
ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2011, Ò. 57, ¹ 1 29

ÓÄÊ 612.118+612.017.1

Á.Â. Äîíñêîé, Â.Ï. ×åðíèøîâ, Ä.Â. Îñèï÷óê

²ìóíîôåíîòèïîâà õàðàêòåðèñòèêà äâîõ
ôóíêö³îíàëüíî ð³çíèõ ñóáïîïóëÿö³é íàòóðàëüíèõ
ê³ëåðíèõ êë³òèí ïåðèôåðè÷íî¿ êðîâ³ ëþäèíè

Ó ñîìàòè÷íî çäîðîâèõ æ³íîê âèâ÷àëè ³ìóíîôåíîòèïîâ³ âëàñòèâîñò³ íàòóðàëüíèõ ê³ëåðíèõ
êë³òèí (ÍÊ) ïåðèôåðè÷íî¿ êðîâ³ ï³ñëÿ ¿õ ñòèìóëÿö³¿ çà äîïîìîãîþ ÷óòëèâî¿ êë³òèííî¿ ë³í³¿
Ê562( ë³í³ÿ åðèòðîì³ºëîëåéêîçó ëþäèíè,êë³òèíè ÿêî¿ íå åêñïðåñóþòü ìîëåêóëó ã³ñòîñóì³ñíîñò³ �
ÌÍÑ ² ³ º âèñîêî÷óòëèâèìè ì³øåíÿìè äëÿ ÍÊ). Cïîñòåð³ãàëè ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿
ìàðêåð³â CD (â³ä àíãë. ñluster of differentiation � ìàðêåðè êë³òèííî¿ ïîâåðõí³ ëåéêîöèò³â): CD69
(ðàíí³é ìàðêåð àêòèâàö³¿), HLA DR (ìîëåêóëà ãîëîâíîãî êîìïëåêñó ã³ñòîñóì³ñíîñò³ ²² òèïó),
ÑD95 (FAS-ïðîòå¿í) òà çíèæåííÿ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ CD62L (ìîëåêóëà àäãåç³¿). ÍÊ, ÿê³ åêñïðåñóâàëè
CD69 ï³ñëÿ àêòèâàö³¿, áóëî íå á³ëüøå í³æ 60 % (50,0%±1,7%). ¯õíº ÷èñëî íå çì³íþâàëîñÿ ïðè
çíèæåíí³ ñï³ââ³äíîøåííÿ åôåêòîð�ì³øåíü ³ ïîäîâæåíí³ ÷àñó ³íêóáàö³¿. Ïîêàçàíî, ùî ð³âåíü
åêñïðåñ³¿ CD69, íà â³äì³íó â³ä ³íøèõ ìàðêåð³â, íà àêòèâîâàíèõ ÍÊ êîðåëþº ç ð³âíåì
öèòîòîêñè÷íîñò³ ÍÊ. Òàêîæ âèÿâëåíî, ùî çäàòí³ñòü äî àêòèâàö³¿ ï³ä ä³ºþ ñòèìóëÿö³¿
êë³òèííî¿ ë³í³¿ Ê562, ïîâ�ÿçàíà ç³ âòðàòîþ ìîëåêóë àäãåç³¿ CD62L íà ïîâåðõí³ êë³òèí. Çäàòí³ñòü
äî àêòèâàö³¿ ìàþòü ëèøå ÍÊ ç íèçüêîþ ù³ëüí³ñòþ àáî â³äñóòí³ñòþ åêñïðåñ³¿ CD62L. Ìè
ïîêàçàëè, ùî ³íêóáàö³ÿ ç ÷óòëèâîþ êë³òèííîþ ë³í³ºþ Ê562 ï³äâèùóº ð³âåíü åêñïðåñ³¿ CD69 íà
á³ëüø³é ÷àñòèí³ ïîïóëÿö³¿ ÍÊ, ÷èñåëüí³ñòü ÑD69+-êë³òèí, ÿê³ åêñïðåñóþòü CD69 äîñòîâ³ðíî
êîðåëþº ç öèòîòîêñè÷í³ñòþ ÍÊ.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: íàòóðàëüí³ ê³ëåðí³ êë³òèíè, àêòèâàö³éí³ ìàðêåðè, öèòîòîêñè÷í³ñòü
íàòóðàëüíèõ ê³ëåðíèõ êë³òèí.

©  Á.Â. Äîíñêîé, Â.Ï. ×åðíèøîâ, Ä.Â. Îñèï÷óê

ÂÑÒÓÏ

Íàòóðàëüí³ ê³ëåðí³ êë³òèíè (ÍÊ), àáî âåëèê³
ãðàíóëÿðí³ ë³ìôîöèòè, ñòàíîâëÿòü ïðèá-
ëèçíî 10�15 % â³ä óñ³õ ë³ìôîöèò³â ïåðèôå-
ðè÷íî¿ êðîâ³. Ïîâåðõíåâèìè ìàðêåðàìè öèõ
êë³òèí º CD16 (ðåöåïòîð äî Fc-ôðàãìåíòà
³ìóíîãëîáóë³í ³â )  òà  CD56.  ÍÊ çäàòí³
ë³çóâàòè êë³òèíè-ì³øåí³ áåç ïîïåðåäíüî¿
ñåíñèá³ë³çàö³¿, âîëîä³þòü àíòèò³ëîçàëåæíîþ
öèòîòîêñè÷íîþ àêòèâí³ñòþ òà º öèòîê³-
íîâèìè ïðîäóöåíòàìè [5, 14]. ÍÊ � íàé-
á³ëüø åâîëþö³éíî äàâíÿ ë³ìôîöèòàðíà
ñóáïîïóëÿö³ÿ òà çâ�ÿçóâàëüíà ëàíêà ì³æ
àíòèãåíñïåöèô³÷íèì ³ âðîäæåíèì ³ìóííèìè
ìåõàí³çìàìè çàõèñòó [15]. Öèòîòîêñè÷íà
àêòèâí³ñòü ÍÊ ðåãóëþºòüñÿ çà äîïîìîãîþ
âåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ àêòèâàö³éíèõ ðåöåïòîð³â:

KIR2DS1,158b,KIR2DS2 (ñóïåððîäèíà
³ìóíîãëîáóë³í³â), NKG2D (ñóïåððîäèíè
ëåêòèí³â Ñ-òèïó), TLR2,TLR3,TLR5 (TOLL-
ïîä³áí³ ðåöåïòîðè) òà ³íã³á³òîðíèõ ðåöåï-
òîð³â,  ÿê³  òàêîæ ìîæóòü áóòè ÑD158à,
KIR2DL2, KIR2DL3 (ñóïåððîäèíà ³ìóíîãëî-
áóë³í³â), CD94/NKG2 (ñóïåððîäèíè ëåêòè-
í³â Ñ-òèïó) [2, 3, 6, 8, 9, 13].

Ãîëîâíèìè ôóíêö³ÿìè ÍÊ ââàæàºòüñÿ
çíèùåííÿ â³ðóñ³íô³êîâàíèõ êë³òèí íà ïî÷àò-
êîâèõ åòàïàõ ³íôåêö³¿  òà åë³ì³íóâàííÿ
ïóõëèííèõ êë³òèí, ïðèãí³÷óþ÷è òàêèì
÷èíîì êàíöåðîãåíåç [4]. ÍÊ ìîæóòü áóòè
àêòèâîâàí³ òàêèìè ñòèìóëàìè, ÿê êîíòàêò
ç äåíäðèòíèìè êë³òèíàìè, êë³òèíàìè, ÿê³ íå
åêñïðåñóþòü íà ïîâåðõí³ ÌÍÑ-² (ïóõëèíí³
êë³òèíè, êë³òèíè, ³íô³êîâàí³ â³ðóñîì),
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çâ�ÿçóâàííÿì ç ³ìóíîêîìïëåêñàìè, à òàêîæ
ï³ä âïëèâîì ³íòåðëåéê³í³â (²Ë): ²Ë-1, ²Ë-2,
²Ë-12, ²Ë-15, ²Ë-18, ²Ë-21. ÍÊ ó ñòàí³
àêòèâàö³¿ õàðàêòåðèçóþòüñÿ çá³ëüøåííÿì
ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ìàðêåðà � CD69 òà ï³äâè-
ùåíîþ öèòîòîêñè÷í³ñòþ [1, 4, 7,10].

Ìåòà íàøî¿ ðîáîòè � âèâ÷åííÿ âçàºìî-
çâ�ÿçêó åêñïðåñ³¿ ïîâåðõíåâèõ ìàðêåð³â ³
öèòîòîêñè÷íî¿ àêòèâíîñò³ ÍÊ ïåðèôåðè÷íî¿
êðîâ³ ëþäèíè.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äîñë³äæóâàëè ãåïàðèí³çîâàíó êðîâ 130
ñîìàòè÷íî çäîðîâèõ æ³íîê â³êîì â³ä 25 äî
45 ðîê³â,  ùî ïðîõîäèëè îáñòåæåííÿ â
ëàáîðàòîð³¿ ³ìóíîëîã³¿ ÄÓ �²íñòèòóò ïåä³àò-
ð³¿, àêóøåðñòâà ³ ã³íåêîëîã³¿ ÀÌÍ Óêðà¿íè�.
Âñ³ æ³íêè áóëè ïðî³íôîðìîâàí³ ïðî ïðîâå-
äåííÿ äîñë³äæåííÿ òà äàëè çãîäó.

Ïðèãîòóâàííÿ ì³øåíåé.  ßê ì³øåíü
âèêîðèñòîâóâàëè ë³í³þ Ê562 (ñóñïåíç³éíà
êóëüòóðà êë³òèí åðèòðîì³ºëîëåéêîçó ëþ-
äèíè). Êë³òèíè êóëüòèâóâàëè ó ñåðåäîâèù³
RPMI-1640, ÿêå âì³ùóâàëî 10 % åìáð³î-
íàëüíî¿ òåëÿ÷î¿ ñèðîâàòêè. Çà äîáó äî
ïîñòàíîâêè ÍÊ-òåñòó, êë³òèíè ðîçâîäèëè 1/
1 ñâ³æèì ñåðåäîâèùåì äëÿ çàáåçïå÷åííÿ
ëîãàðèôì³÷íî¿  ôàçè  ðî ñòó.  Äëÿ  òå ñòó
êë³òèíè â³äìèâàëè òà äîâîäèëè äî êîíöåíò-
ðàö³¿  5 .  10 6/ìë ³  ì³òèëè æèâ³ êë³òèíè
â³òàëüíèì ìàðêåðîì CFDÀ (êàðáîêñè-2,7-
äèõëîðîôëóîðåñöå¿í ä³àöåòàò, ïðè ã³äðîë³ç³
âíóòð³øíüîêë³òèííèìè åñòåðàçàìè ôîðìóº
êàðáîêñèôëóîðåñöå¿í ä³àöåòàò, ÿêèé çäàò-
íèé äî ôëóîðåñöåíö³¿). ×åðåç 30 õâ ì³÷åí³
êë³òèíè òðè÷³ â³äìèâàëè DPBS � ô³ç³îëî-
ã³÷íèì ðîç÷èíîì, çàáóôåðåíèì ôîñôàòîì
Äóëüáåêêî («Sigma»,ÑØÀ).

Âèä³ëåííÿ ìîíîíóêëåàð³â ïåðèôåðè÷íî¿
êðîâ³ (ÌÏÊ). 4 ìë ãåïàðèí³çîâàíî¿ ïåðèôå-
ðè÷íî¿  êðîâ ³  ðîçâîäèëè 8  ìë  DPBS ³
ðîçä³ëÿëè íà ãðàä³ºíò³ ù³ëüíîñò³ Histopa-
que�-1077 (�Sigma�,ÑØÀ) 30 õâ ïðè 400 g.
ÌÏÊ òðè÷³ â³äìèâàëè DPBS, ï³äðàõîâóâàëè
ó êàìåð³ Ãîðÿºâà òà äîâîäèëè äî êîíöåíò-

ðàö³¿ 3 . 106/ìë ó ñåðåäîâèù³ RPMI, ÿêå
âì³ùóâàëî 20 % áè÷à÷î¿ ñèðîâàòêè.

ÍÊ-òåñò. Ìîíîíóêëåàðè êðîâ³ ³íêóáó-
âàëè ç ì³÷åíîþ êë³òèííîþ ë³í³ºþ Ê562 ó
ñï³ââ³äíîøåííÿõ 20/1, 10/1, 5/1 òà 4 ãîä ó
ÑÎ

2
- ³íêóáàòîð³ (�Revco� ,  Øâåéöàð³ÿ ) .

Ïîò³ì äîäàâàëè 10 ìêë (5 ìã/ìë) ðîç÷èíó
éîäèäó ïðîï³ä³óìó òà ³íêóáóâàëè 20 õâ ïðè
+4 0C. Àíàë³çóâàëè íà ïðèëàä³ FACSCan
(�Becton Dickinson�,  ÑØÀ),  (êë³òèíè-
ì³øåí³ ,  ì ³÷åí³  CFDÀ,  ìàëè çåëåíó,  à
ïåðìîá³ë³çîâàí³ ìåðòâ³ êë³òèíè (Ð²+) ÷åðâî-
íó ôëþîðåñöåíö³þ). Ð³âåíü ñïîíòàííîãî
ë³çèñó êë³òèí-ì³øåíåé (áåç äîäàâàííÿ
ìîíîíóêëåàð³â) ñòàíîâèâ íå á³ëüøå í³æ 5%.

Âèçíà÷åííÿ  åêñïðåñ ³ ¿  ïîâåðõíåâèõ
ìàðêåð³â íà ÌÏÊ. Äî 200 ìêë ãåïàðèí³-
çîâàíî¿ êðîâ³ äîäàâàëè 2 . 105 êë³òèí Ê562 ³
2 ìë RPMI-1640. Ï³ñëÿ ³íêóáàö³¿ 20 ãîä
öåíòðèôóãóâàëè (5 õâ 1500 õâ-1), â³äáèðàëè
ñóïåðíàòàíò òà ì³òèëè êë³òèíè ìîíîêëî-
íàëüíèìè àíòèò³ëàìè. Ó äîñë³ä³ âèêîðèñòî-
âóâàëè ìîíîêëîíàëüí³ àíòèò³ëà (�Becton
Dickinson�, ÑØÀ), ñïåöèô³÷í³ äî ïîâåðõíå-
âèõ ìàðêåð³â: HLA-DR-FITC,CD62L-FITC,
CD4-PE, CD8-PE, CD3-PE, CD69-FITC,
CD69-PE, ÑD56-PÅCó5,ÑD158-FITC,CD95-
FITC. Ï³ñëÿ 40 õâ åðèòðîöèòè ë³çóâàëè
Lysing Solution(�Becton Dickinson�, ÑØÀ)
òà â³äìèâàëè Cell Wash (�Becton Dickin-
son�,  ÑØÀ). Àíàë³ç 20000 ë³ìôîöèò³â
ïðîâîäèëè íà ïðèëàä³ FACSCan (�Becton
Dickinson�, ÑØÀ). Âèçíà÷àëè åêñïðåñ³þ
ïîâåðõíåâèõ ìàðêåð³â CD56,CD62L,CD69,
HLA-DR, CD158, CD95 íà ïîïóëÿö³ÿõ ÍÊ
(ÑD16+CD56+CD3-), CD3, CD4, CD8, CD69
íà ïîïóëÿö³ÿõ Ò-ë³ìôîöèò³â (CD3+CD4+CD8-

òà CD3+CD4-CD8+) òà ÑD56, CD3, CD69,
CD62L íà ïîïóëÿö³¿ íàòóðàëüíèõ ê³ëåðíèõ
Ò-êë ³òèí  (ÍÊÒ)  (CD8 +CD56 +CD3 +) .  Â
îêðåìîìó äîñë³ä³ êðîâ ³íêóáóâàëè ç ë³í³ºþ
Ê562 ó ð³çíèõ ñï³ââ³äíîøåííÿõ òà ó ð³çíèé
ïðîì³æîê ÷àñó àáî ñòèìóëþâàëè êë³òèíè
àêòèâàòîðîì ïðîòå¿íê³íàçè Ñ 4β-ôîðáîë
12β-ì³ðèñòàò 13-àöåòàò (ÔÌÀ).

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü ï³ääàâàëè âàð³à-

²ìóíîôåíîòèïîâà õàðàêòåðèñòèêà
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ö³éíî-ñòàòèñòè÷í³é îáðîáö³ çà Ñòüþäåíòîì
ç  âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìíîãî  ïàêåòà
Microsoft Excel.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

²íêóáàö³ÿ êðîâ³ ç ÷óòëèâîþ êë³òèííîþ
ë³í³ºþ Ê562 ï³äâèùóâàëà åêñïðåñ³þ àêòèâà-
ö³éíèõ ìàðêåð³â íà ÍÊ. Åêñïðåñ³ÿ ðàííüîãî
ìàðêåðà àêòèâàö³¿ CD69 çá³ëüøóâàëàñÿ ç
8,83±0,08 äî 50,0%±1,7% ,åêñïðåñ³ÿ ï³çíüîãî
ìàðêåðà àêòèâàö³¿ ÑD95 � íà 22 % â³ä
âèõ³äíîãî çíà÷åííÿ ³ ñÿãàëà 61,7%±1,7%,
òàêîæ íà 27 % çá³ëüøóâàëàñü åêñïðåñ³ÿ
HLA DR ³ ñòàíîâèëà 22,2%±0,6%. Ïðè
öüîìó åêñïðåñ³ÿ ìîëåêóëè àäãåç³¿ CD62L
çíèæóâàëàñÿ íà 50 % â³ä ïî÷àòêîâîãî ð³âíÿ.
Ïîâåðõíåâèé ð³âåíü òàêèõ ìàðêåð³â, ÿê
CD158a (àêòèâàö³éíèé ðåöåïòîð) òà CD94
(³íã³á³òîðíèé ðåöåïòîð) çàëèøèëàñÿ íåçì³í-
íîþ ï³ñëÿ àêòèâàö³¿ (òàáëèöÿ, ðèñ.1).

Íàâ³òü ï³ñëÿ äîäàâàííÿ ÔÌÀ, ÿêèé º
òîòàëüíèì ñòèìóëÿòîðîì àêòèâàö³¿, ð³âåíü
åêñïðåñ³¿ ðåöåïòîðà àêòèâàö³¿ CD158a íà
ïîâåðõí³ êë³òèí íå çì³íþâàâñÿ. Íàòîì³ñòü
äîñòîâ³ðíî ï³äâèùóâàëàñÿ åêñïðåñ³ÿ ï³çíüî-
ãî  ìàðêåðà  àêòèâàö³ ¿  CD95,  ìîëåêóëè
ã ³ñòîñóì³ñíîñò ³  ² ²  êëàñó  HLA DR òà
ðàííüîãî ìàðêåðà àêòèâàö³¿ CD69 ï³ñëÿ
äîäàâàííÿ ÔÌÀ. Ð³âåíü åêñïðåñ³¿ CD69 òà
HLA DR ó äåÿêèõ âèïàäêàõ ñÿãàâ 100 %.
Åêñïðåñ³ÿ ÍÊ CD62L ïðè àêòèâàö³¿ ÔÌÀ
íà ïîâåðõí³ êë³òèí ìàéæå çíèêëà, ³ â äåÿêèõ
âèïàäêàõ ñÿãàëà íóëÿ (ðèñ. 1,à).

Ìàêñèìàëüíà åêñïðåñ³ÿ CD69 íà ïî-
âåðõí³ ÍÊ ñÿãàëà âæå íà 6�10-é ãîäèí³
³íêóáàö³¿. Ê³ëüê³ñòü ÍÊ, ÿê³ åêñïðåñóâàëè
CD69 íà ï³êó àêòèâàö³¿, ñòàíîâèëà íå á³ëüøå
í³æ 60 % (50%±1,7%), ï³ñëÿ ÷îãî âèõîäèëà
íà ïëàòî (ðèñ. 2,à). Ïðè ïðîäîâæåíí³ ÷àñó
³íêóáàö³¿ â³äñîòêîâèé âì³ñò êë³òèí CD69+ íå
çá³ëüøóâàâñÿ. Òàêîæ ïðè çíèæåíí³ ñï³ââ³ä-
íîøåííÿ ê³ëüêîñò³ åôåêòîð-ì³øåíü, â³äñîò-
êîâèé âì³ñò ÍÊ, ÿê³ åêñïðåñóâàëè CD69, íå
çá³ëüøóâàâñÿ (äèâ. ðèñ. 2,á). Ïîä³áíà êðèâà
íàñè÷åííÿ ñïîñòåð³ãàëàñü ³ ïðè ³íêóáàö³¿ Í
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âèä³ëåíèõ ÌÏÊ ç ÷óòëèâîþ ë³í³ºþ Ê562.
Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ³ëþñòðóþòü íàÿâ-

í³ñòü ôóíêö³îíàëüíîãî ïóëó ÍÊ, çäàòíîãî äî
àêòèâàö³¿ ïðè ñòèìóëÿö³¿ ë³í³ºþ Ê562, ³ ÿêèé
ñòàíîâèòü ó ñåðåäíüîìó 50 % â³ä óñ³º¿
ïîïóëÿö³¿. Ç ³íøîãî áîêó, äîñèòü âåëèêà
÷àñòêà ÍÊ, ùî öèðêóëþþòü ó ïåðèôåðè÷í³é

êðîâ³, íå ðîçï³çíàº öåé ñèãíàë ³ íå àêòè-
âóºòüñÿ ïðè âçàºìîä³¿ ç ÷óòëèâîþ êë³òèí-
íîþ ë³í³ºþ Ê562.

Ñïîíòàííà åêñïðåñ³ÿ (áåç äîäàâàííÿ
êë³òèííî¿ ë³í³¿ Ê562) àêòèâàö³éíèõ ìàðêåð³â
CD69, HLA DR, ÑD95 íà ïîâåðõí³ ÍÊ, íå
êîðåëþâàëà ç ÍÊ-öèòîòîêñè÷í³ñòü. Åêñïðå-

²ìóíîôåíîòèïîâà õàðàêòåðèñòèêà

Ðèñ. 1. Çì³íè åêñïðåñ³¿ ïîâåðõíåâèõ ìàðêåð³â íà íàòóðàëüíèõ ê³ëåðíèõ êë³òèíàõ äî (1), ï³ñëÿ àêòèâàö³¿ ÷óòëèâîþ
ë³í³ºþ Ê562 (2) òà ÔÌÀ(3): ² � CD69, II � CD94, III �HLA DR, IV � CD158à, V � CD27, VI � CD95, VII � CD62L
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Ðèñ. 2. Çàëåæí³ñòü åêñïðåñ³¿ ðàííüîãî ìàðêåðà àêòèâàö³¿ CD69 íà íàòóðàëüíèõ ê³ëåðíèõ êë³òèíàõ â³ä òðèâàëîñò³
ñòèìóëÿö³¿ ÷óòëèâîþ ë³í³ºþ Ê562 (à) òà â³ä ñï³ââ³äíîøåííÿ ê³ëüêîñò³ åôåêòîð-ì³øåíü (Ê562/ÍÊ, á)
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ñ ³ÿ  HLA DR ³  ÑD95 ï ³ñëÿ  ñòèìóëÿö³ ¿
÷óòëèâîþ ì³øåííþ òàêîæ íå áóëà ïîâ�ÿçàíà
ç ÍÊ-öèòîòîêñè÷í³ñòþ. Ïðîòå â³äñîòêîâèé
âì³ñò êë³òèí, ùî íàáóëè CD69+-ôåíîòèïó
ï³ñëÿ ñòèìóëÿö³¿ êë³òèííîþ ë³í³ºþ Ê562,
êîðåëþâàâ ç ð³âíåì ÍÊ-öèòîòîêñè÷íîñò³
(P<0,05, r=0,6). Ïðè ðîçïîä³ëåí³ çðàçê³â íà
ãðóïè ç ï³äâèùåíîþ òà íîðìàëüíîþ ÍÊ-
öèòîòîêñè÷í³ñòþ, ç�ÿñóâàëîñÿ, ùî åêñïðå-
ñ³ÿ ìàðêåðà àêòèâàö³¿ CD69 ï³ñëÿ ñòèìóëÿö³¿
ó ãðóï³ ç ï³äâèùåíîþ ÍÊ-àêòèâí³ñòþ áóëà
âèùîþ ïîð³âíÿíî ç³ çðàçêàìè, ùî ìàëè
íîðìàëüíó ÍÊ-öèòîòîêñè÷í³ñòü (P<0,05).
Öå ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî çì³íè åêñïðåñ³¿
CD69, ïðÿìî ïîâ�ÿçàí³ ç ôóíêö³îíàëüíîþ
öèòîòîêñè÷íîþ àêòèâí³ñòþ ÍÊ.

CD62L åêñïðåñîâàíà íà ÍÊ, çàáåçïå÷óº
àäãåç³þ äî åíäîòåë³þ òà ì³ãðàö³þ ÍÊ äî
âòîðèííèõ ë³ìôî¿äíèõ îðãàí³â [12, 14]. Íàìè
áóëî âèÿâëåíî, ùî çäàòí³ñòü äî àêòèâàö³¿
ï³ä âïëèâîì ñòèìóëÿö³¿ êë³òèí Ê562, ïîâ�ÿ-
çàíà ç åêñïðåñ³ºþ CD62L íà ïîâåðõí³ ÍÊ
(ðèñ. 3). Çäàòí³ñòü äî àêòèâàö³¿ ìàþòü ëèøå
ÍÊ, ç íèçüêîþ ù³ëüí³ñòü àáî â³äñóòí³ñòü
åêñïðåñ³¿ CD62L íà ïîâåðõí³. Åñïðåñ³ÿ
CD69 íà ÍÊ ï³ñëÿ àêòèâàö³¿  îáåðíåíî

ïðîïîðö³éíî çàëåæèòü â³ä òàêî¿ ÑD62L.
Ìîæëèâî, ÍÊ, ÿê³ ìàþòü âèñîêó ù³ëüí³ñòü
åêñïðåñ³¿ CD62L òà íèçüêó � CD69, ñïðÿìî-
âàí³ íà ì³ãðàö³þ ó âòîðèíí³ ë³ìôî¿äí³
îðãàíè, àáî ìàþòü ³íøó ôóíêö³þ ³ òîìó íå
â³äïîâ³äàþòü àêòèâàö³ºþ íà ³íêóáóâàííÿ ç
÷óòëèâîþ êë³òèííîþ ë³í³ºþ.

Âàæëèâî â³äì³òèòè, ùî ïðè ³íêóáàö³¿
ë³ìôîöèò³â ç âèñîêî÷óòëèâèìè êë³òèíàìè�
ì³øåíÿìè äëÿ ÍÊ (ë³í³ÿ Ê562),  ï³äâè-
ùóâàëàñÿ åêñïðåñ³ÿ àêòèâàö³éíèõ ìàðêåð³â
³ çíèæóâàëàñÿ � ³íã³á³òîðíèõ ðåöåïòîð³â
òàêîæ íà ïîïóëÿö³¿ ÍÊ Ò-êë³òèí (ÍÊÒ), ³
ìàéæå íå çì³íþâàëàñÿ íà Ò-ë³ìôîöèòàõ
(CD3+CD4+ òà CD3+CD8+). Ð³çí³ çà îíòîãå-
íåòè÷íèì ïîõîäæåííÿì ïîïóëÿö³ ¿  ÍÊ
(ÑD16+CD56+CD3-) ³  ÍÊÒ-êë³òèí (CD8+

CD56+ CD3+) äåìîíñòðóþòü ôóíêö³îíàëüíó
«êîíâåðãåíö³þ» (ñõîæ³ñòü) ùîäî àíòèãåí-
íåñïåöèô³÷íî¿ àêòèâàö³¿ (äèâ. òàáëèöþ).

Ñòèìóëÿö³ÿ ÍÊ ÷óòëèâîþë³í³ºþ Ê562,
àêòèâóº ¿õ äî ë³çèñó êë³òèí-ì³øåíåé ³
ïðèçâîäèòü äî ïîÿâè íà ïîâåðõí³ ìàðêåðà
CD69. Åêñïðåñ³ÿ CD69 íà ÍÊ, ï³ñëÿ ñòèìó-
ëÿö³¿ ç�ÿâëÿºòüñÿ ëèøå íà ïåâí³é ¿õ ñóáïî-
ïóëÿö³¿, ðîçì³ð öüîãî ïóëó àñîö³éîâàíèé òà

Á.Â. Äîíñêîé, Â.Ï. ×åðíèøîâ, Ä.Â. Îñèï÷óê

Ðèñ. 3. Êîðåëÿö³¿ â³äñîòêà ë³çèñó êë³òèí-ì³øåíåé ïðè ñï³ââ³äíîøåíí³ 20:1 ³ â³äñîòêà íàòóðàëüíèõ ê³ëåðíèõ êë³òèí
(ÍÊ), ÿê³ åêñïðåñóþòü ðàíí³é ìàðêåð àêòèâàö³¿ CD69 ï³ñëÿ àêòèâàö³¿

0

10

%

0 2

60

70

80

50

40

20

4

30

6 8 10 12 14 %



ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2011, Ò. 57, ¹ 134

²ìóíîôåíîòèïîâà õàðàêòåðèñòèêà

âçàºìíî êîðåëþº ç öèòîòîêñè÷íîþ àêòèâ-
í³ñòþ ÍÊ. Ôåíîòèï ÍÊ, â ÿêîìó êë³òèíè
çäàòí³ äî àêòèâàö³¿ ï³ñëÿ âçàºìîä³¿ ç ë³í³ºþ
Ê562 õàðàêòåðèçóºòüñÿ âèñîêîþ ù³ëüí³ñòþ
åêñïðåñ³¿ CD69 òà íèçüêîþ àáî â³äñóòí³ñòþ
åêñïðåñ³¿ CD62L.

Ó íàø³é ðîáîò³ âïåðøå ïðîäåìîíñòðîâàíî
ñêëàäíó ôóíêö³îíàëüíî-ïîïóëÿö³éíó ñòðóê-
òóðó ÍÊ ïåðèôåðè÷íî¿ êðîâ³ ëþäèíè. Ìîæ-
ëèâèì ìåõàí³çìîì àêòèâíîñò³ öèõ êë³òèí º
íàÿâí³ñòü ôóíêö³îíàëüíèõ ïîïóëÿö³é, ñïåö³à-
ë³çîâàíèõ äî âèêîíàííÿ êîíêðåòíèõ ô³ç³î-
ëîã³÷íèõ ôóíêö³é.

ÂÈÑÍÎÂÊÈ

1. Ïîïóëÿö³¿ ÍÊ ³ ÍÊÒ-êë³òèí äåìîíñò-
ðóþòü ôóíêö³îíàëüíó «êîíâåðãåíö³þ» ùîäî
àíòèãåííåñïåöèô³÷íî¿ àêòèâàö³¿.

2. Åêñïðåñ³ÿ ðàííüîãî àêòèâàö³éíîãî
ìàðêåðà CD69 âíàñë³äîê àêòèâàö³¿ âèä³ëÿº
ôóíêö³îíàëüíó ïîïóëÿö³þ ÍÊ, ùî ïåâíèì
÷èíîì ðåïðåçåíòóº ôóíêö³îíàëüíèé ñòàòóñ
ïîïóëÿö³ ¿  òà  äîñòîâ³ðíî êîðåëþº ç  ¿õ
öèòîòîêñè÷í³ñòþ.

3. Ïîïóëÿö³ÿ ÍÊ, ùî çäàòíà äî àêòèâàö³¿
âíàñë³äîê ñòèìóëÿö³¿ êë³òèííî¿ ë³í³¿ Ê562,
õàðàêòåðèçóºòüñÿ íèçüêîþ ù³ëüí³ñòþ àáî
â³äñóòí³ñòþ åêñïðåñ³¿  ìîëåêóëè àäãåç³¿
CD62L íà ïîâåðõí³ êë³òèí.

Á.Â. Äîíñêîé, Â.Ï. ×åðíèøîâ, Ä.Â. Îñèï÷óê

ÈÌÌÓÍÎÔÅÍÎÒÈÏÎÂÀß
ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÄÂÓÕ
ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎ ÐÀÇÍÛÕ
ÑÓÁÏÎÏÓËßÖÈÉ ÍÀÒÓÐÀËÜÍÛÕ
ÊÈËËÅÐÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÏÅÐÈÔÅÐÈ×ÅÑÊÎÉ
ÊÐÎÂÈ ×ÅËÎÂÅÊÀ

Ó ñîìàòè÷åñêè çäîðîâûõ æåíùèí èçó÷àëè èììóíî-
ôåíîòèïè÷åñêèå ñâîéñòâà íàòóðàëüíûõ êèëëåðíûõ êëåòîê
(ÍÊ) ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïîñëå èõ ñòèìóëÿöèè ñ
ïîìîùüþ êëåòî÷íîé ëèíèè Ê562 (ëèíèÿ ýðèòðîìèåëî-
ëåéêîçà ÷åëîâåêà, êëåòêè êîòîðîé íå ýêñïðåññèðóþò
ìîëåêóëó ãèñòîñîâìåñòèìîñòè � ÌÍÑ ² è ÿâëÿþòñÿ
âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûìè ìèøåíÿìè äëÿ ÍÊ-êëåòîê).
Íàáëþäàëè ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ CD
(îò àíãë. ñluster of differentiation � ìàðêåðû êëåòî÷íîé
ïîâåðõíîñòè ëåéêîöèòîâ): ÑD69 (ðàííèé ìàðêåð àêòèâàöèè),
HLA DR (ìîëåêóëà ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñ-
òèìîñòè II òèïà), ÑD95 (FAS-ïðîòåèí) è ñíèæåíèå óðîâíÿ
ýêñïðåññèè CD62L (ìîëåêóëà àäãåçèè). ÍÊ, êîòîðûå
ýêñïðåññèðîâàëè CD69, ïîñëå àêòèâàöèè áûëî íå áîëüøå
60 % (50,0%±1,7%). Èõ ÷èñëî íå èçìåíÿëîñü ïðè ñíèæåíèè
ñîîòíîøåíèÿ ýôôåêòîð � ìèøåíü è óäëèíåíèè âðåìåíè
èíêóáàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè CD69, â
îòëè÷èå îò äðóãèõ ìàðêåðîâ, íà àêòèâèðîâàííûõ ÍÊ (ïîñëå
ñòèìóëÿöèè êëåòî÷íîé ëèíèè Ê562) êîððåëèðóåò ñ óðîâíåì
öèòîòîêñè÷íîñòè ÍÊ. Òàêæå îáíàðóæåíî, ÷òî ñïîñîáíîñòü
ê àêòèâàöèè ïîä âîçäåéñòâèåì ñòèìóëÿöèè ëèíèåé Ê562
ñâÿçàííà ñ óòðàòîé CD62L íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê.
Ñïîñîáíîñòü ê àêòèâàöèè èìåþò ëèøü ÍÊ ñ íèçêîé
ïëîòíîñòüþ èëè îòñóòñòâèåì ýêñïðåññèè ìîëåêóë àäãåçèè
CD62L. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî èíêóáàöèÿ ñ êëåòî÷íîé ëèíèåé
Ê562 ïîâûøàåò óðîâåíü ýêñïðåññèè CD69 íà áîëüøåé ÷àñòè
ïîïóëÿöèè ÍÊ, ÷èñëåííîñòü CL69+-êëåòîê, êîòîðûå
ýêñïðåññèðóþò CD69, êîððåëèðóåò ñ öèòîòîêñè÷íîñòüþ
ÍÊ.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: íàòóðàëüíûå êèëëåðíûå êëåòêè,
àêòèâàöèîííûå ìàðêåðû, öèòîòîêñè÷íîñòü íàòóðàëüíûõ
êèëëåðíûõ êëåòîê.

B.V. Donskoy, V.P. Chernyshov, D.V. Osypchuk

THE IMUNOPHENOTYPIC CHARACTERISTICS OF
TWO FUNCTIONALLY DIFFERENT NK CELL�S
SUBPOPULATIONS IN PERIPHERAL HUMAN
BLOOD

NK cell cytotoxicity and immunophenotypic characteristics
of activated natural killer (NK) cells after co-incubation with
K562 target cells in women were investigated. An increase in
CD69, HLADR, ÑD95 expression on target-activated NK
cells was demonstrated. Conversely, CD62L expression in
NK cells after activation was decreased. The results showed
that only a part of NK cells after incubation with K562, be-

Ðèñ. 4. Åêñïðåñ³ÿ ðàííüîãî àêòèâàö³éíîãî ìàðêåðà
CD69 íà íàòóðàëüíèõ ê³ëåðíèõ êë³òèíàõ, ÿê³ íå
åêñïðåñóþòü ìîëåêóëè àäãåç³¿ CD62L (1), ç íèçüêîþ ³
âèñîêîþ ù³ëüí³ñòüþ (2, 3 â³äïîâ³äíî) ï³ñëÿ àêòèâàö³¿
÷óòëèâîþ êë³òèííîþ ë³í³ºþ Ê562. *Ð<0,05 ïîð³âíÿíî
ç êîíòðîëåì
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came CD69 positive. Moreover, even after lowering of �efector
- target � ratio and extensions of time of stimulation, the amount
of CD69+NK cells did not exceed 60% (50%±1.7%). Expres-
sion of CD69, CD95 and HLADR on NK cells before co-
incubation didn`t correlate with NK  cytotoxicity. However,
size of population of activated CD69+ NK cells (after stimu-
lation) was correlated with NK cytotoxicity. We also found
that the activation capacity after cocultivation with K562 cells
is related to loss in CD62L on NK cell`s surface. Only CD62Lneg

and less CD62LlowNK cells had the ability to be activated with
K562. In conclusion, we demonstrated that incubation with
K562 target cells enhanced the expression of CD69 on the
major part of NK cell population and the size of CD69+NK
cell population is strongly correlated with NK cytotoxicity.
Key words: natural killer cells, markers of activation, NK
cell�s cytotoxicity.
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