
ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2023, ТОМ 69, № 4

616

© И.В. Грибкова, А.А. Завьялов, 2023
Вопросы онкологии, 2023. Том 69, № 4
УДК 616-006:615.036.8
DOI 10.37469/0507-3758-2023-69-4-616-622

И.В.  Грибкова1,  А.А.  Завьялов2

Источники NK-клеток для CAR-технологий
1ГБУ «НИИОЗММ ДЗМ», Москва

2ФГБУ ГНЦ ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России, Москва

I.V.  Gribkova1,  A.A.  Zavyalov1,2

Sources of NK Cells for CAR-Technologies
1State Budgetary Institution Research Institute for Healthcare Organization & Medical Management of Moscow 

Healthcare Department, Moscow, the Russian Federation
2Federal State Budgetary Institution Russian State Research Center – Burnasyan Federal Medical Biophysical Center of 

Federal Medical Biological Agency, Moscow, the Russian Federation

В последние годы клеточная терапия представляется 
многообещающим подходом к лечению гемобластозов, 
показывая поразительные результаты в различных кли-
нических исследованиях. Особенные надежды возлага-
ются на CAR-клетки — клетки с химерными антиген-
ными рецепторами. Наиболее изученной и показавшей 
значимые клинические результаты является терапия CAR 
Т-лимфоцитами. Однако существенными проблемами 
остаются сложности производства CAR Т-клеток из ау-
тологичных материалов и наличие серьезных побочных 
эффектов при лечении данным методом. Альтернативой 
применения Т-клеток может стать использование нату-
ральных киллеров (NK-клеток) — клеток врожденного 
иммунитета, обладающих противоопухолевыми свой-
ствами. Терапия CAR NK-клетками может оказаться 
более привлекательной, чем терапия CAR Т-клетками, 
вследствие меньшей токсичности и возможности исполь-
зования аллогенных материалов. Однако данный метод 
только развивается и сопряжен со сложностями произ-
водства достаточного для инфузии количества CAR NK-
клеток, обладающих противоопухолевой активностью, и 
их модификации. Для преодоления этих проблем исполь-
зуют NK-клетки, полученные из различных источников, 
подвергая их разнообразным воздействиям. В обзоре 
представлены особенности NK-клеток, полученных из 
периферической крови взрослого человека, пуповинной 
крови, эмбриональных стволовых клеток человека, инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток и линии 
клеток NK-92. Обсуждаются их характеристики в контек-
сте применения для CAR-технологий.

Ключевые слова: CAR NK-клеточная терапия; химер-
ный антигенный рецептор; адоптивная терапия; иммуноте-
рапия; источники NK-клеток

Для цитирования: Грибкова И.В., Завьялов А.А. Ис-
точники NK-клеток для CAR-технологий. Вопросы онко-
логии. 2023;69(4):616-622. doi: 10.37469/0507-3758-2023-69-
4-616-622

In recent years, cell therapy has emerged as a promis-
ing approach for the treatment of hematological malignancies, 
demonstrating remarkable results in various clinical trials. The 
spotlight is on CAR cells, cells with chimeric antigen recep-
tors. The most studied and clinically significant therapy is 
CAR T-cell therapy. However, significant challenges remain 
in the production of CAR T-cells from autologous materials 
and the presence of serious side effects associated with this 
treatment method. An alternative to T-cell therapy could be 
the use of natural killer cells (NK-cells) – cells of innate 
immunity with anti-tumor properties. CAR NK-cell therapy 
may prove to be more attractive than CAR T-cell therapy 
due to lower toxicity and the possibility of using allogeneic 
materials. However, this method is still under development 
and is associated with challenges in producing a sufficient 
quantity of CAR NK-cells with anti-tumor activity and modi-
fying them. To overcome these issues, NK-cells derived from 
various sources are subjected to different manipulations. The 
review presents the features of NK-cells derived from adult 
peripheral blood, cord blood, human embryonic stem cells, 
induced pluripotent stem cells, and the NK-92 cell line. Their 
characteristics are discussed in the context of their application 
for CAR technologies.
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CAR NK-клетки: возможности новой 
клеточной терапии

Натуральные киллеры (NK) — важные врож-
денные цитотоксические лимфоциты, облада-
ющие быстрой и эффективной способностью 

распознавать и уничтожать опухолевые клетки. 
В последние годы адаптивный перенос аутоло-
гичных или аллогенных активированных NK-
клеток стал многообещающей клеточной тера-
пией злокачественных новообразований (ЗНО). 
Особенные надежды возлагаются на CAR NK-
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клетки — NK-клетки с химерными антигенными 
рецепторами (от англ. СAR — chimeric antigen 
receptor).

В последние годы произошел своего рода 
переворот в терапии пациентов с рецидивами 
и резистентными формами онкогематологиче-
ских заболеваний, которые ранее считались 
потенциально неизлечимыми. Для таких паци-
ентов появилась новая возможность персона-
лизированной клеточной терапии, так называе-
мой CAR-терапии. Данный метод заключается 
в том, что больным ЗНО вводят продукт из 
модифицированных живых клеток от пациен-
та или подходящего донора, которые способны 
специфически распознавать и разрушать злока-
чественные клетки. На данный момент наиболее 
распространены в клинической практике методы 
лечения на основе Т-лимфоцитов с химерными 
антигенными рецепторами (CAR Т-лимфоцитов 
или CAR Т-клеток), которые показали отличные 
результаты в лечении различных типов гемато-
логических опухолей [1–5].

Однако, несмотря на успехи, существует 
ряд препятствий, ограничивающих применение 
CAR Т-клеточной терапии. Основными пробле-
мами этого метода лечения являются побочные 
эффекты терапии: В-лимфопения, синдром вы-
свобождения цитокинов (СВЦ) и нейротоксич-
ность [6, 7], а также необходимость получения 
CAR T-клеток из аутологичной периферической 
крови, чтобы предотвратить появление реакции 
«трансплантат против хозяина» (РТПХ). Серьёз-
ные побочные эффекты терапии могут быть 
жизнеугрожающими, а их купирование связано 
с высокими затратами [8]. Получение продукта 
CAR T-клеток индивидуально для каждого па-
циента также является дорогостоящим и требует 
много времени. Данные проблемы могут быть 
решены путем внедрения CAR- технологий в 
другие клетки иммунной системы — натураль-
ные киллеры [9].

CAR NK-клетки имеют некоторые преимуще-
ства по сравнению с CAR T-клетками. Напри-
мер, аллогенные NK-клетки могут использовать-
ся в качестве эффекторных клеток, поскольку 
они не вызывают РТПХ. Также NK-клетки мо-
гут быть безопаснее, чем T-клетки: отсутствие 
серьёзных токсических эффектов терапии не-
модифицированными NK-клетками (без CAR) 
показано во многих исследованиях [10–12]. Так 
развитие СВЦ, наиболее серьёзного побочного 
эффекта CAR Т-клеточной терапии [13], при ис-
пользовании NK-клеток маловероятно из-за их 
более низкой скорости экспансии и разницы ци-
токинов, которые продуцируют Т и NK-клетки 
[14, 15]. Цитокины, которые связаны с развити-
ем СВЦ и нейротоксичности (интерлейкин 1a 
(IL-1a), IL-1Ra, IL-2, IL-2Ra, IL-6, MCP-1, IL-8, 

IL-10 и IL-15), выделяются Т-клетками [16], тог-
да как NK-клетки обычно индуцируют IFN-γ и 
GM-CSF [17]. Также потенциальные побочные 
эффекты от CAR терапии NK-клетками будут 
относительно короткими из-за уменьшенной 
продолжительности жизни NK-клеток.

В последние годы проводятся испытания CAR 
NK-клеточной терапии в моделях на животных 
[18–20], а также клинические исследования [21–
23]. Их результаты говорят об эффективности и 
безопасности данной терапии. Однако, несмотря 
на то, что NK-клетки являются привлекательным 
источником эффекторных клеток для иммуноте-
рапии новообразований, их использование для 
CAR терапии связано с рядом сложностей. Во-
первых, количество NK-клеток в перифериче-
ской крови значительно ниже, чем количество 
Т-клеток, и процесс размножения NK-клеток in 
vitro намного сложнее, поскольку количество 
делений NK-клеток ограничено. Это затрудняет 
получение достаточного численного количества 
аутологичных NK-клеток, необходимого для 
трансфузии [14, 15]. Кроме того, почти полное 
отсутствие формирования памяти и короткая 
продолжительность жизни этих клеток препят-
ствует долговечности ответа [14, 15]. Важным 
недостатком NK-клеток для их использования 
в CAR-терапии является то, что их трудно по-
лучить и манипулировать ими: по сравнению с 
Т-клетками, NK-клетки довольно устойчивы к 
генной инженерии [24, 25].

Для того, чтобы с успехом преодолеть эти 
сложности, важно грамотно выбрать источник 
NK-клеток, исходя из поставленных целей и 
имеющихся возможностей. Для производства 
эффективного CAR NK-продукта необходимы 
следующие условия: возможность получения до-
статочного количества клеток, их генетической 
модификации, проявление готовыми клетками 
цитотоксической активности. NK-клетки могут 
быть получены из различных биологических 
материалов: периферическая кровь, пуповинная 
кровь, эмбриональные стволовые клетки челове-
ка, индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки и линия клеток NK-92. Ниже рассмотре-
ны их основные характеристики, проблемы и 
преимущества для использования в технологии 
CAR.

Источники CAR NK-клеток

Линия NK-клеток (NK-92). Технология с ис-
пользованием линии клеток NK-92, полученных 
от пациента с неходжкинской лимфомой, была 
разработана для преодоления сложностей, свя-
занных с трудоёмкостью получения достаточного 
количества активированных ex  vivo NK–клеток 
[26]. Данная линия клеток обладает высоким 
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уровнем цитотоксической активности по отноше-
нию к опухолевым клеткам. Противоопухолевая 
активность и безопасность клеток линии NK-92 
была показана в клинических исследованиях у 
пациентов с почечно-клеточной карциномой и 
меланомой, а также с раком легких [27, 28].

Преимуществом использования этих клеток 
является возможность получения их в доста-
точном количестве ex  vivo без значительных 
финансовых затрат. Клетки линии NK-92 по 
сравнению с NK-клетками, выделенными из 
периферической крови, с большей эффектив-
ностью поддаются трансдукции, что открывает 
широкие возможности для их использования в 
области CAR-технологий [29].

К недостаткам данной линии клеток можно 
отнести тот факт, что они должны быть облуче-
ны перед трансфузией, т. к. происходят из линии 
опухолевых клеток и несут множество генети-
ческих аномалий [30]. Многочисленные иссле-
дования показали, что клетки NK-92 сохраняют 
свою цитотоксичность после облучения, но от-
сутствие пролиферации in  vivo приводит к ис-
чезновению введённых клеток уже через 7 дней 
[31–33]. Следовательно, лечение препаратом 
CAR на основе NK-92, скорее всего, потребует 
нескольких циклов трансфузии [32].

Уже опубликованы работы, в которых опи-
саны генетически модифицированные клет-
ки линии NK-92 и результаты их действия на 
опухолевые клетки. Так были сконструированы 
клетки, несущие на поверхности высокоаффин-
ный рецептор FcγRIIIa (CD 16) к Fc фрагмен-
ту иммуноглобулинов, принимающий участие в 
реакции антител-зависимой клеточной цитоток-
сичности. Результаты ex vivo и in vivo проведён-
ных исследований показали способность этих 
клеток повышать уровень антител-зависимой 
клеточной цитотоксичности и тем самым увели-
чивать эффективность терапии на основе моно-
клональных антител [34, 35]. А в исследовании 
Schönfeld K. и соавт. показано, что клетки линии 
NK-92, экспрессирующие химерный рецептор к 
антигену ErbB2/HER2, обладали способностью 
ex  vivo и in  vivo вызывать гибель опухолевых 
клеток, несущих этот рецептор на своей поверх-
ности [36]. Помимо этого, были предприняты 
попытки по созданию CAR NK-клеток из линии 
NK-92, химерный рецептор которых направлен 
против CD19, экспрессируемого на поверхности 
В-лимфоцитов [37]. В работе X. Tang и соавт. 
сообщается о первом исследовании применения 
CAR NK-клеток, приготовленных на основе кле-
ток линии NK-92, для терапии пациентов [22]. 
CAR NK-клетки были нацелены на CD33, CAR 
содержал 2 костимулирующие молекулы: CD28 
и 4-1BB. В исследовании наблюдали за тремя 
пациентами с рецидивирующей и рефрактерной 

формой острого миелоидного лейкоза (ОМЛ). 
Данное исследование I фазы не продемонстри-
ровало очевидной клинической эффективности, 
однако это первое клиническое испытание на 
людях показало, что эту терапию можно безо-
пасно использовать у пациентов с рецидивиру-
ющей и рефрактерной формой ОМЛ с высокой 
опухолевой нагрузкой.

NK-клетки пуповинной крови. NK-клетки, 
выделенные из пуповинной крови, представляют 
собой ещё один возможный исходный материал 
для CAR NK-продукта. Они обычно считаются 
более наивными по фенотипу и функциям по 
сравнению с NK-клетками периферической кро-
ви [33]. Сообщалось о сниженной экспрессии 
CD16, гранзима B, перфорина и KIR, а также 
о сниженной экспрессии молекул клеточной 
адгезии, что приводило к снижению цитоток-
сической способности, наблюдаемой в этой по-
пуляции клеток, что может негативно сказаться 
на эффективности полученного продукта [38]. 
Также проблемой может быть небольшой объ-
ём клеток, полученных из пуповинной крови: 
требуется, чтобы NK-клетки претерпели боль-
шое количество клеточных делений, прежде чем 
будет получено достаточное количество клеток, 
необходимое для трансфузии. Однако в соот-
ветствии с незрелой природой NK-клеток, вы-
деленных из пуповинной крови, они обладают 
более высокой пролиферативной способностью 
и очень восприимчивы к стимуляции цитоки-
нами. В исследовании L. Herrera и соавт. было 
показано, что стимуляция этих клеток IL-2 уве-
личивает популяцию NK-клеток, а IL-15 спо-
собствует выживанию, пролиферации и более 
высокой цитотоксичности [39].

В 2020 г. были опубликованы результаты ра-
боты E. Liu и соавт., в которой из NK-клеток, 
выделенных из пуповинной крови, были произ-
ведены и изучены клинические продукты CAR 
NK-клеток [21]. Это клиническое исследование 
I/II фазы с участием одиннадцати пациентов с 
неходжкинской лимфомой или рецидивирующим/
рефрактерным хроническим лимфоцитарным 
лейкозом (ХЛЛ), которые уже подвергались в 
среднем 4 линиям терапии (от 3 до 11). В рабо-
те использовали генетически модифицированные 
NK-клетки, в конструкцию CAR которых были 
добавлены IL-15 для решения проблемы корот-
кой продолжительности жизни CAR NK-клеток 
in  vivo, а также индуцибельный суицидальный 
ген для предотвращения возможных серьёзных 
побочных эффектов. В результате объективный 
ответ был получен у 8 пациентов (73 %), в т. ч. 
у 7 пациентов (64 %) (3 с ХЛЛ и 4 с лимфомой) 
была достигнута полная ремиссия. Введение CAR 
NK-клеток не привело к развитию каких-либо се-
рьёзных токсических эффектов.
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NK-клетки периферической крови. При-
мерно 90 % NK-клеток периферической крови 
экспрессируют обширный репертуар ингибиру-
ющих и активирующих рецепторов. По срав-
нению с NK-клетками, выделенными из пу-
повинной крови, NK-клетки периферической 
крови более зрелые, что приводит к увеличению 
функциональности, но снижению пролифера-
тивной способности [40]. Однако, как и клетки, 
выделенные из пуповинной крови, они подда-
ются воздействию цитокинов IL-2 и IL-15, что 
позволяет размножить их до необходимого ко-
личества [39]. Также особенностью NK-клеток, 
полученных из крови взрослого человека, явля-
ется их высокая вариабельность [41]. В иссле-
довании N.K. Björkström и соавт. показано, что 
NK-клетки продолжают дифференцироваться на 
протяжении всей жизни, и во время этого про-
цесса последовательно приобретают цитотокси-
ческие свойства и демонстрируют постепенное 
снижение пролиферативной способности [40]. 
Все промежуточные клеточные продукты этого 
процесса представлены в различных пропорциях 
в крови взрослого человека.

Безопасность и эффективность NK-клеток пе-
риферической крови в качестве продукта адоп-
тивной клеточной терапии была доказана в не-
скольких клинических исследованиях [10, 42, 
43]. Эффективность терапии зависела от режима 
предварительной иммуносупрессивной химиоте-
рапии, а также от стимуляции NK-клеток IL 2. 
Так, например, в работе J.S. Miller и соавт. с 
участием пациентов с неблагоприятным прогно-
зом ОМЛ было показано, что применение им-
муносупрессивного режима на основе высоких 
доз циклофосфамида и флударабина приводило 
к увеличению количества донорских NK-клеток 
после их инфузии [10]. Клетки в дальнейшем 
подвергали стимуляции IL 2. В результате пол-
ной гематологической ремиссии достигли 5 из 
19 пациентов с неблагоприятным прогнозом 
ОМЛ. Наблюдались лишь преходящие побочные 
эффекты.

В работах была показана безопасность как 
аутологичных, так и аллогенных NK-клеток, как 
совпадающих по человеческому лейкоцитарно-
му антигену (HLA, Human Leukocyte Antigen), 
так и несовпадающих [10, 42, 43]. Возможность 
использования клеток от неродственного HLA-
несовместимого донора существенно увеличива-
ет выбор возможных доноров, а, следовательно, 
может значительно повысить доступность ко-
нечного продукта.

NK-клетки, полученные из индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток или 
эмбриональных стволовых клеток человека. 
В последнее время NK-клетки, полученные из 
стволовых клеток, например, из эмбриональных 

стволовых клеток человека или индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), 
показали себя многообещающими кандидатами 
для производства CAR NK-клеток. Они имеют 
фенотип и функции, аналогичные NK-клеткам, 
полученным из пуповинной или перифериче-
ской крови, и в то же время они воспроизво-
димы, поддаются генетической модификации и 
могут быть легко размножены в клиническом 
масштабе [44–46].

В работе P.S. Woll и соавт. была показана 
большая противоопухолевая активность NK-
клеток, полученных из эмбриональных ство-
ловых клеток человека, по сравнению с NK-
клетками, выделенными из пуповинной крови 
[44]. Авторы объяснили данный результат раз-
ницей в экспрессии антигенов на поверхности 
этих клеток. Процесс созревания NK-клеток 
связан с изменением экспрессии некоторых по-
верхностных антигенов. CD117+CD94-CD56+ 
NK-клетки относятся к незрелым NK-клеткам, 
тогда как зрелые NK-клетки с более компетент-
ными эффекторными функциями характеризу-
ются экспрессией CD94 в сочетании с низкой 
(low) (или отсутствующей) экспрессией CD117 
[47, 48]. CD117-/lowCD94+CD56+ NK-клетки экс-
прессируют молекулы, важные для функции 
NK-клеток, включая KIR, CD16, перфорины, 
гранзимы и FasL, которые не обнаруживаются 
на CD117+CD94-CD56+ NK-клетках [47, 48]. В 
работе P.S. Woll и соавт. было показано, что 
NK-клетки, выделенные из пуповинной кро-
ви, содержат как CD117-/lowCD94+CD56+, так и 
CD117+CD94-CD56+ популяции, в то время как 
NK-клетки, полученные из эмбриональных ство-
ловых клеток человека, более гомогенны: это 
CD117-/lowCD94+ клетки, и большинство этих 
клеток экспрессируют CD16 [44].

Y. Li и соавт. показали, что CAR NK-клетки, 
полученные из ИПСК человека, обладали спо-
собностью значительного подавления роста опу-
холи, имели увеличенную выживаемость и вы-
сокую цитотоксичность в модели рака яичников 
[49].

Таким образом, CAR NK-клетки, полученные 
из индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток или эмбриональных стволовых клеток 
человека, могут быть многообещающим ресур-
сом для создания стандартизированных, готовых 
к применению адоптивных иммунотерапевтиче-
ских продуктов. Более того, они могут быть 
генетически модифицированы для дальнейшего 
улучшения их устойчивости in vivo, преодоления 
иммуносупрессивного микроокружения опухоли 
и повышения их противоопухолевой способно-
сти. Эти клетки также можно использовать в со-
четании с другими методами лечения (например, 
такими как ингибирование контрольных точек).
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Заключение

Все существующие на данный момент источ-
ники NK-клеток (периферическая кровь, пупо-
винная кровь, эмбриональные стволовые клет-
ки человека, индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки и линия клеток NK-92) могут 
быть использованы для CAR-технологий. Одна-
ко данные источники обладают различными ха-
рактеристиками, которые могут быть наиболее 
предпочтительными для конкретных целей.

Суммируя, клетки линии NK-92 могут быть 
получены в достаточном количестве ex  vivo без 
значительных финансовых затрат, обладают вы-
соким уровнем цитотоксической активности по 
отношению к опухолевым клеткам, поддаются 
трансдукции. Однако после необходимого облу-
чения они теряют способность к пролиферации, 
что приводит к недолговечности ответа на CAR-
терапию. NK-клетки, выделенные из пуповин-
ной крови, обладают высокой пролиферативной 
способностью, но сниженной противоопухоле-
вой активностью. Объём клеток, выделенных 
из пуповинной крови, мал. NK-клетки перифе-
рической крови взрослого человека обладают 
большей функциональностью, но сниженной 
пролиферативной способностью. Однако клетки, 
выделенные из пуповинной и периферической 
крови, поддаются воздействию цитокинов IL-2 
и IL-15, что позволяет размножить их до не-
обходимого количества и увеличить цитотокси-
ческую способность. Особенностью NK-клеток 
периферической крови взрослого человека, явля-
ется их высокая вариабельность. NK-клетки, по-
лученные из стволовых клеток, имеют фенотип 
и функции, аналогичные NK-клеткам пуповин-
ной или периферической крови, и в то же время 
они воспроизводимы, поддаются генетической 
модификации и могут быть легко размножены в 
клиническом масштабе. В доклинических иссле-
дованиях они продемонстрировали выраженную 
противоопухолевую активность.

Наиболее перспективными источниками для 
приготовления CAR NK-продуктов клиническо-
го применения являются NK-клетки, получен-
ные из стволовых клеток. Однако требуются 
дальнейшие исследования для подтверждения 
эффективности и безопасности приготовленных 
из них клеточных препаратов.
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