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ЭКСПРЕССИЯ ЧЕК-ПОИНТ-МОЛЕКУЛ  
ПОПУЛЯЦИЯМИ РЕГУЛЯТОРНЫХ Т-КЛЕТОК 
ПРИ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМЕ 
Останин А.А., Баторова Д.С., Сизикова С.А., Крукович А.Б.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. При множественной миеломе (ММ) повышено содержание Т-лимфоцитов, экспрессиру-
ющих «чек-поинт»-молекулы PD-1, TIM-3, LAG-3 и др. Важную роль в патогенезе ММ также играют 
регуляторные Т-клетки (Treg), способные подавлять противоопухолевый иммунный ответ. Подобно 
эффекторным Т-лимфоцитам, часть Treg экспрессирует чек-поинт-рецепторы PD-1, TIM-3 и др., 
однако биологический смысл такой экспрессии, а также последствия блокады этих рецепторов не 
ясны. Также остается не изученным значение регуляторных Т-клеток I типа (Tr1), продуцирующих 
иммуносупрессорный цитокин интерлейкин-10, при ММ. Целью настоящей работы было изучение 
содержания PD-1- и TIM-3-экспрессирующих Treg и Tr1 у больных ММ.

В исследование были включены 36 больных ММ и 24 сопоставимых здоровых донора. Содержание 
популяций CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Treg и IL-10-подуцирующих CD4+IL-10+Tr1, экспрессирующих 
PD-1 и TIM-3, оценивали в периферической крови (ПК) и костном мозге (КМ) методом проточной 
цитометрии.

Относительное содержание циркулирующих CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Treg и IL-10-подуцирующих 
CD4+IL-10+Tr1 было значимо выше у больных ММ по сравнению со здоровыми донорами. Было 
отмечено более высокое по сравнению с Treg относительное содержание IL-10-продуцирующих 
Т-лимфоцитов. Относительное содержание Treg и Tr1 в образцах КМ значимо не отличалось от по-
казателей ПК. Доля Treg, экспрессирующих PD-1 и TIM-3, у больных ММ значимо не отличалась 
от значений здоровых доноров. Содержание PD-1- и TIM-3-позитивных CD4+IL-10+Т-клеток было 
значимо выше в образцах ПК больных ММ по сравнению с донорами.

IL-10-продуцирующие CD4+Т-клетки составляют значительную долю Т-лимфоцитов в ПК и КМ 
больных ММ и могут играть важную роль в патогенезе ММ. Их содержание превосходит количество 
CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Treg. Относительно небольшое количество Treg экспрессирует чек-поинт-
рецепторы PD-1 и TIM-3, не отличаясь от показателей доноров. Доля PD-1-/TIM-3-позитивных кле-
ток составляет ~20 % CD4+IL-10+Т-клеток и значимо превышает значения здоровых лиц. 

Ключевые слова: регуляторные Т-клетки, Tr1, IL-10, PD-1, TIM-3, множественная миелома
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EXPRESSION OF CHECKPOINT MOLECULES BY REGULATORY 
T CELLS IN MULTIPLE MYELOMA
Ostanin A.A., Batorova D.S., Sizikova S.A., Krukovich A.B.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. In multiple myeloma (MM), the content of T lymphocytes expressing “checkpoint” molecules 
PD-1, TIM-3, LAG-3, etc. is increased. Regulatory T cells (Treg) can suppress antitumor immune response 
and play a sufficient role in MM pathogenesis. Like effector T lymphocytes, some Tregs express checkpoint 
receptors PD-1, TIM-3, etc., however, the biological meaning of such expression, as well as the consequences 
of blockade of these receptors, are not clear. The significance of type I regulatory T cells (Tr1), which produce 
the immunosuppressive cytokine interleukin-10, in MM also remains unexplored. The purpose of this work was 
to study the content of PD-1- and TIM-3-expressing Tregs and Tr1 in patients with MM. The study included 
36 patients with MM and 24 matched healthy donors. The content of CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Tregs and 
IL-10-producing CD4+IL-10+Tr1 populations expressing PD-1 and TIM-3 was assessed in peripheral blood 
(PB) and bone marrow (BM) by flow cytometry. The relative content of circulating CD4+CD25hiCD127-

FoxP3+Tregs and IL-10-producing CD4+IL-10+Tr1 was significantly higher in MM patients compared to 
healthy donors. A higher relative content of IL-10-producing T lymphocytes was noted compared to Treg. The 
relative content of Tregs and Tr1 in BM samples did not differ significantly from PB values. The proportion of 
Tregs expressing PD-1 and TIM-3 in patients with MM did not differ significantly from the values in healthy 
donors. The content of PD-1- and TIM-3-positive CD4+IL-10+T cells was significantly higher in PB samples 
from MM patients compared to donors. 

IL-10-producing CD4+T cells constitute a significant proportion of T lymphocytes in the PB and BM of 
patients with MM and may play an important role in the pathogenesis of MM. Their content exceeds that 
of CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Treg. A relatively small number of Tregs express the checkpoint receptors 
PD-1 and TIM-3, no different from donors. The proportion of PD-1-/TIM-3-positive cells is ~20% of 
CD4+IL- 10+T cells and significantly exceeds the values of healthy individuals.

Keywords: regulatory T cells, Tr1, IL-10, PD-1, TIM-3, multiple myeloma

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 23-25-00399.

Введение
При множественной миеломе (ММ), как и 

при других неопластических процессах, повыше-
на доля как активированных, так и дисфункцио-
нальных Т-лимфоцитов, экспрессирующих «чек-
поинт»-молекулы PD-1, TIM-3, LAG-3 и др. [4]. 
Блокада анти-PD-1 таргетными препаратами 
в клинической практике и анти-TIM-3 в экс-
периментальных работах приводит к усилению 
противоопухолевого иммунного ответа. На анти-
PD-1 терапию хорошо отвечают многие солид-
ные опухоли, классическая лимфома Ходжкина 
и отдельные неходжкинские лимфомы. При этом 
применение подобной таргетной иммунотерапии 
может приводить к развитию вторичной рези-
стентности, аутоиммунных осложнений и гипер-
прогрессии опухоли [6]. Клинические испытания 
анти-PD-1 моноклональных антител при ММ 
были прерваны в связи с тяжелыми побочными 
реакциями и снижением показателей выживае-

мости [14]. Тем не менее продолжает рассматри-
ваться возможность применения ингибиторов 
чек-поинт-молекул после трансплантации гемо-
поэтических стволовых клеток.

Важную роль во взаимодействиях клеток опу-
холи и иммунной системы играют регуляторные 
Т-клетки (Treg), способные подавлять иммунный 
ответ. Увеличение содержания Treg при ММ ассо-
циировано с прогрессией заболевания [4]. 

Известно, что подобно эффекторным 
Т-лимфоцитам часть Treg экспрессирует чек-
поинт-рецепторы PD-1, TIM-3 и др., однако 
биологический смысл такой экспрессии, а также 
последствия блокады этих рецепторов не ясны. 
В работах in vitro и мышиных моделях показа-
но, что Treg, экспрессирующие рецепторы PD-1 
или TIM-3, являются активированными клет-
ками [13]. Контакт с соответствующими лиган-
дами, в отличие от эффекторных Т-клеток, по-
тенцирует функциональную активность Treg, а 
анти-PD-1/TIM-3 блокада, наоборот, приводит к 
ограничению супрессорного потенциала.

Кроме того, экспрессия PD-1 может быть 
связана с регуляторными Т-клетками 1-го типа 
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(Tr1), продуцирующими иммуносупрессорный 
цитокин IL-10 [12]. Клиническое значение Tr1 
при ММ остается во многом не изученным. 

При клиническом применении анти-PD-1 
моноклональных антител было продемонстриро-
вано, что данная терапия может приводить не к 
описанному выше снижению активности Treg, а к 
их активации, подобно тому, как это происходит 
с дисфункциональными эффекторными PD-1+Т-
клетками, на которые направлено действие анти-
чек-поинт ингибиторов. Клинически увеличение 
количества и активация PD-1+Treg ассоциирова-
ны с гиперпрогрессией опухоли [10]. Можно ли 
рассматривать активацию Treg в качестве одного 
из механизмов, опосредовавших отрицательные 
результаты анти-чек-поинт-терапии при ММ, не 
известно.

Целью настоящей работы было изучение со-
держания PD-1- и TIM-3-экспрессирующих Treg 
и Tr1 у больных ММ.

Материалы и методы
В исследование после подписания информи-

рованного согласия были включены 36 больных 

ММ, находившихся на стационарном лечении в 
отделении гематологии Клиники иммунопатоло-
гии НИИФКИ, и 24 сопоставимых здоровых до-
нора.

Медиана возраста пациентов составила 55 лет 
(39-68 лет). Распределение по полу: 20 женщин, 
16 мужчин. У 25 больных диагностирован IgG-
вариант ММ, у четырех – IgA, у пяти – миелома 
Бенс-Джонса, у двух – нет данных. Стадия забо-
левания по Durie-Salmon: II – у 11 больных, III – 
у 25 больных. У 23 на момент обследования был 
зарегистрирован полный или частичный ответ, у 
13 – отсутствие ответа на терапию (стабилизация 
или прогрессия болезни). 

Содержание популяций CD4+CD25hiCD127- 

FoxP3+Treg и IL-10-подуцирующих CD4+IL- 10+Tr1,  
экспрессирующих PD-1 и TIM-3, оценивали в 
периферической крови (ПК) и костном мозге 
(КМ) пациентов после курса индукционной те-
рапии. Образцы ПК и КМ больных ММ полу-
чали при проведении стандартных диагностиче-
ских процедур. Лизис эритроцитов проводили 
раствором Lysing Buffer (BD Biosciences, США). 
Методом проточной цитометрии оценивали от-

Рисунок 1. Стратегия гейтирования популяций регуляторных Т-клеток
Примечание. Представлена цитометрическая характеристика (A) CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Treg и (Б) IL-10-подуцирующих 
CD4+IL-10+Treg 1-го типа (Tr1), экспрессирующих ингибиторные сигнальные молекулы PD-1 и TIM-3, больного множественной 
миеломой. В – различные популяции CD4+Т-клеток экспрессируют транскрипционный фактор FoxP3 и продуцируют IL-10.
Figure 1. Gating strategy for regulatory T cell populations
Note. Cytometric characterization of (A) CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Tregs and (B) IL-10-producing CD4+IL-10+ type 1 Tregs (Tr1) expressing 
inhibitory signaling molecules PD-1 and TIM-3 is presented. C, Different populations of CD4+T cells express the transcription factor FoxP3 and 
produce IL-10. Data of a patient with multiple myeloma are presented.
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носительное содержание популяций Treg, экс-
прессирующих PD-1 или TIM-3, используя 
анти-CD4 (FITC), анти-CD25 (PE/Cy 7, APC-
Cy7), анти-CD127 (Alexa Fluor 647), анти-FoxP3 
(PerCP/ Cy 5.5), анти-IL-10 (PE), анти-PD-1 (PE, 
APC), анти-TIM-3 (PE, PerCP/Cy 5.5, BV421) 
моноклональные антитела (BD Biosciences или 
BioLegend, США). Для исследования внутрикле-
точной продукции IL-10 мононуклеарные клетки 
(МНК) активировали в течение 5 ч. форболми-
ристат ацетатом (Sigma, Германия; конечная кон-
центрация 10 нг/мл суспензии клеток), иономи-
цином (Sigma; конечная концентрация 10 мкг/мл 
суспензии клеток); после первого часа активации 
в суспензию клеток добавляли ингибитор транс-
порта белков BD GolgiStop™ (BD Biosciences, 
США). Фиксацию и пермеабилизацию МНК для 
оценки внутриядерной экспрессии FoxP3 и вну-
триклеточной продукции IL-10 проводили после 
инкубации клеток с моноклональными анти-
телами против поверхностных антигенов; ис-
пользовали набор растворов для фиксации/пер-
меабилизации True-Nuclear Transcription Factor 
Buffer Set (BioLegend, США). Исследование про-
водили на проточном цитометре FACS Canto II 
(BD Biosciences, США). Анализ проводили после 
накопления не менее 50 000 событий в регионе 
CD4+Т-клеток. Стратегия гейтирования пред-
ставлена на рисунке 1.

Статистическую обработку данных проводи-
ли в GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). 
Для оценки значимости различий использова-
ли U-критерий Манна–Уитни. Данные в тексте 
представлены в виде медианы и интерквартиль-
ного диапазона. Различия считали статистически 
значимыми при уровне значимости p < 0,05 (дву-
стороннем).

Результаты и обсуждение
Относительное содержание циркулирую-

щих CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Treg и IL-10-
подуцирующих CD4+IL-10+Tr1 было значимо 
выше у больных ММ (n = 33) по сравнению со 
здоровыми донорами (n = 24): 3,06% (2,13-5,35%) 
против 1,96% (0,92-3,16%); PU = 0,0054, и 22,1% 
(9,3-31,93%) против 10,7% (7,33-19,38%); PU = 
0,046 соответственно, данные приведены в виде 
доли от CD4+T-клеток. Нужно отметить более 
высокое по сравнению с Treg относительное со-
держание IL-10-продуцирующих Т-лимфоцитов, 
при этом значительная доля FoxP3+Treg была 
IL- 10-негативной (рис.  1В). Относительное со-
держание Treg и Tr1 в образцах КМ (n = 13) зна-
чимо не отличалось от показателей ПК (приведе-
ны выше): 4,37% (2,07-6,02%); PU = 0,040, и 20,5% 
(13,6-27,4%); PU = 0,95 соответственно. 

Доля Treg, экспрессирующих рецепторы PD-1 
и TIM-3, у больных ММ значимо не отличалась 
от значений здоровых доноров (рис. 2). Содержа-
ние PD-1- и TIM-3-позитивных CD4+IL-10+Т-
клеток было значимо выше в образцах ПК боль-
ных ММ по сравнению с донорами (рис. 3). 

Описанное увеличение количества Treg при 
ММ в микроокружении опухоли и в ПК согласу-
ется с ранее опубликованными данными и явля-
ется одним из механизмов ускользания малигни-
зированных клеток из-под иммунного надзора и 
одной из причин малоэффективного иммунного 
ответа [9]. Feyler и соавт. показано, что опухоле-
вые плазматические клетки больных ММ, а так-
же ее клеточных линий обладают способностью 
индуцировать образование Treg [7]. Beyer и соавт. 
при исследовании показателей ПК 76 пациентов 
с ММ и моноклональными гаммапатиями неяс-
ного генеза показали более высокое содержание 
CD4+CD25highFoxP3+Treg при этих нозологиях, 
для ММ также было выявлено увеличение их ко-
личества в зависимости от стадии болезни [3]. На 
массиве из 207 больных ММ была выявлена ас-
социация более высокого содержания Treg с раз-
витием рецидива заболевания, а также тяжелыми 
осложнениями (гиперкальциемия, более низкое 
количество нормальных В-клеток) [11]. Более 
высокое количество Treg также было ассоцииро-
вано с быстрым прогрессированием болезни при 
ММ [8, 11]. 

Несмотря на про-опухолевую роль IL-10 в па-
тогенезе ММ, данных о IL-10-продуцирующих 
популяциях Т-клеток при этом заболевании не-
достаточно. Полученные нами данные об отно-
сительном количестве IL-10-продуцирующих 
Т-лимфоцитов представляются важными для по-
нимания патогенеза ММ, с учетом описываемого 
нами более высокого их содержания по сравне-
нию с CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Treg. Ранее Wang 
и соавт. не выявили различий по уровню продук-
ции IL-10 FoxP3hi/CD25++Treg между больными 
ММ и здоровыми донорами, однако также от-
метили более высокую секрецию этого цитокина 
CD4+CD45RA−FoxP3lo/CD25+Т-клетками [15].

Увеличение PD-1- и/или TIM-3-экспрес-
си рующих Treg описано в моделях опухолей и 
при различных онкологических заболеваниях, в 
большинстве исследований отмечается селектив-
ное увеличение в опухолевом микроокружении 
и выраженный супрессорный потенциал PD-1+/
TIM-3+Treg [1]. По данным Roessner и соавт., экс-
прессия PD-1 также может быть ассоциирована 
с популяцией CD25-FoxP3-Tr1 при хроническом 
лимфолейкозе [12]. В работах, основанных на 
анализе результатов клинических испытаний 
анти-PD-1 моноклональных антител, продемон-
стрировано увеличение количества и функцио-
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Рисунок 2. Относительное содержание CD4+CD25hiCD127-

FoxP3+ регуляторных Т-клеток, экспрессирующих PD-1 
и TIM-3, здоровых доноров и больных множественной 
миеломой
Примечание. Данные представлены в виде медианы, 
интерквартильного диапазона, минимального 
и максимального значений. Доля PD-1+ и TIM-3+Т-клеток 
представлена в виде процента от Treg.
Figure 2. Relative counts of CD4+CD25hiCD127-FoxP3+ 

regulatory T cells expressing PD-1 and TIM-3 in healthy donors 
and patients with multiple myeloma
Note. Data are presented as median, interquartile range, minimum 
and maximum values. The proportion of PD-1+ and TIM-3+T cells is 
presented as a percentage of Tregs.

Рисунок 3. Относительное содержание CD4+IL-10+Т-
клеток, экспрессирующих PD-1 и TIM-3, здоровых 
доноров и больных множественной миеломой
Примечание. Данные представлены в виде медианы, 
интерквартильного диапазона, минимального 
и максимального значений. Доля PD-1+ и TIM-3+Т-клеток 
представлена в виде процента от CD4+IL-10+. Значимость 
различий между группами оценена по U-критерию Манна–
Уитни.
Figure 3. Relative counts of CD4+IL-10+T cells expressing PD-1 
and TIM-3 in healthy donors and patients with multiple myeloma
Note. Data are presented as median, interquartile range, minimum 
and maximum values. The proportion of PD-1+ and TIM-3+T cells is 
presented as a percentage of CD4+IL-10+. P values are assessed with 
the Mann–Whitney U test. 

нальной активности PD-1+Treg, причем Kamada 
и соавт. прямо связали синдром гиперпрогрессии 
опухоли при раке желудка с активацией этих кле-
ток [10].

При ММ данные о PD-1+/TIM-3+Treg очень 
ограничены и представлены работами послед-
них лет. Bae и соавт. также описали более высо-
кое содержание Treg, экспрессирующих PD-1 
и LAG-3, у больных ММ, обработка анти-PD-1 
моноклональными антителами in vitro приво-
дила к усилению экспансии Treg [2]. В недавней 
работе Dahlhoff и соавт. экспрессия чек-поинт-
рецепторов опухоль-ассоциированными Treg от-
ражала высокую супрессорную активность [5]. 
Данные об экспрессии PD-1 и/или TIM-3 Tr1, а 
также влиянии анти-PD-1 блокирующих моно-

клональных антител на Treg и Tr1 при ММ в на-
стоящее время отсутствуют.

Заключение
Таким образом, IL-10-продуцирующие 

CD4+Т-клетки составляют значительную 
долю Т-лимфоцитов в ПК и КМ больных 
ММ. Их содержание превосходит количество 
CD4+CD25hiCD127-FoxP3+Treg. Относитель-
но небольшое количество Treg (~10%) экспрес-
сирует чек-поинт-рецепторы PD-1 и TIM-3, не 
отличаясь от показателей доноров. Доля PD-1-/
TIM-3-позитивных клеток составляет  ~20% 
CD4+IL-10+Т-клеток и значимо превышает зна-
чения здоровых лиц.
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