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KRATAK SADRŽAJ
Ćelije „prirodne ubice” (Natural Killer Cells – NK ćelije) predstavqaju 1015% populacije limfocita periferne krvi i 

imaju morfologiju velikih, granularnih limfocita (Large Granular Lymphocytes – LGL). Vezuju i uništavaju ćelije inficira
ne virusima i maligno transformisane bez prethodne senzibilizacije, a takođe učestvuju u regulaciji hematopoeze, pro
cesu reprodukcije i brojnim imunološkim aktivnostima in vivo (odbrana u infekciji mikoplazmom i gqivicama). Na osno
vu rezultata mnogih studija smatra se da limfociti periferne krvi pokazuju aktivnost NK ćelija, dok se imunofenotip
ski definišu kao: CD3-, TCR-, površinski Ig-, CD56+, CD16+, CD94/NKG2D+, CD158a+, D158b+, CD161+FasL+. Aktivnost NK ćelija se 
izražava određivawem procenta liziranih ciqnih tumorskih ćelija (K-562, MOLT, Daudi) koje su prethodno obeležene ra
dioaktivnim hromom ili na osnovu oslobađawa unutarćelijskih enzima (laktatdehidrogenaza – LDH). NK ćelije su sposob
ne za dvojnu citolitičku aktivnost. Jedna je spontana – citotoksičnost nezavisna od antigena glavnog histokompatibil
nog kompleksa (MHC), dok je druga vrsta aktivnosti ćelijska citotoksičnost posredovana antitelima (Antibody Dependent 
Cellular Cytotoxicity – ADCC). NK ćelije posle aktivacije procesom egzocitoze oslobađaju iz svojih granula pojedine enzime: 
perforin, serinesterazu 1 i 2 (granzim A i B), hondroitinsulfat, fosfolipazu A2 i druge litičke supstancije i uništava
ju maligno transformisane ćelije putem nekroze. Međutim, nesekrecionim mehanizmom aktivacijom preko TNF (Tumour Ne-
frosis Factor) receptora NK ćelije svoje efektorske mehanizme ispoqavaju i procesom apoptoze. Aktivnost NK ćelija je sma
wena u raznim tumorima, u zavisnosti od stadijuma bolesti.
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UVOD

Ćelije „prirodne ubice” (Natural Killer Cells – NK�
ćelije) predstavqaju 1015% populacije limfocita 
periferne krvi i imaju morfologiju velikih, gra
nularnih limfocita. Ove ćelije prepoznaju i uni
štavaju ćelije inficirane virusima i maligno 
transformisane [15], a imaju ulogu i u regulaciji 
hematopoeze, kao i u mnogim imunološkim aktivno
stima (Tabela 1).

NK ćelije potiču iz matičnih ćelija hematopoe
ze. Na diferencijaciju NK ćelija stromalne ćelije 
kostne srži imaju uticaja preko proizvodwe pojedi
nih citokina, interleukina 2, 3 i 7 (IL-2, IL-3, IL-7) 
[610]. Hormoni timusa mewaju aktivnost NK ćelija 
kod miševa [11], dok su u timusu qudskog fetusa iden
tifikovane nezrele NK ćelije [12]. Posle izlaska iz 
kostne srži, većina NK ćelija cirkuliše u perife
riji ili migrira do slezine, gde se nalazi 36% od 
ukupnog broja ovih ćelija, dok ih je samo malo u timu
su i limfnim čvorovima zdravih osoba [13].

POVRŠINSKI ANTIGENI  
QUDSKIH NK ĆELIJA

Najviše korišćen antigeni za identifikaciju 
NK ćelija, kao i u procesima izolovawa prečišće
ne populacije su: CD16,�CD56�i�CD57 molekule, ma
da se danas intenzivno ispituju i druge membranske 
molekule neophodne za aktivaciju, kao potencijal
ni receptori.

CD16 (FcγRIII) antigen niskim afinitetom vezu
je Fc region imunoglobulina G, i to potklase IgG1�
i�IgG3. Ovaj antigen je glikoziran polipeptid, mole
kulske težine 5060 kD, koji se javqa u dva oblika. 
FcγRIIIA se nalazi na 8090% NK ćelija, a vrlo malo 
na neutrofilima, eozinofilima, nekim delovima 
monocita, T ćelijama, kao i tkivnim makrofagima, 
dok se FcγRIIIB nalazi samo na neutrofilima [14]. 
FcγRIIIA molekul je povezan nekovalentnom vezom sa 
CD3ζ lancem na NK ćelijama. Skoro 10% NK ćelija 
periferne krvi koje su CD16-�su�CD56+ [15].

CD56 antigen je ispoqen na mirujućim i aktivi
ranim NK ćelijama periferne krvi, kao i na akti
viranim ćelijama kostne srži i slezine. Ovaj anti
gen postoji i na T citotoksičnim limfocitima, ko
ji ispoqavaju citotoksičnu aktivnost bez učešća 
glavnog histokompatibilnog kompleksa (MHC) [16]. 
Ovo je adhezivni molekul nazvan NCAM (Neural Cell 
Adhesion Molecule), ispoqen i na nelimfoidnim će
lijama (nervne ćelije) i pojedinim komponentama 
mišićnog tkiva u toku regeneracije. Ne počiwe i 
ne aktivira NK citotoksičnost, već učestvuje u re
akcijama približavawa molekula [17].

CD57 antigen od 110 kD ispoqen je na 3050% NK�
ćelija, ali ga eksprimiraju i CD3+,�CD8+,�T limfo
citi�i�B ćelije.

TABELA 1. Biološke uloge NK ćelija.
TABLE 1. Biology of NK cells.

1. Antitumorska aktivnost
Antitumor activity

2. Aktivnost prema ćelijama inficiranim virusima 
Activity against viral infected cells

3. Uloga u reprodukciji
Role in reproduction

4. Uloga u imunoregulaciji
Immunoregulatory role

5. Uloga u regulaciji hematopoeze
Role in regulation of hematopoiesis

6. Povezanost sa funkcijom nervnih ćelija
Association with neural cell function
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CD69 antigen postoji na pojedinim hematopoe
znim ćelijama, ali vrlo malo na mirujućim NK će
lijama. Posle tretmana forbolestrima, mitogeni
ma ili citokinima in vitro,�NK ćelije značajno is
poqavaju ovaj antigen na svojoj membrani. Smatra 
se da je to jedan od aktivacionih antigena ne samo 
na�NK ćelijama, već i na drugim aktiviranim ćeli
jama [18, 19]. Ovaj pokazateq može da bude od kori
sti u imunološkom nadgledawu prilikom procene 
efekta imunoterapijskih protokola, koji obuhva
taju primenu interferona ili citokina kod osoba 
obolelih od tumora. Ipak, promene u aktivacionim 
antigenima ne odražavaju uvek i funkciju aktivno
sti�NK ćelija [19, 20].

Populacija limfocita periferne krvi (zastu
pqena sa mawe od 5%) fenotipski predstavqena 
kao CD56+/CD3+�pokazuje MHC nezavisnu citotok
sičnost. Kako CD3 kompleks, sastavqen od pet po
lipeptidnih lanaca, za aktivaciju zahteva T će
lijski receptor (TCR), koji NK ćelije ne ispoqa
vaju [20], ova populacija ne pripada klasičnim 
NK ćelijama. Na osnovu mnogih podataka smatra 
se da NK ćelije imaju imunofenotipske odlike: 
CD3-,� TCR-, površinski Ig-, dok su CD56+,� CD16+,�
CD161+(NKR-P1),�NKp46,�NKp30,�NKp44, p58.1, p58.2, 
p70, p140, CD94�i�CD94/NKG2D: CD158a+,�CD158b+,�
CD94/NKG2 A, B, C+ (prepoznaju klasične HLA-A, 
B, C i neklasične HLA-E i HLA-G antigene), FasL+�
(Apo-1, CD95 – apoptotski ligand).

ODLIKE CITOLITIČKE  
AKTIVNOSTI NK ĆELIJA

Funkcionalna aktivnost NK ćelija se uglavnom 
izražava određivawem procenta liziranih ciq
nih tumorskih ćelija, prethodno obeleženih radi
oaktivnim hromom [20], ili na osnovu oslobađawa 
unutarćelijskih enzima (laktatdehidrogenaze – 
LDH) posle wihovog lizirawa [2124]. Tumorske će
lije, kao što su K-562 (dobijene od bolesnika s hro
ničnom mijeloidnom leukemijom u blastnoj fazi), 
MOLT-4 (dobijene od bolesnika s akutnom limfo
blastnom leukemijom), virusno inficirane i druge 
sveže tumorske ćelije, mogu se koristiti kao ciq
ne ćelije (Tabela 2). Tumorske K-562 ćelije se često 
koriste kao ciqna ćelijska linija, a poseduju i vi
soke vrednosti LDH, pa se koriste za enzimski test 
za procenu stepena lizirawa NK ćelija. Stepen ci
totoksične aktivnost zavisi od eksperimental
nih uslova, kao što su broj ćelija, trajawe kontak
ta efektor–target i prisustvo stimulacionih i in
hibitornih činilaca [2426]. NK ćelije su sposob
ne za dvojnu citolitičku aktivnost. Jedna je sponta

na – citotoksičnost nezavisna od antigena glavnog 
histokompatibilnog kompleksa (MHC), dok je druga 
vrsta aktivnosti označena kao ćelijska citotoksič
nost posredovana antitelima (ADCC).

Spontana citotoksičnost

Glavna osobina NK ćelija je citotoksičnost bez 
posredovawa glavnog histokompatibilnog antigena 
(Tabela 3). Sposobnost lizirawa ciqnih ćelija ne
gativno korelira s ispoqavawem MHC glikoprote
ina na wihovoj membrani. Ćelijske linije sa smawe
nom površinskom ekspresijom MHC molekula su če
sto osetqivije na citolizu nego ćelije iz kojih su 
nastale [27, 28]. Bez obzira na intenzivna istraži
vawa, nisu potpuno opisani svi receptori na NK�
ćelijama. Pretpostavqa se da postoje dva tipa recep
tora: jedan koji dovodi do okidawa citolitičke ak
tivnosti, a drugi koji blokira ovu aktivnost [29]. 
Za antigenske strukture ispoqene na NK ćelijama 
koje su odgovorne za okidawe spontane citotoksič
nosti pretpostavqa se da su aktivacioni recepto
ri. Jedna takva struktura je NK1.1 antigen na NK će
lijama miša, a drugi takav opisan receptor je poli
peptid iz superfamilije lektina tipa C – NKR-P1 
– na�NK ćelijama pacova [30, 31]. Pojedine sekvence 
ovih oligosaharida na ligandima ili jedan ligand 
polimorfne strukture posle povezivawa s odgova
rajućim receptorom pokreće citolitičku aktivno
st usmerenu prema NK osetqivim ciqnim ćelijama 
[32]. Za ćelijski površinski antigen Ly-49, ispo
qen kod subpopulacije NK ćelija kod miševa, pret
postavqa se da prenosi inhibitorne signale. Ly-49�
se specifično vezuje za ciqne ćelije koje ispoqava
ju molekule I klase MHC, a rezultat ove interakcije 
je rezistencija ciqnih ćelija na citolizu [33].

Novi radovi pokazuju da visoko polimorfne mo
lekule HLA-A, B, C, D�i�E,�MHC klase I, kao i CD94�
antigenske strukture i KIR (Killer Immunoglobulin-
Like Receptor) na ciqnim ćelijama određuju aktiva
ciju�ili�inhibiciju�NK ćelija. Ligacija KIR mole
kula ili promena dimerizovanog oblika CD94 mole
kula je kquč za stimulaciju ili inhibiciju NK će
lija. Pretpostavqa se da su inhibitorni signali 
na ciqnim ćelijama predominantni u odnosu na ak
tivacione i da je to način na osnovu kojeg se zdra
ve ćelije štite od autoimunskog lizirawa sopstve
nim NK ćelijama. Kada nastane kompromitovawe 
MHC molekula klase I usled infekcije ili maligne 
transformacije, onda ove ćelije postaju osetqive 
na lizirawe koje vrše NK ćelije. Promena ekspresi

TABELA 3. Osobine aktivacije NK ćelija.
TABLE 3. Characteristics of NK cell activity.

1. U okviru jednog sata bez prethodne imunizacije
For one hour without prior sensitisation

2. Boqa citoliza bez ispoqenih MHC antigena
Higher activity without MHC antigen e�pression

3. Ne pokazuju klonsku specifičnost
Without clonal specifity

4. Postojawe aktivacionih i inhibitornih receptora
E�pression of activation and inhi�itory receptors

TABELA 2. Ciljne ćelije za ispitivanje NK aktivnosti in vitro.
TABLE 2. Target cells for evaluation of NK in vitro activity.

1. K-562 ćelijska linija
K-562 cell line

2. MOLT-4 ćelijska linija
MOLT-4 cell line

3. DAUDI ćelijska linija
DAUDI cell line
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je i ostalih molekula, kao što su CD158a�i�CD158b,�
uočeno je tokom aktivacije litičke funkcije NK će
lija [34].

Osim dosad opisanih struktura na NK ćelijama, 
pokazano je da nespecifične adhezione molekule iz 
familije integrina imaju značajnu ulogu u citotok
sičnosti. Integrini su ćelijski površinski gli
koproteini sastavqeni od više od dvadeset hetero
dimerskih kombinacija α�i�β subjedinica, međusob
no nekovalentno povezanih i svrstanih u nekoliko 
familija (od β1 do β8). Vezuju se za različite ligan
de, kao što su proteini vanćelijskog matriksa, fi
bronektin (FN), laminin, kolagen i vitronektin, i 
dovode do okidawa citolitičke aktivnosti NK će
lija [35, 36]. Kako ovi adhezioni molekuli imaju po
mažuću ulogu u nespecifičnom vezivawu efektor
skih i tumorskih ćelija, wihovo odsustvo ili blo
kirawe monoklonskim antitelima dovodi do inhi
bicije lizirawa ciqnih ćelija [37].

Sveže izolovane NK ćelije ispoqavaju molekule 
iz porodice β1 integrina, antigen kasne aktivaci
je 4 (Very Late Activation – VLA-4) i VLA-5, koji uče
stvuju u vezivawu sa fibronektinom, kao i VLA-6,�
koji vezuje laminin [38], dok se pojedini β1 integri
ni (VLA-1, 2, 3) pojavquju na NK ćelijama tek posle 
stimulacije IL-2. Vezivawe liganda za β3 integrine 
koji konstitutivno postoje na NK ćelijama [39] do
vodi do tireozinske fosforilacije pojedinih unu
tarćelijskih proteina [40]. Limfocitni funkcio
nalni antigen 1 (LFA-1) iz porodice β2 integrina, 
koji je konstitutivno ispoqen na NK ćelijama, ima 
ulogu u prenosu aktivacionih signala sa membrane 
jer je primećeno da posle povezivawa sa svojim od
govarajućim kontrareceptorom ICAM-1 (međućelij
ski adhezioni molekul) dolazi do povećawa aktiv
nosti enzima proteintirizin kinaze (PTK), kao i 
tireozinske fosforilacije unutarćelijskih prote
ina, što ima uticaja na proliferaciju i aktivaci
ju�NK ćelija [41].

Aktivacija preko CD2 antigena (LFA-2) je opisa
na u literaturi kao alternativni put antigenneza
visnog okidawa citotoksičnosti posle vezivawa s 
odgovarajućim ligandom iz familije adhezivnih 
molekula neurona (NCAM). Analizom unutarćelij
skih događaja posle stimulacije CD2 antigena, po
kazano je da dolazi do formirawa konjugata između 
NK i ciqnih ćelija, polarizacije i egzocitoze gra
nula, što sve izaziva povećawe citolitičke aktiv
nosti [42].

CD44 je hijalorunidazni receptor koji učestvuje 
u interakciji sa fibronektinom i kolagenom tipa 
I [43] i ima značajnu ulogu u aktivaciji NK ćelija. 
Wegovi citoplazmatski delovi, s druge strane, ve
zuju ankirin, proteinkinazu C�i�GTP. Qudske NK�
ćelije konstitutivno ispoqavaju ovaj antigen i mo
gu ushodno da regulišu wegovu ekspresiju tokom ak
tivacije interleukinom 2 [44]. Za sada se samo pret
postavqa da postoji udruženost sa citotoksičnom 
funkcijom posredovanom preko CD16 antigena, ko
ja je, međutim, tipična za citotoksičnost posredo
vanu antitelima.

Na osnovu dosadašwih istraživawa može se za
kqučiti da povezivawe nekoliko različitih struktu

ra�na�NK ćelijama s odgovarajućim ligandima na ciq
nim ćelijama reguliše citotoksičnu aktivnost.

Citotoksičnost ćelija  
posredovana antitelima

U ovom mehanizmu efektorske ćelije prepoznaju 
Fc delove imunoglobulina, koji oblažu ciqne ćeli
je, vezuju se za wih preko CD16 antigena i dovode do 
citolize zavisne od antitela (Antibody Dependent 
Cellular Cytotoxicity – ADCC). Deo citoplazmatskog 
domena CD16 antigena koji postoji na membrani NK�
ćelija ima kqučnu ulogu u nastanku citotoksično
sti zavisne od antitela [45]. U toj reakciji CD16 an
tigen (FcγRIIIA) ispoqen na NK ćelijama niskim 
afinitetom vezuje Fc region humanih imunoglobu
lina�G, i to posebno potklase IgG1�i�IgG3. Posle wi
hovog prepoznavawa dolazi do fosforilacije ζ lan
ca tireozina i aktivacije citotoksičnih mehani
zama [46].

Klasičan prenos signala s receptora koji se deša
va prilikom spontane citotoksičnosti povezan je 
sa hidrolizom fosfolipida i stvarawem diacil
glicerola i inozitol 1, 4, 5 trifosfata, koji aktivi
raju enzim „proteinska kinaza” [47]. Posle aktivira
wa NK ćelija, pospešuje se brzo korišćewe unutar
ćelijskog kalcijuma, kao i ulazak kalcijuma nezavi
sno od voltažnih kanala [48]. Prilikom aktivacije 
NK ćelija u procesu zavisnom od antitela dolazi do 
direktnog aktivirawa enzima proteintirozin ki
naze bez učešća fosfatidilinozitol 1, 4, 5 kina
znog puta [49]. U prenos signala s receptora na ovaj 
način izgleda da su ukqučeni unutarćelijski dome
ni�CD16 antigena [50]. Posle aktivacije NK ćelija 
na neki od opisanih načina primećeno je da u wima 
dolazi do povećawa transkripcije iRNK za IL-2 re
ceptor, faktor nekroze tumora alfa (TNF-α), inter
feron γ (IFN-γ) i za druge citokine [51].

EFEKTORSKI MEHANIZMI NK ĆELIJA

Terminalni mehanizmi u uništavawu maligno 
transformisanih i ciqnih ćelija inficiranih 
virusima [5254] ispoqavaju svoje efekte u procesi
ma apoptoze (programirana ćelijska smrt) i nekro
ze (Shema 1). NK ćelije posle aktivacije procesom 
egzocitoze oslobađaju iz svojih granula pojedine en
zime: perforin, serinesterazu 1 i 2 (granzim A�i�
B), hondroitinsulfat, fosfolipazu A2 [55] i druge 
litičke supstancije (Tabela 4).

Perforin je jedan od litičkih proteina koje iz
lučuju NK ćelije [56], sličan je tripsinu i hemo
tripsinu, strukturno liči na C9 komponentu kom
plementa, a wegova molekulska težina je oko 65 kD. 
Citolizu ciqnih ćelija predominantno ostvaruje 
procesom nekroze. Citosolni kalretikulin i dru
gi kalcijumvezujući proteini lokalizovani u gra
nulama verovatno stvaraju helate sa slobodnim ci
tosolnim jonima Ca2+ i ne dozvoqavaju da unutar će
lija počne proces autocitolize [55]. Tek u međućelij
skom prostoru, u prisustvu kalcijumskih jona, oko 
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20 molekula perforina se polimerizuje, stvarajući 
spirale kojima se prave pore u membrani ciqnih će
lija. Membranska oštećewa nastala posle ubaciva
wa perforina liče na oštećewa nastala komplemen
tom, a elektronskom mikroskopijom utvrđeno je da 
je veličina tako nastalih pora približno 16 nm. 
Kroz ovako nastale pore na membrani iz ćelije iz
laze elektroliti i male molekule mewajući osmot
sku ravnotežu. Unutarćelijske makromolekule ko
je ne prolaze kroz oštećewa na ćelijskoj membrani 
dovode do povećawa osmotskog pritiska, usled čega 
u ćeliju prodire voda i nastaje weno lizirawe [23, 
24, 56].

Pored mehanizma sekrecije, koji je posredovan 
perforinom, NK ćelije i drugim mehanizma lizi
raju ciqne ćelije. TNF-α i limfotoksin (LT) su 
glavni medijatori ove solubilne litičke aktivno
sti�NK ćelija nazvane apoptoza [5760]. TNF-α ostva
ruje svoje dejstvo preko površinskih receptora na 
ciqnim ćelijama. Proces apoptoze je moguće indu
kovati preko transmembranskog proteina Fas (CD95 
APO-1) receptora, koji je, zbog svoje strukture, svr
stan u zajedničku porodicu TNF receptora. Inter

akcija odgovarajućeg liganda sa Fas/APO-1 recepto
rom ispoqenim na ciqnoj ćeliji indukuje prenos 
signala za apoptotsku smrt ćelije. Stepen ove pro
gramirane ćelijske smrti (apoptoze) zavisi od ti
pa ćelije, stadijuma diferencijacije i od ćelijskog 
ciklusa, a wenu modulaciju moguće je izvršiti fak
torima rasta, citokinima, hemijskim agensima, he
mioterapeuticima, kao i ćelijama u neposrednom 
kontaktu [6165].

ZAKQUČAK

Proučavawe i boqe razumevawe mehanizama akti
vacije NK ćelija i efektorskih mehanizama kojima 
NK ćelije vrše lizirawe tumorskih ćelija daje va
žne podatke o mogućnosti i stepenu imunostimula
cije in vivo, kao i za terapijsko praćewe tokom imu
nostimulacije kod osoba obolelih od tumora, gde 
ove ćelije, kao glavni nosioci nespecifične imu
nosti, ispoqavaju smawenu aktivnost [13, 19].

NAPOMENA

Ovaj rad je urađen tokom projekta Ministarstva 
za nauku Republike Srbije.
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ABSTRACT
NK (natural killer) cells comprise 10%-15% of peripheral �lood 

mononuclear cells and have morphology of large, granular 
lymphocytes with the central role of killing the virus-infected 
and malignantly transformed cells, without prior sensitization. 
NK cells participate in hematopoiesis regulation, reproduction 
processes, as well as in numerous immune system reactions 
in vivo. NK cells have immunophenotyping characteristics: 
CD3-, TCR-, surface Ig-, CD56+, CD16+, CD94/NKG2D+, CD158a+, 
CD158�+, CD161+, FasL+. NK cells are functionally defined �y 
percentage of lysed tumor cells previously la�eled with radio-
active 51Cr or �y release of intracellular enzymes (LDH-lactate 
dehydrogenase) from destroyed target cells. NK cells employ  
two mechanisms for destruction of malignant cells. The first 
cytoto�ic mechanism is spontaneous and major histocompat-
i�ility antigen independent process, while the second mecha-
nism is anti�ody dependent cellular cytoto�icity (ADCC). After 
activation, NK cells release the following proteolytic enzymes: 

perforin, serine esterase (granzymes A and B) chondroitin sul-
phate, phospholipases and other lytic molecules, and destroy 
malignantly transformed cells �y necrotic process. However, 
NK cells e�hi�it their effector mechanisms also through apop-
tosis �y non-secretory mechanism mediated �y TNF receptor 
superfamily mem�ers. NK cells have stage-dependent lower 
activity in different  tumor. 
Key words: NK cell�� immunophenotype�� activation�� effector 
mechanisms�� apoptosis�� necrosis

Vladimir JURIŠIĆ 
Medicinski fakultet 
Univerzitet u Kragujevcu 
Svetozara Markovića 69, 34000 Kragujevac 
Poštanski fah: 124 
E-mail: vdvd@mailcity.com

CHARACTERISTICS OF NATURAL KILLER CELL

Vladimir JURIŠIĆ
School of Medicine, University of Kragujevac, Kragujevac

* Rukopis je dostavqen Uredništvu 26. 4. 2005. godine.


