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РЕЗЮМЕ

На сегодняшний день терапия Т-клетками с химерным рецептором анти-
гена (CAR, chimeric antigen receptor) представляет собой эффективный 
метод лечения в  области онкогематологических заболеваний. Однако 
иммунотерапия на основе Т-лимфоцитов имеет определённые недостатки, 
ограничивающие область применения данного подхода. Многообещающей 
альтернативой служит основанная на натуральных киллерах (НК-клетках) 
CAR-терапия, поскольку она  не  требует детального подбора донора 
по системе человеческих лейкоцитарных антигенов; НК-клетки обладают 
уникальным механизмом распознавания и уничтожения опухолевых клеток. 
Кроме  того, при  инфузии натуральные киллеры не  вызывают тяжёлых 
токсических реакций. Создание CAR НК-продукта представляет собой непро-
стую задачу, включающую культивирование клеток, использование мето-
дов генной инженерии, а также проверку контроля качества полученного 
биомедицинского клеточного продукта (БМКП). Для пролиферации и усиле-
ния эффекторных функций НК-клеткам требуется наличие в питательной 
среде интерлейкинов, фидерных клеток или их компонентов и активаторов 
иммунной системы. В данном обзоре основное внимание уделяется различ-
ным подходам к активации и экспансии натуральных киллеров в процессе 
культивирования, а также затрагиваются вопросы о достоинствах и недо-
статках выбранного метода терапии и о регуляторных аспектах создания 
полноценного БМКП.

Ключевые слова: адоптивная иммунотерапия, химерные антигенные 
рецепторы, НК-клетки, фидерные клетки, интерлейкины, трансдукция
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ABSTRACT

Currently, chimeric antigen receptor (CAR) T-cell therapy is an effective treatment 
method of  hematological malignancies. However, T-lymphocyte-based immu-
notherapy has  certain limitations for  the scope of  application of  this  approach. 
A  promising alternative is  CAR  therapy based on  natural killer (NK) cells, since 
it  does  not require detailed donor selection according to  the  human leukocyte 
antigen system; NK cells have a unique mechanism for recognizing and destroying 
tumor cells. In addition, NK cells do not cause severe toxic reactions when infused. 
The creation of a CAR NK product is a complex task includes cell culturing, using 
genetic engineering methods, and quality control testing of the resulting biomedical 
cell product (BMCP). For proliferation and effector function enhancement, NK cells 
require the presence of interleukins, feeder cells or their components, and immune 
system activators in the nutrient medium. This review focuses on various approaches 
to the activation and expansion of natural killer cells during cultivation, and also 
addresses the issues of the advantages and disadvantages of the chosen therapy 
and the regulatory aspects of creating a full-fledged BMCP.
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РАЗДЕЛ 1.  
РОЛЬ НАТУРАЛЬНЫХ КИЛЛЕРОВ 
В ПРОТИВООПУХОЛЕВОМ ИММУНИТЕТЕ

Натуральные киллеры (НК) являются первой линией 
защиты организма от опухолевых или поражённых виру-
сами клеток. Они принимают важное участие в функцио-
нировании врождённого иммунитета и кооперации кле-
ток иммунной системы. Человеческие НК-клетки пред-
ставляют собой крупные гранулярные лимфоциты, экс-
прессирующие на своей поверхности CD56-рецептор, 
но не имеющие Т-клеточного рецептора. Активация НК-
клеток основана на  сбалансированной системе, объ-
единяющей сигналы от  активирующих и  ингибирую-
щих рецепторов. У  человека выделяют две субпопу-
ляции натуральных киллеров: CD56brightCD94hiCD16–

/+NKG2A+KIR– и  CD56dimCD94med/lowCD16+NKG2A+/–KIR+ 
[1]. CD56brightCD94hiCD16–/+NKG2A+KIR–  НК-клетки се-
кретируют фактор некроза опухоли  α (TNF-α, tumor 
necrosis factor α), интерферон γ (IFN-γ) и различные ин-
терлейкины (ИЛ); стимулируют воспаление, активиру-
ют дендритные клетки и  презентируют антигены [1]. 
CD56dimCD94med/lowCD16+NKG2A+/–KIR+-клетки – бо-
лее зрелая и  многочисленная субпопуляция, обнару-
живаемая в  периферической крови и  костном мозге. 
Эти  клетки проявляют в  основном цитотоксические 
свойства, воздействуя на инфицированные, повреждён-
ные или опухолевые клетки посредством высвобожде-
ния литических гранул или вызывая антитело-зависи-
мую клеточную цитотоксичность (АЗКЦ) [2].

Секреция IFN-γ активированными НК-клетками вы-
зывает множество физиологических эффектов, имеющих 
особое значение при опухолевом процессе, поскольку 
IFN-γ ингибирует опухолевый ангиогенез, проявляет ан-
тиметастатическую активность и вызывает апоптоз [3]. 
Способность опухолевых клеток ингибировать иммун-
ный ответ является основной предпосылкой образова-
ния и прогрессирования опухолевых новообразований. 
Постепенно опухоли претерпевают генетические, эпи-
генетические и фенотипические изменения, тем самым 
становясь гетерогенной клеточной популяцией, кото-
рую иммунные клетки почти не замечают или не могут 
атаковать из-за снижения секреции опухолевых антиге-
нов и лигандов для рецепторов натуральной цитоток-
сичности (NCR, natural cytotoxicity receptors) [4]. Кроме 
того, злокачественные клетки подавляют натуральные 
киллеры, блокируя рецептор NKG2D [4] или активируя 
ингибирующие молекулы главного комплекса гисто-
совместимости I класса (MHC I, major histocompatibility 
complex class I) [5]. Поэтому ex vivo модуляция экспрес-
сии рецепторов НК-клеток является важным инструмен-
том для преодоления ингибирования иммунного отве-
та. При определённых условиях культивирования (ис-
пользование активаторов, интерлейкинов и фидерных 
клеток) можно добиться повышения цитотоксичности 
НК-клеток [6].

Натуральные киллеры могут играть важную роль 
в клеточной иммунотерапии онкологических заболева-
ний, и адоптивный перенос активированных НК-клеток 

представляет собой перспективный подход для лечения 
онкологических больных [7]. Существует множество ме-
тодик для размножения и активации НК-клеток ex vivo, 
которые включают использование различных активато-
ров размножения, комбинаций интерлейкинов для куль-
тивирования, а также стимуляцию фидерными клетка-
ми. Для  повышения противоопухолевого потенциала 
НК-клеток также применяют генетическую модифика-
цию этих клеток химерным рецептором антигена (CAR, 
chimeric antigen receptor), что лежит в основе CAR НК-
терапии при онкологических заболеваниях [8].

РАЗДЕЛ 2.  
ПРЕИМУЩЕСТВА ВЫБОРА НК-КЛЕТОК 
ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ CAR-ТЕРАПИИ

CAR-терапия – это  иммунотерапевтический под-
ход для  лечения онкологических заболеваний, осно-
ванный на экспрессии на поверхности иммунной клет-
ки специфического генно-модифицированного рецеп-
тора к опухолевому антигену, что позволяет иммунной 
системе лучше распознавать и  уничтожать опухоле-
вые клетки [9]. Связывание антигена CAR-лимфоцитами 
или получение активационного сигнала от группы ак-
тивирующих рецепторов приводит к  передаче сигна-
ла, который вызывает активацию клеток, высвобожде-
ние цитолитических ферментов, продукцию цитоки-
нов, а также поддерживает выживаемость и пролифера-
цию этих лимфоцитов. CAR-терапия бывает двух видов: 
CAR Т-терапия и CAR НК-терапия, для которых использу-
ются Т-клетки или НК-клетки соответственно. На данный 
момент большее распространение и развитие получи-
ла CAR T-терапия, так как данные клетки проходят через 
стадию клональной экспансии, их можно получить от до-
нора в большом количестве и они легче поддаются ге-
нетическим модификациям, чем натуральные киллеры.

В отличие от Т-клеточной иммунотерапии, противо-
опухолевый ответ НК-клеток основан на антиген-неза-
висимом распознавании [10], а генетические манипуля-
ции с НК-клетками улучшают их цитотоксичность, спо-
собность к  распознаванию опухолевых клеток и  жиз-
неспособность в  опухолевом микроокружении [11]. 
CAR-рецептор имеет три части: внеклеточную область, 
состоящую из одноцепочечного вариабельного фрагмен-
та антитела (scFv, single-chain variable fragment), который 
связывается с опухолеспецифическим антигеном, а также 
из трансмембранного и внутриклеточного доменов [8].

CAR-конструкции первого поколения состояли 
из  scFv и  в  качестве сигнального домена имели цепь 
CD3ζ. CAR-конструкции второго поколения дополнил 
CD28 или  комбинация CD28 и  сигнальной молекулы 
4-1BB. Позже в третьем поколении Т-лимфоциты были 
оснащены такими специфическими сигнальными эн-
додоменами, как 2B4, OX-40, DAP10 и DAP-12 [12]. CAR-
клетки четвёртого поколения дополнительно экспрес-
сируют различные интерлейкины и хемокины, которые 
способны повысить эффективность и безопасность про-
водимой терапии [13] (рис. 1).
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Разработка CAR  T-технологии произвела револю-
цию в области лечения рака. Однако созданный в насто-
ящее время клеточный продукт имеет ряд недостатков 
для его широкого применения, включая высокую стои-
мость, ориентированное на отдельно взятого пациента 
производство, непредсказуемость в  функционирова-
нии клеток in vivo, а также тяжёлые побочные эффекты. 
Использование НК-клеток для  лечения опухолей име-
ет потенциал для решения некоторых из этих проблем. 

CAR-трансдуцированные НК-клетки обладают преи-
муществами относительно CAR-T-клеток при таргетной 
иммунотерапии. Во-первых, при введении пациентам НК-
клеток не требуется подбора донора и реципиента на со-
вместимость по главному лейкоцитарному антигену че-
ловека (HLA, human leukocyte antigen). Кроме того, введе-
ние НК-клеток хорошо переносится пациентами, не про-
воцирует развитие реакции «трансплантат против хозяи-
на» (РТПХ) [14]. Следовательно, в отличие от CAR Т-терапии, 
при которой используют главным образом аутологичные 
клетки, при CAR НК-терапии возможно использование ал-
логенных клеток, что крайне важно при лечении онколо-
гических пациентов, у которых на фоне лучевой терапии 
и химиотепарии наблюдается снижение функций иммун-
ной системы. Во-вторых, CAR НК-клетки не вызывают тя-
жёлых токсических реакций: активированные НК-клетки 
выделяют «безопасные» цитокины, такие как IFN-γ и гра-
нулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор, в то время как CAR T-клетки в основном секрети-
руют провоспалительные цитокины (TNF-α, ИЛ-1 и ИЛ-6), 
которые вызывают синдром высвобождения цитокинов  
(СВЦ) [15]. Кроме того, натуральные киллеры являют-
ся короткоживущей популяцией лимфоцитов, поэтому 
при их доставке непосредственно в область опухоли вне-
опухолевые побочные реакции возникают редко [16]. Од-

нако при системном введении в ряде случаев пациенту 
может потребоваться многократное введение CAR НК-
клеток, что способно усиливать появление побочных ре-
акций и отторжения [16]. Хотя на сегодняшний день CAR-
терапия не имеет широкого клинического применения, 
первые клинические испытания подтверждают безопас-
ность CAR НК-клеток: у испытуемых не наблюдается СВЦ, 
нейротоксичности и развития РТПХ [17, 18].

РАЗДЕЛ 3.  
ТЕКУЩИЕ ОГРАНИЧЕНИЯ  
CAR НК-ТЕХНОЛОГИИ

Одним из  ключевых недостатков адоптивных НК-
клеток является отсутствие выживаемости in vivo инфу-
зионных клеток без дополнительного введения цитоки-
нов. Несмотря на относительную безопасность цитоки-
нов, они способны снизить эффективность иммунотера-
пии. Экзогенные цитокины увеличивают пролиферацию 
и сроки жизни введённых в организм НК-клеток, однако 
они также могут вызывать нежелательные побочные эф-
фекты, в том числе рост ингибирующих иммунных суб-
популяций, например Т-регуляторных клеток (Treg) [19]. 
Выходом из данной ситуации является генетическая мо-
дификация НК-клеток трансгенами, кодирующими цито-
кины, которые экспрессируются на мембранах или кон-
ститутивно секретируются. Такая модификация лежит 
в основе CAR-конструкций четвёртого поколения. В од-
ном из исследований, проведённом на мышах с опухо-
лями, НК-клетки трансдуцировали ретровирусными век-
торами, несущими гены ИЛ-2 и ИЛ-15; у данных клеток 
наблюдалось повышение пролиферации и выживаемо-
сти [20]. Было показано, что интеграция трансгена ИЛ-15 

РИС. 1.  
CAR-конструкции разных поколений

FIG. 1.  
Different generations of CAR constructions
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в CAR-конструкцию улучшала пролиферацию НК-клеток, 
персистенцию in vivo и противоопухолевую активность 
у пациентов с лимфоидными злокачественными образо-
ваниями высокого риска, при этом не наблюдалось по-
вышения системной концентрации ИЛ-15 или токсично-
сти [21]. Другим способом поддержания НК-клеток in vivo 
является создание фенотипа, похожего на  НК-клетки 
памяти: под  действием кратковременной активации  
ИЛ-12, ИЛ-15 и ИЛ-18 НК-клетки способны дифференци-
роваться в цитокин-индуцированные натуральные кил-
леры, сходные с НК-клетками памяти [22]. Такие клетки 
после модификации анти-CD19 CAR-рецептором показы-
вают высокую активность как in vitro, так и in vivo против 
резистентной к НК-клеткам В-клеточной лимфомы [23].

Миграция клеток к опухоли после адоптивного пе-
реноса имеет важное значение для проводимой терапии 
и зависит от сложных взаимодействий между хемокинами, 
выделяющимися НК-клетками и опухолевыми клетками 
[24]. Миграция инфузионных НК-клеток в область опухоли 
не всегда оказывается завершённой, поэтому возникает 
потребность в улучшении этого процесса. По данным ли-
тературы, миграцию НК-клеток усиливают хемокиновый 
рецептор CCR7, перенесенный посредством трогоцито-
за, и гиперэкспрессия CXCR1, CXCR2, CXCR3 и CXCR4 [8].

Ещё одним препятствием для  успешной CAR  НК-
клеточной терапии является опухолевое микроокруже-
ние, которое представляет собой гипоксическую сре-
ду с отсутствием питательных веществ и низким значе-
нием pH и  характеризуется наличием иммуносупрес-
сивных клеток и  различных веществ [25]. Негативно 
влияют на  функционирование НК-клеток такие веще-
ства, как  трансформирующий фактор роста β (TGF-β, 
transforming growth factor β), аденозин, индоламин 2,3-ди-
оксигеназа, простагландин E2 (PGE2), противовоспали-
тельные цитокины и метаболиты, а также Tregs, супрес-
сорные клетки миелоидного происхождения, опухоль-ас-
социированные макрофаги, тромбоциты, фибробласты 
[26]. В настоящее время разрабатываются подходы к соз-
данию устойчивости НК-клеток к TGF-β без потери у них 
литической функции и способности к пролиферации [26]. 
Блокировка высокоаффинного A2A-рецептора к аденози-
ну, который является важным метаболитом в реакциях 
иммуносупрессии и выделяется из аденозинтрифосфата 
при гипоксии и клеточном стрессе, приводит к усилению 
противоопухолевой активности на  мышиных моделях 
рака молочной железы, меланомы и фибросаркомы [27].

Другим важным иммуноингибирующим механизмом 
является опухолевая активация молекул иммунных кон-
трольных точек [8]. Поэтому иным подходом к подавлению 
опухолевого микроокружения является дополнительное 
редактирование генома CAR НК-клеток с целью устранения 
таких контрольных точек, как, например, TIGIT, NKG2A, CIS, 
а также PD-1 и CTLA4 [8]. Описанные в литературе генно-ин-
женерные подходы и технологии для редактирования ге-
нома, возможно, помогут преодолеть препятствия на пути 
CAR НК-иммунотерапии. Если разработанные подходы по-
зволят улучшить персистентность НК-клеток, их миграцию 
и эффекторную функцию, то адоптивная НК-клеточная те-
рапия может преобразоваться из метода безопасного ле-

чения с умеренной или низкой эффективностью в глав-
ное оружие в борьбе с онкологическими заболеваниями.

Хотя в данном обзоре не рассматриваются генно-ин-
женерные методы получения CAR НК-клеток, необходи-
мо упомянуть ещё один недостаток CAR-терапии – низ-
кую эффективность трансдукции натуральных киллеров. 
Для трансдукции как Т-лимфоцитов, так и НК-клеток при-
меняются ретровирусные и лентивирусные векторы, а так-
же методики спинокуляции и электропорации. Ретровирус-
ная трансдукция оказывает цитотоксическое воздействие 
на первичную культуру лимфоцитов, а также способна вы-
зывать инсерционный мутагенез, в то время как трансдук-
ция на основе лентивирусов является более безопасной 
ввиду меньшего риска инсерционного мутагенеза [28]. По-
этому самым распространённым подходом к модифика-
ции и доставке генов в иммунные клетки является систе-
ма трансдукции с использованием лентивирусов.

Ввиду большого количества рецепторов врождённо-
го иммунитета лентивирусная трансдукция НК-клеток ма-
лоэффективна, поэтому для улучшения трансдукции ис-
пользуются различные химические вещества. Например, 
электрический заряд на клеточной мембране можно ней-
трализовать с помощью протамина сульфата или полиме-
ров, например декстрана или полибрена [29]. Циклоспо-
рин А и рапамицин способны ингибировать лентивирус-
ные рестрикционные барьеры в гематопоэтических ство-
ловых клетках и клетках-предшественниках, а вектофу-
зин-1, PGE2, розувастатин и декстран повышают скорость 
трансдукции в НК-клетках [8]. Повышение эффективности 
трансдукции возможно также при использовании псев-
дотипированного лентивирусного вектора с гликопро-
теином бабуиновой оболочки (BaEV-LV, baboon envelope 
pseudotyped lentiviral vectors), имеющего эффективность 
трансдукции в 20 раз большую, чем у G-белка вируса вези-
кулярного стоматита (VSVG, vesicular stomatitis virus G) [28].

РАЗДЕЛ 4.  
АУТОЛОГИЧНЫЕ ИЛИ АЛЛОГЕННЫЕ 
ИСТОЧНИКИ ПОЛУЧЕНИЯ НК-КЛЕТОК

При  CAR  Т-иммунотерапии применение аллоген-
ных лимфоцитов затруднено, поэтому большинство био-
медицинских клеточных продуктов на основе Т-клеток 
представляют собой аутологичный препарат или, в слу-
чае использования аллогенных источников, требуют до-
полнительных генетических модификаций [30]. Исполь-
зование аутологичных лимфоцитов в качестве источни-
ка клеток для их активации и генетической модификации 
как при CAR Т-терапии, так и при CAR НК-терапии имеет ряд 
ограничений: естественная анергия иммунной системы па-
циента в отношении опухоли; угнетение функций иммун-
ной системы вследствие химиотерапии или лучевой тера-
пии; длительное время, необходимое для создания препа-
рата. Перечисленные препятствия существенно снижают 
эффективность получаемого препарата вне зависимости 
от способа культивирования и генетической модификации.

Альтернативным подходом является использование 
аллогенных популяций, причём для CAR НК-терапии не тре-
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буется тщательного подбора донора, что позволяет прово-
дить терапию с использованием лимфоцитов, полученных 
от неродственных здоровых доноров [30]. Применение ал-
логенных препаратов также включает конечный этап замо-
розки полученной популяции лимфоцитов, что позволяет 
начинать иммунотерапию как можно раньше [31].

Также необходимо учитывать источник, откуда была 
получена популяция натуральных киллеров. Источни-
ками НК-клеток могут быть мононуклеарные клетки пе-
риферической крови (МНК), пуповинная кровь, эмбри-
ональные стволовые клетки, индуцированные плюри-
потентные стволовые клетки и линии НК-клеток [32].

В большинстве исследований источником для созда-
ния CAR НК-клеток является периферическая кровь [33]. 
МНК можно собрать в большом количестве с помощью 
афереза; в настоящее время это предпочтительный ис-
точник для  аллогенной трансплантации гемопоэтиче-
ских стволовых клеток (алло-ТГСК). Аферез проводится 
после проведения определённых медицинских меро-
приятий, направленных на увеличение количества цир-
кулирующих клеток-предшественников и стволовых кле-
ток (оценку проводят по количеству CD34+ циркулирую-
щих клеток) [32]. CD34+ в данном случае могут выступать 
в роли клеток-предшественников натуральных киллеров. 
При  проведении афереза без  предварительного обо-
гащения количество НК-клеток варьирует от 5 до 15 %.

На  сегодняшний день костный мозг используется 
в качестве источника стволовых клеток в редких случа-
ях, отчасти из-за трудностей забора и транспортировки 
относительно процедуры афереза. Поэтому в литерату-
ре представлено недостаточно данных о получении НК-
клеток из костного мозга [32].

Первые клинические испытания использования пу-
повинной крови в качестве источника стволовых клеток 
появились более 30 лет назад, что в то время вызывало 
большой интерес у  исследователей [33]. Пуповинную 
кровь можно использовать при неполном соответствии 
донор-реципиент, подбирая таким образом донора даже 
для тех пациентов, у которых не было HLA-совместимых 
родственных или неродственных доноров. Использова-
ние пуповинной крови в настоящее время активно кон-
курирует с быстро развивающейся областью родствен-
ной гаплоидентичной трансплантации. По официальным 
данным, в государственных банках пуповинной крови 
по всему миру хранится более 600 000 единиц пуповин-
ной крови, однако фактически эта цифра гораздо выше, 
если принимать во внимание количество частных банков. 
Данная совокупность представляет собой уникальный 
источник человеческого материала для начала произ-
водственного процесса препаратов для иммунотерапии. 
В ряде исследований сообщается о получении значитель-
ного количества функциональных НК-клеток как из пол-
ной единицы пуповинной крови, так и из небольшого об-
разца [34], что может служить основой для производства 
аллогенных CAR НК-лимфоцитов. 

Получение НК-клеток из эмбриональных или инду-
цированных плюрипотентных стволовых (иПС) клеток 
в настоящее время является крайне затруднительным. 
На плюрипотентность и способность к дифференцировке 

репрограммированных иПС клеток влияют такие факто-
ры, как выбор типа донорских соматических клеток-ми-
шеней, методика генетических модификаций, а также ме-
тод, используемый для доставки факторов транскрипции 
в соматические клетки [35]. Получение НК-клеток с харак-
терным рецепторным профилем и способностью к ли-
зису клеток-мишеней возможно из эмбриональных кле-
ток при 30-дневном культивировании отсортированных 
CD34+-клеток в присутствии фидеров и различных цито-
кинов [35]. В литературе также описан и другой метод экс-
пансии натуральных киллеров из эмбриональной крови 
или иПС клеток [35].

При  размножении первичных культур НК-клеток 
ex vivo они сохраняют жизнеспособность после адоптив-
ного переноса в течение короткого промежутка времени. 
Для того чтобы увеличить жизнеспособность клеток, мож-
но использовать клеточные линии натуральных киллеров, 
которые, кроме того, представляют собой более гомоген-
ную популяцию, чем НК-клетки периферической крови. 
Наиболее изученной и подходящей для данных целей яв-
ляется клеточная линия NK-92 (NantKWest Inc., Калвер-Си-
ти, Калифорния, США). Она обладает высокой цитотоксич-
ностью и способностью к экспансивному росту [36]. Дан-
ную клеточную культуру также оценивали в доклинических 
исследованиях и клинических испытаниях (NCT00900809 
и NCT00990717), однако NK-92 не обладала высокой эффек-
тивностью при лечении пациентов [37]. Внедрение CAR-
рецептора на поверхность клеток NK-92 может повысить 
противоопухолевый потенциал данных клеток [38]. Одна-
ко данным клеткам требуется дополнительная трансфек-
ция CD16-рецептора для появления АЗКЦ, что усложняет 
работу с указанной клеточной линией. Необходимо пом-
нить, что по соображениям безопасности клеточная линия 
перед инфузией пациенту обязательно должна проходить 
этап облучения. Бесконтрольное деление клеточной куль-
туры в организме пациента при сопутствующем наличии 
у него онкологического заболевания может быть серьёз-
ным осложнением проводимой терапии.

РАЗДЕЛ 5.  
УСЛОВИЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ НК-КЛЕТОК

Основная цель культивирования НК-клеток ex vivo – 
это получение обогащённой популяции с высокой экспрес-
сией активационных маркеров, высокой цитотоксической 
активностью и способностью к экспансии. При взятии лю-
бым из вышеописанных способов натуральных киллеров 
от пациента невозможно сразу получить популяцию исклю-
чительно НК-клеток, так как в организме человека изоли-
рованно она не существует. Обогащение натуральных кил-
леров, то есть получение гомогенной культуры, состоящей 
преимущественно из НК-клеток, возможно либо с помо-
щью разделения клеточных популяций на клеточном со-
ртере или путём магнитной сепарации, либо при длитель-
ном культивировании под воздействием определённых 
условий. Как обогащение в культуре, так и разделение по-
пуляций требуют одних и тех же этапов культивирования 
с добавлением различных стимуляторов и интерлейкинов. 
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Сепарацию CD3–/CD56+-клеток можно проводить 
либо сразу после забора материала, либо на  финаль-
ном этапе культивирования [33]. Отложенная сепарация 
представляется более предпочтительной, так как на вы-
живаемость и пролиферацию популяции НК-клеток вли-
яет их микроокружение: другие фракции клеток секрети-
руют дополнительные пролиферативные факторы, одна-
ко нельзя исключить и взаимного ингибирования между 
популяциями. Например, CD14+-лимфоциты усиливают 
пролиферацию НК-клеток ex vivo за счёт прямого клеточ-
ного контакта и секреции растворимых факторов [39]. Од-
нако данный вариант требует большего количества ре-
агентов для культивирования, так как необходимо под-
держивать все присутствующие популяции лимфоцитов. 
Кроме значительного преимущества по обогащению по-
пуляции натуральных киллеров метод магнитной сепа-
рации имеет несколько важных недостатков: как прави-
ло, проведение магнитной сепарации существенно сни-
жает жизнеспособность полученной клеточной популя-
ции, а также требует использования дорогих реагентов. 
Тем не менее, при культивировании НК-клеток из МНК 
без  сепарации отмечается экстенсивная совместная 
экспансия нежелательных CD3+/CD56– Т-клеток и CD3+/
CD56+ НК-подобных Т-клеток (НКT-клеток), составляющих 
большую часть клеток в конечном клеточном продукте.

В среднем для культивирования НК-клеток требу-
ется от 7 до 21 дня. Помимо специфической ростовой 
среды, подбираемой исходя из  источника НК-клеток, 
при  культивировании также используются пулиро-
ванная человеческая плазма, человеческая сыворотка 
или фетальная бычья сыворотка, хотя и существует тен-
денция к подбору бессывороточных сред. На конечном 
этапе культивирования НК-клеток предлагается прово-
дить криоконсервацию с целью получения стабильно-
го препарата для  клеточной терапии с  такими задан-
ными характеристиками, как количество клеток в пре-
парате, их цитолитическая активность, пролифератив-
ный потенциал, отсутствие пирогенных и токсических 
веществ, солей тяжёлых металлов, а также микробной 
контаминации.

Кроме того, для культивирования и генетических ма-
нипуляций над  НК-клетками необходимо присутствие 
активаторов, интерлейкинов и фидерных клеток. В ли-
тературе также описаны различные физические усло-
вия и длительность культивирования, однако не суще-
ствует работы, объединяющей и сравнивающей между 
собой эффективность различных подходов к культиви-
рованию и обогащению НК-клеток. На рисунке 2 схема-
тично представлена одна из методик получения CAR НК-
клеток для лечения онкологических заболеваний.

РИС. 2.  
Основные этапы производства биомедицинского клеточно-
го продукта на основе CAR НК-клеток 

FIG. 2.  
Main stages of manufacturing biomedical cell product based 
on CAR NK cells
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Интерлейкины
Добавление в питательную среду интерлейкинов яв-

ляется наиболее простым в использовании методом ак-
тивации и экспансии НК-клеток. ИЛ-2 играет важную роль 
в активации НК-клеток посредством связывания с рецеп-
тором ИЛ-2, который экспрессируется на НК-клетках. По-
этому ИЛ-2 с успехом используется для ex vivo размноже-
ния аллогенных донорских НК-клеток для адоптивной им-
мунотерапии [40]. Стимуляция НК-клеток ex vivo с помо-
щью ИЛ-2 вызывает повышенную секрецию цитокинов, 
усиливает внутриклеточную передачу сигналов STAT3/
AKT и  активирует различные NCR и  NKG2D-рецептор 
[40]. ИЛ-2-активированные НК-клетки проявляют гораз-
до более высокую цитотоксическую активность в отно-
шении культуры-мишени K562 по сравнению с нестиму-
лированными НК-клетками [40]. Кроме того, после кри-
оконсервации стимулированные ИЛ-2 НК-клетки имеют 
умеренную или высокую жизнеспособность при повтор-
ной активации данным цитокином, в то время как жизне-
способность нестимулированных ранее НК-клеток явля-
ется низкой [41]. В различных клинических исследовани-
ях были продемонстрированы безопасность и возмож-
ность использования ИЛ-2-активированных и размно-
женных НК-клеток для адоптивной иммунотерапии [42].

Для культивирования НК-клеток также важен ИЛ-15, 
который ингибирует индуцированную активацией гибель 
клеток и таким образом обеспечивает выживание нату-
ральных киллеров [43]. Также ИЛ-15 повышает противоопу-
холевую активность НК-клеток посредством передачи сиг-
налов через мишень рапамицина у млекопитающих (TOR, 
target of rapamycin) и посредством стресс-индуцированной 
экспрессии генов [44]. Однако при культивировании в при-
сутствии ИЛ-15 необходимо подбирать оптимальную дози-
ровку и кратность добавления данного цитокина, посколь-
ку ИЛ-15-опосредованная передача сигналов может вызы-
вать функциональное истощение НК-клеток за счёт сниже-
ния окисления жирных кислот, что приводит к снижению 
цитотоксичности как in vitro, так и in vivo [45].

В некоторых методиках экспансии НК-клеток в сочета-
нии с ИЛ-2 или ИЛ-15 используется ИЛ-21 [46]. ИЛ-21 уча-
ствует в развитии НК-клеток из предшественников костно-
го мозга и обеспечивает функциональное созревание дан-
ных клеток [46]. Было показано, что при туберкулёзе экс-
пансия НК-клеток памяти зависит от ИЛ-21 [47]. При ВИЧ-
инфекции были получены противоречивые данные: одна 
группа исследователей заявила о повышенной пролифера-
ции CD56bright-популяции в присутствии ИЛ-21 [48], в то вре-
мя как в других исследованиях влияние ИЛ-21 на про-
лиферацию НК-клеток не было установлено [49]. Также  
ИЛ-21 приводит к сокращению продолжительности жиз-
ни НК-клеток in vitro [50], поэтому, как и при использовании 
ИЛ-15, необходимо подбирать оптимальную дозировку  
ИЛ-21 при культивировании натуральных киллеров. Поми-
мо воздействия на пролиферацию, ИЛ-21 усиливает эффек-
торные функции НК-клеток, включая секрецию цитокинов 
и прямую и непрямую цитотоксчность [51]. По результатам 
клинического исследования, НК-клетки, культивируемые 
с ИЛ-21 и ИЛ-15 без фидерных клеток, имели слабую про-
лиферативную активность, однако обладали высокой цито-

токсической активностью в отношении первичных лейко-
зов, их введение хорошо переносилось пациентами и кор-
релировало со снижением прогрессирования лейкемии 
по сравнению с историческим контролем [46].

ИЛ-12 является стимулятором НК-клеток, вызывая про-
лиферацию, повышенную цитотоксичность и секрецию 
IFN-γ НК-клетками. ИЛ-12-опосредованная секреция НК-
клетками IFN-γ происходит при праймировании с ИЛ-18, 
который, как известно, усиливает ИЛ-15-индуцированную 
пролиферацию НК-клеток [52]. Так как интерлейкины обла-
дают синергизмом, то кажется разумным комбинировать 
различные цитокины для  ex vivo стимуляции НК-клеток. 
Поэтому комбинирование ИЛ-12, ИЛ-15 и ИЛ-18 вызы-
вает особый интерес, так как это приводит к появлению 
т. н. «цитокин-индуцированных НК-клеток памяти» (CIML, 
cytokine-induced memory-like NK cells), которые проявля-
ют повышенную способность продуцировать IFN-γ при по-
вторной стимуляции [53]. Адоптивный перенос CIML обла-
дает существенной противоопухолевой активностью in vivo 
против меланомы или лимфомы [54]. Комбинация ИЛ-12,  
ИЛ-15 и ИЛ-18 также приводит к повышению чувствитель-
ности CIML к низкой концентрации ИЛ-2 in vitro и in vivo [55].

Фидерные клетки
Большинство протоколов используют только стиму-

ляцию цитокинами, однако это приводит к ограниченной 
экспансии НК-клеток. Использование фидерных клеток 
обеспечивает проведение дополнительных стимулиру-
ющих сигналов, так как они активируют межклеточное 
взаимодействие натуральных киллеров с моноцитами, 
в то время как цитокины представляют собой гумораль-
ные факторы, воздействующие только на рецепторы к ци-
токинам. Следует отметить, что термин «фидерные клет-
ки» применим для всех инактивированных клеток, кото-
рые добавляются к культуре, в то время как сокультиви-
руемые не-НК-клетки, которые не подвергались инак-
тивации, обозначаются как «вспомогательные клетки».

В качестве фидерных клеток используются или МНК 
(либо аутологичные, либо аллогенные) [56], или такие 
клеточные линии, как EBV-TM-LCL (В-клеточная лим-
фобластома, трансформированная вирусом Эпштей-
на – Барр), K562 (хроническая миелогенная лейкемия) 
с различными генетическими модификациями [57], U937 
(промоноцитная лейкемия), CEM (Т-лимфобластная лей-
кемия), а также Jurkat (Т-лимфобластная лейкемия) [58].

При использовании фидерных клеток из МНК необхо-
димо их облучение, чтобы избежать их размножения и сни-
жения процентного соотношения НК-клеток в полученном 
БМКП. Помимо инактивации роста, облучение может вы-
зывать активацию на МНК стресс-регулируемых поверх-
ностных молекул, например ULBP1-3, которые дополни-
тельно активируют НК-клетки [59]. Причём большим потен-
циалом обладают аутологичные МНК, которые до облуче-
ния подвергались активации ИЛ-2, ОКТ3 и Ретронектином 
[60]. Как показывают исследования, количество отдель-
ных KIR+ НК-клеток может увеличиваться в 160–390 раз 
за 19 дней при культивировании с ИЛ-2, ИЛ-15, ОКТ3 и об-
лучёнными аутологичными МНК [61].

Использование аллогенных МНК может оказать-
ся эффективным методом стимуляции НК-клеток [62], 
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особенно у  пациентов с  ослабленным иммунитетом 
или транзиторным иммунодефицитом. Использование 
аллогенных МНК также упрощает разработку CAR НК-
продукта для масштабного клинического применения, 
поставленного «на поток», поскольку активацию и кри-
оконсервацию аллогенных фидеров можно проводить 
задолго до начала культивирования НК-клеток.

К другим подходам к стимуляции НК-клеток относит-
ся использование клеточных линий, обладающих опре-
делёнными преимуществами относительно первичных 
культур МНК: неприхотливость в питательных средах, про-
стота культивирования, способность к неограниченному 
делению. Ещё одним достоинством клеточных линий яв-
ляется то, что их относительно легко генетически модифи-
цировать с целью интеграции дополнительных факторов 
для пролиферации НК-клеток. Среди модифицированных 
клеток для стимуляции натуральных киллеров использу-
ется, например, культура K562, экспрессирующая мембра-
носвязанный ИЛ-15 и 41BBL (K562-mb15-41BBL) [63]. Не-
изменённая культура K562 вызывает слабую пролифера-
цию НК-клеток (2,5-кратное увеличение за одну неделю), 
а с K562-mb15-41BBL количество НК-клеток может значи-
тельно увеличиться в 20 раз за одну неделю (или в 1000 раз 
за три недели) [63]. Кроме того, при стимуляции НК-клеток 
при помощи K562-mb15-41BBL они обладают значитель-
ным пролиферативным потенциалом ex  vivo [63]. НК-
клетки, культивируемые в присутствии K562-mb15-41BBL, 
проявляют повышенную прямую и непрямую цитоток-
сичность против нескольких аллогенных и аутологичных 
опухолей in vitro, а также способны бороться с опухолью 
у мышей [64]. Встраивание в мембрану клеток К562 ИЛ-21 
вместо ИЛ-15 является ещё более эффективным методом 
экспансии натуральных киллеров, а еженедельная рести-
муляция клеточной линией K562, экспрессирующей мем-
браносвязанный ИЛ-21 и 41BBL, обеспечивает устойчи-
вую пролиферацию НК-клеток в течение нескольких не-
дель [65]. При подобном сокультивировании у натураль-
ных киллеров наблюдается увеличение длины теломер 
и усиление активации сигнального пути STAT-3, что объ-
ясняет положительный эффект данной культуры на раз-
множение НК-клеток в течение длительного времени [65].

Стимулирующий эффект культуры EBV-LCL на проли-
ферацию НК-клеток был обнаружен более 40 лет назад 
[66]; в настоящее время исследуется возможность их при-
менения для активации аутологичных клеток с последу-
ющим адоптивным переносом [67]. Согласно данным ли-
тературы, самым эффективным протоколом по экспансии 
НК-клеток с использованием фидерных клеток является 
стимуляция культурой SMI-LCL, культивирование в при-
сутствии ИЛ-2 и добавление ИЛ-21 только в начале куль-
тивирования. При соблюдении этих условий наблюдает-
ся 1011-кратное увеличение количества НК-клеток [68]. 
Полученные таким образом НК-клетки обладают высокой 
цитотоксичностью in vitro и повышенной секрецией IFN-γ 
и TNF-α и эффективно воздействуют на меланому на мо-
дели мышиного ксенотрансплантата [68].

Несмотря на эффективность применение фидерных 
клеток на доклиническом уровне, использование их при из-
готовлении БМКП вызывает некоторые затруднения, по-

скольку наличие остаточных фидерных клеток в конечном 
продукте представляет серьёзную проблему для клиниче-
ского применения [69]. Также работа с фидерными клетка-
ми, особенно с аутологичными, обязательно должна вклю-
чать регулярное тестирование на наличие вирусов, бакте-
риальной и микоплазменной контаминации [70]. Поэтому 
в целях повышения безопасности и снижения трудоёмкости 
альтернативой фидерным клеткам могут служить клеточ-
ные лизаты, содержащие стимулирующие НК-клетки фак-
торы. Было показано, что кратковременное культивирова-
ние НК-клеток с лизатом клеточной линии CTV-1 вызывает 
лизис клеток, устойчивых к неактивированным НК-клеткам 
[71]. Стимулирующий эффект CTV-1 на НК-клетки не зависит 
от KIR и не требует добавления ИЛ-2 или ИЛ-15, делая дан-
ный протокол по активации НК-клеток уникальным [72].

Вместо использования фидерных клеток или их ли-
затов также представляется возможным добавление 
в супернатант только определённых белков фидерных 
клеток, которые оказывают необходимое воздействие 
на натуральные киллеры. Например, НК-клетки можно 
размножать ex vivo с помощью добавления ИЛ-2 и частей 
плазматической мембраны, приготовленных из культу-
ры K562-mb15-41BBL. При этом скорость размножения 
сравнима со скоростью деления НК-клеток, которые сти-
мулировались интактными фидерными клетками, и на-
много превышает скорость размножения при использо-
вании растворимых ИЛ-15, 41BBL и ИЛ-2 [73].

Активаторы
Кроме фидерных клеток, их лизатов и белков, а так-

же различных цитокинов влиять на активацию и экспан-
сию НК-клеток могут активаторы – растворимые веще-
ства, способные связываться с определёнными рецепто-
рами на поверхности натуральных киллеров и активиро-
вать их. OKT3 представляет собой моноклональное антите-
ло к СD3-рецептору, которое используется для активации 
Т-клеток in vitro во многих методиках [74]. Стимуляция МНК 
ОКТ3 в присутствии ИЛ-2 приводит к секреции цитокинов, 
что влияет на экспансию НК-клеток [75]. Также Т-клетки спо-
собны влиять на пролиферацию НК-клеток после актива-
ции конканавалином А [76]. MICA, родственный MHC I бе-
лок, является лигандом для NKG2D-рецептора. Культивиро-
вание в присутствии MICA, ИЛ-15 и s4-1BBL приводит к экс-
пансии НК-клеток и повышению у них противопухолевой 
активности в отношении клеток лейкемии [77]. Другие, бо-
лее ранние, исследования показывают, что на активацию 
и пролиферацию натуральных киллеров положительно 
влияет липополисахарид [78], а фитогемагглютинин спосо-
бен стимулировать НК-клетки даже сильнее, чем ОКТ3 [79].

РАЗДЕЛ 6.  
ПОЛУЧЕНИЕ БИОМЕДИЦИНСКОГО 
КЛЕТОЧНОГО ПРОДУКТА НА ОСНОВЕ  
НК-КЛЕТОК

Поскольку CAR НК-клетки представляют собой БМКП, 
необходимо упомянуть о некоторых регуляторных аспек-
тах. В клинических испытаниях доза НК-клеток при инфузии 
составляет в среднем от 5 до 50 × 106 клеток/кг [25]. Исхо-
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дя из процентного содержания НК-клеток в исходных ма-
териалах, необходимо проводить массивную экспансию 
in vitro данных клеток, используя самые эффективные ме-
тодики и реагенты. При проведении селекции и при куль-
тивировании без фидерных клеток прирост количества НК-
клеток является небольшим [8]. Поэтому используемые ме-
тодики по культивированию НК-клеток должны включать 
фидерные клетки, особенно аутологичные облуч`нные 
МНК, так как это является самым безопасным вариантом. 

Кроме того, необходимо создание критериев оцен-
ки эффективности различных протоколов по созданию 
CAR  НК-продуктов. Такие критерии позволят сравни-
вать полученные по разным методикам CAR НК-клетки 
на предмет чистоты популяции НК-клеток, жизнеспособ-
ности клеток-мишеней, вирусной и бактериальной кон-
таминации, стерильности и безопасности препарата [32]. 
Более сложное тестирование может включать дополни-
тельную информацию, например, об уменьшении длины 
теломер, что указывает на старение клеток вследствие 
интенсивного клеточного деления в процессе культиви-
рования [32]. Оценка фенотипического профиля и цито-
токсической активности также помогла бы выявить наи-
более эффективные БМКП, однако необходимо согласо-
вать критерии оценки и определения панели фенотипи-
ческих и функциональных биомаркеров.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, производство полноценного био-
медицинского клеточного продукта на основе CAR НК-
клеток представляет собой длительный и трудоёмкий 
процесс, включающий разработку как протокола для экс-
пансии и активации натуральных киллеров, так и инстру-
ментов масштабирования и контроля качества полноцен-
ного производственного процесса. Создание БМКП начи-
нается с выбора источника НК-клеток: это могут быть МНК 
периферической крови, стволовые клетки, пуповинная 
кровь или клеточные линии, причём каждый из названных 
источников обладает как достоинствами для использова-
ния, так и недостатками. При разработке CAR НК-клеток, 
в отличие от CAR Т-клеток, требуется обязательный этап 
обогащения данной популяции, что затрудняет процесс 
производства БМКП. Обогащение популяции НК-клеток 
и получение чистого препарата без примесей клеток дру-
гих популяций невозможно без использования методов 
сепарации или подбора оптимальных для пролифера-
ции НК-клеток условий культивирования. К таким усло-
виям относится использование активаторов, интерлей-
кинов или фидерных клеток. В качестве активаторов про-
лиферации НК-клеток можно использовать, например, 
антитела к CD3-рецептору, фитогемагглютинин или ли-
пополисахарид. Вероятно, экспансию НК-клеток способ-
ны усиливать и другие соединения, которые на данный 
момент изучены плохо или, в данном контексте, не изу-
чены вовсе. Среди интерлейкинов, активирующих у НК-
клеток эффекторные функции, а также процессы деления 
и созревания, наиболее предпочтительными являются 
ИЛ-2, ИЛ-15, ИЛ-21, а также комбинация из ИЛ-12, ИЛ-15  

и ИЛ-18. При подборе концентрации и кратности исполь-
зования цитокинов необходимо добиваться максималь-
ной эффективности воздействия на НК-клетки без раз-
вития у них феномена истощённости. Альтернативным 
подходом для стимуляции НК-клеток является добавле-
ние облучённых аутологичных или аллогенных фидерных 
клеток, которые посредством межклеточного взаимодей-
ствия оказывают положительное влияние на натуральные 
киллеры. Многие подходы к культивированию НК-клеток 
включают использование интерлейкинов и  фидерных 
клеток, в других протоколах дополнительно использу-
ют активаторы. Однако на данный момент не существует 
исследования, объединяющего и сравнивающего между 
собой эффективность различных подходов к культивиро-
ванию НК-клеток. Для улучшения CAR НК-продукта этапы 
культивирования также должны быть направлены на по-
вышение выживаемости натуральных киллеров их in vivo 
миграции в область опухоли, а также преодоление инги-
бирующего опухолевого микроокружения. Кроме того, 
непростой задачей представляется увеличение эффек-
тивности трансдукции, поскольку натуральные килле-
ры обладают мощным естественным противовирусным 
потенциалом. Тем не менее, ввиду важной клинической 
значимости использования в рамках CAR-терапии имен-
но НК-клеток, а именно: отсутствия серьёзных побочных 
эффектов при введении CAR НК-клеток, их естественно-
го противоопухолевого потенциала, а также возможно-
сти выбора аллогенных источников данной популяции 
иммунных клеток, автор данной статьи предполагает, 
что CAR НК-технология обладает существенными преи-
муществами относительно CAR T-иммунотерапии при ле-
чении онкологических заболеваний. Дальнейшие усилия 
исследователей в данной области должны быть направле-
ны на усовершенствование технологии получения акти-
вированных CAR НК-клеток как в лабораторных условиях, 
так и при крупномасштабном производстве. Кроме того, 
необходимо проведение ряда клинических испытаний. 
Ввиду новизны и недостаточности клинических исследо-
ваний CAR НК-терапии её конечная эффективность in vivo 
и преимущества относительно CAR Т-терапии на сегод-
няшний день являются открытой темой для обсуждения.
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