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______________________ Резюме __________________________________________________________________________ 

Введение. Экспансия в присутствии генетически модифицированных фидерных клеток 
(ФК) является перспективным методом ex vivo получения большого количества естественных 
киллерных (ЕК) клеток для адоптивной иммунотерапии. Использование криоконсервирован-
ных ЕК-клеток имеет ряд преимуществ по сравнению с применением свежих клеток, среди 
которых: возможность проведения многократных инфузий клеток, полученных в одной серии; 
однородное качество клеточного продукта для всех доз. Важным аспектом при криоконсер-
вировании экспансированных ЕК-клеток является сохранение их жизнеспособности и функ-
циональной активности.
Цель. Анализ влияния процедуры криоконсервирования на активацию и цитотоксическую 
активность экспансированных ex vivo ЕК-клеток для целей адоптивной иммунотерапии.
Материалы и методы. ЕК-клетки экспансировали в присутствии интерлейкина-2 (ИЛ-2) и об-
лученных ФК K-562-4-1BBL+мИЛ-21, после чего проводили криоконсервирование и хранение 
в парах жидкого азота. До и после криоконсервирования оценивали количество клеток, их 
жизнеспособность, субпопуляционный состав и цитотоксическую активность (ЦТА).
Результаты. При проведении экспансии получили клеточный продукт с высоким содержа-
нием ЕК-клеток (95,2±1,1%), характеризующихся высоким уровнем активации при оценке 
экспрессии маркеров CD69, NKp44 и ЦТА. Криоконсервирование незначительно изменяло 
относительное содержание ЕК, Т и ЕК-подобных Т (ЕКТ)-клеток в размороженных продуктах. 
При проведении размораживания выход абсолютного количества живых ЕК-клеток составил 
66,1±6,7%. Достоверно были снижены показатели жизнеспособности, ЦТА и процента NKp44+ 
при неизменном уровне CD69+ ЕК-клеток. Дополнительная инкубация размороженных ЕК-
клеток в полной питательной среде способствовала повышению ЦТА по сравнению с показа-
телями непосредственно после размораживания.
Выводы. Использование ФК K-562-4-1BBL+мИЛ-21 позволяет получить ex vivo ЕК-клеточный 
продукт с высокой степенью чистоты, активации и противоопухолевой активности для целей 
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	� ВВЕДЕНИЕ
Получение большого количества ЕК-клеток с необходимой чистотой 

и степенью активации является одним из основных условий успешного 
применения данной группы лимфоцитов в адоптивной терапии онколо-
гических заболеваний. Для этих целей разрабатываются и исследуются 
способы экспансии ЕК-клеток с использованием различных цитокинов 
или их комбинаций, моноклональных антител или облученных ФК [1]. 
Одним из перспективных методов является экспансия в присутствии ге-
нетически модифицированных клеток линии K-562, которые экспресси-
руют на своей поверхности молекулы, стимулирующие пролиферацию 
и активацию ЕК-клеток ex vivo [2, 3]. ЕК-клетки, полученные таким спо-
собом, широко используются в клинических исследованиях у пациен-
тов с лейкозами, миеломной болезнью, нейробластомой и др. [4]. Крио-
консервирование готовых экспансированных ЕК-продуктов позволяет 
обеспечить применение высоких доз ЕК-клеток либо их многократное 

иммунотерапии. Криоконсервирование сохраняет субпопуляционный состав клеточного 
продукта, но снижает показатели жизнеспособности, ЦТА и итоговый выход ЕК-клеток. 
Ключевые слова: ЕК-клетки, экспансия, криоконсервирование, иммунотерапия.

______________________ Abstract __________________________________________________________________________ 

Introduction. Ex vivo expansion in the presence of genetically modified feeder cells is a promising 
method to obtain a large number of natural killer (NK) cells for adoptive immunotherapy. The use of 
cryopreserved NK cells has a number of advantages over freshly generated cells: enabling multiple 
infusions from single expansion; uniform cell product quality for all doses. An important aspect 
in cryopreservation of expanded NK cells is the ability to preserve the cells without loss of their 
viability and functions.
Purpose. To analyze the effect of cryopreservation on the activation and cytotoxicity of ex vivo 
expanded NK cells for adoptive immunotherapy.
Materials and methods. NK cells were expanded in the presence of interleukin (IL)-2 and irradiated 
K-562-4-1BBL+mIL-21, followed by cryopreservation and storage in liquid nitrogen vapor. The 
number of cells, their viability, subpopulation composition, and cytotoxicity were assessed before 
and after cryopreservation.
Results. During the expansion, we yield a cell product with a high content of NK cells (95.2±1.1%), 
characterized by a high levels of activation markers CD69, NKp44, and cytotoxicity. Cryopreservation 
slightly changed the relative content of the NK, T cells and NK-like T cells in thawed products. During 
thawing, the recovery of the absolute number of live NK cells was 66.1±6.7%. Viability, cytotoxicity 
and the percentage of NKp44+ were significantly reduced but the level of CD69+ NK cells was 
constant. Pre-incubation of thawed NK cells in complete medium enhanced their cytotoxicity 
compared to cytotoxicity values immediately after thawing.
Conclusions. Using K-562-4-1BBL+mIL-21 allows to obtain ex vivo NK-cell product with high purity, 
activation and antitumor activity for immunotherapy purposes. Cryopreservation maintains cell 
subpopulation composition of the product, but reduces the viability, cytotoxicity and the final 
recovery of NK cells.
Keywords: NK cells, expansion, cryopreservation, immunotherapy.
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введение для достижения максимального противоопухолевого эффек-
та, а также обладает другими преимуществами: сокращением времени, 
необходимого на новую экспансию; использованием продуктов с одно-
родными характеристиками; манипулированием сроками введения па-
циенту в зависимости от протоколов терапии; возможностью транспор-
тировки. В ряде работ экспериментально показаны сохранение проти-
воопухолевого потенциала экспансированных ЕК-клеток, подвергших-
ся криоконсервированию и последующему процессу размораживания, 
и возможность использования таких ЕК-продуктов в клинике [5–8].

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Анализ влияния процедуры криоконсервирования на активацию и 

цитотоксическую активность ЕК-клеток, полученных при ex vivo экспан-
сии в присутствии ФК линии К-562 для целей адоптивной иммунотера-
пии.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспансия ЕК-клеток
Исходным материалом для проведения экспансии служили 8 образ-

цов цельной периферической крови (ПК) доноров. Путем центрифуги-
рования ПК на градиенте плотности 1,077 г/мл при 400g 30 мин полу-
чали МНК. Далее МНК инкубировали in vitro в культуральных флаконах 
(Sarstedt, Германия) в присутствии ФК и ИЛ-2 (50 МЕ/мл; препарат Ронко-
лейкин, НПК «БИОТЕХ», Россия) в полной питательной среде RPMI-1640 
с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) (Gibco, 
США) в течение 12–19 суток. Соотношение МНК:ФК составило 2:1 на 
начало экспансии и 1:1 – на 7-е сутки. ФК представляют собой произ-
водную линии К-562, полученную в  ходе исследования путем генетиче-
ской модификации с целью эктопической экспрессии полноразмерного 
белка человека 4-1BBL и рекомбинантной мембранно-связанной фор-
мы ИЛ-21 человека (K-562-4-1BBL-мИЛ-21) [9]. Предварительно ФК были 
подвергнуты гамма-облучению в дозе 100 Гр и процедуре криоконсер-
вирования.

Процедура криоконсервирования и размораживания
Полученные в ходе экспансии ЕК-клетки осаждали центрифугиро-

ванием при 400g 15 минут, отмывали в 9 г/л растворе натрия хлорида 
(ОАО «Несвижский завод медицинских препаратов», Беларусь), ресу-
спендировали в нем и переносили в предназначенные для хранения 
биологических продуктов криоконтейнеры (Macopharma, Франция). 
Затем постепенно смешивали с равным объемом криопротектор-
ной среды, содержащей солевой 50  г/л раствор альбумина человека  
(ГУ «РНПЦТиМБ», Беларусь) и 200 г/л раствор диметилсульфоксида 
(ДМСО, Carl Roth Gmbh, Германия). Дальнейшую процедуру криокон-
сервирования проводили на аппарате IceCube (Sy-Lab, Австрия). Храни-
ли ЕК-продукты в парах жидкого азота в криохранилище MVE TEC 3000 
(Chart Ind., США).

Размораживали ЕК-клетки при температуре 37 ºС, постепенно сме-
шивая с предварительно прогретой полной питательной средой, и ре-
суспендировали в ней для дальнейшего анализа.
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Иммунофенотипический анализ
На этапах экспансии и криоконсервирования проводили подсчет 

клеток, а также оценку их субпопуляционного состава методом про-
точной цитометрии. Для этого использовали соответствующие моно-
клональные антитела к CD3, CD56, CD69, NKp44 (CD336) (Beckman 
Coulter, США, Exbio, Чехия). Запись проводили на приборах Cytomics 
FC500 и DxFLEX, полученные результаты анализировали с использова-
нием программ CXP Analysis и CytExpert (Beckman Coulter, США). Оце-
нивали процентное содержание ЕК (CD3–CD56+), Т (CD3+CD56–) и ЕКТ 
(CD3+CD56+)-клеток, а также процент CD69 и NKp44 среди ЕК-клеток.

Прямой цитотоксический тест
Для оценки противоопухолевого потенциала экспансированных 

ЕК-клеток цитотоксический тест проводили в течение 1 ч. В качестве 
клеток-мишеней использовали культуру К562.GFP (генетически моди-
фицированный вариант линии К-562, экспрессирующий зеленый флуо- 
ресцентный белок GFP), в качестве клеток-эффекторов – экспансиро-
ванные ЕК-клетки до и после криоконсервирования. Соотношение 
эффектор:мишень составило 1:1, 5:1, 10:1. По окончании реакции в кле-
точную взвесь добавляли витальный краситель 7AAD (Beckman Coulter, 
США). Запись проводили на приборах Cytomics FC500 и DxFLEX, полу-
ченные результаты анализировали с использованием программ CXP 
Analysis и CytExpert (Beckman Coulter, США). Клетки-мишени выделяли 
по флуоресценции GFP (флуоресценция в зеленой области), а количе-
ство погибших клеток определяли по окрашиванию 7AAD (флуоресцен-
ция в красной области). Специфический лизис вычисляли по следую-
щей формуле: 

(%7AAD+клетокопыт – %7AAD+клетокспонт) / (100% – 
%7AAD+клетокспонт) × 100%, 

где %7AAD+клетокопыт – процент лизированных клеток в опытных 
образцах при совместном культивировании мишеней и ЕК-клеток; 

%7AAD+клетокспонт – спонтанный лизис клеток-мишеней.

Статистический анализ
Результаты представлены в виде средних значений ± ошибка сред-

него. Сравнение вариационных рядов проводили в программе Statistica 
12. Различия считали достоверными при p<0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Метод экспансии ЕК-клеток в присутствии генетически модифици-

рованной линии K-562, экспрессирующей молекулы 4-1BBL и мИЛ-15 
или мИЛ-21, был впервые предложен исследовательскими группами 
D. Campana и D. Lee [2, 3]. Ранее нами было показано, что наибольшего 
прироста in vitro ЕК-клетки достигали при использовании варианта ФК 
K-562-4-1BBL-мИЛ21 – 21 590 (3151–304 328) раз против 371 (150–26 473) 
раза с использованием ФК K-562-4-1BBL-мИЛ15 [9]. На основании приве-
денных данных фидерная линия K-562-4-1BBL-мИЛ21 была выбрана для 
получения ЕК-клеток в терапевтических целях.
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В данном исследовании для проведения экспансии из 85,2±8,4 мл 
ПК 8 доноров было получено 135,0±13,0·106 МНК с содержанием CD3–
CD56+ лимфоцитов, равным 14,0±3,0%. Продолжительность экспансии 
составила 12–19 суток. В результате долгосрочного культивирования 
получили общее количество клеток 2539,6±382,1·106, среди которых 
95,2±1,1%, или 2452,3±384,3·106, были представлены ЕК-клетками. Таким 
образом, итоговый выход ЕК-клеток составил 17670,2±4664,1%. Далее 
образцы клеток были подвержены процедуре криоконсервирования.

В настоящее время для хранения ЕК-клеток применяются замора-
живающие составы на основе 5–10% ДМСО в качестве криопротекто-
ра и различных концентраций ЭТС (15–25%), альбумина (4–20%) или  
AB-сыворотки (10–90%) человека [5–7, 10–14]. Нами была использована 
замораживающая среда, в которой конечная концентрация ДМСО и аль-
бумина человека была равна 10% и 2,5%, соответственно. Количество 
экспансированных клеток в конечном объеме замораживающей среды 
46,8±8,7 мл составило 1350,0±278,5·106, среди которых 1304,5±277,4·106 –  
ЕК-клетки. Общая концентрация клеток в замораживаемых образцах 
была 30,6±3,8·106 млн в 1 мл, ЕК-клеток – 29,1±3,7·106 млн в 1 мл. Полу-
ченные образцы хранили в парах жидкого азота в течение 7–63 суток.

Ограниченное использование замороженных продуктов в клинике 
связано с имеющимися данными о снижении функциональной актив-
ности ЕК-клеток после криохранения. Рядом авторов установлено, что 
процедура замораживания/размораживания приводит к потерям коли-
чества ЕК-клеток и снижению их цитотоксической активности, несмотря 
на высокий уровень жизнеспособности [10, 11, 13, 15]. Показана низкая 
выживаемость размороженных экспансированных ЕК-клеток при ис-
пользовании in vivo у мышей и у пациентов с рецидивом множествен-
ной миеломы [15, 16].

В то же время другими авторами показано отсутствие или незначи-
тельное влияние криохранения на функции ЕК-клеток (ЦТА, секреция 
цитокинов, дегрануляция) [5, 6, 12, 14]. Также описано, что экспансиро-
ванные ЕК-клетки, введенные мышам с диссеминированной формой 
нейробластомы непосредственно после размораживания, оказывали 
противоопухолевый эффект, аналогичный незамороженным клеткам [6].  
Инфузии нескольких доз экспансированных ЕК-клеток после их крио- 
хранения способствовали установлению ремиссии у части пациентов с 
острым миелоидным лейкозом [8].

В нашем исследовании была проведена оценка влияния криокон-
сервирования на жизнеспособность, субпопуляционный состав и ЦТА 
конечных ЕК-продуктов. Используемый в работе метод экспансии по-
зволяет получить клеточный продукт с высоким содержанием акти-
вированных ЕК-клеток и низким содержанием ЕКТ- и Т-клеток по срав-
нению с данными показателями до начала экспансии [9]. Процедура 
замораживания/размораживания незначительно изменяла процент 
исследуемых популяций лимфоцитов в размороженных продуктах  
(см. таблицу).

При оценке экспрессии маркеров активации после криохранения 
было выявлено, что процент NKp44+ ЕК-клеток был достоверно (p<0,05) 
меньше примерно на 10,6%, в то время как процент CD69+ ЕК-клеток 
оставался на прежнем уровне по сравнению с данными показателями 
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до замораживания (рис. 1). Сохранение или незначительные изменения 
в экспрессии активационных рецепторов ЕК-клеток в размороженных 
продуктах показаны и в других исследованиях [12, 17].

После криохранения образцов экспансированных ЕК-продуктов и 
последующего размораживания жизнеспособность клеток была сниже-
на примерно на 8,7% и составила 75,7±2,4% против 83,0±1,8% до про-
цедуры криоконсервирования (p<0,05). Выход абсолютного количества 
живых ЕК-клеток составил 66,1±6,7%, или 977,5±269,3·106.

Также нами был оценен противоопухолевый потенциал ЕК-клеток 
в прямом цитотоксическом тесте до и после проведения криоконсер-
вирования. Для этого ЕК-клетки смешивали с чувствительной к их дей-
ствию линией К-562. ЦТА экспансированных ЕК-клеток была дозозависи-
мой. Уже при соотношении эффектор:мишень 1:1 специфический лизис 
опухолевых клеток составлял в среднем 49,2% и достигал 91,0% при 
соотношении 10:1. Цитотоксичность ЕК-клеток непосредственно после 
размораживания была достоверно (p<0,05) снижена, что особенно за-
метно при соотношении эффектор:мишень 1:1 (рис. 2А). Предваритель-
ная инкубация размороженных клеток в полной питательной среде в 
течение 1 ч до постановки теста повышала ЦТА ЕК-клеток при соотно-
шениях 5:1 и 10:1, однако при анализе парных случаев (n=4) такое повы-
шение было недостоверным (рис. 2B).

Субпопуляционный состав ЕК-продуктов до и после криоконсервирования

Subpopulation composition of NK-products before and after cryopreservation

Группа сравнения ЕК-клетки, % ЕКТ-клетки, % Т-клетки, %

До криоконсервирования 95,2±1,1 2,0±0,6 2,3±0,6
После криоконсервирования 92,8±2,6 3,5±1,2 3,4±1,3

Рис. 1. Экспрессия CD69 и NKp44 на ЕК-клетках до и после криоконсервирования: * p<0,05

Fig. 1. Expression of CD69 and NKp44 on NK cells before and after cryopreservation: * p<0.05
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Рис. 2. Цитотоксическая активность ЕК-клеток: А – до и после криоконсервирования: * p<0,05; 
B – непосредственно после процедуры размораживания и через 1 ч после инкубации в полной 
питательной среде 

Fig. 2. NK cells cytotoxicity: A – before and after cryopreservation: * p<0.05; B – immediately after the thawing and 1 hour after incubation 
in complete medium

Исследование Berg M. и соавт. выявило прямую корреляцию между 
снижением ЦТА экспансированных ЕК-клеток и снижением уровня экс-
прессии NKG2D и TRAIL на них сразу после размораживания [13]. Повы-
сить ЦТА можно путем культивирования ЕК-клеток с ИЛ-2 или без [5, 10, 
11, 13, 15]. В ряде исследований также отмечали, что дополнительная 
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инкубация с ИЛ-2 приводила к потере количества или снижению жиз-
неспособности ЕК-клеток, что может ограничивать их дальнейшее ис-
пользование [10, 13, 15]. 

Снижение ЦТА и жизнеспособности ЕК-клеток также может быть свя-
зано с составом замораживающей среды. Установлена прямая зависи-
мость между процентным содержанием AB-сыворотки и сохранением 
количества, жизнеспособности и функций ЕК-клеток [18]. Показана за-
висимость жизнеспособности МНК после размораживания от концен-
трации ДМСО [19]. В настоящее время ведутся исследования по исполь-
зованию альтернативных биосовместимых криопротекторов (на основе 
декстрана, сахаров, полимеров и др.) для исключения токсичного дей-
ствия ДМСО [20, 21].

	� ВЫВОДЫ
1.	 Экспансия ЕК-клеток ex vivo в присутствии ФК K-562-4-1BBL+мИЛ-21 

позволяет получить ЕК-клеточный продукт с высокой степенью чи-
стоты, активации и противоопухолевой активности для целей имму-
нотерапии.

2.	 В процессе криоконсервирования сохраняется относительное со-
держание ЕК-, Т- и ЕКТ-клеток и высокий процент ЕК-клеток, экспрес-
сирующих активационный маркер CD69. Показано достоверное 
снижение процента NKp44+ ЕК-клеток. Сниженную после процесса 
размораживания ЦТА ЕК-клеток можно повысить путем дополни-
тельного культивирования в полной питательной среде. 

3.	 Процедура криоконсервирования снижает итоговый выход живых 
экспансированных ЕК-клеток, что необходимо учитывать при расче-
те дозы для инфузий пациентам. 
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