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Резюме 

В данном исследовании проведена оценка экспрессии рецепторов 

семейства NKG2 (NKG2A, NKG2C, NKG2D) на цитотоксических Т-

лимфоцитах и NK-клетках периферической крови у пациентов с 

множественной миеломой (ММ) в сравнении с условно здоровыми донорами. 

Актуальность работы обусловлена важностью роли оси HLA‑E/NKG2 в 

механизмах иммунного ускользания опухолевых клеток при ММ, а также 

потенциальной возможностью терапевтического воздействия на 

соответствующие рецепторные взаимодействия. В данном исследовании мы 

поставили целью оценить относительное количество цитотоксических Т-

лимфоцитов и NK-клеток, экспрессирующих рецепторы семейства NKG2, при 

ММ. В исследование были включены 10 пациентов с ММ (II–III стадии по 

Durie–Salmon, в ремиссии) и 9 условно здоровых доноров. Методом проточной 

цитометрии определяли относительное содержание субпопуляций NK-клеток 

(CD16−CD56+, CD16+CD56+, CD16+CD56−) и CD3+CD4− цитотоксических 

Т-лимфоцитов, экспрессирующих NKG2A, NKG2C и NKG2D. Установлено, 

что у пациентов с ММ по сравнению с донорами достоверно выше доля 

NKG2A+ клеток среди зрелых CD16+CD56+ NK-клеток (медиана 23,8% 

против 7,5%) и среди CD16+CD56− NK-клеток (10,7% против 2,1%). В то же 

время доля CD3+CD4− цитотоксических Т-лимфоцитов, экспрессирующих 

активирующий рецептор NKG2C, при ММ была снижена (1,9% против 4,6% у 

доноров). Относительное содержание клеток, экспрессирующих NKG2D, не 

различалось между группами ни среди NK-клеток, ни среди Т-лимфоцитов. 

Полученные данные свидетельствуют об изменении соотношения 

ингибирующих и активирующих сигналов: повышенной представленности 

NKG2A в NK-клеточном звене и снижении представленности NKG2C в Т-

клеточном звене при ММ. Выявленные особенности могут отражать 

ограничение функциональной активности эффекторных лимфоцитов и 

способствовать ускользанию опухолевых клеток от иммунного надзора. 

Вместе с тем интерпретация результатов требует учёта небольшого объёма 

выборки и клинической неоднородности ММ. Таким образом, ось 

HLA‑E/NKG2 представляет интерес для дальнейшего изучения 

иммунопатогенеза гемобластозов и разработки иммунотерапевтических 

подходов, направленных на восстановление функции эффекторных 

лимфоцитов. 

 

Ключевые слова: Множественная миелома, NK-клетки, NKG2, чек-

поинт молекулы, опухолевое микроокружение, проточная цитометрия. 
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Abstract 

This study assessed the expression of NKG2 family receptors (NKG2A, 

NKG2C, NKG2D) on cytotoxic T lymphocytes and NK cells from peripheral blood 

of patients with multiple myeloma (MM) compared to healthy donors. The relevance 

of this work is due to the important role of the HLA‑E/NKG2 axis in the mechanisms 

of tumor immune evasion in MM, as well as the potential for therapeutic blockade 

of these receptors. The study included 10 patients with MM (stage II–III according 

to Durie–Salmon, in remission) and 9 conditionally healthy donors. Flow cytometry 

was used to determine the relative abundance of NK cell subpopulations 

(CD16−CD56+, CD16+CD56+, CD16+CD56−) and CD3+CD4− cytotoxic T 

lymphocytes expressing NKG2A, NKG2C, and NKG2D. It was found that, 

compared to donors, MM patients had a significantly higher proportion of NKG2A+ 

cells among mature CD16+CD56+ NK cells (median 23.8% vs. 7.5%) and among 

CD16+CD56− NK cells (10.7% vs. 2.1%). At the same time, the proportion of 

CD3+CD4− cytotoxic T lymphocytes expressing the activating receptor NKG2C 

was reduced in MM (1.9% vs. 4.6% in donors). The relative abundance of cells 

expressing NKG2D did not differ between groups for either NK cells or T 

lymphocytes. These data indicate a shift in balance toward predominance of the 

inhibitory receptor NKG2A in the NK cell compartment and a reduction of the 

activating receptor NKG2C in the T‑cell compartment in multiple myeloma. This 

may reflect suppression of adaptive cellular immunity and contribute to tumor 

immune evasion. Thus, the HLA‑E/NKG2 axis represents a promising target for 

further study of the immunopathogenesis of hematologic malignancies and for the 

development of immunotherapeutic approaches aimed at restoring the function of 

effector lymphocytes. 

 

Keywords: Multiple myeloma, NK-cells, NKG2, check-point molecules, 

tumor microenvironment, flow cytometry.
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1 Введение 1 

За последние 20 лет наблюдается увеличение темпа роста 2 

заболеваемости опухолями крови, которые опережают общую 3 

онкологическую заболеваемость в 4,5 раза.  Так, одним из наиболее 4 

распространённых онкогематологических заболеваний является 5 

множественная миелома (ММ), в основе которой лежит злокачественная 6 

пролиферация плазматических клеток, инфильтрирующих костный мозг и 7 

продуцирующих патологические моноклональные иммуноглобулины 8 

(парапротеины). На долю заболевания приходится 10–15% всех 9 

злокачественных заболеваний крови у взрослых, что делает ММ вторым по 10 

распространённости гемобластозом [15]. Несмотря на существенный прогресс 11 

в лечении, у большинства пациентов неизбежно развивается рецидив 12 

болезни. Одним из факторов, приводящих к рецидиву заболевания является 13 

способность трансформированных клеток в ряде случаев избегать 14 

противоопухолевый надзор со стороны иммунной системы. Существенную 15 

роль в этом процессе играет опухолевое микроокружение, которое не только 16 

поддерживает жизнеспособность раковых клеток, но также выступает 17 

индуктором иммуносупрессии, обеспечивая «ускользание» опухоли. 18 

Опухолевое микроокружение формируется из элементов, создающих 19 

гипоксическую нишу, частью которой являются ассоциированные с опухолью 20 

фибробласты, остеобласты, эндотелиоциты, создающие клеточный 21 

компартмент. Другим типом клеток, взаимодействие с которыми играет очень 22 

важную роль для прогрессирования MM являются иммунные клетки, 23 

включающие цитотоксические Т- и NK. В норме все эти клетки являются 24 

важным звеном противоопухолевого иммунитета, участвующим в 25 

элиминации злокачественного клона. Однако, функция иммунных клеток, 26 

оказавшихся  в опухолевой нише, может подавляться под действием 27 

супрессорного микроокружения, что обеспечивает дальнейшее 28 

прогрессирование заболевания [1].  29 

Одним из механизмов иммунного ускользания опухолевых клеток 30 

является гиперэкспрессия молекул, подавляющих функцию эффекторных 31 

клеток противоопухолевого иммунитета. Так, при ММ патогенетически 32 

значимую роль в этом процессе, по всей видимости, играет молекула HLA-E, 33 

поскольку было обнаружено увеличение её экспрессии злокачественными 34 

плазматическими клетками. Кроме того, у пациентов с высоким уровнем HLA-35 

E было продемонстрировано, как увеличение количества CD4 и CD8 Т-36 

лимфоцитов, экспрессирующих высокие уровни PD-1 и TIGIT [10], так и 37 

ассоциация с клинически агрессивным течением заболевания [14]. 38 

HLA-E представляет собой неклассическую молекулу MHC I-го класса 39 

с ограниченным полиморфизмом, структурно практически идентичную 40 

классическим молекулам семейства MHC Iа. Однако, в отличии от 41 

классических молекул MHC, основная функция HLA-E заключается в 42 

ингибировании NK-зависимого лизиса. Это происходит при взаимодействии 43 

со специфичным для HLA-E рецептором CD94/NKG2A посредством 44 



ЭКСПРЕССИЯ NKG2 ПРИ ММ 

NKG2 EXPRESSION IN MULTIPLE MYELOMA                                              10.46235/1028-7221-17532-EON 

Medical Immunology (Russia)                                                             ISSN 1563-0625 (Print)  

     ISSN 2313-741X (Online) 

представления ограниченного числа пептидов, полученных в норме из 45 

лидерных последовательностей MHC I [4]. Взаимодействие HLA-E с NKG2A 46 

на NK-клетках приводит к передаче тормозного сигнала через ITIM, а также 47 

нарушает образование актина в иммунологическом синапсе, что негативно 48 

влияет на их функцию. Вместе с другими ингибирующими рецепторами, 49 

такими как KIR, CD94/NKG2A предотвращает реакцию на клетки с 50 

нормальной экспрессией молекул HLA-I. Помимо NKG2A молекула HLA-E 51 

способна взаимодействовать и с другими членами семейства 52 

лектиноподобных рецепторов NKG2, экспрессирующимися NK- и 53 

некоторыми Т-клетками. Так, несмотря на преимущественно супрессорную 54 

роль, молекула HLA-E способна связываться с активирующим рецептором 55 

NKG2C, к которому, тем не менее, имеет сродство в шесть раз ниже, чем к 56 

ингибирующему рецептору NKG2A [8]. Интересно, что согласно данным 57 

исследований, NKG2C+ NK-клетки демонстрируют свойства адаптивного 58 

иммунитета, распознавая различные пептиды цитомегаловирусов, 59 

презентируемые молекулой HLA-E, и избирательно пролиферируют при 60 

взаимодействии со специфическими пептидами в комплексе с HLA-E. [7]. 61 

Другим важным активирующим NK-клетки рецептором является NKG2D, 62 

который также может экспрессироваться на цитотоксических Т-лимфоцитах. 63 

Лиганды для NKG2D представлены белками аларминами, такими как MICA/B 64 

— структурными гомологами HLA I, повышенными в инфицированных, 65 

стрессовых и опухолевых клетках [3]. Хотя от 20 до 50% циркулирующих в 66 

переферической крови NK-клеток экспрессируют NKG2A/CD94, 67 

примечательно, что NKG2A в основном экспрессируется незрелыми CD16-68 

CD56+ NK-клетками, тогда как NKG2C экспрессируется только на поздних 69 

стадиях созревания NK-клеток [5]. Несмотря на то, что информация о роли 70 

NKG2A при ММ ограничена, эксперименты in vitro показали, что 71 

повышенный уровень HLA-E на клетках миеломы может снижать 72 

цитотоксическую функцию CD16+CD56dim NKG2Alow NK-клеток, при этом, 73 

сама доля зрелых NKG2Alow NK-клеток возрастала, как в костном мозге, так и 74 

в периферической крови у пациентов с ММ [2]. Таким образом, если активация 75 

Т-клеток в большей степени зависит от таких молекул как PD-1, LAG-3, то 76 

иммунный ответ, опосредуемый NK клетками, зависит от баланса 77 

активирующих и ингибирующих NKG рецепторов, которые экспрессия 78 

которых во многом зависит от фенотипа.   79 

NK-клетки составляют от 5% до 15% от всех лимфоцитов 80 

периферической крови. В зависимости экспрессии CD16 и CD56 выделяют 81 

несколько субпопуляций: (1) CD16−CD56+, (2) CD16+CD56+, (3) 82 

CD16+CD56-. У здоровых людей популяции (1) и (3) немногочисленны в 83 

переферической крови (до 10%) и представляют из себя менее зрелые 84 

фенотипы характерные для лимфоузлов. Более зрелые клетки (2) 85 

CD16+CD56+ составляют не менее 90% всех циркулирующих NK-клеток 86 

крови, являясь, таким образом, основной субпопуляцией. [11]. 87 

Цитотоксическая активность зрелых NK-клеток значительно выше, чем у 88 
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незрелых фенотипов, и они содержат гораздо больше перфорина, гранзимов и 89 

цитолитических гранул. Вместе с тем именно юные фенотипы являются 90 

наиболее эффективными продуцентами цитокинов — прежде всего 91 

интерферона-γ, который они синтезируют в 20–30 раз активнее, чем зрелые 92 

NK-клетки. Так, было описано, что именно немногочисленная популяция 93 

CD16−CD56+ NK-клеток проявляла наибольшую активность при ММ по 94 

сравнению с CD16-CD56+ клетками [13].  95 

Таким образом, дальнейшее исследование эффекторных клеток 96 

противоопухолевого иммунитета с учётом их фенотипа и экспрессии 97 

рецепторов представляет важную задачу при множественной миеломе. В 98 

частности, учитывая, что доклинические исследования блокады NKG2A 99 

монолизумабом при других злокачественных новообразованиях 100 

продемонстрировали терапевтический потенциал, можно предположить 101 

значимость оси HLA-E/NKG2A и при множественной миеломе. [12]. В данном 102 

исследовании мы поставили целью оценить относительное количество 103 

цитотоксических Т-лимфоцитов и NK-клеток, экспрессирующих рецепторы 104 

семейства NKG2, при множественной миеломе. 105 

2 Материалы и методы 106 

Пациенты 107 

Данное исследование было одобрено локальным этическим комитетом 108 

НИИФКИ. Пациенты включались в группы после подписания формы 109 

информированного добровольного согласия. В исследовании приняли участие 110 

10 пациентов с ММ в возрасте 61,10±6,64 в полной или частичной ремиссии, 111 

проходящих лечение в гематологическом отделении с блоком трансплантации 112 

костного мозга клиники иммунопатологии «НИИФКИ». Гендерный состав 113 

пациентов включал в себя 5 мужчин и 5 женщину. У всех пациентов, которых 114 

брали в исследование стадия заболевания соответствовала II или III 115 

клинической стадии по системе Durie–Salmon. В ходе лечения пациенты 116 

получали стандартные бортезомиб-содержащие протоколы лечения: VCD 117 

(бортезомиб, циклофосфамид, дексаметазон), VRD (бортезомиб, 118 

леналидомид, дексаметазон). Контрольную группу составили условно 119 

здоровые доноры (n=9); средний возраст 52,0±7,29 года) после подписания 120 

добровольного информирования согласия. Критерии включения участников в 121 

контрольную группу: здоровые доноры мужского и женского пола в возрасте 122 

от 18 до 75 лет, не имеющие в анамнезе аутоиммунных заболеваний, 123 

онкологических патологий, а также хронических или рецидивирующих 124 

вирусных инфекций.  125 

Цитометрия 126 

В работе использовали МКПК (мононуклеарные клетки 127 

периферической крови) пациентов с ММ и условно-здоровых доноров. МКПК 128 

были получены стандартным методом в градиенте плотности фиколл-129 

урографина (1,077 г/мл). Затем клетки были окрашены моноклональными 130 

антителами, конъюгированными с флюорохромом. Относительное 131 

содержание клеточных популяций анализировали методом проточной 132 
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цитометрии с использованием панели моноклональных антител: анти-CD3 133 

(BV650), анти-CD4 (PE/Cy7), анти-16 (BV605), анти-56 (BV711), анти-NKG2A 134 

(PerCP/Cy5,5), анти-NKG2C (PE), анти-NKG2D (BV421), анти-HLA-E 135 

(PerCP/Cy5,5). Фенотипы NK-клеток определяли при помощи маркёров CD3, 136 

CD16, CD56. Фенотип клеток анализировали на проточном цитофлуориметре 137 

LongCyte (Challenbio, Китай). Анализ проводился с помощью GraphPad Prism 138 

9.3.1, с использованием Манна-Уитни, значение p<0,05 считалось 139 

минимальным критерием для статистической значимости. 140 

3 Результаты 141 

Нами было получено, что при оценке относительного количества 142 

NKG2A+ клеток среди NK клеток доля CD16+CD56+NKG2A+ была большей 143 

у пациентов с ММ по сравнению с донорами (Рис.1 Б) (медианное значение, 144 

равное 23,8% (19,44-29,98) у пациентов vs 7,5% (4,36-13,02) у доноров), также 145 

как и доля CD16+CD56-NKG2A+ (Рис.1 В) (медианное значение, равное 146 

10,7% (3,6-22,45) у пациентов vs 2,1% (1,13-4,97) у доноров). Между тем, при 147 

сравнении доли CD3+CD4-NKG2A+ клеток, были получены различия на 148 

уровне тенденции (p=0,5) между группами пациентов с ММ и доноров (Рис.1 149 

А). Результаты демонстрируют увеличение доли CD3+CD4-NKG2A+ при ММ 150 

(медианное значение, равное 7,5% (2,39-18,59) у пациентов vs 2,9% (0,52-6,77) 151 

у доноров). При оценке относительного числа CD16-CD56+NKG2A 152 

статистически значимых различий получено не было (Рис.1 Г). 153 

При оценке относительного количества клеток среди популяций NKG2C 154 

NK не было выявлено статистически значимых различий между пациентами с 155 

ММ и донорами (Рис.2 Б, В, Г). В то же время, при сравнении доли NKG2C+ 156 

цитотоксических Т-лимфоцитов (CD3+CD4-), были получены различия на 157 

между группами пациентов с ММ и доноров (Рис.2 А). Результаты 158 

демонстрируют снижение доли CD3+CD4-NKG2C+ при ММ (медианное 159 

значение, равное 1,9% (1,12- 3,12) у пациентов vs 4,6% (2,14-15,36) у доноров). 160 

После проведения статистического анализа доли среди NKG2D+ 161 

популяций T-(CD3+CD4-) и NK-клеток (Рис.3 А, Б, В, Г) между группами 162 

пациентов с ММ и доноров не было выявлено достоверно значимых отличий. 163 

4 Обсуждение 164 

В ходе данного исследования был проведён сравнительный анализ 165 

популяций цитотоксических клеток, экспрессирующих различные рецепторы 166 

NKG2 у доноров и пациентов с ММ. Согласно литературным данным NKG2A 167 

может играть значительную роль при опухолевых патологиях, так его 168 

повышенная экспрессия уже была описана ранее, как предиктор 169 

неблагоприятного прогноза при ряде опухолей, включая рак печени и головы. 170 

При В-клеточных лимфомах и остром миелоидном лейкозе NKG2A также 171 

имеет более высокую экспрессию на периферических NK-клетках по 172 

сравнению со здоровыми донорами, а экспрессия NKG2A коррелирует с 173 

прогрессированием заболевания [6]. Ранее было показано, что NKG2A 174 

экспрессируется преимущественно незрелыми CD16-CD56+ NK-клетками, 175 

однако при ММ увеличения их относительного содержания выявлено не было, 176 
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что позволяет предположить их малосущественный вклад в патогенез 177 

заболевания [5]. С другой стороны, увеличение процентного содержания 178 

CD16+CD56-NKG2A+ клеток может свидетельствовать о вовлечении NK-179 

клеток в патогенез заболевания начиная с этого этапа дифференцировки. Ранее 180 

сообщалось, что при ряде патологических состояний, таких как инфекционные 181 

заболевания, возрастает популяция NKG2C+CD8+ Т-лимфоцитов. 182 

Примечательно, что возможность активации таких клеток через NKG2C была 183 

описана независимо от стимуляции TCR [9]. Следовательно, уменьшение доли 184 

NKG2C+ цитотоксических Т-клеток при множественной миеломе можно 185 

рассматривать как супрессию адоптивного клеточного иммунитета. Таким 186 

образом, у пациентов с ММ наблюдается сдвиг баланса с увеличением доли 187 

NKG2A+ в NK-клеточном звене и снижение доли NKG2C+ в Т-клеточном 188 

звене. Дальнейшее изучение оси HLA-E/NKG2 может не только прояснить 189 

механизмы ускользания опухоли от иммунного надзора, но и указать на 190 

потенциальные мишени для иммунотерапии, направленной на восстановление 191 

функций эффекторных клеток противоопухолевого иммунитета. 192 

5 Выводы 193 

Таким образом, у пациентов с множественной миеломой наблюдается 194 

изменение доли цитотоксических Т- и NK-клеток, экспрессирующих NKG2 195 

рецепторы по сравнению с донорами.  Увеличение доли NKG2A+ 196 

CD16+CD56+ и CD16+56- NK-клеток вместе с уменьшением доли NKG2С+ 197 

цитотоксических Т-лимфоцитов может говорить об участии данных молекул 198 

в патогенезе множественной миеломы. Перспективной задачей остаётся 199 

изучение влияния оси HLA-E/NKG2 на иммунопатогенез гемобластозов, 200 

включая роль данного сигнального пути в ускользании опухолевых клеток от 201 

иммунного надзора и модуляции активности NK-клеток. 202 
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РИСУНКИ 

 

Рисунок 1. Относительное количество врождённых лимфоидных клеток 

(ILC): ILC 1 (А), ILC  2 (Б), ILC  3 (В) среди мононуклеарных клеток 

переферической крови (МКПК) пациентов с неходжкинскими лимфомами 

(НХЛ) по сравнению с донорами. Критерий Манна-Уитни, данные 

представлены в виде медианы с интерквартильным размахом (25–75-й 

перцентили).  

* – статистически значимые различия (p <0,05); 

** – статистически значимые различия (p <0,005). 

Figure 1. Relative number of innate lymphoid cells (ILCs): ILC1 (A), ILC2 (B), 

ILC3 (C) among peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of patients with non-

Hodgkin lymphomas (NHL) compared to donors. Mann–Whitney test, data are 

presented as median with interquartile range (25th–75th percentiles). 

* – statistically significant differences (p <0,05) 

** – statistically significant differences (p <0,005). 
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Рисунок 2. Относительное количество типов врождённых лимфоидных клеток 

(ILC): ILC 1 (А), ILC  2 (Б), ILC  3 (В) среди всех врождённых лимфоидных 

клеток пациентов с неходжкинскими лимфомами (НХЛ) по сравнению с 

донорами. Критерий Манна-Уитни, данные представлены в виде медианы с 

интерквартильным размахом (25–75-й перцентили). 

Figure 2. Relative number of innate lymphoid cell (ILC) types: ILC1 (A), ILC2 (B), 

ILC3 (C) among all innate lymphoid cells of patients with non-Hodgkin lymphomas 

(NHL) compared to donors. Mann–Whitney test, data are presented as median with 

interquartile range (25th–75th percentiles). 
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Рисунок 3. Относительное количество NK-клеток: CD16+CD56+ (А), 

CD16+CD56- (Б), CD16-CD56+ (В) среди мононуклеарных клеток 

переферической крови (МКПК) пациентов с неходжкинскими лимфомами 

(НХЛ) по сравнению с донорами. Критерий Манна-Уитни, данные 

представлены в виде медианы с интерквартильным размахом (25–75-й 

перцентили).  

** – статистически значимые различия (p <0,005). 

Figure 3. Relative number of NK cells: CD16+CD56+ (A), CD16+CD56− (B), 

CD16−CD56+ (C) among peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of patients 

with non-Hodgkin lymphomas (NHL) compared to donors. Mann–Whitney test, 

data are presented as median with interquartile range (25th–75th percentiles). 

** – statistically significant differences (p <0.005). 
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