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Резюме 
 
Получены МКА против антигена CD133 – маркера стволовых опухолевых клеток человека. Штамм ICO-

401 получали путем слияния клеток мышиной миеломы NS-1 с клетками селезенки мышей линии BALB/C, 
предварительно трехкратно иммунизированных с интервалом в две недели клетками меланомы кожи человека 
линии mel IbrEE34RMCR. Слияние проведено при помощи р-ра ПЭГ ПЭГ/ДМСО. Для скрининга полученных 
МКА ICO-401 использовали клеточные линии меланомы человека из коллекции ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохи-
на», различающиеся экспрессией антигена CD133. Экспрессию антигена оценивали в РИФ на проточном ци-
тофлуориметре BD FACSCantoTMII. МКА ICO-401 сравнивали с коммерческими МКА против антигена СD133, 
показано, что оба антитела распознают один и тот же антиген, но связываются с разными эпитопами.  
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Abstract 
 
Monoclonal antibody (mAb) against CD133 antigen is a stem marker of human tumor cells. Strain ICO-401 was 

prepared by cell fusion of murine myeloma NS-1 cells with splenocytes of BALB/ C mice, pre-immunized three times 
with an interval of two weeks with the cells of human melanoma mel IbrEE34RMCR. Merging was conducted with 
solution PEG/DMSO. Screening of mAb ICO-401 was performed on human melanoma cell lines from FSBI «N.N. 
Blokhin RCRC» collection which differ in the expression of CD133 antigen. Antigen expression was evaluated in 
immunofluorescence reaction by flow cytometer BD FACSCantoTMII. ICO-401 was compared with commercial mAb 
against CD133 antigen. The results indicated that both mAb recognize the same antigen, but bind to different epitops.  

 
Key words: monoclonal antibodies, CD133, tumor stem cells, human skin melanoma, flow сytometry. 

 
Введение 
 
В каждом новообразовании присутствует не-

большая популяция клеток, называемых стволовы-
ми, способных инициировать опухоль [3; 6]. Эти 
клетки обладают способностью к самовоспроизве-
дению и формированию дифференцированных опу-
холевых клеток [5]. Первоначально СКО были обна-
ружены при ОМЛ и ХМЛ [8; 11; 13; 15; 27; 28], а в 
последующем идентифицированы при многих зло-
качественных заболеваниях. Маркеры для СК раз-
ных нозологий различны. Так, для мезенхимальной 
ткани характерно наличие CD13, CD29/ITGB1, 
CD44, CD73, CD90, CD105, CD106/VCAM-1 и от-
сутствие типичных гематопоэтических поверхност-

ных белков CD31/PECAM-1, CD45/LCA и CD116. 
Для рака молочной железы, рака желудка, рака яич-
ников, рака простаты, рака органов головы и шеи, 
меланомы характерно наличие CD44 на СКО [2; 12; 
21; 22; 26; 30]. Кроме того, для СК рака молочной 
железы отмечено отсутствие общего для эпители-
альных тканей поверхностного маркера CD24 [16]. 
Иммунофенотип СК глиобластомы – CD133+/CD15+ 
[23; 25]; рака толстой кишки – CD133+/LR5+ [20; 
29]; рака печени – CD24+/CD133+ [19]; рака легкого 
– CD133+/ALDH1+ [14; 18].  

Антиген CD133 (PROM1) является промени-
ном-1, который относится к молекулам адгезии [4]. 
Антиген CD133 – поверхностный гликопротеин, 
состоящий из пяти трансмембранных доменов.  
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Впервые он был идентифицирован как мар-
кер гемопоэтической и нейронной СК. Антиген 
CD133 присутствует на нормальной СК и СКО 
многих сóлидных опухолей [14; 18–20; 22–25; 29]. 
Введение CD133+ клеток медуллобластомы имму-
нодефицитным мышам приводило к развитию опу-
холи, экспрессирующей антиген CD133. EGF и 
VEGF стимулировали увеличение CD133+-клеток в 
культуре, а также усиливали экспрессию ММР. Это 
приводило к более быстрому росту клеток у безти-
муных мышей. Помимо ММР, на активность СКО 
влияет экспрессия молекул адгезии L-ICAM 
(CD171), которые определяют на CD133+-клетках. 
Подавление молекул адгезии приводит к апоптозу 
и ингибированию роста опухоли. Гипоксия увели-
чивала количество CD133+-клеток [17]. В CD133+ 
опухолях гиперэкспрессирован Р-гикопротеин, 
продукт гена МЛУ/MDR1. Большинство авторов 
указывают на различное содержание CD133+-
клеток в одной и той же опухоли.  

Наиболее пригодными для характеристики и 
выделения клеток являются моноклональные антите-
ла [1]. Цель настоящей работы – получение и ха-
рактеристика МКА против антигена CD133. 

 
Материалы и методы  
 
МКА против антигена CD133 ICO-401 полу-

чали путем слияния клеток мышиной миеломы NS-
1 с клетками селезенки мышей линии BALB/C, 
предварительно трехкратно иммунизированных с 
интервалом в две недели клетками меланомы кожи 
человека линии mel IbrEE34RMCR [10]. Слияние 
проведено при помощи раствора ПЭГ ПЭГ/ДМСО 
(«Sigma»). Одну из гибридом, супернатант которой 
выявлял около 70–80 % АГ+ клеток, дважды клони-
ровали методом лимитирующих разведений. Очи-
стку и метку антител проводили по методике, опи-
санной Голубцовой Н.В. и др. [7]. 

Для скрининга полученных МКА ICO-401 в 
реакции иммунофлуоресценции использовались 
клеточные линии меланомы человека, различаю-
щиеся экспрессией антигена CD133, из коллекции 
ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» [9]. Эксперимен-
ты по изучению специфичности полученных анти-
тел повторяли не менее трех раз. 

 
Результаты и обсуждение  
 
Тестирование полученных МКА ICO-401 на 

клеточной линии mel IbrEE34RMCR выявило 80 % 
антиген-положительных клеток. В качестве поло-
жительного контроля для CD133 использовали 
МКА СD133/2 (293C3)-PE («MACS Miltenyi 
Biotec», Германия), которые также реагировали с 
80 % клеток линии mel IbrEE34RMCR. Гистограм-
мы распределения клеток, окрашенных МКА ICO-
401-PE, и СD133/2 (293C3)-PE представлены на 
рис. 1. Сходство профилей флуоресценции МКА 
ICO-401-PE и СD133/2 (293C3)-PE позволило пред-
положить, что эти антитела распознают один и тот 
же антиген (рис. 1, Б-В).  

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
Рис. 1. Гистограммы распределения клеток mel 
IbrEE34RMCR: 

А – контроль (неокрашенные клетки); 
Б – клетки, окрашенные МКА СD133/2 (293C3)-PE; 
В – клетки, окрашенные МКА ICO-401PE; 
Г – клетки, инкубированные с насыщающей 
концентрацией МКА ICO-401 и проявленные 
МКА СD133/2 (293C3)-PE; 
Д – клетки, инкубированные с насыщающей 
концентрацией МКА ICO-401 и проявленные 
МКА ICO-401-PE.  
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Для изучения специфичности МКА ICO-401 
использовали метод конкурентного ингибирования. 
Клетки линии mel IbrEE34RMCR первоначально ин-
кубировали в течение 1 ч при комнатной температуре 
с избытком немеченых МКА ICO-401, после чего ин-
кубировали с МКА ICO-401-РЕ или СD133/2 (293C3)-
PE. В результате инкубация клеток mel 
IbrEE34RMCR с насыщающей концентрацией МКА 
ICO-401 приводила к почти полной блокаде связыва-
ния с этими клетками СD133/2 (293C3)-PE (5 % кле-
ток связывались с антителами) и ICO-401 PE (1,7 % 
клеток связывались с антителами; рис. 1, Г, Д).  

Для дальнейшей характеристики МКА ICO-401 
был использован метод антигенной модуляции. Пре-
инкубация клеток melIbrEE34RMCR с МКА ICO-401 
при температуре +37 °С приводила к снижению на кле-
точной поверхности антигена CD133, выявляемого 
МКА ICO- 401-РЕ до 4,4 % после 3 ч инкубации и до 
7,1 % после 20 ч. Тогда как при использовании МКА 
СD133/2 (293C3)-PE после 3 ч инкубации выявляли 80 % 
CD133, а после 20 ч инкубации – 21 % (рис. 2). Эти резуль-
таты свидетельствуют: МКА ICO-401 и МКА CD133/2PE 
реагируют с разными эпитопами молекулы CD133. 

 
Заключение 
 
Получены и охарактеризованы антитела к 

CD133 ICO-401. Показано, что полученные антите-
ла реагируют с антигеном CD133 так же, как и 
коммерческие антитела СD133/2 (293C3)-PE. Одна-
ко при использовании метода антигенной модуля-
ции показано, что ICO-401-РЕ и СD133/2 (293C3)-
PE распознают разные эпитопы молекулы CD133.  

 

 
 

 
 

 
 

 
 

Рис. 2. Модуляция антигена СD133: 
А – клетки, инкубированные с насыщающей 
концентрацией МКА ICO-401 в течение 3 ч при 
+37 °С и проявленные МКА ICO-401-PE; 
Б – клетки, инкубированные с насыщающей 
концентрацией МКА ICO-401 в течение 20 ч 
при +37 °С и проявленные МКА ICO-401-PE; 
Г – клетки, инкубированные с насыщающей 
концентрацией МКА ICO-401 в течение 3 ч при 
+37 °С и проявленные МКА СD133/2 (293C3)-
PE;  
Д – клетки, инкубированные с насыщающей 
концентрацией МКА ICO-401 в течение 20 ча-
сов при +37 °С и проявленные МКА СD133/2 
(293C3)-PE (21%). 
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