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ЕК-клетки 

• Описаны впервые  в середине 1970-х как популяция 
лимфоцитов, способная лизировать аллогенные опухолевые 
клетки без предварительной сенсибилизации. 

• 1986 год – Льюис Ланьер разделил на субпопуляции. 
• Фенотип: CD3-,CD56+ или CD16+, NKp46+  
• Обладают противоопухолевой (саркомы, миеломы, 

карциономы, лимфомы и лейкозы) и противовирусной (CMV, 
HSV, RSV…) активностью, при аллогенной трансплантации КМ 
предотвращают развитие РТПХ, снижают вероятность 
рецидивов, участвуют в регуляции иммунного ответа 
(продукция цитокинов). 

• Цитотоксическая активность регулируется балансом 
активаторных и ингибиторных сигналов: отсутствие экспрессии 
молекул MHC первого класса,  экспрессия стресс-лигандов, 
связывание FcgRIII с Fc-фрагментом IgG. 



Распределение:  
ПК- основная популяция CD56dim/CD16bright (90%);  
вторичные лимфоидные органы - 
СD56bright/CD16dim. 
Функции:  
• СD56bright/CD16dim – продукция цитокинов, 

регуляция иммунного ответа;  
• CD56dim/CD16bright – цитотоксическая 

активность . 
 

Субпопуляции ЕК-клеток 

Cooper, M ., Fehniger, T., Caligiuri, M. The biology of human natural killer – cell subsets. Trends in Immunology (2001)  



Взаимодействие ЕК и опухолевых 
клеток 

ЕК-клетки взаимодействуют с 
опухолевыми клетками 
посредством 
активирующих(зеленые) и 
ингибиторных (красные) 
рецепторов, лигандов и 
растворимых факторов. При 
благоприятных обстоятельствах ДК 
и CD4+ Т-клетки стимулируют 
цитотоксическую активность ЕК 
клеток продуцируя (ИЛ-15, ИЛ-18, 
IFN-a, ИЛ-2).  
Механизмы избегания: 
• Преобладание ингибиторных 

сигналов на поверхности 
опухолевых клеток; 

• Продукция Трег-клетками, 
макрофагами типа 2 
иммуносупресивных факторов 
(TGF-b, IL-10, PGE2, VEGF, NOS, 
ROS ); 

• Растворимые варианты 
активационных лигандов 
блокируют активационные 
рецепторы ЕК-клеток. 

Pahl, J., Cerwenka, A., Tricking the balance: NK cells in anti-cancer immunity. Immunobiology (2015)  



Варианты 
использования  

ЕК-клеток в 
противоопухолевой 

иммунотерапии 



ЕК-клетки в противоопухолевой 
иммунотерапии (ограничения) 

Одним из лимитирующих факторов для проведения адаптивной 
иммунотерапии с использованием ЕК – клеток является получение 
необходимого количества клеточного продукта (небольшое кол-во 
в ПК, низкая эффективность экспансии ex vivo, ограниченный 
период циркуляции in vivo). Одно введение требует 3х106-2х109/кг 
ЕК - клеток (в норме содержание 0,5-4,5х105 клеток на мл ПК) 
Способы получения клеточного продукта: 
1. Получение ЕК-клеток иммуномагнитной селекцией из ПК 

донора (пациента) - (CliniMax - 20 000$ 1 сет) 
2. Экспансия ЕК – клеток с использованием рекомбинантных 

цитокинов (в основном ИЛ-2 и ИЛ-15) – низкая эффективность, 
слабый пролиферативный потенциал 

3. Экспансия ЕК – клеток с использованием фидерных клеток 
(K562-mbIL15-41BBL, K562-mbIL21-41BBL, EBV-TM-LCL) 

 



Клинические испытания с использованием 
адаптивного переноса ЕК-клеток. Оценка 

эффективности 

Childs, R., Carlsten, M. Therapeutic approaches to enhance natural killer cell cytotoxicity against cancer: the force awakens. 
Nature Reviews Drug Discovery (2015)  



Варианты экспансии и 
эффективность 



Cheng, M., et al. NK cell-based immunotherapy for malignant diseases. Cellular and Molecular Immunology(2013)  



Cheng, M., et al. NK cell-based immunotherapy for malignant diseases. Cellular and Molecular Immunology(2013)  



Cheng, M., et al. NK cell-based immunotherapy for malignant diseases. Cellular and Molecular Immunology(2013)  





Экспансия с использованием 
фидерных клеточных линий на 

основе К562 

ЕК-клетки, подвергшиеся экспансии и активации ex vivo с использованием фидерных 
клеток характеризуются повышенной экспрессией активаторных рецепторов (DNAM-1, 
NKp46, NKp44, NKp30 and NKG2D). Повышенный уровень экспрессии активационных 
молекул, по мнению некоторых авторов, позволяет проявлять им цитотоксическую 
активность по отношению к клеткам мишеням независимо от репертуара лигандов KIR. 

Denman, C.J., Lee,D.A., et al. Membrane-bound IL-21 promotes sustained ex vivo proliferation ofhuman natural killer cells. PLoS ONE 
(2012) 



Фенотип экспансированных  
ЕК-клеток 

Denman, C.J., Lee,D.A., et al. Membrane-bound IL-21 promotes sustained ex vivo proliferation ofhuman natural killer cells. PLoS ONE 
(2012) 

ЕК-клетки, выделенные из популяции мононуклеаров ПК стимулировались с 
использованием АПК, несущих на своей поверхности рекомбинантный, связанный с 
мембраной вариант ИЛ-15, либо ИЛ-21 (помимо общих дополнительных активаторных 
лигандов). 



Экспансия/чистота 

Denman, C.J., Lee,D.A., et al. Membrane-bound IL-21 promotes sustained ex vivo proliferation ofhuman natural killer cells. PLoS ONE 
(2012) 

 
Степень экспансии ЕК-клеток 
донора с использованием 
искусственных АПК  при 
продолжительности стимуляции 
21 день (А) и 42 дня (В). 
 
 
Чистота полученной в 
результате экспансии популяции 
ЕК-клеток при использовании  
мононуклеаров ПК донора в 
качестве исходного материала 
(С). Степень экспансии ЕК-
клеток донора при 
использовании  различных 
вариантов исходного материала 
(D). 



Длина теломер 

Denman, C.J., Lee,D.A., et al. Membrane-bound IL-21 promotes sustained ex vivo proliferation ofhuman natural killer cells. PLoS ONE 
(2012) 

Длина теломерных концов в популяции ЕК-клеток, экспансированных с использованием 
искусственных АПК, оценивалась спустя 7 дней (А) и 21 день (В) с момента начала 
процедуры. Приведенные значения выражены в процентах от длины теломер интактных 
ЕК-клеток соответствующих доноров. Вариант (ИЛ-15:ИЛ-15Ra) был сконструирован с 
целью исключить неадекватность сигнала от мИЛ-15 в отсутствии Sushi – домена, как 
причину снижения длины теломер в ходе экспансии ЕК клеток.  



Цитотоксическая активность 

Denman, C.J., Lee,D.A., et al. Membrane-bound IL-21 promotes sustained ex vivo proliferation ofhuman natural killer cells. PLoS ONE 
(2012) 

(А) Цитотоксическая активность полученных в результате экспансии, а также интактных 
донорских ЕК-клеток по отношению к клеткам линии 721.221 (HLA - негативная). (В) Секреция 
цитокинов в ответ на стимуляцию клетками К562. (С, D, E) цитотоксическая активность 
экспансированных и замороженных ЕК-клеток (рестимуляция + 24 часа после разморозки в 
культуре в присутствии 50 МЕ/мл ИЛ-2), в сравнении с клетками, не подвергавшимися 
процедуре заморозки/разморозки.  



Прямая и антителозависимая цитотоксическая активность 

Denman, C.J., Lee,D.A., et al. Membrane-bound IL-21 promotes sustained ex vivo proliferation ofhuman natural killer cells. PLoS ONE 
(2012) 

Прямая цитотоксическая активность экспансированных ЕК-клеток четырех  различных 
доноров оценивалась на клеточных линиях ОМЛ (А, В),  В – клеточных лимфобластных (C, D), 
нейробластомы (E, F), карциномы (G), меланомы (H).  А также в присутствии анти-CD20 (I, J) В 
– клеточные лимфобластные линии, анти-GD2 (K - нейробластома, L - меланома) антител. 



Создание экспрессионной конструкции, 
кодирующей активаторные лиганды 

Дизайн экспрессионной кассеты, кодирующей активаторные лиганды. (A) Схема 
экспрессионной кассеты, встроенной в трансфер -  плазмиду, кодирующую вирусный геном 
(адаптировано с сайта www.addgene.org) ; (B,C) Продукты рестрикционного анализа: верхний 
фрагмент соответствует плазмиде pWPXL, нижний фрагмент – экспрессионная кассета 4-1BBL 
(B) и mИЛ-15(C). 



Получение рекомбинантных псевдотипированных 
лентивирусных частиц, кодирующих активаторные 

лиганды, методом котрансфекции клеток 293Т. 

Соответствующие плазмиды 
трансфецируют в клетки 293Т. Как 
следствие, в этих клетках 
начинается экспрессия вирусных 
белков с трансфецированных 
плазмидных векторов, а также 
транскрипция геномной РНК 
вируса. Затем происходит сборка 
вирусных частиц внутри 
трансфецированных клеток и их 
выход во внеклеточную среду. 
Далее производят сбор 
супернатанта, определяют титр 
полученных вирусных частиц, а 
затем инфицируют клетки-мишени 
с необходимой множественностью 
инфекции. 

    Адаптировано с www.addgene.org 



FACS Vantage SE 

Оптика: 

• Лазеры (488нм, 633нм) 

• Фильтры (530/30, 
575/26, 695/40, 630/22) 

Сортировка: 

На 2 популяции. Скорость: 
до 2000 соб./сек, с 
максимальной чистотой и 
выходом. 

 

Сортировка фидерных клеточных 
линий 



Получение линии  
K562-4-1BBL  

 A B C 



Получение линии 
K562-4-1BBL_mbIL21  

 
A B C 



Дальнейшие направления 
исследований 

• CARs (CD19, CD33) 

• Хоуминг (CCR7, CXCR4) 

• Молдинг (создание АПК с желаемым МНС гаплотипом для 
KIR – опосредованного ингибирования/лицензирования, 
либо лигирование антителами нежелательных KIR) 



СПАСИБО ЗА 
ВНИМАНИЕ 


