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Резюме 
 
Получены МКА против антигена CD117 – маркера стволовых опухолевых клеток человека. Штамм ICO-

406 получали путем слияния клеток мышиной миеломы NS-1 с клетками селезенки мышей линии BALB/C, 
предварительно трехкратно иммунизированных с интервалом в две недели клетками клеточной линии мелано-
мы кожи человека mel Kor. Слияние проведено при помощи раствора ПЭГ/ДМСО. Для скрининга полученных 
МКА ICO-406 использовались клеточные линии меланомы человека, различающиеся экспрессией антигена 
CD117 из коллекции ФГБНУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина». Экспрессию антигена изучали в РИФ и оценивали на 
проточном цитофлуориметре BD FACSCantoTMII. МКА ICO-406 сравнивали с коммерческими МКА против 
антигена СD 117 (Германия). Результаты показали их идентичность по частоте антиген-положительных случаев 
и проценту антигенположительных клеток. МКА ICO-406 блокируют связывание с клетками mel Kor МКА ан-
ти-CD117. Связывание МКА ICO-406 с антиген-положительными клетками вызывает модуляцию антигена 
CD117. 

 
 Ключевые слова: моноклональные антитела, антиген, стволовые опухолевые клетки, меланома кожи 
человека, проточная цитометрия. 
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Abstract 
 
mAb against the antigen CD117 – stem marker of human tumor cells. Strain 406 PPI prepared by cell fusion of 

mouse myeloma NS-1 cells with spleen mice BALB/ C, pre-immunized three times at an interval of two weeks, the 
cells of the cell line of human melanoma melKor. Merging conducted using a solution of PEG/DMSO. For screening 
received mAb 406 used human melanoma cell lines which differed in the expression of CD117 antigen FSBSI "N.N. 
Blokhin RCRC" collection. N.N Blokhin. Antigen expression was studied in immunofluorescence and evaluated on a 
flow cytometer BD FACS CantoTMII. ICA ICO-406 was compared with commercial ICA against antigen CD 117 
(Germany). The results indicated the identity of the frequency of antigen-positive cases and the percentage of antigen 
cells. ICA ICO-406 block binding to cells melKor ICA anti-CD117. Linking ICA ICO-406 antigen-positive cells causes 
modulation of antigen CD117. 

 
 Key words: monoclonal antibodies, antigen, stem tumour cells, human skin melanoma, flow сytometry. 

 
Введение  
 
Среди опухолевых клеток имеется неболь-

шая популяция клеток, способных к формированию 
дифференцированных опухолевых клеток, а также 
способных к собственному воспроизведению, т.е. 
имеющих характеристики стволовой клетки [7; 20; 
22]. В гематологических опухолях также выявлена 
популяция клеток со свойствами стволовых [4; 10; 
12]. Эти клетки получили название опухолевых 

стволовых клеток (СОК) [14]. Первоначально СОК 
были обнаружены при остром миелоидном и хро-
ническом миелоидном лейкозах [12; 16; 17; 23; 24]. 
Эти клетки характеризовались экспрессией CD34 
антигена [9]. В последующем ОСК были иденти-
фицированы при многих злокачественных заболе-
ваниях.  

Фактор роста стволовых клеток (SCF или 
KL) CD117(c-Kit) – гемопоэтический ростовой фак-
тор. Он является цитокиновым рецептором, экс-
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прессированном на клеточной поверхности гемопо-
этических стволовых клеток, а также некоторых 
других клеток [4; 15]. Измененные формы рецепто-
ра ассоциированы с некоторыми типами рака [15]. 
CD117 является рецепторной тирозинкиназой III 
типа, рецептором для стволового фактора роста c-
Kit. СD117 взаимодействует со многими другими 
белками: APS, BCR, CD63, CD81, CD9, CRK, 
CRK1, DOK1, FES, GRB1`0, Grb2, KITLG, LNK, 
MPDZ, PIK3R1, PTPN11, PTPN6, STAT1, SOCS1, 
SOCS6, TEC.  

Рецептор CD117 является обязательным 
компонентом клеточной поверхности гемопоэтиче-
ских стволовых клеток и прогениторных клеток. 
Доказано его участие в поддержании циркулирую-
щих гемопоэтических стволовых клеток, а также в 
механизмах, позволяющих этим клеткам возвра-
щаться из системного кровотока в их ниши в кост-
ном мозге.  

Более 90 % нейральных стволовых и проге-
ниторных СОК несут на своей поверхности CD117. 
Взаимодействие SCF с c-Kit активирует многочис-
ленные сигнальные каскады, включая RAS/ERK, 
P13-K, JAK/STAT, Src-киназы, результатом чего 
является направленная миграция, выживание и 
пролиферация стволовых клеток. Антиген обнару-
жен на клеточных линиях меланомы кожи [11].  

Иммунологический фенотип СОК характе-
ризуется экспрессией различных антигенов: CD24, 
CD34, CD44, CD90, CD117, CD133, CD271 [4–11; 
13]. Антигены CD24, CD34, CD90, определяются 
МКА ICO-150, ICO-115, ICO-10 соответственно [1; 
3; 5; 13]. 

Целью настоящей работы явилось получе-
ние МКА против антигена CD117 – маркера СОК 
человека. 

 
Материалы и методы  
 
МКА ICO-406 получали путем слияния кле-

ток мышиной миеломы NS-1 с клетками селезенки 
мышей линии BALB/C, предварительно трехкратно  

иммунизированных с интервалом в две недели 
клетками клеточной линии меланомы кожи челове-
ка mel Kor (происхождение – подкожный метаста-
тический узел пациентки диссеминированной ме-
ланомой кожи). Слияние проведено при помощи 
раствора полиэтиленгликоля ПЭГ/ДМСО 
(«Sigma»). Одну из гибридом, супернатант которой 
выявлял около 70–80 % АГ+ клеток, дважды клони-
ровали методом лимитирующих разведений. Для 
скрининга полученных МКА ICO-406 при помощи 
реакции иммунофлуоресценции использовались 
клеточные линии меланомы человека, различаю-
щиеся экспрессией антигена CD117, из коллекции 
ФГБНУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» [11].  

 
Реакция иммунофлуоресценции 
Экспрессию антигена определяли в реакции 

иммунофлуоресценции. 5×105 клеток (mel Kor и 
др.) инкубировали с 20 мкл МКА в течение 30 мин 
при комнатной температуре, после чего 10 мин от-
мывали в 1 мл PBS при 1500 об/мин.  

К осадку клеток добавляли 10 мкл F(ab)2 
(goat anti mouse IgG: FITC, фирмы Serotec, кат.№ 
0106) и инкубировали в течение 30 мин при +4 С. 
После этого клетки дважды отмывали в 1 мл PBS в 
тех же условиях, осадок клеток ресуспендировали в 
300 мкл 1 %-ного р-ра формалина.  

 
Реакция прямой иммунофлуоресценции 
5×105 клеток (mel Kor и др.) инкубировали с 

10 мкл антител, меченных PE в течение 30 мин при 
+4 С, после чего клетки дважды отмывали по 10 
мин в 1 мл PBS при 1500 об/мин, осадок клеток 
ресуспендировали в 300 мкл 1 %-ного р-ра форма-
лина. Полученные результаты оценивали на про-
точном цитофлуориметре BD FACSCantoTMII 
USA. Реактивы для буферов использовали компа-
нии «ПанЭКО» (Россия). Анализ данных, получен-
ных с помощью проточного цитофлуориметра BD 
FACSCantoII (USA).  

 

Очистка и мечение МКА 
Реагенты: 
ДМСО (DMSO) – диметилсульфоксид безводный (Applichem #A3672.0050) 
ДТТ (DTT) – дитиотриэтол (Serva #39759) 
ФЭ (РЕ) – R-фикоэритрин (Fluka #52412) 
PBS – 0,1 М фосфат-солевой буфер, рН 7,2 – 7,4 
PBS-ЭДТА – PBS с 1 мМ этилендиамином тетраацитатом 
NEM – N-этил малеимид (ABSR #209300) 
SMCC – Сукцинимидил 4 [N-малеимидометил] циклогексан-1-карбоксилат (Fluka #63181) 
SPDP – N-сукцинимидил 3-(2-пиридилдитио) пропионат (Sigma #P3415) 
Tris-HCl – 10 мМ Трис-HCL буфер, рН 7,8 
ТВS – 10 мМ Трис-буфер, 150 мМ NaCl, 0,02% NaN3 pH 7,8 
Для очистки IgG 5–10 мл асцитной жидкости осветляли центрифугированием 60 мин при 4000 об/мин.  
 
Асцитную жидкость термостатировали при 

+4 °С при постоянном перемешивании на магнит-
ной мешалке и капельно добавляли равный объем 
насыщенного при +4 °С раствора сульфата аммо-
ния в течение 15–20 минут. Образовавшийся осадок 
отделяли центрифугированием (30 мин. при 4000 

об/мин) и ресуспендировали в ТВS в объеме, рав-
ном 0,5 объема исходного асцита. Процедуру выса-
ливания повторяли еще раз. Полученный осадок 
отделяли центрифугированием (30 мин при 4000 
об/мин) и ресуспендировали в ТВS. Полученный 
препарат переводили в Tris-HCl на колонке PD-10 и 
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наносили на колонку Mono Q 10/100, уравновешен-
ную тем же буфером. Это и последующие разделе-
ния проводили на хроматографе ÄKTA purifier 10. 
Скорость потока составляла 1 мл/мин, выход бел-
ковых продуктов оценивали денситометрией при 
280 нм. После отмывки колонки от не связавшейся 
белковой фракции, на колонку подавали градиент 
0–40 % 1М раствора NaCl на Tris-HCl.  

Выходящие фракции собирали по 1 мл, и в 
последующем анализировали SDS-ПААГ электро-
форезом по Лэммли на наличие IgG. Фракции, 
имеющие молекулярную чистоту 95–98 % объеди-
няли. Препарат IgG дополнительно дочищали 
гельфильтрацией на колонке Superdex 200 10/300.  

На колонку наносили 0,6–0,8 мл образца IgG, 
и проводили разделение со скоростью потока 0,5 
мл/мин, выход белковых продуктов оценивали ден-
ситометрией при 280 нм. Фракции, соответствую-
щие выходу гомогенного по молекулярной массе 
IgG, объединяли, переводили в PBS-ЭДТА, концен-
трировали до 8–12 мг/мл и стерилизовали через 
шприц-насадку 0,22 мкм. 

Конъюгирование IgG с РЕ проводили по ме-
тодам [18; 21] с модификациями. В мечение брали 
300–350 мкг IgG и 1 мг РЕ, что соответствуют мо-
лярному соотношению 1 : 2. РЕ ресуспендировали 
в 0,5 мл PBS-ЭДТА и обессоливали на PD-10 про-
тив того же буфера. Полученный материал концен-
трировали на Centricon 30 (Millipor) до 0,5–0,7 мл, 
добавляли 16 мкл SPDP в DMSO в концентрации 
1,33 мг/мл и инкубировали в темноте при комнат-
ной температуре при постоянном перемешивании 
2,5 часа.  

За 0,5 часа до окончания инкубации PE, к 
IgG в концентрации 2,5 мг/мл и добавляли 5 мкл 
раствора SMCC в DMSO в концентрации 1,75 
мг/мл. Смесь оставляли при комнатной температу-
ре с периодическим встряхиванием на 1 час. По 
окончании инкубации РЕ, к нему добавляли 30 мкл 
0,5 М раствора DTT в PBS-ЭДТА и инкубировали 
еще 0,5 часа при тех же условиях.  

После инкубации модифицированные РЕ и 
IgG освобождали от продуктов реакции и не про-
реагировавших реагентов на колонках PD-10 про-
тив PBS-ЭДТА. Полученные с колонок РЕ и IgG 
концентрировали на Centricon 30 до совместного 
объема 0,8–1,2 мл, после чего РЕ и IgG объединяли 
в пробирке и инкубировали в темноте при +4 °С 
при постоянном перемешивании 16–18 ч.  

Реакцию останавливали добавлением 40 мкл 
0,1 мМ раствора NEM в DMSO с последующей ин-
кубацией при комнатной температуре при постоян-
ном перемешивании в течение 45 мин.  

Полученный образец концентрировали на 
Centricon 30 до объема 0,5–0,6 мл и фильтровали на 
Spin-X (Millipor).  

Разделение продуктов конъюгации проводи-
ли на колонке Superdex 200 10/300, при скорости 
потока 0,5 мл/мин c денситометрией при ν280 и 565 
нм. Фракции собирали по 1 мл.  

Собранные фракции анализировали на соот-
ношение IgG – РЕ [19]: 

Молярная концентрация [IgG] =[(A280 нм – 
0,18 × A565 нм)/203,000]×фактор разведения; 

Молярная концентрация [R-PE] = (Amax 
/1,960,000) × фактор разведения, 

где Amax должна быть в диапазоне 0,3–0,8 
при измерении на 565 нм; 

Степень включения РЕ = [R-PE]/ [Ig G], 
где степень включения должна быть в пре-

делах 0,7–2,0. 
После разделения препараты антител стаби-

лизировали бычьим сывороточным альбумином в 
конечной концентрации 10 мг/мл, консервировали 
0,1 %-ным NaN3 и стерилизовали через шприц-
насадку 0,22 мкм. 

 
Результаты и обсуждение  
 
Тестирование полученных МКА ICO-406 на 

клеточной линии меланомы кожи человека mel Kor 
выявило 100 % антиген-положительных клеток. В 
качестве положительного контроля для CD117 ис-
пользовали МКА СD117 (A3C6E2)-APC («MACS 
Miltenyi Biotec», Германия), которые также реаги-
ровали с 100 % этих клеток. Гистограммы распре-
деления клеток mel Kor, окрашенных МКА ICO-406 
и МКА анти-СD 117, представлены на рис. 1. Сход-
ство профилей флуоресценции МКА ICO-406 и 
МКА СD117 позволило предположить, что эти ан-
титела распознают один и тот же антиген.  

Для следующего этапа в изучении специ-
фичности МКА ICO-406 использовали метод кон-
курентной ингибиции. Клетки линии mel Kor пер-
воначально инкубировали с избытком немеченых 
МКА ICO-406, после чего инкубировали с МКА 
ICO-406РЕ или анти-CD117АРС. Проведенные 
эксперименты показали, что инкубация клеток mel 
Kor с насыщающей концентрацией МКА ICO-406 
приводит к полной блокаде связывания с этими 
клетками меченных PE МКА ICO-406 и меченных 
АРС МКА анти-CD117 (рис. 2). 

Таким образом, можно сделать вывод, что 
МКА ICO-406 распознают тот же самый или близко 
расположенный эпитоп, что и МКА CD117. 

Для дальнейшей характеристики МКА ICO-
406 был использован метод антигенной модуляции. 
Преинкубация клеток mel Kor с МКА ICO-406 при-
водила к исчезновению с клеточной поверхности 
антигена CD117, выявляемого МКА СD117 APC. 
Антиген полностью исчезал с клеточной поверхно-
сти через 2 ч после начала инкубации при +37 °С 
(рис. 3) с МКА и отсутствовал в течение 20 ч (срок 
наблюдения). Эти результаты свидетельствуют о 
том, что МКА ICO-406 реагируют с той же самой 
молекулой, что и МКА CD117APC  

Таким, образом, по результатам характеристи-
ки МКА ICO-406 можно сделать вывод, что гисто-
граммы иммунофлюоресценции антиген-положитель-
ных клеток, окрашенных МКА ICO-406 и анти-CD117 
идентичны, оба МКА распознают тот же самый или 
близко расположенный эпитоп, оба МКА реагируют с 
одной и той же молекулой, которая исчезает с по-
верхности клетки после контакта с МКА. 
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Рис. 1. Гистограммы распределения клеток mel Kor, окрашенных МКА ICO-406 и анти-СD117:  

А – отрицательный контроль;  
Б – гистограмма распределения клеток окрашенных МКА анти-СD117, меченных АРС; 
В – отрицательный контроль;  
Г – гистограмма распределения клеток окрашенных МКА ICO-406, меченных фикоэритрином ( РЕ). 
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Рис. 2. Конкурентная ингибиция связывания МКА ICO-406 с СD117 (A3C6E2)-APC («MACS Miltenyi Biotec», 
Германия) против антигена СD117: 

А – отрицательный контроль; 
Б – гистограмма распределения клеток окрашенных МКА анти-СD117, меченных АРС; 
В – клетки линии mel Kor, инкубированные с насыщающей концентрацией МКА ICO-406 и проявленные МКА 
СD117 (A3C6E2)-APC;  
Г – отрицательный контроль; 
Д – гистограмма распределения клеток, окрашенных МКА ICO-406РЕ; 
Е – клетки линии mel Kor, инкубированные с насыщающей концентрацией МКА ICO-406 и проявленные МКА 
ICO-406 РЕ. 
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Рис. 3. Модуляция антигена СD117 МКА СD117 (A3C6E2)-APC («MACS Miltenyi Biotec», Германия):  

А – отрицательный контроль; 
Б – клетки линии mel Kor, инкубированные с насыщающей концентрацией МКА ICO-406 в течение 2 часов при 
37 °С и проявленные МКА СD117;  
В – клетки линии mel Kor, инкубированные с насыщающей концентрацией МКА ICO-406 в течение 20 часов при 
37 °С и проявленные МКА СD117;  
Г – отрицательный контроль; 
Д – клетки линии mel Kor, инкубированные с насыщающей концентрацией МКА ICO-406 в течение 2 часов при 
37 °С и проявленные МКА ICO-406 РЕ; 
Е – клетки линии mel Kor, инкубированные с насыщающей концентрацией МКА ICO-406 в течение 20 часов при 
37 °С и проявленные МКА. ICO-406 РЕ. 
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