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Введение. Внедрение	современных	методов	иммунной	терапии	на	основе	препаратов,	блокирующих	иммунные	
контрольные	точки,	значительно	повысило	эффективность	лечения.	В	то	же	время	не	у	всех	больных	наблюдается	
ответ	на	такое	лечение	и	надежные	предиктивные	маркеры	отсутствуют.	Создание	модельной	системы	для	оценки	
Т-клеточного	иммунного	ответа	на	опухоль	представляется	актуальной	задачей.
Цель исследования –	создание	модельной	системы	для	оценки	Т-клеточного	иммунного	ответа	на	клетки	рака	
почки	больного.
Материалы и методы. Первичную	культуру	из	опухолевой	ткани	светлоклеточного	рака	почки	получали	в	стандарт-
ных	стерильных	условиях	клеточного	бокса.	Фракцию	Т-клеток	периферической	крови	выделяли	из	мононуклеарных	
клеток.	Активацию	Т-клеток	проводили	с	помощью	антител	к	CD3	и	CD28.	Оценку	изменения	показателя	«клеточный	
индекс»	выполняли	с	применением	биосенсорной	технологии	RTCA	хCELLigence	(ACEA	Biosciences,	США).	
Результаты.	 Полученные	 клетки	 опухоли	 и	 фракцию	 Т-клеток	 от	 того	 же	 больного	 культивировали	 совместно		
в	течение	24	ч,	анализируя	изменения	численности	клеточной	популяции	с	интервалом	30	мин.	Показано,	что	не-
активированные	Т-клетки	не	влияют	на	пролиферативные	свойства	культивируемых	раковых	клеток,	в	то	время	как	
активированные	Т-клетки	подавляли	пролиферативные	свойства	раковых	клеток,	что	связано	с	увеличением	доли	
Т-клеток,	несущих	рецептор	HLA-DR	(CD3+HLA–DR+)	вследствие	активации.	Оцениваемая	опухольспецифичная	ак-
тивность	Т-клеток	может	отсутствовать,	проявляться	частичным	подавлением	пролиферативных	свойств	или	при-
водить	к	полной	гибели	опухолевых	клеток.	В	последнем	случае	отсутствие	таких	клеток	подтверждали	методом	
проточной	цитометрии.
Заключение. Разработанная	система	позволяет	оценить	эффективность	действия	иммунных	Т-клеток	для	конкрет-
ного	больного,	в	том	числе	в	присутствии	ингибиторов	иммунных	контрольных	точек,	что	может	быть	использовано	
в	качестве	прогностической	оценки	при	выборе	средств	лечения.	
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Background.	The	 introduction	of	 immunotherapy	based	on	 immune	checkpoint	 inhibitors	has	significantly	 improve	
the	effectiveness	of	kidney	cancer	treatment.	Nevertheless,	not	all	patients	respond	to	such	treatment	and	there	are	no	reli-
able	 predictive	 markers.	 Therefore,	 the	 development	 of	 a	 model	 system	 for	 assessing	 the	 cellular	 immune	 response		
to	a	tumor	seems	to	be	an	urgent	task.
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Aim.	Development	of	a	model	to	assess	the	T-cell	immune	response	was	the	focus	of	this	study.
Materials and methods. Primary	tumor	cell	culture	and	peripheral	blood	T-cell	fraction	were	obtained	under	standard	
sterile	conditions.	T-cell	activation	were	perform	via	anti-CD3	and	anti-CD28	antibodies.	The	cell	index	was	assessed	
using	the	RTCA	xCELLigence	biosensor	technology	(ACEA	Biosciences,	USA).
Results. Tumor	and	T-cells	from	the	same	patient	were	cultured	together	to	assess	the	growth	rate	of	the	tumor	cell	
population.	Measurements	were	taken	at	30-minute	intervals.	The	duration	of	observation	was	24	hours.	It	has	been	
shown	that	non-activated	T-cells	do	not	affect	the	proliferative	properties	of	cultured	cancer	cells.	On	the	contrary,	ac-
tivated	T-cells	suppressed	the	proliferative	properties	of	cancer	cells,	which	was	associated	with	an	increase	in	the	pro-
portion	of	Т-cells	carrying	the	HLA-DR	receptor	(CD3+HLA–DR+)	because	of	activation.	Tumor-specific	T-cell	activity	can	
lead	to	three	consequences:	lack	of	effect,	partial	suppression	of	proliferative	properties,	and	complete	death	of	tumor	
cells.	In	the	latter	case,	the	absence	of	such	cells	was	determined	by	flow	cytometry.
Conclusion.	The	developed	approach	makes	it	possible	to	evaluate	the	cytotoxic	properties	of	T	cells	in	relation	to	tu-
mor	cells	in	a	particular	patient.	The	advantage	of	this	method	is	that	the	measurement	can	be	carried	out	in	the	pre-
sence	 of	 immune	 checkpoint	 inhibitors.	 The	 proposed	 method	 may	 be	 useful	 for	 evaluating	 the	 treatment	 regimen	
within	the	framework	of	personalized	therapy.	

Keywords:	immune	response,	T-cell,	renal	cell	carcinoma,	model,	immune	checkpoints

For citation:	Kuzevanova	A.Yu.,	Khalmurzaev	O.A.,	Borunova	A.A.	et	al.	Study	of	the	action	of	peripheral	blood	T-lym-
phocytes	on	renal	cell	carcinoma	cells	in	model	systems.	Onkourologiya	=	Cancer	Urology	2022;18(4):15–24.	(In	Russ.).	
DOI:	10.17650/1726-9776-2022-18-4-15-24

Введение
В России рак почки относится к заболеваниям, 

диагностируемым в достаточно позднем возрасте; сред-
ний возраст больных с впервые установленным диаг-
нозом у мужчин – 61,2 года, у женщин – 64,5 года [1]. 
Летальность на первом году наблюдения составляет 
около 20 %, что обусловлено поздним выявлением за-
болевания у значительной части больных [2]. Лечение 
предусматривает различные варианты хирургического 
вмешательства с последующим выбором режима ле-
карственной терапии [3]. 

Отличительной особенностью злокачественной опу-
холи почки является ее чувствительность к иммунотера-
пии. В частности, лечение высокими дозами интерлей-
кина 2, известное с 1992 г., в ряде исследований 
обеспечивало полный ответ у 6 % больных, частичный 
ответ – у 9 % и стабилизацию заболевания – у 22 % [4].

Внедрение современных методов иммунной тера-
пии на основе препаратов, блокирующих иммунные 
контрольные точки (ИКТ), с одной стороны, значи-
тельно повысило эффективность лечения (например, 
доля объективных ответов в исследовании KEYNOTE-4 
составила 59,3 % [5]), с другой – показало ограничен-
ность наших знаний в области понимания механизмов, 
обеспечивающих противоопухолевую иммунную за-
щиту организма.

На сегодняшний день известно, что для светлокле-
точного почечно-клеточного рака характерен высокий, 
по сравнению с другими солидными опухолями, уро-
вень инфильтрации CD8+-Т-клеток [6], функциональ-
ная активность которых регулируется комбинацией 
специфичных рецепторов, экспрессирующихся на их 
поверхности, и цитокинами микроокружения опухоли [7]. 
В качестве основного молекулярного маркера для 

предсказания эффективности действия ингибиторов 
ИКТ на опухоль было предложено использовать лиганд 
рецептора PD-1 – белок PD-L1, уровень экспрессии 
которого в большинстве случаев оценивают иммуноги-
стохимически [8, 9]. К настоящему времени получены 
противоречивые данные о прогностической ценности 
этого маркера, уровень экспрессии которого не всегда 
коррелирует с эффективностью анти-PD-1-терапии 
[10]. Корреляционная связь уровня мутационной на-
грузки в клетках опухоли с эффективностью лечения 
препаратами, блокирующими ИКТ, в случае рака почки 
носит слабовыраженный характер и малорезультативна 
при ее использовании в качестве прогностического мар-
кера [11]. Следует отметить, что в настоящее время нет 
полного представления о том, что способствует разви-
тию иммуносупрессии организма больного по отноше-
нию к опухоли и какие молекулярные маркеры явля-
ются оптимальными при назначении тех или иных 
иммунотерапевтических лекарственных средств.

В связи с этим актуальной задачей представляется 
создание персонализированной модельной системы 
для оценки Т-клеточного иммунного ответа, что по-
может расширить число методов, позволяющих диаг-
ностировать состояние иммунной системы больного 
и прогнозировать эффективность противоопухолевой 
иммунотерапии.

Цель исследования – создание модельной системы 
для оценки Т-клеточного иммунного ответа на клетки 
рака почки больного.

материалы и методы 
Получение первичной культуры клеток и фракции 

Т-клеток. Первичную культуру опухолевой ткани поч-
ки получали в стандартных стерильных условиях 
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клеточного бокса общепринятым методом с исполь-
зованием коллагеназы. Клетки культивировали в росто-
вой среде RPMI-1640, содержащей 10 % эмбриональной 
телячьей сыворотки (FBS), добавки: 1 % инсулин-транс-
феррин-селенит, эпидермальный фактор роста 5 мкг/мл 
и 1 % пенициллин/стрептомицин.

Фракцию Т-клеток периферической крови полу-
чали из мононуклеарных клеток с использованием 
стандартного набора EasySepТМ Human T Cell Isolation 
Kit (STEMCELL Technologies, США) в строгом соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Актива-
цию проводили с помощью антител к CD3 (functional 
grade, Cat. No. 16-0037-81) и CD28 (functional grade, 
Cat. No. 16-00289-81) компании Invitrogen. В 12-луноч-
ный планшет вносили антитела к CD3 (1 мкг/мл)  
в стерильном фосфатно-солевом буфере, инкубировали 
при температуре 37 °С в течение 2 ч. Затем из лунок 
удаляли раствор и вносили суспензию Т-клеток в среде 
RPMI-1640, содержащей 10 % FBS, 2 мМ L-глутамина, 
1 % пенициллин/стрептомицин и антитела к CD28  
(5 мкг/мл). Инкубировали клетки в течение 72 ч.

Удаление мертвых клеток из популяции перед поста-
новкой экспериментов осуществляли с помощью стан-
дартного набора EasySepТМ Dead Cell Removal (Annexin V) 
Kit (STEMCELL Technologies, США) в строгом соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Количество 
клеток в обогащенной фракции подсчитывали  в счетчи-
ке Countess II FL (Life Technologies, США), оценку 
жизнеспособности проводили с использованием 0,1 % 
раствора трипанового синего.

Проточная цитометрия. Содержание цитокерати - 
на 7, 8, меченного изотиоцианатом флуоресцеина 
(FITC) (Ex/Em = 495/519 нм), определяли общепри-
нятым методом. Суммарное количество клеток 

оценивали с помощью окрашивания йодидом пропи-
дия (Ex/Em = 535/615 нм). 

Оценка пролиферативной активности. Оценку из-
менения показателя «клеточный индекс» проводили  
с применением биосенсорной технологии RTCA 
хCELLigence (ACEA Biosciences, США).  Регистрацию 
сигнала и статистическую обработку данных осуществ-
ляли с помощью пакета программ RTCA Software Lite 
v.2.2.5. Относительное изменение времени удвоения 
суммарной клеточной популяции рассчитывали  
по формуле: RI (relative indicator) = Тtr/Тntr, где Тtr – 
время удвоения после обработки; Тntr – время удво-
ения в группе сравнения (без обработки).

Статистическая обработка данных. Для статисти-
ческой обработки данных использовали пакет про-
грамм Microsoft Excel 2019.

Результаты 
Разрабатываемая нами модель базируется на функ-

циональной оценке цитотоксического действия Т-лим-
фоцитов, которые отделяют от остальных клеток им-
мунной системы с помощью иммуномагнитной отри- 
цательной селекции. 

Особенности клеточного иммунного ответа на зло-
качественную опухоль у больного оценивали с использо-
ванием ткани опухоли, полученной в ходе резекции почки 
при клинически локализованном или местно-распро-
страненном раке. Средний возраст больных составил  
60,8 года. В большинстве случаев опухоль была распро-
странена на почечную вену, но не выходила за пределы 
фасции Герота (стадия Т3) (табл. 1). На гистологическом 
уровне полученные для исследования образцы ткани 
были классифицированы как низкодифференцирован-
ный светлоклеточный почечно-клеточный рак.

Таблица 1. Клинико-морфологическая характеристика пациентов со светлоклеточным почечно-клеточным раком

Table 1. Clinical and morphological characteristics of renal cell carcinoma patients

№ Пол 
Gender

Возраст, 
лет 

Аge, years

Стадия 
по классифика-

ции TNM 
TNM stage

Степень 
диффе-
ренци-
ровки 
Grade

Сопутствующие заболевания 
Concomitant diseases

1 Мужской 
Male 

53 T3aN1M1 G
4

–

2 Женский 
Female

62 T3bN0M1 G
4

Гипертоническая болезнь, тромбоэмболия легочной артерии, 
хроническая болезнь почек, анемия легкой степени, язва 

двенадцатиперстой кишки, мультифокальный атеросклероз 
Hypertension, pulmonary embolism, chronic kidney disease, anemia of mild 

degree, duodenal ulcer, multifocal atherosclerosis

3 Женский 
Female

65 T3cN0M0 G
2

Гипертоническая болезнь 
Hypertension

4 Мужской 
Male

67 T3NxM0 G
4

Гипертоническая болезнь, анемия легкой степени 
Hypertension, anemia of mild degree
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Ключевой элемент модельной системы – клетки 
опухоли – получали из образцов опухолевой ткани, ис-
сеченной в ходе хирургического лечения, после диссо-
циации коллагеназой и краткосрочного культивирования 
(рис. 1). Элиминирование мертвых и апоптотических 
клеток из популяции проводили путем иммуномагнитной 
отрицательной селекции на аннексин V. Степень феноти-
пической однородности популяций клеток оценивали 
иммунофенотипированием с использованием маркера 

эпителиальной дифференциации цитокератина 7, 8 (Anti-
CAM 5.2). Доля цитокератин-положительных клеток  
в полученных нами культурах составляла 93–98 %.

Вторым компонентом системы являлись Т-лимфо-
циты периферической крови больных, которые получа-
ли с помощью иммуномагнитной отрицательной селек-
ции. Забор крови проводили в день операции. В образцах 
периферической крови определяли ключевые показате-
ли T-клеточного иммунитета больных (табл. 2). Пока- 

№ Пол 
Gender

Возраст, 
лет 

Аge, years

Стадия по 
классификации 

TNM 
TNM stage

Степень 
диффе-
ренци-
ровки 
Grade

Сопутствующие заболевания 
Concomitant diseases

5 Мужской 
Male

68 T3aN1M1 G
3

Гипертоническая болезнь, анкилозирующий спондилит 
(болезнь Бехтерева) 

Hypertension, ankylosing spondylitis (Bekhterev’s disease)

6 Мужской 
Male

67 T3bNxM0 G
3

–

7 Мужской 
Male

64 T3аN0M0 G
2

Гипертоническая болезнь 
Hypertension

8 Мужской 
Male

47 T3bN1M1 G
3

–

9 Мужской 
Male

41 T3aN0M0 G
3

–

10 Мужской 
Male

64 T1bN0M0 G
3

–

11 Мужской 
Male

69 Т2N0M0 G
3

Гипертоническая болезнь, хронический бронхит, доброкачест-
венная гиперплазия предстательной железы 

Hypertension, chronic bronchitis, benign prostatic hyperplasia

12 Мужской 
Male

55 T2bN0М0 G
2

–

13 Мужской 
Male

71 T3aN0M0 G
3

Гипертоническая болезнь, доброкачественная гиперплазия 
предстательной железы, аритмия, мочекаменная болезнь, 

калькулезный простатит, узловой зоб, поверхностный гастрит 
Hypertension, benign prostatic hyperplasia, arrhythmia, urolithiasis, calculous 

prostatitis, nodular goiter, superficial gastritis

14 Мужской 
Male

64 T3аN0M0 G
3

Аритмия, сердечная недостаточность 
Arrhythmia, heart failure

15 Мужской 
Male

69 T3аN1M0 G
3

Гипертоническая болезнь, сердечная недостаточность, ишеми-
ческая болезнь сердца 

Hypertension, heart failure, coronary heart disease

16 Женский 
Female

75 T1bN0M0 G
3

Гипертоническая болезнь, аритмия, хронический гастрит 
Hypertension, arrhythmia, chronic gastritis

17 Женский 
Female

41 T1bN0M0 –

18 Женский 
Female

53 T2aN0M0 G
3

Калькулезный холецистит 
Calculous cholecystitis

Окончание табл. 1
End of table 1
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зано, что статистические характеристики Т-лимфоцитов 
периферической крови варьируют у больных, однако 
фракция активированных Т-клеток CD3+HLA–DR+ 
присутствовала во всех без исключения случаях. Для 
ответа на вопрос, достаточно ли этих клеток для оцен-
ки цитотоксического эффекта, была проведена серия 
специальных экспериментов.

Оценку цитотоксической активности периферичес-
ких Т-лимфоцитов выполняли с использованием био-
сенсорной технологии RTCA хCELLigence (ACEA 
Biosciences, США). Основное преимущество этого под-
хода – возможность анализировать изменение числен-
ности клеточной популяции в реальном времени. Для 
этого клетки опухоли и полученную от того же боль-
ного фракцию Т-клеток культивировали совместно  
в течение 24 ч, анализируя изменения численности 

клеточной популяции с интервалом 30 мин. В иссле-
довании оценивали следующие варианты соотношений 
между клетками опухоли и Т-клетками при совместном 
культивировании: 1:0, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10. В качестве 
контроля сравнения использовали клетки опухоли.  
На основании полученных данных рассчитывали пока-
затели «клеточный индекс» и «время удвоения популяции 
клеток», которые сопоставляли между собой. Какого-
либо заметного влияния Т-клеток на пролиферативную 
активность клеток опухоли при совместном культивиро-
вании не выявлено. Параллельно были проведены экс-
перименты по культивированию тех же клеток с внесе-
нием в среду 25 мкг/мл пембролизумаба (анти-PD-1)  
и 12,5 мкг/мл авелумаба (анти-PD-L1) с целью нивели-
ровать потенциально возможный эффект блокирующе-
го действия PD-L1. Каких-либо значимых различий 

Таблица 2. Статистические характеристики Т-лимфоцитов периферической крови больных раком почки

Table 2. Characteristics of T-lymphocytes in peripheral blood of kidney cancer patients

Популяции и субпопуляции 
Т-лимфоцитов 

Populations and subpopulations 
of T-lymphocytes

Фенотип 
Phenotype

Среднее значение, % 
Average value, %

95 % доверительный интервал 
95 % confidence interval 

Выборка 
Sample

Референсное 
значение [12] 
Reference [12]

Выборка 
Sample

Референсное 
значение [12] 
Reference [12]

Т-лимфоциты общие 
Total T-lymphocytes

СD3+ 70,1 72,7 56,0–84,3 71,7–73,6

Т-хелперы 
T-helpers

CD3+CD4+ 45,9 43,1 35,8–56,1 42,3–44,3

CD4+CD25+ 16,3 8,8 10,0–22,7 9,0–11,4

Цитотоксические 
Т-лимфоциты 
Cytotoxic T-lymphocytes

CD3+CD8+ 22,0 26,0 14,5–29,5 25,3–26,7

CD3+HLA–DR+ 7,4 7,3 3,4–11,5 7,0–8,2

CD8+CD28+ 9,9 17,1 6,4–13,5 15,3–17,6

CD8+CD95+ 16,9 12,6 9,4–24,5 8,7–16,5

CD8+Perforin+ 13,7 12,4 5,9–21,5 11,9–13,3

Риc. 1. Клетки, полученные из образцов опухолевой ткани (диссоциация коллагеназой), ×50 (а), ×100 (б), ×200 (в)
Fig. 1. Cells obtained from tumor tissue samples (collagenase dissociation), ×50 (а), ×100 (б), ×200 (в)

а б в
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между тестируемыми культурами клеток не обнаружено. 
На основании полученных данных был сделан вывод  
о том, что использование суммарной фракции Т-лим-
фоцитов без предварительной подготовки не позволяет 
оценить цитотоксический потенциал Т-клеток перифе-
рической крови по отношению к клеткам опухоли.

В следующей серии экспериментов выполняли 
оценку цитотоксического действия активированных 
Т-лимфоцитов периферической крови на клетки опу-
холи. Активацию проводили с помощью антител  
к CD3 и к CD28 (functional grade) компании Invitrogen. 

Примеры иммунологических профилей неактивиро-
ванных и активированных Т-клеток представлены  
на рис. 2. Из полученных данных следует, что актива-
ция способствовала значительному увеличению доли 
клеток, несущих рецептор HLA-DR (CD3+HLA–DR+)  
в популяции (рис. 3). 

Следует отметить, что суммарное увеличение доли 
активированных Т-клеток не гарантирует наличия  
Т-клеточного иммунного ответа на специфические 
неоантигены опухоли. Для оценки цитотоксического 
потенциала активированных Т-клеток больного были 

  Неактивированные Т-клетки / Inactive T-cells
  Активированные Т-клетки / Activated T-cells

Рис. 2. Иммунологический профиль неактивированных и активированных Т-клеток 2 больных (а, б). *Доля клеток с фенотипом CD3+, несущих 
HLA-DR-антиген
Fig. 2. Immunological profile of inactive and activated T-cells of two patients (а, б). *The proportion of cells with CD3+ phenotype carrying HLA-DR antigen
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Рис. 3. Цитограммы коэкспрессии CD3 и HLA-DR-антигенов на поверхности лимфоцитов 2 больных (а, б) до и после их активации
Fig. 3. Cytograms of CD3 and HLA-DR antigen expression on the lymphocyte surface of two patients (а, б) before and after their activation

а б
Т-клетки до активации / 
T-cells before activation

Т-клетки после активации /  
T-cells after activation

Т-клетки до активации / 
T-cells before activation

Т-клетки после активации /  
T-cells after activation
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проведены специальные дополнительные исследования. 
В частности, показано, что в отличие от неактивирован-
ных клеток активированные Т-лимфоциты, полученные 
от того же больного, способны обеспечить снижение 
пролиферативной активности популяции опухолевых 
клеток (рис. 4). Это позволяет предположить, что к мо-
менту хирургического лечения у пациента был сформи-
рован клеточный иммунный ответ, который и обеспечил 
наблюдаемый эффект в условиях in vitro. Кроме того, 
было показано, что выраженность цитотоксического 
эффекта носит дозозависимый характер и, скорее всего, 
обусловлена количеством Т-клеток, способных распоз-
нать неоантигены опухолевых клеток (см. рис. 4).

В последующей серии экспериментов была прове-
дена оценка воспроизводимости получаемых результа-
тов и предложен критерий для сопоставления данных, 

полученных на клеточных линиях, которые изначаль-
но могут обладать различным пролиферативным по-
тенциалом. В качестве критерия при сопоставлении 
результатов было предложено использовать индекс от-
носительного изменения времени удвоения (см. раздел 
«Материалы и методы»). Необходимость введения 
такого индекса связана с тем, что фактическое (ре-
гистрируемое) время удвоения во многом зависит  
от пролиферативных свойств культуры и не может быть 
стандартизировано в силу существующей биологичес-
кой вариабельности, что делает невозможным прямое 
использование этого показателя при сопоставлении 
результатов, полученных в разных экспериментах. Ре-
зультаты тестирования с использованием индекса от-
носительного изменения времени удвоения представ-
лены в табл. 3.

Рис. 4. Оценка пролиферативной активности клеточной популяции по клеточному индексу. 1 – контроль, клетки опухоли; 2 – клетки опухоли/
неактивированные Т-лимфоциты в соотношении 1:8; 3 – клетки опухоли/активированные Т-лимфоциты в соотношении 1:8; 4 – клетки опухо-
ли/активированные Т-лимфоциты в соотношении 1:5; 5 – клетки опухоли/активированные Т-лимфоциты в соотношении 1:10
Fig. 4. Evaluation of the proliferative activity of the cell population by cell index. 1 – control, tumor cells; 2 – tumor cells/T-lymphocytes in a ratio of 1:8;  
3 – tumor cells/activated T-lymphocytes in a ratio of 1:8; 4 – tumor cells/activated T-lymphocytes in a ratio of 1:5; 5 – tumor cells/activated T-lymphocytes 
in a ratio of 1:10
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Время, ч / Time, hours Время, ч / Time, hours

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

1 1

4

5

2

3

Таблица 3. Относительное изменение времени удвоения популяции клеток при совместном культивировании: клетки опухоли/фракция Т-кле-
ток в присутствии пембролизумаба и авелумаба

Table 3. Relative doubling time of the cell population in co-cultivation: tumor cells/T-cell fraction treated by pembrolizumab and avelumab

№
Стадия по классификации 

TNM 
TNM stage

Степень 
дифференцировки 

Grade

Индекс относительного изменения времени удвоения 
Relative doubling time of the cell population

Т-клетки 
T-cells

Активированные Т-клетки 
Аctivated T-cells

1 T1bN0M0 G
3

0,95 2,89

2 T3аN1M0 G
3

1,2 0

3 T3аN0M0 G
3

1,04 1,14

4 T1bN0M0 Нет данных 
No data

0,99 1,0

5 Т2N0M0 G
3

0,95 4,84

6 T2bN0М0 G
2

1,14 0
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Полученные данные показали, что предложенный 
индекс позволил сопоставить анализируемые клеточные 
популяции светлоклеточного почечно-клеточного рака 
по эффекту действия Т-клеток при совместном куль-
тивировании. Наблюдали 3 типа Т-клеточного ответа 
на клетки опухоли: с существенным замедлением про-
лиферации клеток опухоли (см. табл. 3, № 1 и 5), очень 
слабый ответ (№ 3) или его отсутствие (№ 4) и полное 
отсутствие пролиферации клеток опухоли (№ 2 и 6). 
Было предположено, что полная регрессия пролифе-
ративной активности клеточной популяции связана  
с полной гибелью клеток в результате цитолитической 
активности лимфоцитов. В наблюдаемых случаях это 
было подтверждено дополнительными эксперимента-
ми, в которых цитотоксическую активность оценива-
ли с помощью проточной цитометрии. В качестве 
образца сравнения использовали опухолевые клетки, 
культивируемые совместно с неактивированными  
Т-лимфоцитами. Перед проведением измерений мерт-
вые и апоптотические клетки удаляли из культуры  
с помощью иммуномагнитной отрицательной селек-
ции на аннексин V. Количество живых клеток опухоли 
определяли с помощью маркера эпителиальной диф-
ференциации цитокератина 7, 8 (Anti-CAM 5.2). Было 
определено отсутствие таких клеток. Полученные дан-
ные подтвердили полную гибель клеток опухоли после 
совместного культивирования с активированными 
аутологичными Т-лимфоцитами.

Обсуждение
Разработанная нами модель оценки эффективнос-

ти клеточного иммунного ответа основывается на том, 
что клетки опухоли экспрессируют на своей поверх-
ности белки главного комплекса гистосовместимости 
класса I, несущие пептиды мутантных белков, которые 
могут быть распознаны Т-клеточными рецепторами. 
Отсутствие таких пептидов или рецепторов, способных 
их распознать, а также активация ИКТ позволяют опу-
холевой клетке ускользнуть от иммунной атаки цито-
токсических лимфоцитов.

Нами предложена модельная система, позволя-
ющая оценивать реакцию иммунных Т-клеток на ра-
ковые клетки того же больного. С использованием этой 
системы выявлены различия такой реакции среди опу-
холей ряда больных. Полученные результаты соответ-
ствуют клиническим данным о доле больных светло-
клеточным почечно-клеточным раком с существенным 
ответом иммунной системы на опухоль при ингибиро-
вании оси PD-1/PD-L1 [8–10]. В нашем случае внесение 
в культуру с активированными Т-клетками системы 
антител, блокирующих действие PD-1 и PD-L1, приве-
ло к полному устранению клеток опухоли 2 из 6 боль-
ных, еще у 2 пациентов отмечен частичный ответ,  
у оставшихся 2 больных практически не наблюдалось 
эффекта. Последний результат может означать потен- 

циально низкую эффективность применения этих пре-
паратов для лечения указанных больных, выступивших 
донорами клеточного материала. 

Существующие в настоящее время сведения о мо-
лекулярных механизмах активации и супрессии про-
тивоопухолевого иммунного ответа далеко не полны, 
и критерии, позволяющие с высокой достоверностью 
предсказать эффективность иммунного ответа орга-
низма на опухоль при использовании ингибиторов 
ИКТ, отсутствуют. Поэтому прямое тестирование ци-
тотоксического действия популяций Т-лимфоцитов 
на раковые клетки больного представляется перспек-
тивным направлением по разработке методов прогно-
зирования, позволяющих оценить целесообразность 
применения тех или иных иммунотерапевтических 
лекарственных средств в онкологии.

Регистрация пролиферативных свойств популяции 
клеток с помощью биосенсорной технологии RTCA 
хCELLigence предполагает определение изменений 
времени удвоения популяции, которое зависит от доли 
тех клеток, которые тем или иным образом ускользнули 
от иммунной атаки цитотоксических Т-лимфоцитов. 
Такое ускользание может быть связано с активацией 
иных, по отношению к PD-1/PD-L1, ИКТ, способных 
ингибировать действие иммунной системы. Не исклю-
чено отсутствие у части клеток неоантигена или пре-
зентирующего его рецептора. Культивирование в при-
сутствии ингибиторов ИКТ позволяет оценить 
эффективность их действия для конкретного больно-
го, что может быть использовано в качестве прогно-
стической оценки при выборе средств лечения. Весь-
ма существенной является возможность применения 
созданной системы для поиска новых эффективных 
мишеней ИКТ и средств их ингибирования.

«Золотым стандартом» оценки цитолитической 
активности T- и NK-клеток принято считать анализ 
на высвобождение хрома (the chromium release assay, 
CRA), который используется с 60-х годов прошлого 
века и предполагает предварительное мечение клеток-
мишеней изотопов. В течение последних десятилетий 
было предложено несколько неизотопных подходов  
к оценке цитолитической активности клеток с исполь-
зованием витальных красителей. Широкое распро-
странение получил метод на основе окрашивания эф-
фекторных клеток кальцеином АМ с последующим 
анализом их с помощью проточной цитометрии [13]. 
Существенным ограничением этого подхода является 
время удерживания красителя клетками, которое со-
ставляет примерно 4 ч. Измерение цитотоксического 
эффекта, значительно выходящего за этот временной 
интервал, представляется невозможным. Недавно бы-
ло предложено проводить оценку цитотоксичности 
Т- и NK-клеток с использованием биолюминесценции 
на основе люциферазы и флуоресценции на основе 
эфира СFSE [14]. При использовании биолюминес-
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центного подхода считается, что клетки-мишени  
стабильно экспрессируют фермент люциферазу, и их 
жизнеспособность измеряется по испусканию фотонов 
при добавлении субстрата d-люциферина и цитотокси-
ческих лимфоцитов, что предполагает сложный под-
готовительный этап, плохо совместимый с рутинной 
клинической практикой. К достоинствам метода от-
носится возможность оценить кинетику процесса.  
Во втором случае клетки-мишени метят сукциними-
дильными группами эфира, которые реагируют с вну-
триклеточными аминами, формируя флуоресцентный 
конъюгат с белками. Измерение флуоресценции про-
водят с помощью проточной цитометрии. Как и в слу-
чае с кальцеином АМ, этот метод не позволяет про-
следить динамику процесса в нескольких временны́х 
точках [14].

Общими недостатками всех перечисленных подхо-
дов являются потребность в достаточно большом коли-
честве биологического материала, сложность пробо-
подготовки и регистрации измеряемого сигнала. 

Предложенная нами модель анализа действия активи-
рованных Т-лимфоцитов периферической крови на 
клетки опухоли почки значительно упрощает техниче-
скую сторону процедуры, позволяет анализировать не-
большие количества клинического материала, которые 
получают в рамках общепринятых рутинных процедур, 
проводит оценку в режиме реального времени и в при-
сутствии тестируемых лекарственных средств. 

Заключение
Создана модельная система для оценки Т-клеточ-

ного иммунного ответа на клетки рака почки больно-
го. С ее использованием выявлены различные резуль-
таты действия Т-клеток на клетки рака почки разных 
больных, включая полное устранение раковых клеток 
и отсутствие такого влияния. Разработанная модель 
имеет ряд преимуществ перед известными способами 
анализа действия Т-клеток и в дальнейшем может быть 
применена для тестирования эффективности ингиби-
рования тех или иных ИКТ. 
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