограничена непродолжительной персистенцией естественных киллерных клеток в организме реци-
пиента и способностью опухолевых клеток избегать распознавания естественными киллерными клетками. Реше-
ние этих проблем путем модификации исходных свойств естественных киллерных клеток может существенно 
повысить эффективность противоопухолевой терапии. Одним из способов модификации является использование 
новых фидерных клеточных линий, экспрессирующих различные комбинации мембранно-связанных цитокинов 
(ИЛ-12, ИЛ-15, ИЛ-18, ИЛ-21), для получения естественных киллерных клеток с особым фенотипом (memory-
like). В ходе проведенного исследования получены две новые фидерные клеточные линии на основе клеток линии 
K-562 с эктопической экспрессией комбинаций цитокинов ИЛ-15, ИЛ-12, ИЛ-18 и ИЛ-21, ИЛ-12, ИЛ-18 для экс-
пансии естественных киллерных клеток с усиленной противоопухолевой активностью.

Ключевые слова: естественные киллерные клетки; интерлейкины; фидерные клеточные линии; острый лейкоз; 
иммунотерапия.
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Numerous clinical studies are currently underway on the use of natural killer cells in the treatment of cancer and solid 
tumors. However, such immunotherapy may be limited by the short persistence of natural killer cells in the host body 
and the ability of tumor cells to avoid recognition by natural killer cells. Solving these problems by modifying the initial 
properties of natural killer cells can significantly increase the effectiveness of antitumor therapy. One of the methods of 
modification is the use of new feeder cell lines expressing various combinations of membrane-bound cytokines (IL-12, 
IL-15, IL-18, IL-21) to obtain natural killer cells with a specific phenotype (memory-like). In the course of the work done, 
two new feeder cell lines based on K-562 cells with ectopic expression of a combination of interleukins IL-15, IL-12, 
IL-18 and IL-21, IL-12, IL-18 were obtained for the expansion of natural killer cells with enhanced antitumor activity.
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Введение
На сегодняшний день клеточная терапия активно внедряется в схемы лечения различных заболева-

ний, в том числе онкологических. Основной функцией естественных киллерных (ЕК) клеток, которые 
относятся к группе клеток врожденного иммунитета, является защита организма от вирусов и опухо-
левой трансформации [1]. В настоящее время проводятся многочисленные клинические исследования 
по использованию ЕК-клеток в терапии онкогематологических заболеваний и солидных опухолей [2]. 
Преимущество применения ЕК-клеток в онкологии заключается в их врожденной высокой противо-
опухолевой активности, а также безопасности для пациента даже при использовании аллогенных ЕК-
клеток. Однако успешное применение ЕК-иммунотерапии ограничивается рядом факторов, в частности 
непродолжительной персистенцией ЕК-клеток в организме реципиента и способностью опухолевых 
клеток избегать распознавания ЕК-клетками. Решение указанных проблем путем модификации исходных 
свойств ЕК-клеток может существенно повысить эффективность противоопухолевой терапии. Ранее 
авторами были получены два варианта генетически модифицированных фидерных клеточных линий на 
основе клеток линии K-562 – сублиния FD15, экспрессирующая рекомбинантный белок 4-1BBL и ИЛ-15, 
и сублиния FD21, экспрессирующая рекомбинантный белок 4-1BBL и ИЛ-21 [3].
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Цель исследования – получить новые фидерные клеточные линии с эктопической экспрессией комби-
наций мембранно-связанных цитокинов ИЛ-15, ИЛ-12, ИЛ-18 и ИЛ-21, ИЛ-12, ИЛ-18 для приобретения 
ЕК-клетками особого фенотипа (memory-like) [4]. Одной из особенностей таких клеток является более 
длительная персистенция in vivo и усиленная противоопухолевая активность, характеризующаяся по-
вышенной продукцией IFN-γ [5].

Таким образом, актуальность работы обусловлена необходимостью исследовать методологические 
подходы, позволяющие модифицировать ЕК-клетки для усиления их противоопухолевых свойств и даль-
нейшего применения в иммунотерапии онкологических заболеваний.

Материалы и методы исследования
Клеточные линии. В работе использовались следующие клеточные линии:
	• K-562 – иммортализованная клеточная линия хронического миелоидного лейкоза человека;
	• HEK-293T – иммортализованная клеточная линия эмбриональной почки человека;
	• 4-1BBL-mbIL-15 – производная клеточной линии K-562, полученная путем генетической моди-

фикации и экспрессирующая полноразмерный белок 4-1BBL человека и рекомбинантную мембранно-
связанную форму ИЛ-15 человека [3];

	• 4-1BBL-mbIL-21 – производная клеточной линии K-562, полученная путем генетической моди-
фикации и экспрессирующая полноразмерный белок 4-1BBL человека и рекомбинантную мембранно-
связанную форму ИЛ-21 человека [3].

Культивирование клеточных линий. Все этапы культивирования проводили в СО2-инкубаторе 
в увлажненной атмосфере (95 %) при 5 % СО2, температуре 37 °С. Линию клеток K-562 и ее производ
ные культивировали в ростовой среде RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, США), а линию HEK-293T – в полной 
ростовой среде DMEM (Sigma-Aldrich) с добавлением 10 % ЭТС, 2 ммоль/л L-глютамина, смеси анти-
биотиков и антимикотика (Life Technologies, США) в обоих случаях.

Получение рекомбинантных псевдотипированных лентивирусных частиц. Данный этап вклю-
чал несколько стадий и осуществлялся по следующей схеме.

Котрансфекция клеток линии HEK-293Т. За 24 ч до котрансфекции по 2 мл суспензии клеток линии 
HEK-293Т в полной ростовой среде DMEM (плотность суспензии составляла 5 ⋅ 105 клеток на 1 мл) вно-
сили в лунки 6-луночного планшета для адгезивного культивирования клеток (Sarstedt Group, Германия), 
аккуратно перемешивали и проводили инкубирование планшета. Спустя 24 ч размораживали плазмид-
ные векторы, 2 моль/л раствор CaCl2 и HBS-буфер. В стерильной пробирке типа «эппендорф» объемом 
1,5 мл смешивали 0,6 мкг плазмидного вектора оболочки pMD2.G, 1 мкг пакующего плазмидного вектора 
pCMV_dR8.91, 1,8 мкг трансфер-плазмиды pWPXL, 9,25 мкл 2 моль/л CaCl2, доводили объем раствора до 
75 мкл на 1 лунку с помощью воды и перемешивали пипетированием. В отдельную пробирку объемом 
1,5 мл наливали 75 мкл HBS-буфера. Содержимое пробирки с ДНК перемешивали и медленно по каплям, 
вортексируя с небольшой интенсивностью, добавляли в пробирку с HBS-буфером. Полученную смесь 
интенсивно перемешивали в течение 1 с и инкубировали при комнатной температуре в течение 5 мин. 
Образовавшийся преципитат аккуратно перемешивали пипетированием и вносили к клеткам HEK-293T 
в количестве 150 мкл на 1 лунку, стараясь распределить его максимально равномерно по всей поверх-
ности. Качество нанесенного на клетки преципитата оценивали с помощью инвертированного микро-
скопа, убеждаясь, что частицы преципитата распределены равномерно и не образуют агрегатов. После 
этого проводили инкубирование планшета. Через 12 ч жидкость из лунок удаляли с помощью аспиратора 
и вместо нее в каждую лунку по каплям вносили 1 мл среды Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, США), 
после чего инкубировали планшет на протяжении 48 ч.

Сбор рекомбинантных псевдотипированных лентивирусных частиц. Супернатант собирали в плас
тиковую стерильную пробирку типа «фалькон» объемом 15 мл и пропускали через фильтр с размером 
пор 0,45 мкм (Carl Roth, Германия). Эффективность котрансфекции оценивали путем анализирования 
снятых с лунок планшета клеток на проточном цитометре Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, США).

Концентрирование рекомбинантных псевдотипированных лентивирусных частиц методом 
ультрацентрифугирования. Концентрирование рекомбинантных лентивирусов проводили в толсто-
стенных открытых конических полиалломерных пробирках размером 11 × 34 мм (Beckman Coulter), ос-
нащенных адаптерами (Beckman Coulter). Стерильную пробирку доверху (13 мл) заполняли осветленным 
супернатантом, содержащим рекомбинантные лентивирусы, ставили в держатель ротора MLA-55 (Beckman 
Coulter) и центрифугировали в препаративной ультрацентрифуге Optima MAX-XP (Beckman Coulter) при 
температуре 4 °С и ускорении 50 000 g на протяжении 90 мин. После завершения центрифугирования 
отбирали 150 мкл супернатанта, а все остальное аккуратно, но как можно более полно удаляли, затем 
ресуспендировали осадок рекомбинантных лентивирусов (не всегда заметен) отобранным супернатан-
том, который разаликвотили по 50 мкл в пробирки типа «эппендорф» объемом 0,2 мл.
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Определение титра рекомбинантных псевдотипированных лентивирусных частиц. За 24 ч до 
трансдукции по 0,5 мл суспензии клеток линии HEK-293Т в полной ростовой среде DMEM (плотность 
суспензии составляла 1,2 ⋅ 105 клеток на 1 мл) вносили в лунки 24-луночного планшета для адгезив-
ного культивирования клеток (Sarstedt Group), при этом две лунки являлись контрольными, а четыре 
лунки использовались для разведения в соотношениях 1 : 50, 1 : 100, 1 : 500, 1 : 1000. Далее проводили 
инкубирование планшета. Через 24 ч определяли количество клеток в лунках. Для этого в одной из 
контрольных лунок клетки переводили в суспензию, которую использовали для подсчета клеток в ка-
мере Горяева. В остальные лунки вносили анализируемый супернатант, разведенный в указанных выше 
соотношениях, аккуратно перемешивали и инкубировали планшет в течение 72 ч для инфицирования 
клеток и экспрессии вводимых при трансдукции маркерных генов. Спустя 72 ч из всех лунок удаляли 
среду аспиратором, после чего в каждую лунку вносили по 2 мл фосфатно-солевого буфера, ресуспен-
дировали клетки и с помощью цитометра Cytomics FC 500 определяли эффективность трансдукции, на 
основании чего рассчитывали титр рекомбинантных лентивирусных частиц.

Лентивирусная трансдукция клеток линий 4-1BBL-mbIL-21 и 4-1BBL-mbIL-15. Клетки линий 
4-1BBL-mbIL-21 и 4-1BBL-mbIL-15 вносили в лунки 24-луночного культурального планшета для су-
спензионных культур (Sarstedt Group) в 0,5 мл полной ростовой среды RPMI-1640 (плотность суспензии 
составляла 1,2 ⋅ 105 клеток на 1 мл). Вирусные частицы, разведенные в полной ростовой среде RPMI-1640, 
добавляли к клеткам в количестве, необходимом для достижения желаемой множественности инфек-
ции. Далее проводили центрифугирование при температуре 37 °C и ускорении 800 g в течение 90 мин. 
По окончании спинокуляции клетки культивировали 48 ч.

Сортировка флуоресцентно-активированных клеток. Оценку эффективности генетической мо-
дификации проводили методом проточной цитометрии на приборе Cytomics FC 500. Количество транс-
дуцированных клеток определяли по наличию экспрессии ИЛ-12 на поверхности клеток.

Для получения чистой популяции клеток, экспрессирующих ИЛ-12 и ИЛ-18, клетки полученных 
генетически модифицированных клеточных линий двукратно отмывали в фосфатно-солевом буфере, 
затем инкубировали с моноклональными антителами к ИЛ-12 (Becton, Dickinson and Company, США) 
в темноте при комнатной температуре в течение 30 мин. Клетки, экспрессирующие ИЛ-12, сортировали 
на приборе FACSVantage SE (Becton, Dickinson and Company).

Иммунофенотипическая характеристика полученных линий. Клетки полученных генетически мо-
дифицированных клеточных линий двукратно отмывали в фосфатно-солевом буфере, затем инкубировали 
с соответствующими специфическими моноклональными антителами в темноте при комнатной темпера-
туре в течение 30 мин. Использовали моноклональные антитела к ИЛ-12, меченные PE (клон REA121) 
(Miltenyi Biotec, Германия), моноклональные антитела к ИЛ-21, меченные APC (клон 3A3-N2.1) (Becton, 
Dickinson and Company), моноклональные антитела к белку 4-1BBL, меченные PE (клон C65-485) (Bec­
ton, Dickinson and Company). Экспрессия мембранно-связанной формы ИЛ-18 на поверхности фидерных 
клеток оценивалась только по уровню экспрессии мРНК. Запись проводили на приборе Cytomics FC 500. 
Обработку полученных результатов выполняли с использованием программы CXP Analysis (Beckman 
Coulter).

Определение экспрессии трансгенов методом количественной ПЦР. Транскрипцию генов реком-
бинантных мембранно-связанных форм цитокинов ИЛ-12, ИЛ-15, ИЛ-18, ИЛ-21 и гена 4-1BBL человека 
оценивали методом количественной ПЦР в реальном времени. Нормализацию проводили по уровню 
экспрессии гена домашнего хозяйства GUS. При выполнении ПЦР использовали пару праймеров для 
каждого гена (см. таблицу) и готовую реакционную смесь SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher 
Scientific). Праймеры подбирались с помощью онлайн-сервиса Primer-BLAST, синтез осуществлялся на 
заказ (Праймтех, Беларусь). Метод расчета результатов – ∆Ct. Материалом для анализа являлась кДНК, 
выделенная из материала исходной клеточной линии K-562 и ее производных 4-1BBL-mbIL-21_12_18, 
4-1BBL-mbIL-15_12_18, полученных в результате лентивирусной трансдукции и обогащения методом 
сортировки флуоресцентно-активированных клеток. В качестве контроля контаминации образца кДНК 
геномной ДНК, содержащей экспрессионную кассету в составе провируса, использовали реакционную 
смесь для синтеза кДНК без обратной транскриптазы.

Праймеры для проведения ПЦР в реальном времени
Primers for real-time PCR

Ген Последовательность (5′ → 3′  )

CD8A F: CCTTACCAGTGACCGCCTTG
R: CTCAGCAGCAGAACTCCG

mIL21 F: CCTTACCAGTGACCGCCTTG
R: CTACATCTTCTGGAGCTGGCA
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Ген Последовательность (5′ → 3′  )

mIL15 F: CCTTACCAGTGACCGCCTTG
R: TGCAACTGGGGTGAACATCA

mIL18 F: CCTTACCAGTGACCGCCTTG
R: AGAGGCCGATTTCCTTGGTC

mIL12 F: CAAGCTGTGCATCCTGCT
R: CTCAGCAGCAGAACTCCG

4-1BBL F: CGCGGATCCGGTCTGAAC
R: CCGCTCGAGTTATTATTC

GUS F: GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT
R: CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA

Выделение РНК осуществляли с помощью набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, США) в соответствии 
с протоколом производителя. Синтез кДНК проводили с использованием набора SuperScript III Reverse 
Transcriptase (Invitrogen, США) согласно рекомендации фирмы-изготовителя.

Результаты и их обсуждение
Получение генетически модифицированных фидерных клеточных линий. Для получения но-

вых фидерных клеточных линий была сконструирована бицистронная экспрессионная кассета на базе 
лентивирусного трансфер-вектора второго поколения pUltra. Карта кассеты представлена на рис. 1.

Нуклеотидные последовательности, кодирующие мембранно-связанные формы цитокинов человека, 
были сконструированы путем замены в гене CD8A участка, кодирующего внеклеточные домены белка 
CD8A, на последовательность нуклеотидов, которая несет информацию об аминокислотном составе зре-
лой формы соответствующего цитокина. Благодаря наличию в таком модифицированном гене участ-
ков, кодирующих сигнальный пептид и трансмембранный домен белка CD8A, белки цитокинов закреп
ляются на поверхности клетки, что позволяет с помощью соответствующих флуоресцентно-меченых 
антител обнаружить и отсортировать клетки с  выраженной экспрессией вводимого гена на приборе 
FACSVantage SE.

Получение генетически модифицированных фидерных клеточных линий с эктопической экспрессией 
рекомбинантных мембранно-связанных форм ИЛ-12 и ИЛ-18 человека осуществляли методом ленти-
вирусной трансдукции исходных линий 4-1BBL-mbIL-21 и 4-1BBL-mbIL-15.

Экспрессия введенных трансгенов подтверждалась как на уровне мРНК методом количественной 
ПЦР, так и на уровне белковых продуктов методом проточной цитометрии. На рис. 2 представлена экс-
прессия вводимых трансгенов на уровне мРНК.

Данные количественной ПЦР подтверждают экспрессию генов рекомбинантных мембранно-связанных 
форм цитокинов ИЛ-12, ИЛ-18, ИЛ-21 и гена 4-1BBL человека для полученной линии 4-1BBL-mbIL-21_12_18 
и экспрессию генов рекомбинантных мембранно-связанных форм цитокинов ИЛ-12, ИЛ-15, ИЛ-18 и гена 
4-1BBL человека для полученной линии 4-1BBL-mbIL-15_12_18.

На рис. 3 и 4 представлена иммунофенотипическая характеристика полученных фидерных клеточ-
ных линий 4-1BBL-mbIL-21_12_18 и 4-1BBL-mbIL-15_12_18 на уровне белковых продуктов мембранно-
связанных форм цитокинов ИЛ-12, ИЛ-15, ИЛ-18, ИЛ-21 и гена 4-1BBL человека.

О ко н ч а н и е  т а б л и ц ы
E n d i n g  t a b l e

Рис. 1. Карта сконструированной бицистронной экспрессионной кассеты,  
кодирующей мембранно-связанные формы ИЛ-12 и ИЛ-18
Fig. 1. Map of the constructed bicistronic expression cassette  

encoding membrane-bound forms of IL-12 and IL-18
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Рис. 2. Экспрессия вводимых трансгенов на уровне мРНК для полученных фидерных линий 
Fig. 2. Expression of the introduced transgenes at the mRNA level for the obtained feeder lines

Рис. 3. Экспрессия вводимых трансгенов  
на уровне белковых продуктов в полученной линии 4-1BBL-mbIL-21_12_18: 

a, б – без добавления моноклональных антител; в, г – с добавлением моноклональных антител
Fig. 3. Expression of the introduced transgenes  

at the level of protein products in the resulting line 4-1BBL-mbIL-21_12_18:  
a, b – without addition of monoclonal antibodies; c, d – with addition of monoclonal antibodies
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Анализ данных проточной цитофлуориметрии показал, что клетки линий 4-1BBL-mbIL-21_12_18 
и 4-1BBL-mbIL-15_12_18 экспрессируют ген 4-1BBL человека, а также рекомбинантные мембранно-
связанные формы цитокинов ИЛ-12, ИЛ-18 и ИЛ-21 (первая линия) и ИЛ-12, ИЛ-15 и ИЛ-18 (вторая 
линия). Эффективность экспрессии гена ИЛ-18 определяли только по уровню экспрессии мРНК. Однако 
гены ИЛ-12 и ИЛ-18 располагаются в одной экспрессионной кассете, поэтому исходя из наличия экспрес-
сии ИЛ-12 можно сделать вывод и об экспрессии ИЛ-18 в полученных линиях. Таким образом, экспрессия 
введенных трансгенов подтверждена не только на уровне продуктов мРНК, но и на уровне белковых про-
дуктов на поверхности клеток линий 4-1BBL-mbIL-21_12_18 и 4-1BBL-mbIL-15_12_18.

Заключение
В ходе исследования получены две новые фидерные клеточные линии на основе клеток линии K-562 

с эктопической экспрессией комбинаций цитокинов ИЛ-15, ИЛ-12, ИЛ-18 и ИЛ-21, ИЛ-12, ИЛ-18, обе-
спечивающие экспансию ЕК-клеток с усиленной противоопухолевой активностью для целей противо-
опухолевой терапии [6–9].

Рис. 4. Экспрессия вводимых трансгенов  
на уровне белковых продуктов в полученной линии 4-1BBL-mbIL-15_12_18: 

a, б – без добавления моноклональных антител; в, г – с добавлением моноклональных антител
Fig. 4. Expression of the introduced transgenes  

at the level of protein products in the resulting line 4-1BBL-mbIL-15_12_18: 
a, b – without addition of monoclonal antibodies; c, d – with addition of monoclonal antibodies
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