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Резюме. В работе представлен анализ относительного содержания PD-1- и TIM-3-позитивных ре-
гуляторных Т-клеток (Treg) и интерлейкин-10(IL-10)-продуцирующих CD4⁺ T-клеток у пациентов 
с множественной миеломой. Цель исследования: оценить содержание Treg и CD4⁺IL-10⁺ Т-клеток, 
экспрессирующих чекпоинт рецепторы PD-1, TIM-3 и маркер функциональной активности CD39 у 
пациентов с множественной миеломой после высокодозной химиотерапии с трансплантацией ауто-
логичных гемопоэтических стволовых клеток. Материалы и методы. В исследование были вклю-
чены 47 больных с множественной миеломой и 27 сопоставимых здоровых доноров. Содержание 
популяций CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ Treg и IL-10-продуцирующих CD4⁺ Т-клеток, экспрессиру-
ющих PD-1 и TIM-3, эктонуклеотидазу CD39, транскрипционные факторы эомезодермин (EOMES) 
и FOXP3 оценивали в периферической крови методом проточной цитометрии.  Результаты ис-
следования. Относительное содержание Treg и IL-10-продуцирующих CD4⁺ Т-клеток было выше 
у больных с множественной миеломой в сравнении с донорами. Количество IL-10-продуцирующих 
Т-клеток было выше у больных миеломой в сравнении с популяцией Treg у той же когорты паци-
ентов. Доля Treg, экспрессирующих рецепторы PD-1 и TIM-3, у больных с множественной миело-
мой в ремиссии значимо не отличалась от значений у доноров. После высокодозной химиотерапии 
с трансплантацией аутологичных гемопоэтических стволовых клеток возрастало содержание Treg 
в сравнении со значениями перед высокодозной химиотерапией. Относительное количество CD39⁺ 
Treg клеток было значимо выше у больных с множественной миеломой в ремиссии в сравнении с 
донорами. TIM-3⁺ Treg больных множественной миеломой более активированы в сравнении с PD-1⁺ 
популяцией клеток данных пациентов. После высокодозной химиотерапии с трансплантацией ауто-
логичных гемопоэтических стволовых клеток функциональная активность Treg значимо возраста-
ла. Установлено, что более 90% IL-10-продуцирующих Т-клеток экспрессируют транскрипционный 
фактор EOMES.

Ключевые слова: регуляторные Т-клетки, IL-10, PD-1, TIM-3, множественная миелома 

Конфликт интересов отсутствует.
Контактная информация автора, ответственного за переписку:
Васильченко Полина Вячеславовна 
p.vasilchenko@g.nsu.ru
Дата поступления: 01.09.2024 
Образец цитирования: Васильченко П.В., Баторов Е.В., Аристова Т.А., Денисова В.В., Баторова 

Д.С., Сизикова С.А., Ушакова Г.Ю., Останин А.А., Черных Е.Р. Экспрессия PD-1 и TIM-3 регулятор-
ными Т-клетками и интерлейкин-10-продуцирующими CD4⁺ Т-клетками у пациентов с множествен-



423      JOURNAL OF URAL MEDICAL ACADEMIC SCIENCE 2024, Vol. 21, No. 4

vestnikural.ru

on-line ISSN 2500-0918

Immunology, Microbiology, Genetics

ной миеломой после трансплантации аутологичных гемопоэтических стволовых клеток. [Электрон-
ный ресурс] Вестник уральской медицинской академической науки. 2024, Том 21, № 4, с. 422–435, 
DOI: 10.22138/2500-0918-2024-21-4-422-435

Введение
Множественная миелома (ММ) является одним из злокачественных гематологических заболева-

ний, при котором происходит поражение В-клеточного звена иммунитета; отличительная черта – не-
контролируемая пролиферация мутировавших клональных плазматических клеток в красном кост-
ном мозге [1, 2].

Заболевание развивается как моноклональная гаммапатия неопределенного значения вследствие 
цитогенетических изменений, инициирующих драйверные мутации, позднее эволюционирует в тле-
ющую (бессимптомную) миелому, прогрессируя в конце до симптоматической миеломы с инфиль-
трацией костного мозга. 

При ММ в избытке синтезируются специфические антитела, которые могут вызывать клинические 
проявления в виде остеолитических поражений, анемии, гиперкальциемии и почечной недостаточ-
ности [3, 4]. 

В прогрессировании ММ важное значение отводится иммуносупрессивной природе микроокруже-
ния костного мозга, которое создает благоприятные условия для пролиферации опухолевого клона 
[5]. Одним из механизмов ускользания от иммунного надзора является повышение поверхностной 
экспрессии рецепторов иммунных «контрольных точек» («чекпоинт», immune checkpoints), сигналы 
которых ограничивают функции эффекторных Т-клеток [6]. Иммунные контрольные точки поддер-
живают аутотолерантность и защищают собственные ткани от избыточной активности иммунной 
системы. Однако благодаря этому опухолевые клетки ускользают от иммунного ответа и формируют 
лекарственную устойчивость. Изменения в экспрессии иммунных контрольных точек напрямую свя-
заны с прогнозом и активностью злокачественного процесса [7].

Особая роль в регуляции микроокружения принадлежит экспрессии ингибирующих чекпоинт 
рецепторов, таких как PD-1 (programmed cell death protein-1) и TIM-3 (T-cell immunoglobulin and 
mucine-domain containing-3). При взаимодействии данных рецепторов с соответствующими лиган-
дами осуществляется нарушение функции эффекторных Т-клеток [8]. Изменения в соотношении 
экспрессии чекпоинт рецепторов у больных ММ может лежать в основе высоких рисков рецидивов 
и неблагоприятного течения заболевания. Применение моноклональных антител – ингибиторов чек-
поинт рецепторов – имеет целью восстановление противоопухолевого иммунитета [6, 9].

Несмотря на то, что миелоаблативная высокодозная химиотерапия (ВХ) с трансплантацией аутоло-
гичных гемопоэтических стволовых клеток (ауто-ТГСК) после индукционной терапии остается ре-
комендуемым методом лечения ММ, у практически всех больных заболевание рецидивирует и про-
грессирует [10]. Использование ингибиторов протеасом, а также иммуномодуляторов, имеет важное 
значение в терапии ММ, однако потребность в альтернативных методах лечения ММ остается акту-
альной [10]. В связи выявленным аномальным микроокружением опухоли, перспективной является 
разработка иммунной терапии, основанной на ингибировании иммунных контрольных точек после 
ВХ с ауто-ТГСК [9,10]. Однако, неизвестно патогенетическое значение экспрессии ингибирующих 
чекпоинт рецепторов на регуляторных Т-клетках (Treg), популяции Т-хелперов с иммуносупресси-
рующей активностью. Остается открытым вопрос о возможном негативном влиянии Treg на резуль-
таты анти-PD-1 таргетной терапии, так как воздействие анти-PD1 моноклональных антител способ-
но оказать противоположный эффект и еще больше усилить активность Treg [11]. 

Цель: оценка содержания Treg, экспрессирующих чекпоинт рецепторы PD-1, TIM-3 и маркер функ-
циональной активности CD39, у пациентов с множественной миеломой после высокодозной химио-
терапии с трансплантацией аутологичных гемопоэтических стволовых клеток.

Материалы и методы 
Пациенты
Данное исследование было одобрено локальным этическим комитетом НИИФКИ. Пациенты вклю-

чались в группы после подписания формы информированного добровольного согласия. Обследовано 
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47 пациентов с ММ в возрасте 36-69 лет (медиана 51 год) в полной или частичной ремиссии. Гендер-
ный состав: 25 женщин и 22 мужчины. У 35 пациентов диагностирован IgG-вариант парапротеина, 
у 5 – IgA вариант, у 7 – миелома Бенс-Джонса. Перед ВХ пациенты получали стандартные бортезо-
миб-содержащие курсы индукционной терапии, при необходимости – курсы второй линии (DCEP 
– режим иммунохимиотерапии, включающий циклофосфамид, этопозид, цисплатин, дексаметазон, 
EDAP – содержащий этопозид, дексаметазон, цитарабин, цисплатин) или терапию на основе лена-
лидомида. Средняя доза реинфузированных CD34⁺ гемопоэтических клеток-предшественников со-
ставила 4,4×10⁶/кг (3,3-6,0×10⁶/кг).

Вместе с этим изучены показатели в группе из 27 сопоставимых по полу и возрасту здоровых до-
норов в качестве контроля.

Проточная цитометрия
Образцы периферической крови пациентов для исследования получали после индукционной тера-

пии перед проведением ВХ (n=34) и после ауто-ТГСК (дни +14 – +25) (n=22). 
Методом проточной цитометрии оценивали CD4⁺CD25hiCD127-FOXP3⁺ Treg и CD4⁺IL-10⁺ T-клетки, 

экспрессирующие PD-1 или TIM-3, используя коктейль моноклональных антител Human Regulatory 
T-Cell Cocktail (BD Pharmingen™, США, Cat №560249), анти-CD4 (FITC, BD Pharmingen™, США), 
анти-CD25 (APC-Cy7, BD Pharmingen™, США), анти-CD39 (APC, BD Pharmingen™, США), анти-
FOXP3 (PerCP/Cy 5.5, Biolegend, США), анти-IL-10 (PE, BD Pharmingen™, США), анти-EOMES 
(APC, R&D Systems, США), анти-PD-1 (PE, APC, BD Pharmingen™, США), анти-TIM-3 (PE, PerCP/
Cy 5.5, Biolegend, США; BV421, BD Pharmingen™, США) моноклональные антитела. 

Экспрессию эктонуклеотидазы CD39 на PD-1/TIM-3-позитивных и негативных Treg исследовали в 
отдельной серии экспериментов на CD4⁺CD25hiFOXP3⁺ Т-клетках. 

Для оценки внутриклеточного содержания IL-10 мононуклеарные клетки (МНК) активировали в 
течение 5 часов форболмиристат ацетатом (Sigma, Германия; конечная концентрация 10 нг/мл су-
спензии клеток), иономицином (Sigma; конечная концентрация 10 мкг/мл суспензии клеток); после 
первого часа добавляли BD GolgiStop™ (BD Pharmingen™, США). Для фиксации и пермеабили-
зации МНК использовали набор растворов True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set (Biolegend, 
США). Исследование проводили на проточном цитометре FACS Canto II (BD Biosciences, США). 
Анализ результатов проводили после накопления не менее 30000 событий в регионе CD4⁺ Т-клеток. 
Стратегия гейтирования представлена на рисунке 1.

Статистический анализ данных
Данные анализировали с помощью пакета программ Statistica v.6.0 (StatSoft, США). Данные пред-

ставлены в виде медианы и интерквартильного диапазона. Сравнение между двумя группами прово-
дили с помощью U-непараметрического теста Манна-Уитни. Сравнение между двумя показателями 
внутри группы проводили с помощью парного критерия знаков. Двусторонний p<0,05 указывал на 
достоверную разницу и считался статистически значимым.

Результаты
Относительное содержание циркулирующих CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ Treg и IL-10-продуцирующих 

CD4⁺ T-клеток было значимо выше у больных ММ в стадии ремиссии перед ВХ в сравнении с доно-
рами (Табл. 1), количество IL-10-продуцирующих Т-лимфоцитов было выше в сравнении с популя-
цией Treg. Доля Treg, экспрессирующих рецепторы PD-1 и TIM-3, у больных ММ в ремиссии перед 
ВХ не имела значимых отличий от значений у доноров (Табл. 1). В сравнении со здоровыми людь-
ми, в образцах больных ММ перед ВХ было увеличено только содержание PD-1-экспрессирующих 
CD4⁺IL-10⁺ Т-клеток (Табл. 1).

У пациентов c ММ после прохождения процедуры ауто-ТГСК было значимо увеличено процентное 
содержание CD4⁺CD25hiCD127-FOXP3⁺ Treg, PD-1- и TIM-3-экспрессирующих субпопуляций Treg, 
IL-10-продуцирующих CD4⁺ T-клеток и доля PD-1-позитивных CD4⁺IL-10⁺ Т-клеток в сравнении 
со здоровыми людьми. Содержание PD-1-/TIM-3-экспрессирующих популяций Treg и CD4⁺IL-10⁺ 
Т-клеток после ауто-ТГСК не изменялось по сравнению со значениями перед ВХ, однако значимо 
повышался уровень Treg в целом (Табл. 1).

В нашем исследовании, учитывая установленную роль эктонуклеотидазы CD39 в продукции аде-
нозина, обладающего супрессорными функциями [12], было проведено исследование экспрессии 



425      JOURNAL OF URAL MEDICAL ACADEMIC SCIENCE 2024, Vol. 21, No. 4

vestnikural.ru

on-line ISSN 2500-0918

Immunology, Microbiology, Genetics

CD39 на Treg (Рис. 2). 
Установлено, что относительное количество циркулирующих CD39⁺ CD4⁺CD25hiFOXP3⁺ Treg у до-

норов было небольшим, независимо от экспрессии PD-1 и TIM-3. Доля CD39⁺ Treg была значитель-
но выше у больных ММ в ремиссии перед ВХ в сравнении с донорами как в общем пуле клеток, 
так и в PD-1ˉ и TIM-3-позитивных и негативных субпопуляциях (Табл. 2). При этом объем CD39-
экспрессирующих клеток был выше в субпопуляциях TIM-3⁺ и PD-1⁺TIM-3⁺ Treg в сравнении с PD-1⁺ 
Treg (p=0,0013 согласно критерию знаков). У пациентов c ММ после прохождения процедуры ауто-
ТГСК было отмечено дальнейшее увеличение количества CD39⁺ Treg. Значимое увеличение в срав-
нении с показателями перед ВХ отмечено для популяции Treg в целом, для PD-1-экспрессирующей 
субпопуляции и для Treg, не экспрессирующих PD-1 и TIM-3 (Табл. 2).

  

Рисунок 1. Стратегия гейтирования регуляторных Т-клеток
Примечание: представлена цитометрическая характеристика (A) CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ регу-

ляторных Т-клеток и (B) IL-10-подуцирующих CD4⁺ Т-клеток, экспрессирующих чекпоинт рецепторы 
PD-1 и TIM-3, больного множественной миеломой

Figure 1. Regulatory T-cell gating strategy
Note: cytometric characterization of (A) CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ regulatory T-cells and (B) IL-10-

producing CD4⁺ T-cells expressing checkpoint receptors PD-1 and TIM-3 in a patient with multiple myeloma 
is shown

В выполненном исследовании нами также был изучен уровень экспрессии фактора транскрипции 
эомезодермина (EOMES), ассоциированного с функциональной активностью IL-10-продуцирующих 
Treg 1-го типа (Tr1), и FOXP3, характерного для Treg, однако его экспрессия для Tr1 остаётся в на-
стоящее время предметом дискуссий. 

Показано, что более 90% IL-10-продуцирующих CD4⁺ Т-клеток являются EOMES-позитивными, 
при этом около 30-50% ко-экспрессируют FOXP3. Изолированная FOXP3⁺EOMES- наблюдалась 
крайне редко (Рис. 3, Табл. 3). 
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Таблица 1 
Относительное количество PD-1- и TIM-3-экспрессирующих CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ 

регуляторных Т-клеток и IL-10-продуцирующих CD4⁺ Т-клеток в периферической крови доноров 
и больных множественной миеломой

Table 1 
The relative number of PD-1- and TEAM-3-expressing CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ regulatory T-cells and 

IL-10-producing CD4⁺ T-cells in the peripheral blood of donors and patients with multiple myeloma

Показатель 
Indicator

Доноры 
Donors

Больные перед высокодозной 
химиотерапией Patients before 

high-dose chemotherapy

Больные 
после ауто-ТГСК 

Patients after aHSCT
Treg, % от числа лимфоцитов 
Treg, % of the number of lymphocytes

0,8 
(0,3-1,5)

1,5 
(0,9-2,3)**

3,4 
(1,5-3,6)**#

PD1⁺, % от числа Treg 
PD1⁺, % of the number of Treg

6,2 
(2,0-11,4)

8,1 
(4,2-18,6)

11,2 
(4,1-18,1)*

TIM3⁺, % от числа Treg 
TIM3⁺, % of the number of Treg

6,1 
(2,8-11,8)

10,1 
(1,6-21,2)

17,8 
(3,8-35,7)*

CD4⁺IL10⁺, % от числа лимфоцитов 
CD4⁺IL10⁺, % of the number of lymphocytes

3,4 
(2,4-4,1)

5,4 
(3,1-11,4)*

5,5 
(4,0-8,5)*

PD1⁺, % от числа CD4⁺IL10⁺ 
PD1⁺, % of the number of CD4⁺IL10⁺

10,3 
(7,0-14,8)

19,35 
(13,9-29,7)*

35,5 
(22,7-38,2)**

TIM3⁺, % от числа CD4⁺IL10⁺ 
TIM3⁺, % of the number of CD4⁺IL10⁺

13,9 
(6,8-17,7)

14,8 
(11,9-18,8)

13,5 
(10,6-19,9)

Примечание: ауто-ТГСК – трансплантация аутологичных гемопоэтических стволовых клеток; дан-
ные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона; значимость различий между 
группами оценена по U-критерию Манна-Уитни; *PU <0,05, **PU <0,005 – в сравнении с донорами, 
#PU <0,01 – в сравнении с больными перед высокодозной химиотерапией

Note: aHSCT – autologous haematopoietic stem cell transplantation;  the data is presented in the form of 
a median and an interquartile range; the significance of differences between groups was assessed using the 
Mann-Whitney U-test; *PU <0,05, **PU <0,005 – compared with healthy donors, #PU <0,01 – compared 
with patients before high-dose chemotherapy

 

Рисунок 2. Стратегия гейтирования регуляторных Т-клеток, экспрессирующих эктонуклеотидазу CD39
Примечание: представлена цитометрическая характеристика CD4⁺CD25hiFOXP3⁺ Treg, экспрессирую-

щих чекпоинт рецепторы PD-1 и TIM-3 и эктонуклеотидазу CD39, больного множественной миеломой
Figure 2. Gating strategy for regulatory T-cells expressing CD39 ectonucleotidase
Note: cytometric characterization of CD4⁺CD25hiFOXP3⁺ Tregs expressing checkpoint receptors PD-1 and 

TIM-3 and ectonucleotidase CD39 in a patient with multiple myeloma is presented
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Таблица 2 
Относительное содержание регуляторных Т-клеток, экспрессирующих CD39, 

у больных множественной миеломой и доноров
Table 2 

Relative abundance of CD39-expressing regulatory T-cells in patients 
with multiple myeloma and donors

Показатель 
Indicator

Доноры 
Donors

Больные перед высоко-
дозной химиотерапией 
Patients before high-dose 

chemotherapy

Больные после ауто-ТГСК 
Patients after aHSCT

CD39⁺, % от числа Treg 
CD39⁺, % of the number of Treg

5,3 
(3,1-25,5) 56,7 (26,2-72,5)** 83,4 (66,0-91,7)**#

CD39⁺, % от числа PD1⁺ Treg 
CD39⁺, % of the number of PD1⁺ Treg

6,0 
(1,8-16,7) 50,2 (28,8-62,8)* 84,7 (63,4-88,6)**#

CD39⁺, % от числа TIM3⁺ Treg 
CD39⁺, % of the number of TIM3⁺ Treg

16,2 
(0,0-32,4) 75,1 (58,0-91,1)** 92,4 (76,9-4,9)**

CD39⁺, % от числа PD1⁺TIM3⁺ Treg 
CD39⁺, % of the number of PD1⁺TIM3⁺ Treg

14,3 
(8,3-33,3) 76,9 (62,0-85,9)* 89,5 (70,4-96,4)**

CD39⁺, % от числа PD1ˉTIM3ˉ Treg 
CD39⁺, % of the number PD1ˉTIM3ˉ Treg

6,8 
(1,9-12,5) 49,1 (17,3-73,2)** 82,8 (56,0-89,9)**#

Примечание: ауто-ТГСК – трансплантация аутологичных гемопоэтических стволовых клеток; дан-
ные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона; значимость различий между 
группами оценена по U-критерию Манна-Уитни; *PU <0,05, **PU <0,005 – в сравнении с донорами, 
#PU <0,05 – в сравнении с больными перед высокодозной химиотерапией

Note: aHSCT – autologous haematopoietic stem cell transplantation;  the data is presented in the form of 
a median and an interquartile range; the significance of differences between groups was assessed using the 
Mann-Whitney U-test; *PU <0,05, **PU <0,005 – compared with healthy donors, #PU <0,05 – compared 
with patients before high-dose chemotherapy

 

Рисунок 3. Стратегия гейтирования IL-10-продуцирующих CD4⁺ Т-клеток, экспрессирующих транс-
крипционные факторы EOMES и FOXP3

Примечание: представлена цитометрическая характеристика IL-10-продуцирующих CD4⁺IL-10⁺ 
Т-клеток, экспрессирующих транскрипционные факторы EOMES и FOXP3, больного множественной 
миеломой

Figure 3. Gating strategy for IL-10-producing CD4⁺ T-cells expressing EOMES and FOXP3 transcription factors
Note: cytometric characterization of IL-10-producing CD4⁺IL-10⁺ T-cells expressing transcription factors 

EOMES and FOXP3 in a patient with multiple myeloma is presented
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Таблица 3 
Относительное содержание транскрипционных факторов FOXP3 и EOMES в IL-10-продуцирующих 

CD4⁺ Т-клетках у доноров и больных множественной миеломой
Table 3 

Relative content of transcription factors FOXP3 and EOMES in IL-10-producing CD4⁺ T-cells from donors 
and patients with multiple myeloma

Показатель 
Indicator

Доноры 
Donors 

Больные перед высокодозной химиотерапией 
Patients before high-dose chemotherapy

FOXP3⁺EOMESˉ, % от числа CD4⁺IL10⁺ 
FOXP3⁺EOMESˉ, % of the number CD4⁺IL10⁺

0 
(0-0)

0,7 
(0,6-1,7)

EOMES⁺FOXP3ˉ, % от числа CD4⁺IL10⁺ 
EOMES⁺FOXP3ˉ, % of the number CD4⁺IL10⁺

49,9 
(43,8-57,3)

68,3 
(43,9-84,0)

FOXP3⁺EOMES⁺, % от числа CD4⁺IL10⁺ 
FOXP3⁺EOMES⁺, % of the number CD4⁺IL10⁺

50,0 
(42,4-56,2)

30,6 
(15,352,0)

Примечание: данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона
Note: the data is presented in the form of a median and an interquartile range

Обсуждение
В нашем исследовании была охарактеризована экспрессия чекпоинт рецепторов PD-1 и TIM-3 по-

пуляциями CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ Treg и IL-10-продуцирующими CD4⁺ Т-клетками у больных 
ММ в стадии ремиссии после индукционной терапии и после ВХ с ауто-ТГСК.

Установлено, что относительное содержание циркулирующих Treg было значимо выше у больных 
ММ в сравнении с донорами. Согласно известным данным, ранее было описано как снижение [13], 
так и увеличение [14, 15] количества Treg в сравнении с пулом здоровых людей, равно как и от-
сутствие выявленных изменений [16, 17]. По нашим данным доля CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ Treg, 
экспрессирующих ингибиторные рецепторы PD-1 и TIM-3, у здоровых и у больных ММ в стадии ре-
миссии после индукции была относительно низкой. После ВХ с ауто-ТГСК выявлено значимое уве-
личение содержания CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ Treg в сравнении со значениями перед ВХ, а PD-1- и 
TIM-3-экспрессирующих субпопуляций Treg – в сравнении со значениями доноров.

Полученные данные по экспрессии мембранного «супрессорного» экзофермента CD39 свидетель-
ствуют о выраженном функциональном потенциале Treg у больных ММ в сравнении с донорами. 
Доля CD39⁺ клеток в субпопуляции PD-1⁺ Treg находилась на уровне PD-1ˉTIM-3ˉ Treg. TIM-3-
позитивные Treg, по-видимому, более активированы (на основании данных относительного содер-
жания CD39⁺ Treg). После ВХ с ауто-ТГСК функциональная активность Treg в целом и PD-1⁺ субпо-
пуляций значимо увеличивалась.

По нашим данным, относительное количество IL-10-продуцирующих CD4⁺ Т-клеток было выше у 
больных ММ в сравнении с донорами. Сходные отличия установлены и у циркулирующих CD4⁺IL-10⁺, 
экспрессирующих PD-1.

Широко известно, что экспрессия PD-1 и TIM-3 Treg при онкологических заболеваниях, как прави-
ло, ассоциирована с выраженной супрессорной активностью [11, 18]. P.M. Roessner et al. (2021) свя-
зывали экспрессию PD-1 с популяцией IL-10-продуцирующих CD25ˉFOXP3ˉ регуляторных Т-клеток 
I типа при хроническом лимфолейкозе [19].  При ММ данные о PD-1⁺/TIM-3⁺ Treg ограничены. Опи-
сано более высокое содержание Treg, экспрессирующих PD-1 и LAG-3, обработка анти-PD-1 моно-
клональными антителами in vitro приводила к усилению экспансии Treg [20]. J. Dahlhoff et al. (2022) 
показали, что экспрессия чекпоинт рецепторов опухоль-ассоциированными Treg отражала высокую 
супрессорную активность клеток [21]. Интересно, что, согласно нашим данным, относительное ко-
личество CD4⁺IL-10⁺ у больных ММ было выше в сравнении с числом Treg (5,4% в сравнении с 1,5% 
соответственно).

Известно, что IL-10 играет важную роль в патогенезе ММ [22], и патогенетическая значимость IL-10-
продуцирующих Т-клеток при ММ нуждается в дальнейших исследованиях. Данные об экспрессии 
PD-1 и/или TIM-3 CD4⁺IL-10⁺ Т-клетками при ММ в настоящее время отсутствуют. Представленные 
нами данные о содержании IL-10-секретирующих Т-клеток могут иметь важное значение, с учётом 
выявленного увеличенного их количества в сравнении с Treg. Нами установлено, что более 90% 
популяции IL-10-продуцирующих Т-клеток экспрессируют транскрипционный фактор EOMES, зна-
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чение которого в функционировании CD4⁺ T-хелперов недостаточно изучено. При этом, также была 
выявлена ко-экспрессия ассоциированного с Treg транскрипционного фактора FOXP3. Информация 
о продукции IL-10 FOXP3-позитивными и негативными Т-клетками согласуется с данными литера-
туры [23], но остаётся предметом дискуссий о фенотипической характеристике Tr1 и нуждается в 
дальнейшем изучении.

Заключение
Установлено, что относительное количество CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ Treg и IL-10-продуцирующих 

CD4⁺ Т-клеток было выше у больных ММ в сравнении с донорами. Количество IL-10-продуцирующих 
Т-лимфоцитов у больных множественной миеломой было выше в сравнении с популяцией Treg у тех 
же больных. Доля Treg, экспрессирующих рецепторы PD-1 и TIM-3, у больных ММ в ремиссии зна-
чимо не отличалась от значений здоровых и была относительно низкой. После ВХ с ауто-ТГСК уве-
личивалось количество Treg в сравнении со значениями перед ВХ, PD-1- и TIM-3-экспрессирующих 
субпопуляций Treg – в сравнении со значениями доноров. Доля CD39⁺ Treg была больше у больных 
ММ в стадии ремиссии в сравнении со здоровыми людьми. TIM-3⁺ Treg, по-видимому, более активи-
рованы (согласно данным относительного количества клеток, экспрессирующих CD39⁺) в сравнении 
с PD-1⁺ популяцией. После ВХ с ауто-ТГСК функциональная активность Treg как в целом, так и PD-1⁺ 
субпопуляций значимо увеличивалась. Более 90% IL-10-продуцирующих Т-клеток экспрессируют транс-
крипционный фактор EOMES.
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PD-1 AND TIM-3 EXPRESSION BY REGULATORY T CELLS 
AND INTERLEUKIN-10-PRODUCING CD4⁺ T-CELLS IN PATIENTS 

WITH MULTIPLE MYELOMA AFTER AUTOLOGOUS 
HEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATION
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Abstract.  The paper presents an analysis of the relative content of PD-1- and TIM-3-positive regulatory 
T-cells (Treg) and interleukin-10(IL-10)-producing CD4⁺ T-cells in patients with multiple myeloma 
(MM). The aim of the study was to evaluate the content of Tregs and CD4⁺IL-10⁺ T-cells expressing the 
checkpoint receptors PD-1, TIM-3 and the functional activity marker CD39 in patients with MM after 
high-dose chemotherapy (HC) with autologous hematopoietic stem cell transplantation (auto-HSCT). 
Materials and methods. The study included 47 patients with MM and 27 matched donors. The content 
of CD4⁺CD25hiCD127ˉFOXP3⁺ Treg populations and IL-10-producing CD4⁺ T-cells expressing PD-1 and 
TIM-3, ectonucleotidase CD39, transcription factors eomesodermin (EOMES) and FOXP3 were assessed 
in peripheral blood by flow cytometry. Results. The relative content of Treg and IL-10-producing CD4⁺ 
T-cells was higher in MM patients compared to donors. The content of IL-10-producing T-cells was higher 
compared to the Treg population. The proportion of Treg expressing PD-1 and TIM-3 receptors in MM 
patients in remission did not differ significantly from the values in healthy donors. After НC with auto-
HSCT, the content of Treg increased compared to the values before IC. The percentage of CD39⁺ Tregs 
was significantly higher in MM patients in remission compared to healthy donors. TIM-3⁺ Tregs were more 
activated compared to the PD-1⁺ population. After HC with auto-HSCT, the functional activity of Tregs 
significantly increased. It was found that more than 90% of IL-10-producing T-cells express the EOMES 
transcription factor.

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