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Введение. Высокодозная химиотерапия (ВХТ) с  трансплантацией аутологичных гемопоэтических стволовых 
клеток (ауто-ТГСК) является стандартом лечения больных множественной миеломой (ММ). Таргетная терапия, 
направленная против ингибиторных сигнальных молекул, представляется перспективным методом лечения ММ 
в посттрансплантационном периоде.
Цель — изучение динамики восстановления Т-клеток, экспрессирующих ингибиторные сигнальные молекулы PD-1 
и TIM-3, у больных ММ в условиях лимфопении после ВХТ с ауто-ТГСК, а также оценка их функциональных свойств.
Методы. В  исследование включено 40  больных ММ, перенесших ВХТ с  ауто-ТГСК. Количество PD-1- 
и TIM-3-позитивных CD8+ и CD4+ Т-клеток и их функциональную активность по внутриклеточной экспрессии Ki-67, 
продукции гранзима В и интерферона-γ оценивали методом проточной цитометрии.
Результаты. Выявлено более высокое относительное содержание PD-1+ и TIM-3+ клеток в субпопуляциях CD8+ и CD4+ 
Т-лимфоцитов в образцах костного мозга больных по сравнению с периферической кровью. CD8+PD-1+ и CD4+PD-1+ 
Т-клетки больных ММ обладали выраженным цитотоксическим и  цитокин-продуцирующим потенциалами. 
Функциональная активность CD8+TIM-3+ и CD4+TIM-3+ Т-клеток была снижена по сравнению с TIM-3-негативными 
субпопуляциями. Низкая функциональная активность также была выявлена в популяциях CD8+ и CD4+ Т-лимфоцитов, 
ко-экспрессирующих PD-1 и  TIM-3. Относительное количество Т-клеток, экспрессирующих PD-1 и  TIM-3, 
увеличивалось на день выхода из лейкопении после ауто-ТГСК, также были увеличены пролиферативная активность 
PD-1+ и  TIM-3+ CD4+ и  CD8+ Т-клеток и  цитотоксический потенциал PD-1+ и  TIM-3+ CD8+ Т-клеток по  сравнению 
с показателями до ауто-ТГСК.
Заключение. PD-1-позитивные Т-клетки у  больных ММ являются активированными либо «ранними 
дисфункциональными» субпопуляциями лимфоцитов, тогда как CD8+TIM-3+ и  CD4+TIM-3+ Т-клетки, а  также 
субпопуляции, ко-экспрессирующие PD-1 и  TIM-3, характеризуются признаками Т-клеточного истощения. Для 
идентификации состояния Т-клеточного истощения у больных ММ необходима оценка субпопуляций Т-клеток, ко-
экспрессирующих PD-1, TIM-3 и другие ингибиторные сигнальные молекулы, и/или исследование их функциональных 
свойств. В  раннем посттрансплантационном периоде доля Т-клеток, экспрессирующих PD-1 и  TIM-3, возрастает 
за счет усиления их пролиферативного потенциала.
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Introduction. High-dose chemotherapy (HDC) with autologous hematopoietic stem cell transplantation (auto-HSCT) 
is the standard of treatment for multiple myeloma (MM) patients. The post-transplant period appears to be promising for tar-
geted anti-checkpoint therapy in MM.
Aim — to study the dynamics and functional properties of T-cells expressing inhibitory checkpoint molecules PD-1 and TIM-3 
in patients with MM under conditions of lymphopenia after HDC with auto-HSCT.
Methods. The study included 40 patients with MM who underwent HDC with auto-HSCT. The counts of PD-1- and TIM-
3-positive CD8+ and CD4+ T-cells and their functional activity on the intracellular expression of Ki-67, production of gran-
zyme B, and interferon-γ were assessed by fl ow cytometry. 
Results. Relative counts of patient PD-1+ and TIM-3+ subsets of CD8+ and CD4+ T-cells obtained from bone marrow samples 
were higher compared to peripheral blood. CD8+PD-1+ and CD4+PD-1+ T-cells of MM patients had a pronounced cyto-
toxic and cytokine-producing potential. The functional activity of CD8+TIM-3+ and CD4+ TIM-3+ T-cells was signifi cantly 
reduced compared with TIM-3-negative subsets. Low functional activity was also detected in populations of CD8+ and CD4+ 

T-lympho cytes, co-expressing PD-1 and TIM-3. The frequencies of T-cells expressing PD-1 and TIM-3 increased signifi cantly 
on the engraftment day after auto-HSCT. The proliferative activity of PD-1+ and TIM-3+ CD4+ and CD8+ T-cells and the cy-
totoxic potential of PD-1+ and TIM-3+ CD8+ T-cells were also signifi cantly increased compared to the data prior auto-HSCT.
Conclusions. PD-1-positive T-cells in MM patients are related to activated or “early dysfunctional” but not exhausted subsets, 
while T-cells exhaustion is more analogous with CD8+TIM-3+ and CD4+TIM-3+ T-cells, as well as with subsets co-expressing 
PD-1 and TIM-3. To identify the state of T-cells exhaustion, it is necessary to evaluate T-cells subsets co-expressing PD-1, 
TIM-3, and other ICMs, and/or to study their functional properties. In the early post-transplant period, the proportion of T-
cells expressing PD-1 and TIM-3 increases due to an increase in their proliferative potential.

Keywords: multiple myeloma, autologous hematopoietic stem cell transplantation, inhibitory checkpoint molecules, PD-1, TIM-3, T-cell exhaustion, homeostatic 
proliferation
Confl ict of interest: the authors declare no confl ict of interest.
Financial disclosure: the Russian Science Foundation grant No. 18-75-00050, budget of Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology (themes 
No. 1021032423630-5, 1021062512013-6).
For citation: Batorov E.V., Sergeevicheva V.V., Aristova T.A., Sizikova S.A., Ushakova G.Y., Gilevich A.V., Shevela E.A., Ostanin A.A., Chernykh E.R. Expression 
of PD-1 and TIM-3 inhibitory checkpoint molecules by T-lymphocytes in early post-transplant period in multiple myeloma patients. Russian Journal of Hematol-
ogy and Transfusiology (Gematologiya i transfuziologiya). 2021; 66(4): 499–511 (in Russian). https://doi.org/10.35754/0234-5730-2021-66-4-499-511

ABSTRACT



| 2021; 66(4):  499–511 | RUSSIAN JOURNAL OF HEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY (GEMATOLOGIYA I TRANSFUSIOLOGIYA) | ГЕМАТОЛОГИЯ И ТРАНСФУЗИОЛОГИЯ |      501

 | ОРИГИНА ЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ORIGINAL ARTICLES |

Введение
Множественная миелома (ММ) представляет собой 

B-клеточную опухоль с дифференцировкой малигни-
зированных клеток-предшественников до плазмати-
ческих клеток. Заболеваемость ММ составляет 1 % 
от всех случаев опухолевых заболеваний [1]. Благодаря 
широкому использованию ингибиторов протеасом 
и иммуномодулирующих препаратов, а также высо-
кодозной химиотерапии (ВХТ) с трансплантацией 
аутологичных гемопоэтических стволовых клеток 
(ауто-ТГСК), медиана общей выживаемости больных 
увеличилась до 5–7 лет, однако прогрессия болезни 
считается неизбежной [1, 2]. Развитие ММ ассоции-
ровано с генетическими изменениями на уровне кле-
ток, приводящими к нарушениям взаимодействий 
между опухолью, микроокружением и иммунной 
системой. Одним из проявлений такого взаимодейст-
вия является развитие Т-клеточного истощения (T-cell 
exhaustion), которое фенотипически характеризуется 
стабильной экспрессией ингибиторных сигнальных 
«чек-поинт» молекул (ИСМ), таких как PD-1, LAG-3, 
TIM-3, а функционально приводит к уменьшению 
секреции провоспалительных цитокинов (интерлей-
кина-2, интерферона-γ (ИФН-γ) фактора некроза 
опухоли альфа), выраженному снижению цитотокси-
ческой функции и пролиферативного потенциала [3], 
что препятствует развитию полноценного противоо-
пухолевого иммунного ответа. В то же время экспрес-
сия одной или нескольких ИСМ не является показате-
лем Т-клеточного истощения. ИСМ экспрессируются 
активированными Т-клетками с сохранной проли-
феративной и цитотоксической функциями в норме 
и при патологии [4, 5].
Увеличение количества Т-клеток, экспрессирую-
щих ИСМ — PD-1, TIM-3, LAG-3 и др., выявлено 
при классической лимфоме Ходжкина (ЛХ), некото-
рых неходжкинских лимфомах (НХЛ) и ММ [6–8]. 
Использование препаратов моноклональных анти-
тел, блокирующих ИСМ, приводит к увеличению 
выживаемости при резистентном течении ЛХ [9, 10]. 
Результаты таргетной анти-PD-1 терапии при реци-
дивирующих/резистентных НХЛ и ММ в настоящее 
время очень скромны [11, 12].
ВХТ с ауто-ТГСК остается стандартом лечения боль-
ных ММ, не имеющих противопоказаний. Проведение 
ВХТ приводит к деплеции опухолевого клона и к дли-
тельной лимфопении; последняя индуцирует перифе-
рическую экспансию зрелых лимфоцитов, реинфузи-
рованных в составе аутологичного продукта афереза 
совместно с гемопоэтическими стволовыми клетка-
ми (ГСК). Таргетная терапия, направленная против 
ИСМ, представляется перспективным методом уси-
ления противоопухолевого иммунного ответа в пост-
трансплантационном периоде [13]. Динамика восста-
новления Т-клеток, экспрессирующих ИСМ, после 

ауто-ТГСК, в том числе при ММ, недостаточно изуче-
на, а имеющиеся данные противоречивы. Увеличение 
экспрессии PD-1 описано в последние два года в мо-
делях трансплантации гемопоэтических стволовых 
клеток, выполненных на мышах [14, 15], у больных по-
сле ауто-ТГСК [14], у больных гемобластозами после 
трансплантации аллогенных гемопоэтических стволо-
вых клеток [16] и больных системной склеродермией 
после ауто-ТГСК [17]. У больных ММ не было ранее 
выявлено различий в содержании ИСМ до и после 
ВХТ с ауто-ТГСК [18].
Цель настоящей работы — изучить динамику восста-
новления Т-клеток, экспрессирующих PD-1 и TIM-3, 
у больных ММ в условиях длительной лимфопении 
после ВХТ с ауто-ТГСК, а также оценить их функцио-
нальные свойства.

Материал и методы
В исследование включены 40 больных ММ, которым 
в период с марта 2018 г. по январь 2020 г. были про-
ведены ВХТ и ауто-ТГСК на базе ФГБНУ «Научно-
исследовательский институт фундаментальной и кли-
нической иммунологии» (табл. 1).
Режим мобилизации включал инфузию цикло-
фосфамида (2–4 г/м 2) с последующим введением 
гранулоцитарного колониестимулирующего фак-
тора (5 мкг/кг/день) в течение 4–5 дней до достиже-
ния в периферической крови (ПК) концентрации 10 4 
CD34+CD45+ клеток/мл. Процедуру афереза выполня-
ли на сепараторах клеток крови ASTEC 204 (Fresenius, 
Германия) и Spectra LRS 07 (COBE) до получения 
 2,0 × 10 6 CD34+CD45+ клеток/кг (1–2 процедуры 
афереза). Медиана реинфузированных CD34+CD45+ 
ГСК составляла 4,55 × 10 6/кг (3,30–5,80 × 10 6/кг). ВХТ 
перед ауто-ТГСК проводили через 2–6 мес. после се-
парации ГСК, в этом промежутке всем больным про-
водили поддерживающую терапию бортезомибом, 
при рецидиве ММ использовали программы с ле-
налидомидом (VRD, RD, RCD, монотерапия лена-
лидомидом) и другие комбинации цитостатических 
препаратов (DCEP, BBD). Режим кондиционирова-
ния — мелфалан 140–200 мг/м 2, дозу рассчитывали 
с учетом сопутствующих заболеваний. Всем больным 
после ауто-ТГСК проводили поддерживающую тера-
пию бортезомибом или леналидомидом.
Взятия образцов крови, костного мозга (КМ) и все 
иммунологические исследования проводили после 
получения письменного информированного согласия 
больного. Содержание субпопуляций Т-клеток, экс-
прессирующих PD-1 и TIM-3, оценивали в ПК и КМ 
больных перед началом кондиционирования (n = 25), 
после ауто-ТГСК в день выхода из лейкопении (лейко-
циты > 1 × 10 9/л, в среднем на 14-й день, n = 28, только 
ПК) и через 6 мес. (n = 21, ПК и КМ).
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Таблица 1. Характеристика больных ММ
Table 1. Multiple myeloma (MM) patient characteristics

Показатель/Characteristic Значение/Value
Возраст, годы; медиана (мин-макс)/Age, years; median (min-max) 53 (37–64)
Женщины/мужчины/Females/Males 20/20
Стадия по Durie-Salmon/Durie-Salmon stage

II 15
III 22
Нет данных/Not available 3

Вариант/Type

IgG 24
IgA 6
Бенс-Джонса/Bence Jones 4
Нет данных/Not available 6

Статус заболевания/Disease status

полная ремиссия/complete remission 13
частичный ответ, очень хороший частичный ответ/partial remission, very good partial response 27

Количество режимов противоопухолевой терапии перед ВХТ с ауто-ТГСК 1/Anti-tumor therapy 
regimens before HDC with auto-HSCT 1

1 режим/1 regimen
— PAD
— VCD

2 режима/2 regimens
- VCD + PAD
- PAD/VCD + RD

≥ 3 режимов/ 3 regimens
- VCD + PAD + (V)RD/RCD/Lenal
- PAD ± VCD + DCEP + RD
- PAD + VCD + DCEP + BBD

9
3
6

20
18
2
11
8
2
1

Время от начала первого курса химиотерапии, мес.; Me (МКИ)/Time from the 1st chemotherapy 
to the analysis, months; median (Me) (IQR)

13,7 (11,1–16,5)

Время от окончания последнего курса химиотерапии, мес.; Me (МКИ)/Time from the last 
chemotherapy, months; Me (IQR)

2,8 (0,8–5,9)

Примечание. 1 — без учета курсов поддерживающей терапии бортезомибом и  инфузии циклофосфамида перед мобилизацией ГСК, МКИ  — 
межквартильный интервал, BBD — бендамустин, бортезомиб и дексаметазон; DCEP — дексаметазон, циклофосфамид, этопозид, цисплатин; PAD — 
бортезомиб, доксорубицин и дексаметазон; RD — леналидомид и дексаметазон; VCD — бортезомиб, циклофосфамид и дексаметазон; VRD — бор-
тезомиб, леналидомид и дексаметазон.
Note. 1 — calculated without taking into account the maintenance treatment with bortezomib and cyclophosphamide infusions before the mobilization of hematopoietic stem cells, 

IQR — interquartile range, BBD — bendamustine, bortezomib and dexamethasone; DCEP — dexamethasone, cyclophosphamide, etoposide, cisplatin; PAD — bortezomib, doxorubicin 

and dexamethasone; RD — lenalidomide and dexamethasone; VCD — bortezomib, cyclophosphamide and dexamethasone; VRD — bortezomib, lenalidomide and dexamethasone

Лизис эритроцитов проводили раствором VersaLyse 
(«Beckman Coulter», Франция) в соответствии с ин-
струкцией. Методом проточной цитометрии оце-
нивали относительное содержание CD8+PD-1+, 
CD8+TIM-3+, CD8+PD-1+TIM-3+, CD4+PD-1+, 
CD4+TIM-3+, CD4+PD-1+TIM-3+ T-клеток ПК и КМ, ис-
пользуя анти-CD8 (FITC), анти-CD4 (FITC, PerCP), 
анти-PD-1 (APC), анти-TIM-3 (PE, PerCP/Cy 5.5) 
моноклональные антитела («BD Biosciences», США). 
У 15 больных в отдельных пробах оценили вну-
триклеточную экспрессию маркера пролиферации 
Ki-67 (BD Pharmingen™ PE Mouse Anti-Ki-67 Set, 
«BD Biosciences») среди PD-1-и TIM-3-позитивных 
и негативных Т-клеток. С целью более щадящей об-
работки [19] использовали набор растворов для фик-

сации/пермеабилизации Transcription Factor Buffer 
Set («BD Biosciences») в соответствии с инструкцией. 
У 13 больных в субпопуляции CD8+ Т-лимфоцитов 
исследовали внутриклеточную продукцию гранзи-
ма В среди PD-1 и TIM-3 позитивных и негативных 
клеток, используя анти-гранзим В моноклональные 
антитела (PE, «BD Biosciences»). Для исследова-
ния внутриклеточной продукции ИФН-γ выделяли 
мононуклеарные клетки (МНК) ПК стандартным 
методом центрифугирования цельной гепаринизи-
рованной венозной крови в градиенте плотности фи-
колла-верографина (ρ = 1,078). У 11 больных в CD8+ 
и CD4+ Т-лимфоцитах оценили внутриклеточную 
продукцию ИФН-γ среди PD-1 и TIM-3 позитивных 
и негативных клеток, используя анти-ИФН-γ моно-
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клональные антитела (PE, «BD Biosciences»), после 
5-часовой активации 10 6 МНК в культуральной среде 
RPMI-1640 («БиоЛот», Санкт-Петербург) с форбол-
миристат ацетатом («Sigma», Германия; конечная кон-
центрация 10 нг/мл суспензии клеток), иономицином 
(«Sigma»; конечная концентрация 10 мкг/мл суспен-
зии клеток) при температуре 37 °C в CO2-инкубаторе 
(5 % СО2); после первого часа активации в суспен-
зию клеток одновременно добавляли ингибиторы 
транспорта белков BD GolgiStop™, содержащий мо-
нэнзин, и BD GolgiPlug™, содержащий брефелдин 
А (оба — «BD Biosciences»), в соответствии с инструк-
цией. Исследование каждого внутриклеточного мар-
кера проводили в отдельных пробах, по отдельности 
для субпопуляций CD4+ и CD8+ Т-клеток. Фиксацию 
и пермеабилизацию МНК для оценки внутрикле-
точной экспрессии Ki-67 и продукции гранзима 
В и ИФН-γ проводили после инкубации клеток с мо-
ноклональными антителами против поверхностных 
антигенов; использовали набор растворов для фикса-
ции/пермеабилизации Transcription Factor Buffer Set 
(«BD Biosciences»).
Исследование проводили по общепринятой мето-
дике с использованием параметров прямого и боко-
вого светорассеяния и флуоресценции по каналам 
FL-1 (FITC), FL-2 (РЕ), FL-3 (РerCP, PerCP/Cy 5.5, 
PE-Cy 5), FL-4 (APC) («BD FACSCalibur», «CellQuest 
Software», США). Анализ проводили после накопле-
ния не менее 30 000 событий в регионе CD8+ Т-клеток.
Абсолютное содержание исследуемых субпопуля-
ций клеток рассчитывали как:

субпопуляция Т−клеток, % от лимфоцитов × 
абсолютное содержание лимфоцитов,×109/л /100

Абсолютное количество лимфоцитов рассчитывали 
из результатов общего анализа крови с лейкоцитарной 
формулой. Общий анализ крови оценивали на автома-
тическом гематологическом анализаторе Hema-Screen 
18 («Hospitex Diagnostics», Италия).
Статистический анализ. Статистическую обработ-
ку данных проводили с помощью пакета программ 
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США) и GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software, Inc., США). Для оценки значи-
мости различий между двумя независимыми груп-
пами использовали U-критерий Манна — Уитни. 
Для оценки значимости различий зависимых выборок 
использовали критерий Вилкоксона для парных выбо-
рок. Данные представлены в виде медианы (Ме) и ин-
терквартильного интервала (МКИ), если не указано 
другого. Различия считали статистически значимыми 
при уровне значимости p < 0,05 (двустороннем).

Результаты
Проведена сравнительная оценка содержания CD4+ 
и CD8+ Т-клеток, экспрессировавших PD-1 и TIM-3, 
в циркуляции и КМ до ауто-ТГСК, на момент выхо-

да из лейкопении (только ПК) и через 6 мес. после 
ауто-ТГСК. Относительное количество большинства 
субпопуляций циркулировавших Т-клеток, экспрес-
сировавших PD-1 и TIM-3, было значимо меньше со-
ответствующих значений в КМ как до ВХТ, так и че-
рез 6 мес. после ауто-ТГСК. Не выявлено различий 
между содержанием в ПК и КМ только для TIM-3+ 
субпопуляции CD8+ Т-клеток (на обеих точках) и для 
PD-1+ CD4+ Т-клеток через 6 мес. после ауто-ТГСК 
(табл. 2). Выявлено транзиторное увеличение содер-
жания PD-1 и TIM-3-позитивных субпопуляций 
в циркулирующих Т-клетках в раннем посттрансплан-
тационном периоде. Процентное содержание боль-
шинства исследуемых субпопуляций Т- клеток (кроме 
PD-1+ CD8+ Т-клеток) на день выхода из лейкопении 
(в среднем, 14-е сутки после ауто-ТГСК) было значи-
мо больше как исходных показателей, так и их зна-
чений через 6 мес. наблюдения. Содержание TIM-3+ 
CD4+ Т-клеток и PD-1+ и TIM-3+ субпопуляций CD8+ 
Т-клеток через 6 мес. после ауто-ТГСК не отличалось 
от соответствующих показателей перед ВХТ, а со-
держание PD-1+ и PD-1+TIM-3+ субпопуляций CD4+ 
Т-клеток оставалось более высоким (табл. 2).
С учетом меньшего абсолютного количества лим-
фоцитов у больных на день выхода из лейкопении 
и последующего их восстановления, абсолютные зна-
чения CD4+PD-1+, CD4+TIM-3+, CD4+PD-1+TIM-3+ 
и CD8+PD-1+TIM-3+ Т-клеток ПК в течение периода 
наблюдения после ауто-ТГСК значимо не отличались 
от предтрансплантационных значений. Абсолютные 
показатели CD8+PD-1+ и CD8+TIM-3+ Т-клеток были 
значимо снижены на день выхода из лейкопении 
по сравнению со значениями до ауто-ТГСК, однако 
через 6 мес. наблюдения достигали исходных значений 
(табл. 3).
Учитывая высокое относительное содержание цирку-
лирующих Т-клеток, экспрессирующих PD-1 и TIM-3 
в раннем посттрансплантационном периоде, проведена 
оценка внутриклеточной экспрессии маркера проли-
ферации Ki-67. Перед ауто-ТГСК относительное коли-
чество пролиферирующих Ki-67+ клеток было значимо 
больше среди PD-1-позитивных CD4+ и CD8+ Т-клеток 
по сравнению с PD-1-негативными клетками (рис. 1, А, 
Г). TIM-3+ Т-клетки не отличались по содержанию Ki-67 
от TIM-3- клеток (рис. 1, Б, Д). В раннем посттранс-
плантационном периоде — на день выхода из лейкопе-
нии после ауто-ТГСК — отмечено выраженное увели-
чение пролиферативной активности всех исследуемых 
субпопуляций клеток по сравнению с предтрансплан-
тационными показателями (рис. 1, А–Е), причем доля 
Ki-67-позитивных клеток среди PD-1+ T-лимфоцитов 
оставалась значимо больше по сравнению с PD-1- лим-
фоцитами (рис. 1, А, Г). Через 6 мес. после ауто-ТГСК 
относительное количество Ki-67-позитивных клеток 
среди всех исследуемых субпопуляций не отличалось 
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от значений перед кондиционированием (рис. 1, А–Е), 
при этом доля активно пролиферирующих CD4+PD-1+, 
CD8+PD-1+, CD8+TIM-3+, CD8+PD-1+TIM-3+ Т-клеток 
была значимо меньше соответствующих показателей 
на день выхода из лейкопении (рис. 1, А, Г–Е). На ри-
сунке 1 представлено относительное количество Ki-67+ 
клеток среди PD-1-позитивных и негативных CD4+ (А) 
и CD8+ (Г) T-клеток, среди TIM-3-позитивных и нега-

тивных CD4+ (Б) и CD8+ (Д) T-клеток, а также в субпо-
пуляциях CD4+PD-1+TIM-3+ (В) и CD8+PD-1+TIM-3+ (Е) 
T-клеток в ПК больных ММ перед кондиционировани-
ем (n = 9) и после ауто-ТГСК: на день выхода из лейко-
пении (n = 10) и через 6 мес. (n = 5).
Т-клеткам, находящимся в состоянии истощения, 
не свойственна высокая пролиферативная актив-
ность. Для изучения других функциональных свойств 

Таблица 2. Содержание субпопуляций PD-1-и TIM-3-позитивных Т-клеток ПК и КМ у больных ММ до и после ВХТ с ауто-ТГСК
Table 2. Counts of PD-1-and TIM-3 positive T-cell subsets in peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) of MM patients before and after HDC 
with auto-HSCT

Субпопуляции клеток
Cell subsets

Перед ВХТ
Before HDC

День выхода 
из лейкопении
Engraftment day

+6 мес. после ауто-ТГСК
+6 months after auto-HSCT

ПК/PB
(n = 25)

КМ/BM
(n = 18)

ПК/PB
(n = 28)

ПК/PB
(n = 20)

КМ/BM
(n = 20)

CD4+ Т-клетки, % 1/CD4+ T-cells, % 1
40,9

(34,8–52,4)
21,6

(17,6–33,4)§
31,2

(26,2–41,7)*
25,2

(21,0–31,5)*#
15,8

(8,5–22,2)*§

PD-1+, % от CD4+ Т-клеток
PD-1+, % of CD4+ T-cells

17,6
(10,8–25,4)

30,8
(17,4–40,9)§

36,3
(27,8–45,5)*

25,5
(18,6–28,9)*#

27,4
(17,5–34,2)

TIM-3+, % от CD4+ Т-клеток TIM-3+

% of CD4+ T-cells
2,8

(1,8–5,7)
10,6

(6,1–14,8)§
9,5

(5,9–15,2)*
4,2

(2,8–10,4)#
14,5

(5,3–24,9)§

PD-1+TIM-3+, % от CD4+ Т-клеток
PD-1+TIM-3+, % of CD4+ T-cells

0,5
(0,3–0,9)

3,3
(2,1–5,8)§

2,8
(1,3–4,6)*

0,7
(0,5–1,1)*#

2,6
(1,3–4,7)§

CD8+ Т-клетки, % 1

CD8+ T-cells, % 1
20,5

(11,8–30,3)
17,8

(10,8–28,9)
16,6

(11,0–22,9)
35,5

(21,9–39,7)*#
21,4

(17,0–30,4)
PD-1+, % от CD8+ Т-клеток
PD-1+/% of CD8+ T-cells

21,6
(10,6–25,8)

35,5
(24,0–39,2)§

18,7
(14,0–28,2)

15,1
(11,9–20,4)

24,7
(17,7–35,1)*§

TIM-3+, % от CD8+ Т-клеток
TIM-3+/% of CD8+ T-cells

25,0
(15,8–41,0)

25,4
(16,6–35,5)

37,1
(22,1–57,7)*

18,4
(10,6–32,2)#

19,1
(10,7–26,6)

PD-1+TIM-3+, % от CD8+ Т-клеток
PD-1+TIM-3+, % of CD8+ T-cells

1,0
(0,8–1,8)

4,9
(2,1–6,4)§

5,4
(2,5–7,3)*

1,0
(0,6–1,9)#

2,3
(1,8–7,7)§

Примечания. 1 — относительное содержание CD4+ и CD8+ T-клеток представлено в виде процента от лимфоцитов; * — значимые различия 
по U-критерию Манна — Уитни между данными «перед кондиционированием — после ауто-ТГСК»; # — между данными «в день выхода 
из лейкопении — +6 мес. после ауто-ТГСК»; § — значимые различия по критерию Вилкоксона между парными данными ПК и КМ.
Note. 1 — relative counts of CD4+ и CD8+ T cells are presented as the percentages of lymphocytes; p values are assessed with Mann — Whitney U-test between independent groups; 

significant differences between data “before conditioning — after auto-HSCT” and “at the engraftment day — +6 months following auto-HSCT” are marked with * and #, respectively. 

P values are assessed with sign test between paired PB and BM samples; significant differences are marked with §.

Таблица 3. Абсолютное содержание субпопуляций PD-1-и TIM-3-позитивных Т-клеток ПК у больных MM до и после ВХТ с ауто-ТГСК
Table 3. Absolute counts of PD-1-and TIM-3 positive T cell subsets in PB of ММ patients before and after HDC with auto-HSCT

Субпопуляция клеток
Cell subsets

Перед ВХТ
Before HDC

(n = 25)

День выхода 
из лейкопении
Engraftment day

(n = 28)

+6 мес. после ауто-ТГСК
+6 months after auto-HSCT

(n = 20)

Лимфоциты, ×10 9/л/Lymphocytes, ×10 9/L 1,23 (1,08–1,57) 0,61 (0,39–0,99)* 1,17 (0,99–1,64)#

CD4+PD-1+, ×10 9/л/×10 9/L 0,077 (0,060–0,122) 0,050 (0,038–0,107) 0,073 (0,046–0,108)

CD4+TIM-3+, ×10 9/л/×10 9/L 0,016 (0,011–0,031) 0,016 (0,010–0,025) 0,015 (0,009–0,031)

CD4+PD-1+TIM-3+, ×10 9/л/×10 9/L 0,003 (0,002–0,006) 0,004 (0,002–0,007) 0,003 (0,001–0,004)

CD8+PD-1+, ×10 9/л/×10 9/L 0,041 (0,028–0,064) 0,019 (0,008–0,035)* 0,051 (0,032–0,109)#

CD8+TIM-3+, ×10 9/л/×10 9/L 0,059 (0,035–0,109) 0,033 (0,017–0,065)* 0,068 (0,044–0,078)#

CD8+PD-1+TIM-3+, ×10 9/л/×10 9/L 0,003 (0,002–0,005) 0,005 (0,002–0,008) 0,003 (0,002–0,005)

Примечания. * — значимые различия по U-критерию Манна — Уитни между данными «перед кондиционированием — после ауто-ТГСК»; 
# — между данными «в день выхода из лейкопении — +6 мес. после ауто-ТГСК».
Note. P values are assessed with Mann — Whitney U-test between independent groups; significant differences between data “before conditioning — after auto-HSCT” and “at the 

engraftment day — +6 months following auto-HSCT” are marked with * and #, respectively.



| 2021; 66(4):  499–511 | RUSSIAN JOURNAL OF HEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY (GEMATOLOGIYA I TRANSFUSIOLOGIYA) | ГЕМАТОЛОГИЯ И ТРАНСФУЗИОЛОГИЯ |      505

 | ОРИГИНА ЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ORIGINAL ARTICLES |

Т-клеток, экспрессирующих ингибиторные ИСМ 
PD-1 и TIM-3 в раннем посттрансплантационном пе-
риоде, проведена оценка их цитотоксического и ци-
токин-продуцирующего потенциала перед кондици-
онированием и на день выхода из лейкопении после 
ауто-ТГСК. Перед ВХТ CD8+PD-1+ Т-клетки не отли-
чались по содержанию гранзима В от PD-1– субпопу-
ляции (рис. 2, А); относительное количество гранзим 
В-продуцирующих клеток было значимо меньше среди 
CD8+TIM-3+ Т-клеток по сравнению с CD8+TIM-3– суб-
популяцией (рис. 2, Б). На день выхода из лейкопении 
после ауто-ТГСК продукция гранзима В CD8+PD-1+, 
CD8+TIM-3+ и CD8+PD-1+TIM-3+ Т-клетками была зна-
чимо больше по сравнению с показателями перед ау-
то-ТГСК (рис. 2, А–В); не выявлено различий в содер-
жании гранзима В между PD-1-и TIM-3-позитивными 
и негативными популяциями CD8+ T-клеток (рис. 2, 
А, Б). На рисунке 2 представлено относительное ко-
личество гранзим В+ клеток среди PD-1-позитивных 
и негативных (А) и среди TIM-3-позитивных и нега-
тивных (Б) CD8+ T-клеток, а также в субпопуляции 
CD8+PD-1+TIM-3+ (В) T-клеток в ПК больных ММ 
перед кондиционированием (n = 10) и на день выхода 
из лейкопении (n = 8) после ауто-ТГСК.
Перед ауто-ТГСК относительное количест-
во ИФН-γ-продуцирующих клеток было значимо 
больше среди CD4+PD-1+ Т-клеток по сравнению 
с CD4+PD-1– клетками (рис. 3, A); CD8+PD-1+ Т-клетки 
не отличались по содержанию ИФН-γ от PD-1– клеток 
(рис. 3, Г). Продукция ИФН-γ была значимо меньше 
в CD8+TIM-3+ и CD4+TIM-3+ клетках по сравнению 
с Т-клетками, не экспрессирующими TIM-3 (рис. 3, 
Б, Д). На день выхода из лейкопении после ауто-
ТГСК не выявлено значимых изменений продукции 
ИФН-γ среди всех исследуемых субпопуляций клеток 
по сравнению с предтрансплантационными показате-
лями (рис. 3, А–Е); при этом доля ИФН-γ -позитивных 
клеток среди CD8+TIM-3+ T-лимфоцитов оставалась 
значимо большей по сравнению с TIM-3-негативными 
Т-лимфоцитами (рис. 3, Д). На рисунке 3 представ-
лено относительное количество ИФН-γ+ клеток сре-
ди PD-1-позитивных и негативных CD4+ (А) и CD8+ 
(Г) T-клеток, среди TIM-3-позитивных и негативных 
CD4+ (Б) и CD8+ (Д) T-клеток, а также в субпопуля-
циях CD4+PD-1+TIM-3+ (В) и CD8+PD-1+TIM-3+ (Е) 
T-клеток в ПК больных ММ перед кондиционирова-
нием (n = 9) и на день выхода из лейкопении (n = 6) 
после ауто-ТГСК.

Обсуждение
Теоретическим обоснованием использования мо-
ноклональных антител против ИСМ или их лиган-
дов является увеличение экспрессии этих молекул 
на эффекторных Т-клетках при онкологических за-
болеваниях. Передача сигнала через ИСМ — PD-1, 

TIM-3, LAG-3 и др. — в норме играет регулирую-
щую роль, ограничивая интенсивность иммунно-
го ответа. Также экспрессия ИСМ ассоциирована 
с Т-клеточным истощением, состоянием дисфункции 
Т-клеток памяти, возникающим в условиях постоян-
ной антигенной стимуляции. Повышенная экспрес-
сия соответствующих лигандов ИСМ, например, 
PD-L1 и PD-L2 для PD-1, малигнизированными клет-
ками и/или их микроокружением является одним 
из путей «ухода» опухоли из-под иммунного надзора 
[3]. Моноклональные антитела (анти-PD-1, анти-PD-
L1, анти-CTLA-4) конкурентно блокируют взаимо-
действия между лигандом и рецептором, предотвра-
щая ослабление противоопухолевого иммунного 
ответа. Попытки использования терапевтических 
моноклональных анти-PD-1 антител при различных 
вариантах течения и этапах терапии ММ не привели 
к значимым клиническим результатам, хотя отмечено 
большое количество иммуноопосредованных неже-
лательных реакций. Однако исследования в этом на-
правлении продолжаются [20]. Настоящая работа по-
священа количественной характеристике и изучению 
функциональных свойств циркулирующих Т-клеток, 
экспрессирующих PD-1 и TIM-3, у больных ММ по-
сле ВХТ с ауто-ТГСК.
Относительное количество большинства субпопу-
ляций Т-клеток, экспрессирующих PD-1 и TIM-3 
ИСМ, было больше в образцах КМ по сравне-
нию с ПК (не выявлено различий для CD8+TIM-3+ 
Т-клеток) как перед ВХТ, так и через 6 мес. после ау-
то-ТГСК. С учетом преимущественного поражения 
опухолевым процессом КМ, описанное распределе-
ние дисфункциональных Т-клеток представляется за-
кономерным, однако ранее опубликованные данные 
противоречивы. С. Zelle-Rieser и соавт. [6] на неболь-
шой выборке (n = 7–12) не обнаружили различий меж-
ду содержанием PD-1+ клеток в КМ и ПК. J. Tan и со-
авт. [21] показали большее содержание CD8+PD-1+ 
субпопуляции в КМ по сравнению с ПК, в то вре-
мя как содержание CD4+PD-1+ Т-клеток и TIM-3+ 
T-клеток (включая PD-1+TIM-3+ субпопуляции) в КМ 
значимо не отличалось от таковых в ПК 10 больных 
ММ при проведении лечения.
В настоящей работе показано выраженное увели-
чение содержания большинства PD-1-и TIM-3-экс-
прессирующих субпопуляций Т-клеток (не выявлено 
различий для CD8+PD-1+ Т-клеток) в раннем посттран-
сплантационном периоде — на день выхода из лейко-
пении после ауто-ТГСК, — которое не зависело от от-
носительного содержания CD4+ и CD8+ Т-клеток. 
Через 6 мес. доля PD-1-и TIM-3-положительных 
Т-клеток была значимо меньше, чем при восстанов-
лении, либо достигала предтрансплантационных 
значений, либо несколько превышала их. В работах 
N. Marshall и соавт. [14] и F. Simonetta и соавт. [16], 
исследовавших уровень экспрессии PD-1 после ауто-
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Рисунок 1. Доля Ki-67+ клеток в PD-1-и TIM-3-позитивных и негативных субпопуляциях Т-клеток ПК больных ММ до ВХТ и после ауто-ТГСК. Данные представлены в виде 
Ме, МКИ и диапазона минимальных и максимальных значений. Значимость различий между группами на различных точках оценена по U-критерию Манна — Уитни (p

U
), 

между парными значениями на одной точке — по критерию Вилкоксона для парных выборок (p)
Figure 1. Frequency of Ki-67+ cells in PD-1-and TIM-3-positive and negative T-cell subsets in PB of ММ patients before HDC and following auto-HSCT. Data are expressed as Me, 

IQR and range of minimum and maximum values. P values are assessed with Mann — Whitney U-test (p
U
) between independent groups and Wilcoxon matched pairs test (p) between 

paired groups



| 2021; 66(4):  499–511 | RUSSIAN JOURNAL OF HEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY (GEMATOLOGIYA I TRANSFUSIOLOGIYA) | ГЕМАТОЛОГИЯ И ТРАНСФУЗИОЛОГИЯ |      507

 | ОРИГИНА ЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ORIGINAL ARTICLES |

Перед ВХТ День выхода
из лейкопении

Before HDC Engraftment day Before HDC Engraftment day Before HDC Engraftment day

Перед ВХТ День выхода
из лейкопении

Перед ВХТ День выхода
из лейкопении

CD8+PD -1+ CD8+PD -1- CD8+TIM-3+ CD8 +TIM-3- CD8+PD -1+TIM-3+A /А Б/B
Гр

ан
зи

м 
В

+ ,
 %

G
ra

nz
ym

e
 B

+ ,
 %

Гр
ан

зи
м 

В
+
, %

G
ra

nz
ym

e
 B

+ ,
 %

Гр
ан

зи
м 

В
+ ,

 %
G

ra
nz

ym
e

 B
+ ,

 %

p = 0,031

pU = 0,021 pU = 0,026

pU = 0,026

В/C

Рисунок 2. Доля гранзим В+ клеток в PD-1-и TIM-3-позитивных и негативных субпопуляциях CD8+ Т-клеток ПК больных ММ до ВХТ и после ауто-ТГСК. Данные представ-
лены в виде Ме, МКИ и диапазона минимальных и максимальных значений. Значимость различий между группами на различных точках оценена по U-критерию Манна — 
Уитни (p
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), между парными значениями на одной точке — по критерию Вилкоксона для парных выборок (p)

Figure 2. Frequency of Granzyme B+ cells in PD-1-and TIM-3-positive and negative CD8+ T-cell subsets in PB of MM patients before HDC and following auto-HSCT. Data are 

expressed as Me, IQR and range of minimum and maximum values. P values are assessed with Mann — Whitney U-test (p
U
) between independent groups and Wilcoxon matched 

pairs test (p) between paired groups
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Рисунок 3. Доля ИФН-γ+ клеток в PD-1-и TIM-3-позитивных и негативных субпопуляциях Т-клеток ПК больных ММ до ВХТ и после ауто-ТГСК. Данные представлены в виде 
Ме, МКИ и диапазона минимальных и максимальных значений. Значимость различий между группами на различных точках оценена по U-критерию Манна — Уитни (p
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Figure 3. Frequency of IFN-γ+ cells in PD-1-and TIM-3-positive and negative T-cell subsets in PB of MM before HDC and following auto-HSCT. Data are expressed as Me, IQR and 

range of minimum and maximum values. P values are assessed with Mann — Whitney U-test (p
U
) between independent groups and Wilcoxon matched pairs test (p) between paired 

groups
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ТГСК и трансплантации аллогенных гемопоэтических 
стволовых клеток, соответственно, также было показа-
но неожиданное увеличение экспрессии PD-1 и отно-
сительного содержания PD-1+ Т-клеток после выхода 
из лейкопении. Ранее D. J. Chung и соавт. [18] опи-
сали сохранение экспрессии ИСМ, в том числе PD-1 
и TIM-3, Т-клетками ПК больных ММ через 3 мес. 
после ауто-ТГСК на предтрансплантационном уровне, 
что также согласуется с нашими данными о восста-
новлении на 6 мес. после ауто-ТГСК.
Учитывая высокое относительное содержание цир-
кулирующих Т-клеток, экспрессирующих PD-1 
и TIM-3 в раннем посттрансплантационном периоде, 
была проведена оценка внутриклеточной экспрессии 
маркера пролиферации Ki-67 в исследуемых субпопу-
ляциях до и после ауто-ТГСК. Выявлено значительное 
увеличение доли активно пролиферирующих PD-1- 
и TIM-3-положительных Т-клеток на день выхода 
из лейкопении по сравнению с показателями до ВХТ, 
при этом процент Ki-67-позитивных клеток среди 
PD-1+ T-лимфоцитов был значимо больше по срав-
нению с PD-1- Т-лимфоцитами как перед кондици-
онированием, так и на день выхода из лейкопении. 
Через 6 мес. после ауто-ТГСК интенсивность проли-
ферации уменьшалась до исходных значений.
Т-клетки в состоянии истощения помимо снижен-
ного пролиферативного потенциала характеризуют-
ся уменьшением цитотоксической и цитокин-про-
дуцирующей активности. Для оценки этих свойств 
PD-1-и TIM-3-экспрессирующих Т-клеток иссле-
дована продукция гранзима В и ИФН-γ до и по-
сле ауто-ТГСК. Показано, что значительная часть 
CD8+PD-1+ и CD4+PD-1+ Т-клеток больных ММ 
перед кондиционированием обладала выраженным 
цитотоксическим и цитокин-продуцирующим по-
тенциалом, не отличаясь от PD-1-негативного ком-
партмента, либо превосходя его. В данном случае 
экспрессию PD-1, вероятно, нужно рассматривать 
в качестве маркера активированных, либо «ранних 
дисфункциональных», но не терминально истощен-
ных Т-клеток. F. M. Schnorfeil и соавт. [5] ранее опи-
сали сохранную функциональную активность PD-1+ 
CD4+ и CD8+ Т-клеток при остром миелоидном лейко-
зе, сделав заключение об отсутствии значимой кли-
нической роли Т-клеточного истощения в развитии 
болезни. Сохранение либо даже усиление цитоток-
сических, ИФН-γ-продуцирующих и пролифератив-
ных свойств PD-1-экспрессирующими Т-клетками 
на ранних этапах Т-клеточной дисфункции/исто-
щения было недавно описано при меланоме [22, 23], 
немелкоклеточном раке легкого [24] и гепатоцеллю-
лярной карциноме [25].
Функциональная активность CD8+TIM-3+ 
и CD4+TIM-3+ Т-клеток, напротив, была значи-
мо снижена по сравнению с TIM-3-негативными 
Т-клетками. Можно предположить, что, несмотря 

на описанную в экспериментах in vitro возможность 
экспрессии на активированных Т-клетках [4, 26], 
молекула TIM-3 более ассоциирована с состояни-
ем Т-клеточного истощения, чем PD-1. Ранее Z. Li 
и соавт. [27] описали более выраженные наруше-
ния продукции CD8+TIM-3+PD-1– Т-клетками ци-
токинов, гранзима В и перфорина по сравнению 
с CD8+PD-1+TIM-3– клетками у больных злокачест-
венной шванномой. Подобных данных для гематоло-
гических заболеваний ранее опубликовано не было, 
и регулирующая роль этого рецептора при ММ тре-
бует дальнейшего изучения.
Низкие уровни Ki-67-экспрессирующих гран-
зим В- и ИФН-γ-продуцирующих клеток в субпо-
пуляциях TIM-3+PD-1+ Т-клеток согласуются с дан-
ными литературы о совместной экспрессии двух 
и более ИСМ как маркера Т-клеточного истощения 
[3, 22–25, 28].
Относительное количество гранзим В-про ду-
цирующих клеток среди CD8+PD-1+, CD8+TIM-3+ 
и CD8+PD-1+TIM-3+ Т-клеток было значимо увели-
чено после ауто-ТГСК на день выхода из лейкопении 
по сравнению с показателями до ВХТ, при этом ци-
тотоксический потенциал CD8+TIM-3+ клеток дости-
гал значений TIM-3-негативного пула. Доля ИФН-γ-
продуцирующих клеток среди всех исследованных 
PD-1+ и TIM-3+ субпопуляций Т-клеток после ауто-
ТГСК соответствовала уровню до ВХТ.
Интерес представляет описанное в настоящей ра-
боте значительное увеличение активно делящихся 
PD-1-и TIM-3-экспрессирующих Т-клеток в условиях 
лимфопении после ВХТ с ауто-ТГСК, которое могло 
быть инициировано гомеостатической пролифераци-
ей зрелых лимфоцитов. В настоящее время отсутст-
вуют данные о влиянии гомеостатических цитокинов 
интерлейкинов-2, -7 и -15 на экспрессию ИСМ и/или 
экспансию и свойства дисфункциональных/истощен-
ных Т-клеток. Состояние Т-клеточного истощения 
возникает вследствие длительной антигенной стиму-
ляции через Т-клеточный рецептор (ТКР), в то время 
как гомеостатическая пролиферация — цитокин-
опосредованный ТКР-независимый процесс [29]. 
Учитывая растущий интерес к таргетной терапии, на-
правленной на блокаду ингибиторных чек-поинт ре-
цепторов и их лигандов, при ММ, необходимы даль-
нейшие исследования экспансии Т-клеток в условиях 
лимфопении, как фактора, способного изменять ко-
личественные и функциональные характеристики 
клеток-мишеней.
Исходя из полученных данных, можно заключить, 
что выявленное более высокое содержание циркули-
рующих PD-1-позитивных Т-клеток у больных ММ 
ассоциировано с субпопуляциями, не находящими-
ся в состоянии терминального Т-клеточного истоще-
ния и сохранившими свои функциональные свойства. 
Относительное количество функционально актив-
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ных клеток было более низким среди CD8+TIM-3+ 
и CD4+TIM-3+ Т-клеток, а также в субпопуляциях, 
ко-экспрессирующих PD-1 и TIM-3. Для идентифи-
кации состояния Т-клеточного истощения необходима 
оценка субпопуляций Т-клеток, ко-экспрессирующих 
PD-1, TIM-3 и другие ИСМ, и/или исследование их 
функциональных свойств. Относительное количест-

во Т-клеток, экспрессирующих PD-1 и TIM-3, значи-
мо увеличивается после ВХТ с ауто-ТГСК. В раннем 
посттрансплантационном периоде также значительно 
увеличиваются пролиферативная активность PD-1+ 
и TIM-3+ CD4+ и CD8+ Т-клеток и цитотоксический по-
тенциал PD-1+ и TIM-3+ CD8+ Т-клеток по сравнению 
с показателями до ауто-ТГСК.
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