
58

С О Д Е Р Ж А Н И Е

58

Г
и

н
е

к
о

л
о

г
и

я

Ж Е Н С К О Й  Р Е П Р О Д У К Т И В Н О Й  С И С Т Е М Ы 3   ’ 2 0 14Диагностика

Введение

Если принять во внимание, что рак яичников 

(РЯ) – это иммуногенная опухоль, то иммунотерапия, 

направленная на стимуляцию врожденного и адаптив-

ного иммунитета, может вызывать лечебный эффект 

у пациенток с РЯ [1–3].

Во всем мире проводятся многочисленные клини-

ческие исследования различных методов клеточной 

иммунотерапии. Чаще всего для этих целей использу-

ют активированные интерлейкины-2 (ИЛ-2) или дру-

гие цитокины лимфоцитов (лимфокин-активирован-

ные киллеры (ЛАК), цитокин-индуцированные 

киллеры (ЦИК), активированные натуральные килле-

ры (а-НК), опухоль-инфильтрирующие лимфоциты 

(ОИЛ) и вакцины, например, разработанные на осно-

ве дендритных клеток (ДК)) [4–7]. Однако в связи 

с невысокой эффективностью эти методы не включе-

ны в стандарты лечения.

Действие а-НК (ЛАК, ЦИК) и ДК-вакцин направ-

лено на стимуляцию разных звеньев противоопухоле-

вого иммунитета: врожденного и адаптивного. Для ре-

ализации адаптивного иммунитета необходимо 

наличие на трансформированных клетках опухолево-

го антигена и молекул МНС (major histocompatibility 

complex – главный комплекс гистосовместимости), 

в то время как эффекторы врожденного иммунитета, 

напротив, действуют независимо от экспрессии анти-

генов, а сигналом на киллинг является отсутствие 

или низкий уровень МНС на клеточной мембране. 

Учитывая гетерогенность популяции опухолевых кле-

ток, весьма вероятно, что в опухоли могут быть пред-

ставлены различные подтипы клеток с разным уров-

нем экспрессии опухолевых антигенов и МНС. 

Следовательно, применение лишь одного из отмечен-

ных методов адаптивной иммунотерапии может ока-

зать воздействие только на определенные субпопуля-
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More and more data suggest that ovarian cancer (OC) is an immunogenic tumor. Clinical trials dealing with immunotherapy based on acti-

vated natural killer (NK) cells and dendritic cells (DC) are under way. Mononuclear cells (MNCs) from both peripheral blood and lymph 
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ции злокачественно трансформированных клеток 

и даже привести к развитию иммунорезистентных 

клонов за счет избирательной элиминации иммуно-

чувствительных клеток. Поэтому в последние годы 

появляются работы, посвященные мультицеллюляр-

ной иммунотерапии онкологических больных на ос-

нове комбинации активированных киллеров и ДК. 

Такое сочетание представляется целесообразным так-

же потому, что эффекторы врожденного иммунитета 

(НК, НК Т-клеток) и ДК способны усиливать эффек-

ты друг друга [8].

H. Kimura et al. использовали в клинических ис-

следованиях активированные эффекторные клетки, 

выделенные из интактных лимфатических узлов (ЛУ), 

дренирующих область опухоли, в которых были и лим-

фоциты, и ДК [9]. Авторы предположили, что эти ДК 

примированы опухолевым антигеном и при совмест-

ной инкубации с активированными лимфоцитами 

могут индуцировать опухоль-специфические цитоток-

сические лимфоциты (ЦТЛ). Например, использова-

ние в адъювантном режиме а-НК в комбинации с ДК 

и 2 курсов карбоплатина в сочетании с паклитакселом 

позволило повысить 5-летнюю выживаемость у боль-

ных немелкоклеточным раком легкого в контрольной 

группе (2 курса карбоплатин + паклитаксел) с 12,5 

до 58,4 % при хорошей переносимости метода.

Режим адъювантной адаптивной иммунотерапии 

с применением а-НК и ДК из удаленных во время опе-

рации ЛУ может быть использован в целях продления 

безрецидивного периода жизни у больных РЯ после 

радикального лечения.

Материалы и методы

В исследование были включены 17 больных в воз-

расте 46–67 лет с верифицированным диагнозом РЯ, 

из них 9 пациенток не получали предшествующую нео-

адъювантную противоопухолевую терапию, а 8 жен-

щин получали ее в режиме паклитаксел 175 мг / м2 + 

карбоплатин AUC-6. На момент исследования все 

больные получили хирургическое лечение по поводу 

РЯ. Все пациентки давали информированное согласие 

по форме, утвержденной этическим комитетом ФГБУ 

«РОНЦ им. Н. Н. Блохина» РАМН.

Выделение мононуклеарных клеток (МНК) из ста-

билизированной гепарином (25 ед / мл) периферической 

крови пациенток, полученной перед хирургической 

операцией, проводили на одноступенчатом градиенте 

фиколл-урографина с плотностью 1,077 г / см3 центри-

фугированием при 1500 об / мин в течение 20 мин 

по стандартной методике [10].

Удаленные во время операции ЛУ передавали в ла-

бораторию для исследования в течение 30 мин. Получен-

ный материал подвергали механической дезагрегации, 

получали клеточную суспензию, дважды отмывали цен-

трифугированием при 1500 об / мин по 3 мин в 10-крат-

ном объеме раствора Хэнкса. Центрифугат ресуспенди-

ровали в растворе Хэнкса, затем фильтровали через 

стерильную нейлоновую сетку для клеток с диаметром 

пор 40 мкм (SPL Lifesciences, Корея).

Полученную после стандартной процедуры выде-

ления суспензию МНК инкубировали в полной куль-

туральной среде (ПКС) – среда RPMI-1640, содержа-

щая 10 % эмбриональной бычьей сыворотки, 

L-глутамин (150 мкг / мл), пенициллин (50 Ед / мл), 

стрептомицин (50 мкг / мл) в объеме 10 мл в культу-

ральных флаконах при 37 °С в атмосфере 5 % СО
2
. 

Для поддержания клеточной культуры ПКС меняли 

раз в 3 дня.

Культуру опухолевых клеток РЯ получали из асци-

тической жидкости, полученной после операции па-

циенток с данным заболеванием. Опухолевые клетки 

отмывали от асцитической жидкости центрифугиро-

ванием при 1500 об / мин в течение 3–5 мин, используя 

раствор Хэнкса. Затем осадок ресуспендировали 

в ПКС и опухолевые клетки инкубировали в культу-

ральных флаконах для получения плотного монослоя 

при температуре 37 °С в атмосфере 5 % СО
2
.

Цитотоксическую активность лимфоцитов опре-

деляли с помощью МТТ-теста. В качестве клеток-ми-

шеней использовали опухолевые клетки линии K562 

(эритробластный лейкоз человека), а также опухоле-

вые клетки РЯ, выделенные из асцитической жидко-

сти пациента и переведенные в клеточную культуру. 

Опухолевые клетки (2 × 104 в 1 мл) инкубировали 

в ПКС с МНК в соотношениях клетка-мишень / эф-

фектор, равных 1:5 и 1:2, в плоскодонных 96-луночных 

микропланшетах в течение 24 ч при 37 °С и 5 % СО
2
. 

По истечении срока инкубации в каждую лунку до-

бавляли по 20 мкл рабочего раствора витального кра-

сителя МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-диме-

тилтетразолий бромид). После этого клетки 

инкубировали 2 ч в СО
2
-инкубаторе. Надосадочную 

среду удаляли с помощью шприца, затем в лунки до-

бавляли по 150 мкл диметилсульфоксида (ДМСО). 

Через 20 мин инкубации при комнатной температуре 

измеряли оптическую плотность на мультисканере 

при длине волны 540 нм. Используя эти данные, рас-

считывали процент цитотоксичности по формуле:

ЦИ (%) = (1 – (ОП
Э+М

 – ОП
Э

) / ОП
М

) × 100,

где ЦИ – цитотоксический индекс; ОП
Э+М 

– значение 

оптической плотности в лунках изучаемых серий; 

ОП
Э 

– значение оптической плотности в лунках с мо-

нонуклеарными лейкоцитами; ОП
М 

– значение опти-

ческой плотности в лунках с клетками опухоли.

Приготовление цитологического препарата

Для приготовления препарата 10–15 мкл клеточ-

ного центрифугата наносили на предметное стекло, 

фиксировали раствором Май-Грюнвальда в течение 

10 мин, отмывали фиксатор дистиллированной водой, 
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окрашивали азур-эозином по Романовскому–Гимзе. 

Визуализацию и получение фотоснимков осуществля-

ли с помощью системы AxioVision 4 (Carl Zeiss, Герма-

ния).

Проточная цитофлюометрия

Определение иммунофенотипа МНК проводили 

при помощи моноклональных антител (МКА) против 

соответствующих антигенов, конъюгированных 

с флюоресцентными красителями FITC, РЕ или АРС: 

CD3, CD8, CD4, CD25, CD45, CD14, CD16, CD56, 

CD86, CD11c, HLA-DR.

Цитометрические измерения осуществляли 

на проточном цитофлюориметре, оснащенном 2 лазе-

рами с длиной волны 488 нм и 635 нм. Данные анали-

зировали при выделении соответствующего гейта кле-

точной популяции в режиме распределения клеток Dot 

Plot по их линейному прямому и боковому светорас-

сеянию. При учете результатов подсчитывали 5000 

событий в гейте.

Статистическую обработку данных проводили 

с использованием стандартного пакета статистических 

программ Exсel и BD FACSDiva.

Результаты и обсуждение

Для определения субпопуляций клеток оценивали 

экспрессию поверхностных маркеров МНК, выделен-

ных из периферической крови (группа МНК) и ЛУ 

(группа ЛУ) больных РЯ. На рис. 1а–з представлены 

примеры графиков распределения обнаруженных суб-

популяций зрелых Т-клеток, ЦТЛ, Т-хелперов, Т-ре-

гуляторных клеток, НК.

При сравнительном изучении иммунофенотипа 

популяции лейкоцитарных клеток (CD45+) было об-

наружено, что в ЛУ представлены субпопуляции кле-

ток, несущих поверхностные маркеры CD3 (Т-лимфо-

циты), от 24,6 до 79,8 % общего пула исследуемых 

клеток; CD4 (Т-хелперы) – от 13,4 до 55,3 %; 

CD3 / CD8 (ЦТЛ) – от 3,8 до 14,1 %; CD16 (НК-клет-

ки) – от 0 до 0,5 %; CD16 / CD56 (НК) – от 0 до 0,8 %; 

CD56 (НК) – от 0 до 2,4 %; CD86 (ДК) – от 0,5 

до 23,5 %; CD11c (ДК) – от 0 до 29,3 %; CD4 / CD25 

(Т-регуляторные клетки) – от 0 до 12,9 % (группа ЛУ) 

(рис. 2а).

В группе МНК распределение субпопуляций кле-

ток по экспрессии поверхностных маркеров было сле-

дующим: CD3+ – от 18,8 до 74,9 % общего пула иссле-

дуемых клеток; CD4+ – от 9,4 до 64,0 %; 

CD3+ / CD8+ – от 4,4 до 30,8 %; CD16+ – от 0 до 7,7 %; 

CD16+ / CD56+ – от 0 до 20,0 %; CD56+ – от 0 

до 14,9 %; CD86+ – от 0 до 0,9 %; CD11c+ – от 0 

до 7,8 %; CD4+ / CD25+ – от 0 до 2,0 % (рис. 2б).

Из представленных данных (см. рис. 2а, б) видно, 

что в ЛУ практически отсутствует субпопуляция НК-

клеток (в норме она может достигать 3 % общего пула 

МНК в ЛУ [11]. Несмотря на то что в МНК перифери-

ческой крови эта субпопуляция сохраняется, ее содер-

жание значительно снижено (от 0 до 20 %) по сравне-

а

д

б

е

в

ж

г

з

Рис. 1. Экспрессия поверхностных маркеров на МНК, выделенных из ЛУ и периферической крови больных РЯ. Экспрессия маркеров CD3 и CD3/

CD8 на МНК, выделенных из ЛУ (а); CD3 и CD3/CD8 на МНК периферической крови (б); CD4 и CD25/CD4 на МНК, выделенных из ЛУ (в); CD4 

и CD25/CD4 на МНК периферической крови (г); CD56 на МНК, выделенных из ЛУ (д); CD56 на МНК периферической крови (е); CD16 на МНК, 

выделенных из ЛУ (ж); CD16 на МНК периферической крови (з). CD – кластеры дифференцировки лимфоцитов, FITC –  флюоресцеинизотиоци-

анат, PE – фикоэритрин, АРС – аллофикоцианин; график в формате Dot Plot, оси х и у – интенсивность флюоресценции (MFI – mean fluorescence 

intensity), усл. ед.
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нию с референсными значениями (5–20 %). В ЛУ 

обнаружен значительный уровень экспрессии марке-

ров незрелых CD86+ и зрелых CD11c+ ДК. В перифе-

рической крови практически не наблюдали экспрес-

сию маркеров ДК, также экспрессию маркеров 

супрессорной субпопуляции Т-регуляторных клеток 

CD4+ / CD25+, однако эта субпопуляция была зареги-

стрирована в половине образцов МНК ЛУ.

Представленные результаты демонстрируют раз-

личия в субпопуляционном составе ЛУ и МНК пери-

ферической крови больных РЯ. Иммунный ответ 

на опухоль-ассоциированные антигены сначала раз-

вивается в дренирующих опухоль ЛУ [12]. Именно 

в этих вторичных лимфоидных органах может быть 

эффективно индуцирован иммунный ответ, так 

как здесь может происходить межклеточное взаимо-

действие в условиях микроокружения, насыщенного 

различными цитокинами [13]. На раннем этапе разви-

тия опухоли в дренирующих ЛУ происходит первичное 

распознавание опухоль-ассоциированных антигенов 

ЦТЛ в результате примирования нативных Т-кле-

ток. ДК являются специфическими антигенпрезенти-

рующими клетками. Незрелые ДК неподвижно инкор-

порированы в ткань ЛУ и способны к активному за-

хвату и процессингу антигенов, в то время как зрелые 

ДК сохраняют мобильность и способны презентиро-

вать антиген в комплексе с молекулами МНС II и по-

коящимися Т-клетками [14].

Таким образом, в условиях дренирующего ЛУ 

в присутствии ДК и Т-клеток возможна индукция спе-

цифического иммунного ответа. Отсутствие субпопу-

ляции НК (см. рис. 2а), играющих одну из главных 

ролей в развитии реакции врожденного иммунитета, 

вероятно, является следствием супрессорного воздей-

ствия цитокинов, выделяемых Т-регуляторными клет-

ками, обнаруженными в образцах МНК ЛУ (см. рис. 

2а) и других иммуносупрессивных факторов, выделя-

емых опухолью, другими факторами микроокружения, 

включая ко-стимулирующую молекулу В7.1 (CD80) 

или В7.2 (CD86) (см. рис. 2а) [15–17].

Выделенные из периферической крови МНК, 

а также на градиенте фиколл-урографина клетки из ас-

цитической жидкости больных РЯ инкубировали 

в ПКС RPMI-1640. На рис. 3 представлены цитологи-
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Рис. 2. Распределение субпопуляций лимфоцитов в ЛУ (а) и в периферической крови (б) у больных РЯ. Буквенными сокращениями обозначены 

разные пациенты

а б

а б

Рис. 3. Цитологический препарат из асцита. Окраска по Романовскому–Гимзе азур-эозином. Ув. 10 × 90. Клетки карциномы яичника: лейкоци-

ты, эритроциты (а); эритроциты (б)
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ческие препараты асцита больных РЯ. На препаратах 

отчетливо видны значительного размера опухолевые 

клетки, некоторые из них многоядерные (рис. 3а, б), 

некоторые имеют сильно вакуолизированную цито-

плазму (см. рис. 3а). На препарате также определяют-

ся лейкоциты (см. рис. 3а) и эритроциты (см. рис. 

3а, б).

Клетки, полученные из асцитической жидкости, 

инкубировали в культуральных флаконах в ПКС 

при 37 °С в атмосфере 5 % СО
2
, каждые 3 дня меняя 

среду и поддерживая рост культуры в виде плотного 

монослоя опухолевых клеток. Клетки карциномы яич-

ника (РЯ) хорошо пролиферировали, было проведено 

не менее 20 пассажей в течение 4 мес.

Для анализа цитотоксической активности МНК 

(МТТ-тест) монослой клеток РЯ снимали с пластико-

вых флаконов раствором Версена, дважды центрифу-

гировали в растворе Хэнкса и использовали для срав-

нительного МТТ-теста. МНК инкубировали 

с аутологичными клетками РЯ и с аллогенными клет-

ками эритробластного лейкоза человека К562 в соот-

ношениях 1:2 и 1:5 (клетка-мишень / клетка-эффектор) 

(таблица).

Из полученных данных видно, что наиболее высо-

кая цитотоксичность наблюдается в отношении ауто-

логичных клеток карциномы яичника по сравнению 

с аллогенными клетками К562 (47,3 ± 3,5 и 37,5 ± 

2,8 % соответственно) при большем соотношении 

клетка-мишень / клетка-эффектор 1:5 (p < 0,05).

Для того чтобы визуально оценить клеточный со-

став ЛУ и опухолевой ткани, были сделаны цитологи-

ческие препараты их отпечатков. На рис. 4 можно ви-

деть отдельную опухолевую клетку и скопление клеток 

РЯ в виде формирующегося метастаза. Также можно 

отметить присутствие лимфоцитов на данном препа-

рате отпечатка ЛУ.

На цитологическом препарате отпечатка опухоле-

вой ткани (рис. 5) можно выделить клетки хорошо 

дифференцированной аденокарциномы яичников, 

зрелые Т-клетки, активированные Т-клетки, макро-

фаг, 3 плазматические клетки. Можно предположить, 

что в опухоли происходит активное взаимодействие 

ОИЛ и злокачественно трансформированных клеток. 

Вероятно, в опухолевой ткани могут происходить и не-

посредственные межклеточные контакты.

Для изучения субпопуляционного состава ОИЛ 

образцы опухоли механически дезагрегировали, полу-

чали клеточную суспензию, дважды отмывали центри-

фугированием в 10-кратном объеме раствора Хэнкса, 

центрифугат фильтровали через стерильную нейлоно-

вую сетку с диаметром пор 40 мкм. Полученную таким 

образом клеточную суспензию инкубировали в ПКС 

в стандартных условиях. При этом пролиферации лим-

фоцитов in vitro не наблюдали, в то время как опухоле-

вые клетки образовывали плотный монослой в течение 

непродолжительного периода инкубации.

Заключение

Изучаемые в настоящее время подходы клеточной 

иммунотерапии включают использование как активи-

рованных ex vivo разными цитокинами НК [18–21], так 

и выделенных из дренирующих опухоль ЛУ МНК [9] 

и ОИЛ [22, 23].

Цитотоксическая активность МНК в отношении опухолевых клеток 

РЯ и К562 (%) (n = 6)

Соотношение 
клетка-

мишень / клетка-
эффектор

Карцинома яичника 
(РЯ) 

К562

1:5 47,3 ± 3,5 37,5 ± 2,8

1:2 25,2 ± 2,7 16,2 ± 3,2

Рис. 4. Отпечаток части ЛУ больной РЯ. Окраска по Романовскому–

Гимзе азур-эозином. Ув. 10 × 90

Рис. 5. Отпечаток опухолевой ткани больной РЯ. Окраска по Рома-

новскому–Гимзе азур-эозином. Ув. 10 × 90
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Результаты, полученные в данном исследовании, 

позволяют предположить, что ЛУ могут служить 

источником эффекторных клеток, генерируемых 

для последующего использования в противоопухоле-

вой иммунотерапии. Субпопуляционный состав МНК 

ЛУ представлен зрелыми Т-лимфоцитами, Т-хелпера-

ми, ЦТЛ, незначительным количеством Т-регулятор-

ных клеток, а также субпопуляцией клеток, экспрес-

сирующих маркеры ДК (CD86, CD11c).

По данным литературы, иммунотерапия с исполь-

зованием аутологичных ОИЛ представляется одним 

из наиболее перспективных методов адаптивной кле-

точной терапии [24]. Однако в данном исследовании 

содержание ОИЛ в опухолевой ткани оказалось недо-

статочным для получения хорошо пролиферирующей 

культуры лимфоцитов. Предлагаемые в упомянутых 

литературных источниках методы иммунотерапии с по-

мощью ОИЛ обычно включают использование также 

и других активированных эффекторов иммунитета, по-

лученных из периферической крови, таких как НК, Т-

клетки, ЦТЛ, а также ИЛ-2 и иных модифицирующих 

факторов. Возможно, именно эти популяции лимфоци-

тов следует рассматривать как наиболее функционально 

активные источники для клеточной иммунотерапии.
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