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Введение. Миелодиспластический синдром – группа злокачественных заболеваний крови опухолевой природы 
с высоким риском трансформации в острый миелоидный лейкоз. Один из подходов к лечению – воздействие на им‑
мунные контрольные точки (ИкТ), гиперэкспрессирующиеся на опухолевых клетках. Для разработки таких препа‑
ратов необходимы релевантные модели для высокопроизводительного скрининга и изучения данных биологически 
активных веществ, так как традиционно используемые модели (мышиные и биоматериал пациентов) труднодоступ‑
ны, финансово‑ и трудозатратны и характеризуются плохо воспроизводимым результатом.
Цель исследования – разработать модель на основе миелоидной клеточной линии человека с повышенной экс‑
прессией pd‑L1 и TIM‑3 для исследования активности ингибиторов сигнальных путей ИкТ, присутствие которых 
в опухолевом микроокружении больных миелодиспластическим синдромом и острым миелоидным лейкозом ассо‑
циировано с высоким риском и ухудшением прогноза.
Материалы и методы. первоначальное тестирование базального уровня экспрессии pd‑L1 и TIM‑3 проводили 
на клеточных линиях THp‑1, HL‑60, OCI‑AML2, OCI‑AML5, KG‑1, Mono‑Mac‑1. Экспрессию ИкТ индуцировали с исполь‑
зованием интерферона γ. Экспрессию маркеров анализировали через 24 ч после индукции экспрессии ИкТ и до‑
бавления ингибитора пути АкТ методом проточной цитофлуориметрии.
Результаты. Базальная экспрессия исследуемых рецепторов ИкТ отсутствовала на клетках всех исследованных 
линий, кроме KG‑1; TIM‑3 был представлен на 88,4 ± 7,1 % клеток, а экспрессия pd‑L1 была характерна для  
88 ± 8,5 % событий. Добавление интерферона γ в концентрации 50 нг / мл в культуру Mono‑Mac‑1 приводило к зна‑
чимому увеличению доли TIM‑3‑ и pd‑L1‑экспрессирующих клеток до 53,3 ± 12,2 и 97,3 ± 1,1 % соответственно по срав‑
нению с 0,1 ± 0,1 и 0,1 ± 0,1 % без добавления интерферона γ, а для THp‑1 наблюдалась экспрессия только pd‑L1 
(87,5 ± 20 %; контроль – 0,1 ± 0,1 %) при концентрации интерферона γ в среде 50 нг / мл, при этом доля TIM‑3‑экс‑
прессирующих клеток составляла 6,9 ± 10 % (контроль – 0,1 ± 0,1 %).
Заключение. В качестве модели с повышенной экспрессией pd‑L1 и TIM‑3 на основе миелоидной клеточной линии 
человека выбраны линии: KG‑1, которая константно экспрессирует значимые уровни целевых ИкТ, а также THp‑1 
и Mono‑Mac‑1, в которых проводится индукция интерфероном γ в концентрации 50 нг / мл. Работоспособность мо‑
дели подтверждена рациональным ответом на ингибитор пути АкТ.

Ключевые слова: TIM‑3, pd‑L1, THp‑1, KG‑1, Mono‑Mac‑1
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Background. Myelodysplastic syndrome is a group of malignant blood diseases with a high risk of transformation into 
acute myeloid leukemia. One treatment approach is to target immune checkpoints (ICps) that are overexpressed 
on tumor cells. To develop these drugs, relevant models are needed for high‑throughput screening and study of these 
biologically active substances, since traditionally used models (mouse and patient biomaterials) are difficult to access, 
financially and labor‑intensive, and are characterized by poorly reproducible results.
Aim. To develop a model based on a human myeloid cell line with increased expression of pd‑L1 and TIM‑3 to study 
the activity of ICps inhibitors, the presence of which in the tumor microenvironment in patients with myelodysplastic 
syndrome and acute myeloid leukemia was associated with a high risk and worse prognosis.
Materials and methods. Initial testing of the pd‑L1 and TIM‑3 basal expression level was carried out on cell lines: 
THp‑1, HL‑60, OCI‑AML2, OCI‑AML5, KG‑1, Mono‑Mac‑1. Induction of ICp expression was carried out using interferon γ. 
Analysis of marker expression was carried out 24 hours after induction of ICps expression and addition of MK‑2206 
using flow cytometry.
Results. basal expression of the studied ICps receptors was absent in all of them, except for KG‑1; TIM‑3 was present 
in 88.4 ± 7.1 % of cells, and pd‑L1 – in 88 ± 8.5 %. The addition of interferon γ at a concentration of 50 ng / mL to the 
Mono‑Mac‑1 culture led to a significant increase in the proportion of TIM‑3 and pd‑L1 expressing cells (53.3 ± 12.2 and 
97.3 ± 1.1 % respectively, compared to 0.1 ± 0.1 and 0.1 ± 0.1 % without interferon γ), and for THp‑1 only pd‑L1 
expression (87.5 ± 20 %, control 0.1 ± 0.1 %) was observed at the concentration of interferon γ in a medium of 50 ng / mL, 
while the proportion of cells expressing TIM‑3 was 6.9 ± 10 % (control 0.1 ± 0.1 %).
Conclusion. The KG‑1 line, which constantly expresses significant levels of target ICps, as well as THp‑1 and Mono‑Mac‑1, 
which are induced by 50 ng / mL interferon γ, were selected as a model with increased pd‑L1 and TIM‑3 expression 
based on a human myeloid cell line. The model efficiency was confirmed by the rational response to the ICp pathway 
inhibitor.

Keywords: TIM‑3, pd‑L1, THp‑1, KG‑1, MonoMac‑1
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Введение
Миелодиспластический синдром (МДС) – группа 

злокачественных заболеваний системы крови опухо­
левой природы с высоким риском трансформации 
в острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) и общей выжи­
ваемостью больных ≤2 лет в подгруппах высокого 
 риска [1]. Помимо внутренних механизмов злокачест­
венных клеток, внешние факторы иммунного микро­
окружения костного мозга выступают в качестве по­
тенциальных детерминант инициации и развития 
заболевания. Например, повышенная экспрессия ин­
гибирующих рецепторов иммунных контрольных точек 
(ИКТ), в частности PD­1 (programmed cell death 1) и его 
лиганда PD­L1, а также TIM­3 (T­cell immunoglobulin 
and mucin domain 3), может приводить к истощению 
Т­клеток и ускользанию злокачественного клона 
от иммунного надзора при МДС высокого риска [2].

По данным литературы, гиперэкспрессия PD­L1 
наблюдается на 36 % CD34+­клеток, полученных из 
костного мозга больных МДС, и 2,5 % – больных ОМЛ 
[3]. При этом бластные клетки PD­L1+, выделенные 
от пациентов с МДС, демонстрируют преимущество 
в росте по сравнению с бластными клетками PD­L1−. 
Кроме того, результаты исследований показали, что 
бластные клетки PD­L1+ у пациентов с МДС / ОМЛ 
имели более высокую устойчивость к элиминации, 
опосредованную эффекторными Т­клетками, которая 
частично устранялась блокадой PD­L1 [4].

В последние годы широко разрабатываются тера­
певтические подходы, связанные с применением 

антител и низкомолекулярных ингибиторов против 
данных контрольных точек. Моноклональные анти­
тела к PD­1 / PD­L1 продемонстрировали клиническую 
эффективность и были зарегистрированы для лечения 
ряда злокачественных новообразований [5]. В ряде 
исследований оценивалась эффективность PD­1 /  
PD­L1­ингибиторов в качестве монотерапии для ле­
чения МДС / ОМЛ: несмотря на обнадеживающие 
доклинические результаты, данные клинических ис­
следований сообщили лишь об умеренном улучшении 
[6]. Поэтому интересны дальнейшее выявление над­
ежных биомаркеров, изучение оптимальных комби­
нированных методов лечения и определение подгрупп 
пациентов, которым может быть полезен блокатор 
PD­1 / PD­L1 [7].

Ввиду высокой представленности гиперэкспрессии 
другого рецептора ИКТ – TIM­3 при различных он­
кологических заболеваниях, в том числе онкогемато­
логических, исследованы также уровни экспрессии 
данного маркера при острых лейкозах и МДС [8–11]. 
Прогностическое значение гиперэкспрессии TIM­3 
в составе микроокружения МДС и ОМЛ пока не уста­
новлено окончательно. В работе N. Tcvetkov и соавт. 
наблюдались высокие уровни экспрессии TIM­3 и его 
лиганда Gal­9 на поверхности клеток костного мозга 
у 32,5 % больных МДС [11]. Кроме того, у 25 % боль­
ных выявлена коэкспрессия TIM­3 с PD­1, а лиганды 
PD­1, CTLA4 и TIM­3 экспрессировались совместно 
у большинства пациентов. Сопоставление этих данных 
с имеющимся в литературе описанием TIM­3 / Gal­9 
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аутокринной петли, важной для поддержания клона 
МДС и трансформации в острый лейкоз, позволяет 
предположить значение этого сигнального пути у боль­
ных МДС высокого риска [3].

Антитела к TIM­3 также исследовались в качестве 
терапевтической опции при остром лейкозе: в моделях 
ксенотрансплантата, воссозданных с помощью лей­
козных или стволовых клеток человека, они элимини­
руют лейкозные стволовые клетки ОМЛ in vivo, 
но не влияют на нормальный гемопоэз [10]. Низкомо­
лекулярный ингибитор TIM­3 ML­T7 в настоящий 
момент проходит тестирование в рамках доклиничес­
ких исследований, показывая специфическую актив­
ность, сравнимую с действием анти­TIM­3 антитела. 
Кроме того, комбинированная терапия ML­T7 и анти­
PD­1 имеет потенциально бол́ьшую терапевтическую 
эффективность, чем монотерапия, в моделях in vivo. 
Ранние данные показали, что эта комбинация в целом 
безопасна и хорошо переносится [12].

Таким образом, ингибирование ИКТ остается 
 областью интенсивных клинических исследований 
при ОМЛ и МДС как в качестве монотерапии, так 
и в комбинации с другими соединениями [13]. Для те­
стирования новых препаратов требуется недорогая 
и отработанная модель для скрининга препаратов груп­
пы ингибиторов сигнальных путей ИКТ (как антител, 
так и низкомолекулярных ингибиторов самих рецеп­
торов и внутриклеточных мишеней их сигнальных 
путей). Ввиду высокой клинической и генетической 
гетерогенности у больных МДС использование мате­
риала, полученного от пациентов, затруднено. Кроме 
того, этот материал труднодоступен и не подходит 
для массового скрининга, а также дает низковоспро­
изводимые результаты. Разрабатываемые животные 
модели, в том числе PDX, ввиду высокой стоимости 
не подходят для задач скрининга. Таким образом, ак­
туальной является разработка воспроизводимой и до­
ступной модели.

Миелоидные клеточные линии лейкемического 
генеза представляются перспективной моделью, од­
нако в настоящий момент ограничены данные систе­
матических исследований, касающихся профилиро­
вания экспрессии ИКТ на их поверхности. Опухолевые 
линии, экспрессирующие PD­L1, более изучены, 
чем TIM­3­положительные [14]. Также малоизучены 
культуры миелоидного ряда, конституционально или 
индуцированно гиперэкспрессирующие ИКТ. Разра­
ботаны различные подходы к индукции экспрессии 
PD­L1. Наиболее часто PD­L1 индуцируют добавле­
нием интерферона γ (IFN­γ) в различных концентра­
циях [15–17]. Описан метод получения сверхэспрессии 
PD­L1 введением плазмиды, содержащей данную по­
следовательность [18]. Также проводились исследования 
о влиянии гипометилирующих агентов на активацию 
экспрессии ИКТ [3]. Экспрессия TIM­3 на опухолевых 
клеточных линиях изучена намного меньше. Показана 
возможность индукции TIM­3 на T­клетках добавле­

нием различных интерлейкинов [19]. Увеличение экс­
прессии TIM­3 в клеточных линиях HL­60 и THP­1 
при 24­часовой стимуляции форбол­миристат­ацета­
том показано в исследовании  TIM­3 / Gal­9 [20]. Также 
возможна активация моноцитов с помощью липо­
полисахаридов для достижения различных эффектов, 
включая индукцию экспрессии ИКТ [21].

Цель исследования – создать модель с повышенной 
экспрессией PD­L1 и TIM­3 на основе клеточной ли­
нии человека лейкемического генеза для исследования 
ингибиторов сигнальных путей ИКТ при миелоидных 
неоплазиях. Задачи исследования включали оценку 
базальной экспрессии ИКТ на опухолевых клеточных 
линиях человека лейкемического генеза, а также созда­
ние модели со стимулированной экспрессией ИКТ.

Материалы и методы
клеточные линии и культивирование
Первоначальное тестирование базального уровня 

экспрессии PD­L1 и TIM­3 проводили на клеточных 
линиях миелоидного происхождения: THP­1, HL­60, 
OCI­AML2, OCI­AML5, KG­1, Mono­Mac­1. Линии 
предоставлены Российской коллекцией клеточных 
культур ИНЦ РАН. Клетки культивировали в среде 
RPMI (Capricorn, Германия) c добавлением 10 % FBS 
(neoFroxx, Китай) в условиях 37 °С, 5 % CO

2
.

Индукция экспрессии иммунных контрольных 
точек в клеточных линиях
Модели на основе клеточных линий с высокой 

экспрессией PD­L1 создавали с использованием IFN­γ 
(Ингарон, Россия), который добавляли в культураль­
ную среду в концентрации 2,5–750 нг / мл за 24 ч 
до оценки эффекта [16]. Зависимость доли PD­L1­экс­
прессирующих клеток от концентрации IFN­γ в среде 
определяли на клеточной линии THP­1.

тестирование низкомолекулярных ингибиторов 
AKT-киназ на эффективность подавления 
экспрессии иммунных контрольных точек
В полученных моделях клеточных линий тестиро­

вали активность низкомолекулярного АКТ­ингиби­
тора MK­2206 дигидрохлорида (Sigma­Aldrich, США) 
в отношении влияния на экспрессию ИКТ. Клетки 
культивировали в присутствии ингибитора в конечной 
концентрации 5–30 мкМ в течение 24 ч до оценки 
экспрессии в присутствии активатора.

Проточная цитофлуориметрия
Экспрессию ИКТ анализировали методом проточ­

ной цитофлуориметрии. Окрашивание клеток прово­
дили смесью моноклональных антител, специфичных 
к TIM­3 (CD366­APC) и PD­L1 (CD274­PE­Cy7) че­
ловека (Biolegend, США). В ходе экспериментов про­
водили расширенный анализ профиля экспрессии 
ИКТ клеточными линиями с использованием антител 
к человеческим антигенам (табл. 1).
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таблица 1. Антитела, использованные в анализе методом цитофлу-
ориметрии

Table 1. Antibodies used in the cytofluorimetry analysis

Антиген 
Antigen

Флюорохром 
Fluorochrome

компания, каталожный 
номер 

company, catalog number

CD 366 APC BioLegend, 364804

CD 274 PE / Cyanine7 Elabscience, E­AB­F1133H

CD 155 Pacific Blue BioLegend, 337632

CD 47 FITC BioLegend, 323106

CD16 FITC Elabscience, E­AB­F1236C

CD 279 PE Elabscience, E­AB­F1229D

CD 68 APC BioLegend, 333810

CD 223 PE / Cyanine7 BioLegend, 304030

CD 45 Brilliant Violet 510 BioLegend, 304036

CD 80 Brilliant Violet 510 BioLegend, 305243

TIGIT APC / Cyanine7 BioLegend, 372743

CD 112 PE BioLegend, 337410

CD 11b PerCP­Cy5.5 Elabscience, Е­CK­
FR1146J

CD 163 Brilliant Violet 510 BioLegend, 333612

7­aad PerCP Elabscience, Е­CK­A162

DRAQ7 APC / Cyanine 7 BioLegend, 424001

Перед окрашиванием клетки осаждали центрифу­
гированием с использованием режима 300 g в течение 
5 мин, ресуспендировали в 1­кратном растворе фос­
фатно­солевого буфера и инкубировали с антителами 
в течение 15 мин при комнатной температуре в темно­
те. После окрашивания образцы дважды отмывали фос­
фатно­солевым буфером c центрифугированием при тех 
же параметрах, окрашивали витальным красителем 
7­AAD (Biolegend, США) в течение 15 мин и анализи­
ровали на проточном цитофлуориметре Facs Canto II. 
Данные анализировали с использованием программ­
ного обеспечения BD FACSDiva Software. В качестве 
контроля использовали неокрашенные клетки.

Статистическая обработка результатов
Cтатистическая значимость между группами рас­

считана по критерию Краскела–Уоллиса, графики 
построены с использованием программы Microsoft 
Office Excel.

Результаты
тестирование базального уровня экспрессии 
иммунных контрольных точек
Результаты предварительного скрининга базаль­

ного уровня экспрессии исследуемых ИКТ показали 

отсутствие таковых на всех клеточных линиях, кроме 
KG­1. Доля ИКТ­экспрессирующих клеток линии KG­1 
составила 88,4 ± 7,14 % для TIM­3 и 88 ± 8,49 % для 
PD­L1.

По результатам скрининга клетки THP­1 выбраны 
для отработки модели индукции экспрессии TIM­3 
и PD­L1.

Индукция экспрессии иммунных контрольных 
точек в клеточных линиях
Результаты отработки протокола индукции экс­

прессии PD­L1 с использованием клеток THP­1 пред­
ставлены на рис. 1. Добавление IFN­γ в среду про­
демонстрировало дозозависимое увеличение доли 
PD­L1­позитивных клеток без потери жизнеспо­
собности. Оптимальный уровень экспрессии >50 % 
(87,48 ± 20 %) наблюдали при концентрации IFN­γ 
в среде 50 нг / мл, которую в дальнейшем использовали 
в качестве рабочей концентрации.

Эффективность использования рабочей концент­
рации IFN­γ 50 нг / мл в плане индукции PD­L1 и TIM­3 
протестирована на клеточных линиях THP­1, Mono­
Mac­1, HL­60, OCI­AML2, OCI­AML5. В этих усло­
виях отмечалось значимое увеличение доли ИКТ­по­
зитивных клеток в линиях THP­1 и Mono­Mac­1. 
Для Mono­Mac­1 доля PD­L1­ и TIM­3­экспрессиру­
ющих клеток составила 97,30 ± 1,13 и 53,26 ± 12,20 % 
соответст венно после стимуляции по сравнению с 0,11 
± 0,11 и 0,14 ± 0,12 % при контроле (p <0,01) (рис. 2). 
В отношении THP­1 отмечались высокая экспрессия 
PD­L1 (87,42 ± 20,04 %) и плохо воспроизводимое по­
вышение уровня экспрессии TIM­3. В клетках AML­2 
отмечалось повышение уровня PD­L1 ≤30 % (данные 
не показаны). В клетках HL­60, AML­5 эффекта экспрес­
сии PD­L1 и TIM­3 добиться не удалось. Влияние на 
жизнеспособность не было статистически значимым.

Таким образом, среди тестируемых клеточных ли­
ний в качестве моделей с высокой базальной экспрес­
сией ИКТ выбрана клеточная линия KG­1, а в качест­
ве модельных линий с индуцированной экспрессией 
ИКТ в дальнейших экспериментах использованы 

Рис. 1. Результаты индукции экспрессии PD-L1 на клетках линии 
THP-1 в условиях культивирования в присутствии титруемого интер-
ферона γ (IFN-γ)
Fig. 1. Results of PD-L1 expression induction on THP-1 cells under cultivation 
conditions in the presence of titrated interferon γ (IFN-γ)
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https://www.bdbiosciences.com/en-us/products/reagents/flow-cytometry-reagents/clinical-diagnostics/single-color-antibodies-asr-ivd-ce-ivd/cd8-amcyan.339199
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Mono­Mac­1 и THP­1 после стимуляции в среде с до­
бавлением IFN­γ в рабочей концентрации. В отноше­
нии выбранных моделей проведен расширенный анализ 
профиля экспрессии ИКТ (табл. 2). Для контрольных 
клеточных культур проанализирована расширенная 
панель кластеров дифференциации.

В контрольном образце THP­1 после культивиро­
вания в среде 50 нг / мл IFN­γ были повышены (>20 %) 
маркеры: CD 155 (99,87 %), CD 223 (23,75 %), CD 47 
(99,85 %), TIGIT (69,98 %), CD 112 (99,38 %). В KG­1: 
CD 155 (96,35 %), CD 223 (94,91 %), CD 47 (98,85 %), 
TIGIT (93,71 %), CD 112 (93,16 %). Mono­Mac­1 после 
культивирования с IFN­γ: CD 155 (87,55 %), CD 223 
(41,79 %), CD 47 (99,96 %), TIGIT (80,65 %), CD 112 
(98,26 %). Не показали экспрессии на всех линиях: 
CD 279, CD 163, CD 68, CD 80, Gal­9.

тестирование низкомолекулярных ингибиторов 
AKT-киназ в плане эффективности подавления 
экспрессии иммунных контрольных точек
Первоначально способность АКТ­ингибитора 

 МК­2206 опосредовать снижение доли ИКТ­экспрес­
сирующих клеток протестирована на модельной линии 
KG­1, в которой представленность PD­L1 и TIM­3 на 
поверхности была высокой в отсутствие дополнитель­
ной стимуляции (рис. 3).

Согласно полученным данным, ингибитор МК­2206 
статистически значимо снижал долю PD­L1­позитивных 

таблица 2. Результаты анализа расширенной панели кластеров дифференциации, %

Table 2. Analysis of an extended panel of differentiation clusters, %

cd ThP-1 + IFn-γ KG-1 Mono-Mac-1 + IFn-γ

CD 155 99,87 96,35 87,55

CD 223 23,75 94,91 41,79

CD 279 0,01 0,26 0,72

CD 45 93,91 99,98 97,22

CD 47 99,85 98,85 99,96

TIGIT 69,88 93,71 80,65

TIM­3 17,58 87,69 46,93

CD 112 99,38 93,16 98,26

CD 11b 71,71 28,53 26,62

CD 163 0,26 0,01 0,03

CD 274 99,16 97,44 97,58

CD 68 1,57 0,87 5,81

CD 80 0,09 0,06 0,12

Gal9 0,04 0 0,27

Примечание. IFN-γ – интерферон γ. 
Note. IFN-γ – interferon γ.

Рис. 2. Результаты оценки экспрессии иммунных контрольных точек 
на поверхности тестируемых клеток в условиях культивирования 
в присутствии рабочей концентрации интерферона γ (IFN-γ) 50 нг / мл
Fig. 2. Results of assessing the ICPs expression on the surface of tested cells 
under cultivation conditions in the presence of a working interferon γ (IFN-γ) 
concentration 50 ng / mL
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клеток в линии KG­1 в концентрациях 10, 20, 30 мкM 
с 84,03 ± 21,2 до 76,24 ± 4,11; 42,6 ± 18,1 и 4,28 ± 4,22 % 
соответ ственно (р <0,017). Снижение уровня экспрессии 
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TIM­3 также зафиксировано при добавлении МК­2206 
20 и 30 мкM с 85,52 ± 12,63 до 67,55 ± 8,62 
и 21,90 ± 7,61 % соответственно (p <0,013). Стати­
стически значимого снижения жизнеспособности кле­
ток в сравнении с контролем не выявлено (р >0,18).

Далее эффективность подавления экспрессии ИКТ 
в условиях культивирования в присутствии МК­2206 
оценена в моделях с индуцированной экспрессией 
PD­L1 с использованием клеточных линий THP­1 
и Mono­Mac­1, а также с индуцированной экспресси­
ей TIM­3 в клетках Mono­Mac­1 (рис. 4).

В модели индуцированной экспрессии ИКТ 
 Mono­Mac­1 мы наблюдали дозозависимый эффект 
ингибитора МК­2206 в отношении снижения экспрес­
сии как PD­L1 (p = 0,028), так и TIM­3 (p <0,024). При 
этом повышение концентрации МК­2206 >10 мкM 
сопровождалось значимым снижением жизнеспособ­
ности до 49,77 ± 0,44 % (p = 0,024) при концентрации 
МК­2206 20 мкM и до 15,98 ± 7,59 % (p = 0,0043) при 
30 мкM.

Также мы наблюдали значимое снижение экспрес­
сии PD­L1 в клетках THP­1 при добавлении 30 мкM 
МК­2206 до 12,52 ± 12,09 % (p = 0,0004) (рис. 5), что 
сопровождалось снижением количества жизнеспособ­
ных клеток с 87,26 ± 18,9 до 13,63 ± 5,28 % (p = 0,004), 
в остальных концентрациях изменения не были зна­
чимыми.

Обсуждение
Проведен скрининг культур клеток человека мие­

лоидного ряда THP­1, HL­60, OCI­AML2, OCI­AML5, 
KG­1, Mono­Mac­1. Без дополнительной стимуляции 

экспрессия исследуемых рецепторов ИКТ отсутство­
вала на поверхности всех из них, кроме KG­1. В данной 
линии рецептор TIM­3 был представлен на 88,4 ± 
7,14 % клеток, а экспрессия PD­L1 была характерна 
для 88 ± 8,49 % событий. В отношении остальных кле­
точных линий протестированы экспериментальные 
условия индукции экспрессии ИКТ. Отработку условий 
проводили с использованием клеточной линии THP­1. 
Для этого применяли описанный в литературе прото­
кол с использованием IFN­γ [16]. Культивирование 
с интерфероном в концентрации 2,5–750 нг / мл было 
ассоциировано с дозозависимым увеличением экс­
прессии PD­L1. Согласно полученным результатам, 
индукция экспрессии на уровне 87,48 ± 20 % наблю­
далась при концентрации IFN­γ в среде 50 нг / мл. 
При этом доля TIM­3­экспрессирующих клеток была 
ниже и составляла 6,9 ± 10 %. Добавление интерферо­
на в отработанной концентрации 50 нг / мл в культуру 
Mono­Mac­1 приводило к значимому увеличению  доли 
PD­L1­ и TIM­3­экспрессирующих клеток до 97,30 ± 1,13 
и 53,26 ± 12,2 % соответственно. В клетках AML­2 
в условиях стимуляции IFN­γ зафиксировано изоли­
рованное увеличение экспрессии PD­L1 <30 %. В клет­
ках HL­60, AML­5 эффекта экспрессии ИКТ в услови­
ях стимуляции с помощью IFN­γ добиться не удалось 
(данные не представлены).

Результаты системного анализа данных литературы 
показали, что профиль экспрессии ИКТ в клеточных 
линиях человека исследован слабо. Имеются данные 
об экспрессии маркеров PD­L1 и TIM­3 для клеток 
THP­1 [16, 22, 23]. Полученные нами данные согласу­
ются с результатами исследования H. Spangenberg 

Рис. 3. Влияние MK-2206 на экспрессию PD-L1 и TIM-3 в культуре клеток KG-1
Fig. 3. Effect of MK-2206 on PD-L1 and TIM-3 expression in KG-1 cell culture
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и соавт., которые показали, что в условиях индукции 
интерфероном экспрессия PD­L1 дозозависимо воз­
растала [16]. В то же время описанный нами профиль 
экспрессии ИКТ для клеток культур KG­1 и Mono­
Mac­1 представлен в настоящей работе впервые. 
Дальнейшие исследования проводили на выбранных 
моделях с базальным уровнем экспрессии ИКТ (KG­1), 
а также индуцированной экспрессии (Mono­Mac­1, 
THP­1).

Значимость ингибиторов АКТ в терапии МДС 
и ОМЛ продемонстрирована в доклинических и кли­
нических исследованиях, хотя механизм эффективно­

сти установлен не окончательно. Одним из наиболее 
исследованных ингибиторов AKT является МК­2206, 
высокоспецифичный аллостерический ингибитор всех 
3 изоформ АКТ человека, который был охаракте­
ризован в рамках доклинических и клинических ис­
следований [24]. Ни в одном из предыдущих клини­
ческих и доклинических исследований АКТ при ОМЛ 
ингибирование контрольных точек не оценивалось 
как конечная точка, хотя связь экспрессии PD­L1 
и пути описана в литературе [18]. В связи с этим мы 
по считали целесообразным оценить эффективность 
МК­2206­препарата в отношении ингибирования 

Рис. 4. Влияние MК-2206 на экспрессию PD-L1 и TIM-3 в культуре клеток Mono-Mac-1
Fig. 4. Effect of MK-2206 on PD-L1 and TIM-3 expression in Mono-Mac-1 cell culture

 %

Рис. 5. Влияние MК-2206 на экспрессию PD-L1 и TIM-3 в культуре клеток THP-1 в присутствии интерферона γ
Fig. 5. Effect of MK-2206 on PD-L1 and TIM-3 expression in THP-1 cell culture in the presence of interferon γ
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 Контроль PD-L1 / Control PD-L1

 5 мкМ / 5 μM

 10 мкМ / 10 μM

 20 мкМ / 30 μM

 30 мкМ / 30 μM



О
Н

К
О

Г
Е

М
А

Т
О

Л
О

Г
И

Я
  

4
’2

0
2

4
   

Т
О

М
 1

9
  
 

  
O

N
C

O
H

E
M

A
T

O
L

O
G

Y
  4

’2
0

2
4

  
V

O
L.

 1
9

138 Фундаментальные исследования в онкогематологии и практической медицине на современном этапе
Current basic research in hematology and practical medicine

экспрессии ИКТ, тестируемых в данной работе. Со­
гласно полученным результатам, снижение экспрес­
сии PD­1 и TIM­3 было характерно как в клеточной 
модели с базальной экспрессией ИКТ, так и в моделях 
с индуцированной экспрессией. Стоит отметить, 
что при низких концентрациях ингибитора АКТ мы 
не наблюдали значимого снижения жизнеспособно­
сти тестируемых клеток.

Полученные данные доказывают (пока косвенно) 
правомочность гипотезы о связи внутриклеточных 
сигнальных путей AKT и ИКТ. Дальнейшее уточнение 
механизмов этой взаимосвязи, несомненно, будет 

способствовать выявлению новых мишеней для тар­
гетной терапии МДС и ОМЛ.

Заключение
В качестве модели с повышенной экспрессией PD­L1 

и TIM­3 на основе миелоидной клеточной линии че­
ловека выбраны линии KG­1, которая константно 
экспрессирует значимые уровни целевых ИКТ, а также 
THP­1 и Mono­Mac­1, в которых проводится индукция 
интерфероном в концентрации 50 нг / мл. Работоспо­
собность модели подтверждена рациональным ответом 
на ингибитор пути АКТ.
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