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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Для создания HER2-направленных CAR-NK-клеточных эффекто-
ров важен выбор субпопуляции NK-клеток с высоким цитотоксическим потен-
циалом и чувствительностью к генетической модификации. Особый интерес 
в контексте терапии солидных опухолей представляют лицензированные 
KIR+ NK-клетки, экспрессирующие активирующий рецептор NKG2C.
Цель исследования. Получение HER2-CAR-NK-клеток на основе субпопуляций 
NK-клеток с различной экспрессией рецепторов KIR и NKG2C для элиминации 
HER2+ солидных опухолей.
Методы. NK-клетки HCMV-серопозитивного донора выделяли методом нега-
тивной магнитной сепарации из выделенных в градиенте плотности монону-
клеаров периферической крови. Субпопуляции NK-клеток с различной экспрес-
сией KIR и NKG2C получали методом клеточной сортировки и культивировали 
при стимуляции IL-2 и фидерными клетками. NK-клетки модифицировали ге-
ном, несущим конструкцию HER2-CAR, посредством ретровирусной трансдук-
ции. Цитотоксическую активность полученных культур против сферои-
дов SKOV-3 детектировали по уровню дегранулирующих CD107a+ NK-клеток 
и по доле нежизнеспособных SytoxBlue+ опухолевых клеток в сфероиде.
Результаты. Получены HER2-CAR-NK-эффекторы на основе субпопуляций 
с различной экспрессией KIR и NKG2C. Показано, что NKG2C-экспрессирующие 
NK-клетки вне зависимости от экспрессии KIR обладают большей чувстви-
тельностью к ретровирусной трансдукции. При коинкубации полученных 
культур субпопуляций NK-клеток с HER2+ сфероидами опухолевых клеток 
SKOV-3 во фракции трансдуцированных клеток, несущих рецептор HER2-CAR, 
наблюдалась доля дегранулировавших клеток CD107a+, более чем в 4 раза пре-
вышающая уровень дегрануляции во фракции немодифицированных NK-кле-
ток. Также в сфероидах SKOV-3 после коинкубации с KIR+NKG2C+трансдуци-
рованными NK-эффекторами наблюдалась меньшая доля жизнеспособных 
клеток по сравнению со сфероидами, которые инкубировались с культурами 
KIR+NKG2C–.
Заключение. NKG2C+ NK-клетки обладали большей чувствительностью 
к трансдукции. Культуры KIR+NKG2C+ HER2-CAR-NK-клеток с большей эффек-
тивностью элиминировали HER2+ клетки-мишени в 3D-модели. Эти свойства 
делают NK-клетки, коэкспрессирующие KIR и NKG2C, перспективной основой 
для создания CAR-NK-эффекторов.

Ключевые слова: NK-клетки, NKG2C, HER2, ингибирующий рецептор KIR, химер-
ный антигенный рецептор, адоптивная иммунотерапия
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ABSTRACT

Background. For the development of HER2-targeted CAR NK cell effectors, it is import-
ant to select an NK cells subset with high cytotoxic potential and sensitivity to genetic 
modification. In the context of solid tumor therapy, licensed KIR+ NK cells expressing 
the activating receptor NKG2C are of particular interest.
Aim. To obtain HER2-CAR-NK cells based on NK cell subsets with different expression 
of KIR and NKG2C receptors for the elimination of HER2+ solid tumors.
Materials and methods. NK cells from an HCMV-seropositive donor were isolat-
ed by negative magnetic separation from peripheral blood mononuclear cells iso-
lated by density gradient centrifugation. NK cell subsets with different expression 
of KIR and NKG2C were obtained by cell sorting and cultured with stimulation by IL-2 
and feeder cells. NK cells were modified with a gene carrying the HER2-CAR construct 
via retroviral transduction. The cytotoxic activity of the cultures against SKOV-3 spher-
oids was detected by the level of degranulating CD107a+ NK cells and the proportion 
of nonviable SytoxBlue+ tumor cells in the spheroid.
Results. HER2-CAR-NK effectors were obtained based on subsets with different KIR 
and NKG2C expression. It was shown that NKG2C-expressing NK cells, regardless of KIR 
expression, have greater sensitivity to retroviral transduction. Upon co-incubation 
of the obtained cultures of NK cell subsets with HER2+ SKOV-3 tumor cell spheroids, 
in the fraction of transduced cells bearing the HER2-CAR receptor, the proportion of de-
granulated CD107a+ cells was more than 4-fold higher than the level of degranulation 
in the fraction of unmodified NK cells. Also, in SKOV-3 spheroids after co-incubation 
with KIR+ NKG2C+ transduced NK effectors, a lower proportion of viable cells was ob-
served compared to spheroids that were incubated with KIR+ NKG2C– cultures.
Conclusion. NKG2C+ NK cells exhibited greater sensitivity to transduction. Cultures 
of KIR+NKG2C+ HER2-CAR-NK cells eliminated HER2+ target cells more efficiently in a 3D 
model. These properties make NK cells coexpressing KIR and NKG2C a promising basis 
for the CAR-NK effectors development.

Key words: NK cells, NKG2C Receptor, HER2, Killer Cell Immunoglobulin-Like Receptor, 
Chimeric Antigen Receptors, adoptive immunotherapy
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ВВЕДЕНИЕ

Злокачественные солидные опухоли по сей день 
являются одной из основных причин смертности в че-
ловеческой популяции. Экспрессия некоторых марке-
ров в опухоли может способствовать избеганию им-
мунного надзора, а также стимуляции роста раковых 
клеток, что зачастую приводит к экспансии опухоли, 
метастазированию и неблагоприятному исходу заболе-
вания. В частности, высокий риск рецидива ассоцииро-
ван с экспрессией рецептора эпидермального фактора 
роста 2 типа (HER2/ErbB-2) [1]. Оверэкспрессия HER2 
встречается в тканях опухоли молочной железы, яични-
ка, кишечника. Таргетная терапия HER2+ опухолей мо-
жет значительно повысить выживаемость пациентов, 
а также снизить неизбирательное поражение здоро-
вых тканей, которое наблюдается при более консерва-
тивных методах лечения, таких как химио- и радио-мо-
нотерапия. В настоящее время активно применяется 
и совершенствуется адоптивная терапия иммунными 
клетками, несущими на своей поверхности антиген-на-
правленные рецепторы CAR (chimericantigenreceptor) 
[2]. Широко применяются CAR-T-лимфоциты, однако со-
здание противораковых агентов на основе NK-клеток 
представляет особый интерес, поскольку NK-клетки, 
в отличие от T-клеток, не провоцируют развитие реак-
ции трансплантат против хозяина [3]. CAR-NK-клетки 
уже эффективно применяются в терапии гематологи-
ческих опухолей, в частности, CD19-CAR-NK-клетки за-
рекомендовали себя как высокоэффективные агенты 
против CD19-экспрессирующих опухолей [4]. Однако 
солидные опухоли, в отличие от гематологических 
патологий, представляют собой трехмерные структу-
ры с плотными межклеточными контактами и особым 
микроокружением, включающим ряд растворимых 
и мембран-связанных супрессирующих факторов. 
В связи с этим требуется разработка новых подходов 
к повышению эффективности NK-клеточной терапии. 
Одним из таких подходов является выбор субпопу-
ляции NK-клеток для введения CAR-конструкта. Эти 
клетки должны сочетать в себе высокое содержание 
цитотоксических гранул, выраженный пролифератив-
ный потенциал для эффективного накопления in vitro, 
а также высокую чувствительность к генетической 
модификации.

Популяция NK-клеток отличается широким фе-
нотипическим и функциональным разнообразием. 
По новейшей классификации, основанной на транс-
криптомном анализе, выделяют три основные когорты 
NK-клеток: цитотоксические клетки NK1, регуляторные 
NK2 и адаптивные клетки со свойствами памяти NK3 
[5]. Известно, что накопление слабодифференциро-
ванных и чувствительных к растворимым факторам 
клеток NK2 в тканях солидных опухолей ассоцииро-
вано с неблагоприятным прогнозом [6]. NK2 не толь-
ко отличаются низким цитотоксическим потенциалом, 
но также экспрессируют на высоком уровне ингиби-
рующий рецептор NKG2A [5]. Многие измененные 
ткани как зараженные вирусом, так и подвергшиеся 

злокачественной трансформации экспрессируютли-
ганд NKG2A – молекулу HLA-E, благодаря чему успешно 
избегают иммунного надзора. Ось NKG2A-HLA-E явля-
ется известным чекпойнтом, существует множество 
подходов к блокированию взаимодействия иммунных 
клеток по этой оси, включая блокирующие антитела 
к NKG2A и генную модификацию эффекторных клеток 
[7]. Однако HLA-E способен распознавать не только 
ингибирующий рецептор NKG2A, но также активирую-
щий рецептор NKG2C [8]. Высокий уровень экспрессии 
NKG2C свойственен адаптивным клеткам когорты NK3 
[5]. Наиболее хорошо изучены адаптивные клетки, пул 
которых формируется в ходецитомегаловирусной ин-
фекции (HCMV). Накопление NKG2C-позитивных клеток 
обусловлено тем, что один из белков HCMV кодирует 
пептид, гомологичный лидерной последовательности 
HLA класса I (HLA-I), который образует комплекс с HLA-E 
и представляется на поверхности зараженной клет-
ки [9]. HCMV-специфические адаптивные клетки несут 
фенотип CD57+NKG2C+ и отличаются высокой продол-
жительностью жизни, а также выраженным уровнем 
антителозависимой цитотоксичности, что потенциаль-
но позволяет использовать их в сочетанной терапии 
с моноклональными антителами.

Помимо этого, адаптивным NK-клеткам когорты 
NK3, как высокодифференцированным функционально 
зрелым эффекторам, свойственна экспрессия ингиби-
рующих рецепторов KIR к собственным HLA-I. Экспрес-
сирующие KIR NK-клетки проходят лицензирование 
в окружении здоровых тканей организма. Лицензиро-
ванные NK-клетки отличаются высоким содержанием 
литических гранул с гранзимом B и перфорином [10]. 
KIR-позитивные клетки проявляют высокую цито-
токсичность против мишеней, не экспрессирующих 
их лиганды. Многие измененные клетки отличаются 
сниженной экспрессией HLA-I, что мешает Т-клеткам 
их узнавать и элиминировать. Известно, что адаптив-
ные NK-клетки с фенотипом KIR+NKG2C+ обладают 
повышенной цитотоксичностью в отношении клеток 
острой миелоидной лейкемии [11]. Таким образом, 
NK-клетки, коэкспрессирующие ингибирующие рецеп-
торы KIR и активирующий рецептор NKG2C, могут яв-
ляться перспективной основой для создания высоко-
токсичных генномодифицированных противораковых 
CAR-эффекторов.

Целью настоящего исследования стало получение 
HER2-направленных эффекторов на основе NK-клеток 
с различной экспрессией маркеров KIR2DL2/3 и NKG2C 
и проверка их противоопухолевой активности в отно-
шении сфероидов HER2-экспрессирующей линии рака 
яичников SKOV-3.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

NK-клетки получены методом негативной маг-
нитной сепарации из выделенных в градиенте плот-
ности мононуклеаров периферической крови здо-
рового HCMV-серопозитивного индивида, давшего 



2424

ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2026, Vol. 11, N 4

Discussion papers, lectures, new trends in medical science Дискуссионные статьи, лекции, новые тренды медицинской науки

информированное согласие на участие в экспери-
менте. Этические нормы в ходе экспериментальных 
работ соответствовали принципам Хельсинкской 
декларации, исследование было одобрено Комите-
том по этике Российского национального исследова-
тельского медицинского университета им.  Пирогова 
(протокол №  169 от 20 ноября 2017  г.). Титр антител 
к HCMV был определен методом иммунофермент-
ного анализа (Вектор-Бест, Россия). Далее NK-клет-
ки были помечены моноклональными антителами 
KIR2DL2/3-FITC, NKG2C-PE, CD56-PE-Vio615 (Milteny-
iBiotech, Германия) и посредством клеточного сорти-
ровщика FACSVantageDiVa (BectonDickinson, США), 
оснащенного лазерами 405, 488 и 638 нм, отсортиро-
ваны на субпопуляции KIR2DL2/3–NKG2C–, KIR2DL2/3–

NKG2C+, KIR2DL2/3+NKG2C– и KIR2DL2/3+NKG2C+. Полу-
ченные клетки культивировали в среде, содержащей 
45 % среды NK MACS (MiltenyiBiotec, Германия) и 45 % 
DMEM (Панэко, Россия) при добавлении 10 % феталь-
ной бычьей сыворотки (FBS) (HyClone, США), 2 мМала-
нил-глутамина (Панэко), 1 % пирувата натрия (Панэко) 
и 1 % антибиотика-антимикотика (Sigma-Aldrich, США), 
при 5 % CO2, 37 °C. В качестве активирующих стимулов 
были использованы IL-2 в концентрации 100  ед./мл 
(HoffmannLa-Roche, Швейцария) и облученные фидер-
ные клетки K562-mbIL21 с мембраносвязанным IL-21. 
Вектор, несущий ген HER2-CAR, состоял из последова-
тельностей, кодирующих антителоподобную молекулу 
DARPin G3 – модуль распознавания антигена, аффинный 
к IV домену HER2; EF1a – конститутивный человеческий 
промотор hEF1a; c-myc– внеклеточный фрагмент для де-
текции CAR на поверхности; IgG1 – шарнирную область 
из человеческого IgG1; CD28-CD3 cyto– сигнальный ре-
гион; GFP –репортерный белок. Для накопления вирус-
ных частиц, несущих вектор HER2-CAR, клетки линии 
PhoenixAmpho (любезно предоставленные д.б.н, проф. 
А.В. Филатовым (Институт Иммунологии, Россия)) под-
вергли трансфекции плазмидой, несущей конструкцию 
HER2-CAR. Трансфекция проводилась в обработанных 
полилизином чашках Петри в среде DMEM, содержа-
щей 3 % FBS. Через 48 ч среду, содержащую накоплен-
ные вирусные частицы, собирали и концентрировали 
ультрацентрифугированием при 21 000 g в течение 2,5 
часов при 4°C. Через 7 дней активации выделенные 
субпопуляции NK-клеток были подвергнуты ретрови-
русной трансдукции вирусными частицами, несущи-
ми конструкцию HER2-CAR. Трансдукция проводилась 
в 96-луночных планшетах, предварительно обрабо-
танных раствором ретронектина (20  μg/mL, Clontech/
Takara, USA). Эффективность трансдукции определяли 
по экспрессии c-Myc, фрагмента внеклеточного домена 
CAR. Для оценки цитотоксической активности получен-
ных CAR-NK-эффекторов получали 3D-культуры (сфе-
роиды) SKOV-3. По 20 000 клеток SKOV-3 сажали в лун-
ки агарозных форм и культивировали в полной среде 
DMEM в течение 3 дней, как было описано ранее [12]. 
Цитотоксичность NK-клеток определяли методом про-
точной цитометрии по уровню дегрануляции (CD107a+) 
и доле SytoxBlue+ нежизнеспособных опухолевых 

клеток после коинкубации HER2-CAR-эффекторов 
и HER2+ мишеней в соотношении E:T = 1:1 в течение 4 ч. 
Коинкубацию проводили при добавлении монензина 
и моноклональных антител CD107a-PerCP (BioLegend, 
США). Краситель SytoxBlue (Invitrogen, США) добавляли 
непосредственно перед измерением, которое прово-
дили на цитометре LongCyte (Challenbio, Китай), осна-
щенном тремя лазерами, 405, 488 и 638 нм. Обработка 
данных проводилась в программах FlowJo (FlowJo LCC, 
США) и GraphPadPrism 8.0 (StatsoftInc., США). Измерения 
проводились в 3–5 технических повторностях, число 
повторностей определялось количеством выделенных 
из крови NK-клеток каждой из субпопуляций. Для ана-
лиза нормально распределенных данных применялся 
t-тест Стьюдента, для множественного сравнения дан-
ных с ненормальным распределением применялся 
тест Краскела – Уоллиса либо парный непараметриче-
ский тест Вилкоксона. При p < 0.05 выборки считались 
достоверно различными.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В качестве мишеней в нашем исследовании были 
использованы 3D-культуры (сфероиды) линии опухоли 
яичника SKOV-3. Формирование трехмерной структу-
ры может быть сопряжено с изменением экспрессии 
поверхностных маркеров, в том числе тех, на которые 
направлена таргетная терапия. Поэтому перед сокуль-
тивированием с NK-клеточными эффекторами мы оце-
нили поверхностную экспрессию молекул HER2, HLA-E 
и HLA-A,B,C клетками SKOV-3 в 2D- и 3D-культурах. При 
формировании сфероидов наблюдалось повышение 
уровня экспрессии HER2 (MFI (2D) = 115, MFI (3D) = 255), 
а также увеличение процентного содержания HLA-E- 
экспрессирующих клеток. Уровень экспрессии HLA 
класса I оставался неизменным (рис. 1А). Для последу-
ющих экспериментов мы выбрали HCMV-серопозитив-
ного индивида с высокой долей NKG2C+ клеток (14  %) 
и оценили процентное содержание субпопуляций 
с различной экспрессией KIR и NKG2C (рис.  1Б). По-
скольку индивид обладал генотипом HLA-C1/C2, среди 
ингибирующих рецепторов KIR для анализа популяци-
онного состава и последующей сортировки был вы-
бран рецептор KIR2DL2/3, лигандом которого является 
молекула HLA-C1. Таким образом, NK-клетки, экспрес-
сирующие KIR2DL2/3 (далее KIR), с высокой вероятно-
стью обладали характеристиками лицензированных 
клеток с высоким цитотоксическим потенциалом про-
тив клеток SKOV-3, обладающих генотипом HLA-C2/C2. 
Субпопуляция наименее дифференцированных кле-
ток KIR–NKG2C– составила 66,7  %, KIR–NKG2C+– 9,12  %, 
KIR+NKG2C–– 20,4 %, наиболее малочисленная субпопу-
ляция клеток, коэкспрессирующих KIR и NKG2C,– 3,75 %. 
Далее, посредством клеточной сортировки, пул NK-кле-
ток был разделен на 4 субпопуляции с различной экс-
прессией KIR и NKG2C. Через 10 дней активации in vitro 
по уровню дегранулирующих клеток CD107a+ была 
оценена их цитотоксическая активность в отношении 
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сфероидов SKOV-3. Наблюдалась тенденция к более ак-
тивной дегрануляции в культурах более дифференци-
рованных клеток KIR+, наименьшая доля клеток CD107a+ 
детектировалась в клетках, не экспрессирующих ни KIR, 
ни NKG2C (рис. 1В). На седьмой день культуры NK-кле-
ток с различной экспрессией KIR и NKG2C посредством 
ретровирусной трансдукции были модифицированы 
геном, несущим конструкцию химерного рецептора 
HER2-CAR. Эффективность трансдукции определя-
ли по уровню экспрессии молекулы c-Myc, входящей 
в состав внеклеточного домена HER2-CAR. Наиболь-
шие доли клеток c-Myc+ были выявлены в популяциях 
NKG2C-позитивных NK-клеток (рис. 1Г).

Чтобы оценить цитотоксическую активность куль-
тур NK-клеток после трансдукции гена HER2-CAR, их ко-
инкубировали со сфероидами HER2-экспрессирующих 
клеток SKOV-3. Во всех популяциях наблюдалось уве-
личение доли дегранулирующих клеток CD107a+ более 
чем в 4 раза (рис. 2А). При этом доля дегранулирующих 
c-Myc+ клеток, несущих HER2-CAR на поверхности, не за-
висела от экспрессии KIR и NKG2C (рис. 2Б). Также была 
оценена жизнеспособность опухолевых клеток в сфе-
роидах после коинкубации с трансдуцированными 

KIR+ NK-клетками. Сфероиды SKOV-3 после коинкуба-
ции с NKG2C-позитивными NK-эффекторами содержа-
ли больше нежизнеспособных клеток по сравнению 
со сфероидами, которые инкубировались с NKG2C-не-
гативными культурами (рис. 2В).

ОБСУЖДЕНИЕ

В своем исследовании мы показали, что субпопу-
ляции с различной экспрессией KIR2DL2/3 и NKG2C 
обладают различной цитотоксической активностью 
в отношении сфероидов SKOV-3. Наименьшим уров-
нем дегрануляции отличались клетки субпопуляции 
KIR–NKG2C–, представляющие собой слабодифферен-
цированные клетки, содержащие также клетки когор-
ты NK2, для которых свойственна высокая экспрессия 
NKG2A, молекулы-чекпойнта [5]. Мы показали, что клет-
ки SKOV-3 экспрессируют HLA-E и способны через ось 
NKG2A-HLA-E подавлять цитотоксическую реакцию 
иммунных клеток. Помимо этого, известно, что неко-
торые опухоли, в том числе и клетки SKOV-3, способ-
ны продуцировать хемокины-аттрактанты CXCL-9/-10 

РИС. 1. 
Цитотоксическая активность и эффективность трансдук-
ции NK-клеток с различной экспрессией KIR и NKG2C. А–уровень 
экспрессии молекул HER2, HLA-E и HLA-A,B,C в 2D- и 3D-культу-
рах опухолевой линии SKOV-3; Б–распределение субпопуляций 
по уровню экспрессии маркеров KIR и NKG2C в пуле NK-клеток 
индивида перед сортировкой на субпопуляции; В–доля де-
гранулировавших немодифицированных NK-клеток с различ-
ной экспрессией KIR и NKG2C при коинкубации со сфероидами 
SKOV-3; Г–эффективность трансдукции NK-клеток с различ-
ной экспрессией маркеров KIR и NKG2C (слева), репрезента-
тивные цитометрические данные (справа).

FIG. 1. 
Cytotoxic activity and transduction efficiency of NK cells with dif-
ferent expression of KIR and NKG2C. A–expression level of HER2, 
HLA-E and HLA-A,B,C molecules in 2D and 3D cultures of the SKOV-
3 tumor line; B–distribution of subpopulations by expression lev-
el of KIR and NKG2C markers in the NK cell pool of an individual 
before sorting into subpopulations; C–the proportion of degranu-
lated unmodified NK cells with different expression of KIR and NK-
G2C upon coincubation with SKOV-3 spheroids; D–transduction 
efficiency of NK cells with different expression of KIR and NKG2C 
markers (left), representative cytometric data (right).
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и -11, которые способствуют привлечению в область 
опухоли CXCR3-позитивных NK-клеток [13, 14]. Такие 
клетки склонны к тканерезидентности за счет высокой 
экспрессии ряда молекул межклеточной адгезии, таких 
как CD44 и CD62L. Зачастую накопление низкодиффе-
ренцированных NK-клеток в опухоли ассоциировано 
с неблагоприятным прогнозом [6, 15]. Цитотоксическую 
активность клеток KIR–NKG2C– можно повысить с помо-
щью генетической модификации, внедрив в них рецеп-
тор HER2-CAR. Мы показали, что трансдуцированные 
клетки KIR–NKG2C– не отличаются от остальных субпопу-
ляций по уровню дегрануляции в ответ на инкубацию 
со сфероидами SKOV-3 и содержат высокие доли кле-
ток CD107a+. Тем не менее, низкодифференцированым 
NK-клеткам свойственна низкая экспрессия перфорина 
и гранзимов А и В, что свидетельствует об их слабом ци-
тотоксическом потенциале даже при высоких уровнях 
дегрануляции [5]. Кроме того, в культурах KIR–NKG2C– 
наблюдалась меньшая эффективность трансдук-
ции по сравнению с NKG2C-экспрессирующими 

культурами. С учетом низкой цитотоксичности, высо-
кого уровня экспрессии чекпойнта NKG2A, а также низ-
кой чувствительности к трансдукции можно заключить, 
что NK-клетки субпопуляции KIR–NKG2C–могут обладать 
ограниченным противоопухолевым потенциалом.

NK-клетки, экспрессирующие рецептор KIR2DL2/3, 
обладали повышенным уровнем дегрануляции в ответ 
на SKOV-3 по сравнению c KIR2DL2/3-негативными. Ли-
гандами KIR2DL2/3, распознавание которых приводит 
к ингибированию цитотоксической реакции, являются 
молекулы HLA-C1 [16]. Линия рака яичников SKOV-3 
несет генотип HLA-C2/C2, таким образом, не способ-
на ингибировать цитотоксичность NK-клеток по оси 
KIR2DL2/3-HLA-C1, что могло приводить к более ин-
тенсивной дегрануляции. Известно, что при аллоген-
ной трансплантации костного мозга (ККМ) особенно 
важен подбор донора с рецепторами KIR, распозна-
ющими HLA-I реципиента. Однако в случае миелоид-
ной лейкемии возможна трансплантация донорских 
тканей, содержащих KIR+ NK-клетки, проявляющие 

РИС. 2. 
Цитотоксическая активность субпопуляций NK-клеток 
с различной экспрессией KIR и NKG2C, трансдуцированных 
геном HER2-CAR, в отношении HER2-экспрессирующих сферо-
идных культур. A–доля дегранулировавших CD107a+ NK-кле-
ток нетрансдуцированных (c-Myc–) и трансдуцированных 
(c-Myc+) в субпопуляциях с различной экспрессией KIR и NKG2C 
при коинкубации со сфероидами SKOV-3 (слева), репрезента-
тивные цитометрические данные (справа); Б–доля деграну-
лировавших CD107a+ NK-клеток в пуле трансдуцированных 
c-Myc+ клеток в субпопуляциях с различной экспрессией KIR 
и NKG2C при коинкубации со сфероидами SKOV-3; В–доля не-
жизнеспособных SytoxBlue+ клеток в сфероидах SKOV-3 после 
коинкубации с KIR+NKG2C+/– NK-клетками, трансдуцирован-
ными геном HER2-CAR (слева), репрезентативные цитоме-
трические данные (справа).

FIG. 2. 
Cytotoxic activity of HER2-CAR gene-transduced NK cell sub-
populations with different KIR and NKG2C expression towards 
HER2-expressing spheroid cultures. A–proportion of degranulat-
ed CD107a+ NK cells, non-transduced (c-Myc–) and transduced 
(c-Myc+) in subsets with different KIR and NKG2C expression co-
incubated with SKOV-3 spheroids (left), representative cytomet-
ric data (right); B–proportion of degranulated CD107a+ NK cells 
in the pool of c-Myc+ transduced cells in subsets with different KIR 
and NKG2C expression coincubated with SKOV-3 spheroids; C–the 
proportion of nonviable SytoxBlue+ cells in SKOV-3 spheroids af-
ter coincubation with KIR+NKG2C+/– NK cells transduced with the 
HER2-CAR gene (left), representative cytometric data (right).
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аллореактивность в отношении клеток донора. Такой 
подход позволяет установить контроль над клетками 
лейкемии, и избежать рецидива [17]. Клетки, экспрес-
сирующие KIR, преимущественно относятся к когортам 
NK1 и NK3, которые отличаются высоким содержанием 
гранзимов и перфоринов [5]. Кроме того, наличие ак-
тивирующего рецептора NKG2C позволяет повысить 
их цитотоксический потенциал в отношении HLA-E-экс-
прессирующих опухолевых клеток [18, 19]. Дополни-
тельная модификация рецепторами CAR, нацеленны-
ми на опухоль-специфичный антиген потенциально 
увеличит эффективность цитотоксических агентов, ко-
экспрессирующих KIR и NKG2C. Мы показали, что наи-
большая доля нежизнеспособных клеток SKOV-3 на-
блюдалась в сфероидах, которые коинкубировались 
с трансдуцированными KIR+NKG2C+ NK-клетками.

Важно также отметить высокую жизнеспособность 
таких эффекторов. Клетки, коэкспрессирующие KIR 
и NKG2C, накапливаются в ходе цитомегаловирусной 
инфекции, часть из них входит во фракцию адаптивных 
NK-клеток с высокой продолжительностью циркуля-
ции в организме. Процесс деления NKG2C-экспресси-
рующих клеток при инфекции HCMV сопровождается 
накоплением активных форм кислорода и поврежде-
нием митохондриальных мембран. Повреждение мито-
хондрий, в свою очередь, индуцирует запуск апоптоза. 
Однако клетки с высоким потенциалом к аутофагии, 
в частности, к митофагии, способны элиминировать 
поврежденные митохондрии и выживать [20]. Таким 
образом, популяция клеток, ответивших на инфекцию, 
сокращается, при этом формируется пул клеток памяти 
с высоким аутофагическим потенциалом. В перспекти-
ве такие клетки могут обладать высокой эффективно-
стью в условиях опухолевого микроокружения, где сни-
жены концентрации кислорода и питательных веществ.

NK-клетки высокого уровня дифференцировки, 
к которым относится и популяция KIR+NKG2C+, отлича-
ются низкой экспрессией рецепторов к растворимым 
факторам, в том числе к цитокинам IL-2, IL-15 [5]. Это 
свойство затрудняет их накопление in vitro и усложня-
ет их применение в терапии опухолей. Тем не менее, 
в настоящее время применяются методы накопления 
NKG2C+ клеток с применением фидерных клеток, экс-
прессирующих на поверхности HLA-E с пептидом HCMV 
[21, 22]. При таком способе стимуляции также наблю-
дается накопление NK-клеток, коэкспрессирующих KIR 
и NKG2C, обладающих высоким цитотоксическим потен-
циалом против HLA-E-экспрессирующих мишеней [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

NK-клетки, экспрессирующие ингибирующие 
рецепторы KIR2DL2/3, обладали высоким уровнем 
дегрануляции в отношении опухолевых сферои-
дов SKOV-3, не экспрессирующихлигандыKIR2DL2/3. 
Экспрессия NKG2C на поверхности NK-клеток была 
сопряжена с высокой чувствительностью к ретрови-
русной трансдукции, и KIR2DL2/3+NKG2C+. NK-клетки, 

трансдуцированные геном HER2-CAR, продемонстри-
ровали способность элиминировать HER2+ сфероиды 
опухолевых клеток SKOV-3 с большей эффективностью 
по сравнению с NKG2C-негативными фракциями. Таким 
образом, NK-клетки, коэкспрессирующиеингибирую-
щий рецептор KIR и активирующий рецептор NKG2C, 
могут представлять интерес в контексте создания про-
тивораковых CAR-эффекторов.
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