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ПРОТОЧНО-ЦИТОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 
АНТИТЕЛ К РАЗЛИЧНЫМ ЭПИТОПАМ МОЛЕКУЛЫ 
БТШ70 С ВНУТРИКЛЕТОЧНЫМИ И МЕМБРАНО-
АССОЦИИРОВАННЫМИ ФОРМАМИ ЭТОГО ПРОТЕИНА
Овсяникова О.В.1, 2, Шустова О.А.1, Гречихина М.В.1, 
Сапожников А.М.1
1 ФГБУН «Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия

Резюме. В настоящее время накопилось большое число сведений о том, что многие разновидности 
опухолевых клеток, в отличие от их нетрансформированных форм, характеризуются транслокацией 
внутриклеточных белков теплового шока 70 кДа (БТШ70) на поверхность плазматической мембраны. 
Это позволило отнести БТШ70, экспонированные на клеточной поверхности, к опухоль-ассоцииро-
ванным антигенам и явилось основанием для поиска возможностей практического использования 
данного феномена в клинической онкологии. Существенным аргументом в пользу перспективности 
таких исследований послужила обнаруженная способность БТШ70, представленных на поверхности 
клеток-мишеней, усиливать цитотоксическую активность NK-клеток. В связи с этим, работы многих 
исследовательских групп посвящены разработке подходов к повышению уровня мембрано-ассоци-
ированных БТШ70 в опухолевых тканях. В то же время, учитывая присутствие таких протеинов на 
поверхности многих разновидностей опухолевых клеток, в качестве одного из перспективных под-
ходов можно рассматривать применение для противоопухолевой терапии моноклональных антител, 
взаимодействующих с молекулами БТШ70. Хорошо известно, что препараты антител, селективно 
взаимодействующих с раковыми клетками, могут применяться для таргетной противоопухолевой 
иммунотерапии.

Ранее нами была получена панель из шести В-клеточных гибридом, продуцирующих монокло-
нальные антитела к индуцируемой и конститутивной формам БТШ70 человека, направленные к раз-
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личным эпитопам этой молекулы. Существенно, что три разновидности гибридом из этой панели, 
продуцируют антитела со специфичностью к сайтами связывания на С-концевом домене молекулы 
БТШ70, а вторая тройка моноклонов антител была специфична к эпитопам на N-концевом домене 
БТШ70, в то время как практически все известные коммерческие антитела взаимодействуют только 
с С-концевыми фрагментами БТШ70. В данной работе мы провели сравнительное исследование свя-
зывания полученных антител с этими протеинами, локализующимися в разных типах клеток как во 
внутриклеточном пространстве, так и на клеточной поверхности.

Полученные результаты позволяют рассматривать выявленные разновидности моноклональных 
антител, наиболее эффективно распознающих поверхностные БТШ70, как перспективную основу 
для создания новых препаратов для противоопухолевой иммунотерапии.

Ключевые слова: белки теплового шока, БТШ70, моноклональные антитела, противоопухолевая иммунотерапия, линии 
опухолевых клеток, проточно-цитометрический анализ

FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF THE INTERACTION 
OF MONOCLONAL ANTIBODIES TO VARIOUS EPITOPES 
OF THE HSP70 MOLECULE WITH INTRACELLULAR AND 
MEMBRANE-ASSOCIATED FORMS OF THIS PROTEIN
Ovsyanikova O.V.a, b, Shustova O.A.a, Grechikhina M.V.a, 
Sapozhnikov A.M.a
a Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Science, Moscow, Russian 
Federation  
b Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Currently, a large amount of data has demonstrated that many types of tumor cells, in contrast 
to their non-transformed forms, are characterized by the translocation of intracellular heat shock proteins 
70 kDa (HSP70) to the surface of the plasma membrane. This made it possible to classify HSP70 exposed 
on the cell surface as a tumor-associated antigen and was the basis for searching the opportunities for the 
practical use of this phenomenon in clinical oncology. A significant argument in favor of the prospects of such 
studies was the discovered ability of HSP70, present on the surface of target cells, to enhance the cytotoxic 
activity of NK cells. In this regard, the work of many research groups is devoted to developing approaches to 
increasing the level of membrane-associated HSP70 in tumor tissues. At the same time, given the presence 
of such proteins on the surface of many types of tumor cells, the use of monoclonal antibodies that interact 
with HSP70 molecules for antitumor therapy can be considered as one of the promising approaches. It is well 
known that antibody preparations that selectively interact with cancer cells can be used for targeted antitumor 
immunotherapy. Previously, we obtained a panel of six B cell hybridomas producing monoclonal antibodies 
to the inducible and constitutive forms of human HSP70, directed to various epitopes of this molecule. It 
is significant that three varieties of hybridomas produced antibodies with specificity for binding sites on the 
C-terminal domain of the HSP70 molecule, and the second trio of monoclonal antibodies were specific to 
epitopes on the N-terminal domain of HSP70, while almost all known commercial antibodies interact only 
with C-terminal fragments of HSP70. In this work, we conducted a comparative study of the binding of the 
obtained antibodies to these proteins localized in different types of cells, both in the intracellular space and 
on the cell surface. 

The results obtained allow us to consider the identified varieties of monoclonal antibodies that most effecti-
vely recognize surface HSP70 as a promising basis for the creation of new drugs for antitumor immunotherapy.

Keywords: heat shock proteins, HSP70, monoclonal antibodies, antitumor immunotherapy, tumor cell lines, flow cytometric analysis
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Введение
Белки теплового шока 70 кДа (БТШ70) 

принадлежат к большому семейству стресс-
индуцируемых протеинов (белков теплового 
шока, БТШ). Одной из основных функций дан-
ных молекул является защита внутриклеточ-
ных протеинов от повреждающих воздействий 
стрессирующих факторов различной природы 
[6]. Наряду с этим, БТШ играют важную роль в 
жизнедеятельности клеток в нормальных физио-
логических условиях, взаимодействуя с широким 
спектром внутриклеточных протеинов и вы-
полняя вспомогательные, так называемые ша-
перонные, функции. Указанные функции БТШ 
реализуются во внутриклеточном пространстве, 
однако в ряде случаев эти протеины обнаружива-
ются также на клеточной поверхности и во вне-
клеточной среде. Такая необычная локализация 
наиболее характерна для БТШ70, являющихся 
одними из основных представителей семейства 
БТШ. В частности, БТШ70 обнаруживают на по-
верхности опухолевых и вирус-инфицированных 
клеток [4, 5, 11]. В наших предыдущих исследо-
ваниях было продемонстрировано, что процессы 
транслокации БТШ70 на клеточную поверхность 
наблюдаются в культурах линий опухолевых лим-
фоидных клеток [7]. Установлено, что транспорт 
БТШ70 на клеточную поверхность осуществляет-
ся с помощью неклассического, аппарат Гольджи 
независимого механизма. Было также обнаруже-
но, что транслокация БТШ70 на клеточную по-
верхность усиливается на заключительных этапах 
апоптоза и направлена, вероятно, на стабилиза-
цию мембраны погибающих клеток [8]. Наряду 
с этим, наши данные свидетельствовали о том, 
что включение БТШ70 в состав плазматической 
мембраны может быть связано с необходимостью 
поддержания ионного гомеостаза опухолевых 
клеток [9].

Феномен экспрессии БТШ70 на поверхно-
сти опухолевых клеток явился поводом для из-
учения не только механизмов этого процесса, 
но и для поиска возможностей практического 
использования данного явления в клиниче-
ской онкологии. Отсутствие БТШ70 на поверх-
ности нормальных клеток свидетельствует об 
уникальности этих протеинов, и локализацию 
их на поверхности плазматической мембраны, 
можно рассматривать в качестве опухоль-ассо-
циированного маркера. Принимая во внимание 
активирующее действие поверхностных БТШ70 
на цитотоксическую активность NK-клеток по 
отношению к таким клеткам-мишеням [5,  10], 

один из предложенных подходов основан на раз-
работке препаратов, стимулирующих транслока-
цию цитоплазматических БТШ70 на поверхность 
раковых клеток. Однако наиболее привлекатель-
ным и перспективным подходом, на наш взгляд, 
является использование для противоопухолевой 
иммунотерапии моноклональных антител, эф-
фективно взаимодействующих с БТШ70, пред-
ставленными на поверхности опухолевых клеток. 
Хорошо известно, что препараты антител, селек-
тивно взаимодействующих с раковыми клетка-
ми, могут применяться для таргетной противо-
опухолевой иммунотерапии [1, 2].

Ранее нами была получена панель из шести 
В-клеточных гибридом, продуцирующих моно-
клональные антитела к индуцируемой и кон-
ститутивной формам БТШ70 человека, направ-
ленным к различным эпитопам этой молекулы. 
Для расширения спектра аналитических воз-
можностей создаваемой панели гибридом мы 
были заинтересованы в получении продуцентов 
моноклональных антител, направленных как 
к С-, так и к N-концевым участкам молекулы 
БТШ70, поскольку практически все известные 
коммерческие антитела взаимодействуют только 
с С-концевыми фрагментами БТШ70. В резуль-
тате, нами были получены три разновидности 
гибридом, продуцирующие антитела с сайтами 
связывания на С-концевом домене молекулы 
БТШ70 (2E4, 4F11, 2F3), и вторая тройка моно-
клонов антител (6G2, 2E5, 3C5), направленных 
к эпитопам на N-концевом домене БТШ70 [3]. 
В данной работе мы с помощью метода проточ-
ной цитометрии провели сравнительное иссле-
дование связывания полученных антител с этими 
протеинами, локализующимися в разных типах 
клеток как во внутриклеточном пространстве, 
так и на клеточной поверхности.

Материалы и методы
В работе использовались опухолевые клетки 

человека: клеточные линии К-562 – хрониче-
ская миелогенная лейкемия; U-937 – гистио-
цитарная лимфома. Клетки культивировались в 
культуральных флаконах (25 см2, Costar, США) в 
питательной среде RPMI 1640 (Flow Laboratories, 
Великобритания), содержащей 10% фетальной 
сыворотки плода теленка (FCS), 50 мкг/мл стреп-
томицина (ОАО «Синтез», Россия) и 50 мкг/ мл 
пенициллина (ПАО «Биосинтез», Россия) в 
5% СО2 при +37 °С, или в условиях умеренного 
стресса – тепловой шок, +43 °С, 10 мин.

Образцы периферической крови были полу-
чены от здоровых доноров. Фракции нейтро-
филов и мононуклеаров получали из образцов 
путем центрифугирования (400 g 30 мин) на сту-
пенчатом градиенте плотности фиколла 1,114 и 
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1,077  г/ мл соответственно. Клетки двукратно от-
мывали и ресуспендировали в растворе Хенкса 
для дальнейшего использования в опытах. Тепло-
вой шок проводили путем нагревания пробирки 
с суспензией клеток на водяной бане при 43 °С в 
течение 10 мин.

Для определения содержания БТШ70 в ней-
трофилах и мононуклеарах использовали специ-
альный набор для анализа внутриклеточных про-
теинов (BD Cytofix/Cytoperm™, BD Biosciences, 
США) в соответствии с протоколом компании-
производителя. Непрямое иммунофлуоресцент-
ное окрашивание БТШ70 выполняли с помощью 
моноклональных антител, полученных от гибри-
дом нашей панели (2E4, 4F11, 2F3, 6G2, 2E5, 3C5) 
и коммерческих антител BRM22 (Sigma, США) 
при 4  °С в течение 30 мин. В качестве вторых 
антител использовали флуоресцентномеченые 
Fab-фрагменты кроличьих антител к иммуногло-
булинам мыши (Sigma, США). Средний уровень 
флуоресценции клеток измеряли с помощью ме-
тода проточной цитометрии.

Цитометрические измерения проводили на 
проточном цитофлуориметре FACScan (Becton 
Dickinson, США). В каждом образце анализиро-
вали не менее 10 000 событий. Обработку полу-
ченных результатов проводили с помощью про-
граммы CellQuest.

Результаты и обсуждение
Как было упомянуто выше, нами была полу-

чена панель из шести гибридом, продуцирующих 
моноклональные антитела к БТШ70, направ-
ленные к различным эпитопам этой молекулы. 
Проведенные методом проточной цитофлуори-
метрии исследования обнаружили существенные 
различия между группами антител специфичных 
к С- или N-домену БТШ70 по окрашиванию 
внутриклеточного пула этих молекул в монону-
клеарах и гранулоцитах периферической крови 
человека. Ранее для подобных измерений мы 
использовали коммерческие антитела BRM22 
(Sigma, США), взаимодействующие с С-доменом 
как конститутивной, так и индуцируемой форм 
БТШ70, экспрессируемыми широким спектром 
биологических видов, включая человека. Поэто-
му в данную серию экспериментов мы включили 
эти антитела как хорошо охарактеризованный 
стандарт. Непрямое иммунофлюоресцентное 
окрашивание БТШ70 всеми разновидностями 
антител проводили с помощью специального на-
бора для анализа внутриклеточных протеинов 
(BD Cytofix/Cytoperm™, BD Biosciences, США) в 
соответствии с протоколом компании-произво-
дителя. В качестве вторых антител использовали 
специфичные к иммуноглобулинам мыши Fab-
фрагменты кроличьих антител, конъюгирован-

ных с флуорохромом ФИТЦ (Sigma, США). Про-
точно-цитометрические измерения проводили 
на приборе FACScan (Becton Dickinson, США).

Полученные результаты свидетельствуют о 
возможности использования разработанной 
нами панели антител для анализа уровня экс-
прессии БТШ70 лейкоцитами человека с по-
мощью метода проточной цитометрии. Причем 
оказалось, что все протестированные монокло-
ны различаются по степени распознавания вну-
триклеточных БТШ70. Особенно существенные 
различия по окрашиванию БТШ70, экспресси-
руемых мононуклеарами и гранулоцитами пери-
ферической крови человека, наблюдались между 
группами антител, специфичных к С- и N-домену 
этого протеина. Так, уровень флуоресценции 
этих клеток, окрашенных антителами 2E4, 2F3 
и 2Е11 (специфичными к C-домену БТШ70) 
превышал таковой для клеток, окрашенных мо-
ноклонами 6G2, 2Е5 и 3С5 (специфичными к 
N-домену БТШ70), в среднем более чем в шесть 
раз (табл. 1). 

Изложенные результаты проведенного те-
стирования полученной нами панели моно-
клональных антител демонстрируют не только 
возможность применения этих моноклонов для 
анализа внутриклеточного содержания БТШ70 в 
лейкоцитах человека. Эти данные свидетельству-
ют также о том, что все шесть моноклонов имеют 
различные сайты связывания в молекуле БТШ70, 
поскольку выявляемый ими уровень экспрессии 
БТШ70 в одних и тех же образцах клеток досто-
верно различается. Очевидно, что указанные раз-
личия свойств антител могут позволить получить 
дополнительную информацию о состоянии пула 
внутриклеточных БТШ70, т. к. экспонирование 
тех или иных сайтов на поверхности молекулы 
протеина тесно связано с ее конформационными 
изменениями, с процессами агрегации и с взаи-
модействиями с другими внутриклеточными мо-
лекулами.

Проведенные исследования обнаружили так-
же существенные различия между группами ан-
тител специфичных к С- или N-домену БТШ70 
по окрашиванию внутриклеточного пула этих 
молекул у двух протестированных линий опухо-
левых клеток (К562, U937) человека. Так, уровень 
флуоресценции клеток, окрашенных антитела-
ми 2E4, 2F3 и 2Е11 (специфичными к C-домену 
БТШ70), существенно варьировал и превышал 
таковой для клеток, окрашенных моноклона-
ми 6G2, 2Е5 и 3С5 (специфичными к N-домену 
БТШ70) (рис.  1). При этом оказалось, что выяв-
ляемые тестируемыми антителами уровни экс-
прессии БТШ70 в одних и тех же образцах клеток 
достоверно отличались, что иллюстрирует на-
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ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ПРОТОЧНО-ЦИТОМЕТРИЧЕСКОГО ТЕСТИРОВАНИЯ ВОЗМОЖНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
ПАНЕЛИ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ К БТШ70 ДЛЯ АНАЛИЗА СОДЕРЖАНИЯ ЭТИХ ПРОТЕИНОВ 
В МОНОНУКЛЕАРАХ И НЕЙТРОФИЛАХ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

TABLE 1. RESULTS OF FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF THE POSSIBILITY OF USING THE PANEL OF MONOCLONAL 
ANTIBODIES TO HSP70 TO DETECT THE CONTENT OF THESE PROTEINS IN MONONUCLEAR CELLS AND NEUTROPHILS 
OF HUMAN PERIPHERAL BLOOD

Моноклон
Monoclone

Относительный уровень флуоресценции
Relative fluorescence level

Донор 1
Donor 1

Донор 2
Donor 2

Мононуклеары
Mononuclears

Нейтрофилы
Neutrophils

Мононуклеары
Mononuclears

Нейтрофилы
Neutrophils

BRM22 27,2 9,9 13,0 6,5

2E4 116,2 129,5 51,6 98,2

2F3 423,0 588,1 118,5 485,4

2E11 91,7 193,9 48,5 166,4

6G2 5,0 15,4 5,6 14,9

2E5 8,2 11,7 7,6 28,7

3C5 8,0 21,4 9,6 17,9

Рисунок 1. Результаты проточно-цитометрического анализа внутриклеточного окрашивания двух линий 
опухолевых клеток тестируемой панелью моноклональных антител к БТШ70 и коммерческими антителами BRM22 
в нормальных условиях и после воздействия на клетки теплового шока (43 °С, 10 мин)
Примечание. На шкале ординат отложены зарегистрированные средние уровни флуоресценции окрашенных клеток за вычетом 
уровня флуоресценции в контроле (окрашивание только вторыми антителами).
Figure 1. Results of flow cytometric analysis of intracellular staining of two tumor cell lines with a tested panel of monoclonal 
antibodies to HSP70 and commercial antibodies BRM22 under normal conditions and after exposure of cells to heat shock (43 °С, 
10 min)
Note. The ordinate scale shows the recorded average fluorescence levels of stained cells minus the fluorescence level in the control (staining with 
second antibodies only).

правленность моноклонов к различным эпито-
пам молекулы-мишени.

Но наиболее интересные результаты были 
получены при использовании анализируемой 
панели антител для детекции БТШ70, экспони-
рованных на клеточной поверхности. Известно, 
что необычная поверхностная локализация этих 
протеинов, не свойственная нормальным клет-

кам, может наблюдаться в разных типах опухоле-
вой ткани, в том числе у лимфоидных клеток [6]. 
Причем было показано, что для выявления мем-
брано-ассоциированных БТШ70 необходимы 
антитела, направленные к определенным участ-
кам данной молекулы [9]. Результаты проведен-
ных нами экспериментов свидетельствовали о 
больших различиях между моноклонами из ана-

25

20

15

10

5

0

350
300
250
200
150
100

50
0

Ин
те

нс
ив

но
ст

ь ф
лу

ор
ес

це
нц

ии
Me

an
 of

 flu
or

es
ce

nc
e

Ин
те

нс
ив

но
ст

ь ф
лу

ор
ес

це
нц

ии
Me

an
 of

 flu
or

es
ce

nc
e

Внутриклеточное окрашивание U937
Intracellular staining U937

Внутриклеточное окрашивание K562
Intracellular staining K562

BRM22 BRM222E4 2E42E5 2E52E11 2E112F3 2F33C5 3C56G2 6G2

Без нагревания
No heat shock

Нагревание 10 
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лизируемой панели антител по их способности 
связываться с БТШ70, присутствующими на по-
верхности опухолевых клеток К562 и U937. Ока-
залось, что из числа шести полученных нами раз-
новидностей антител, два моноклона (6G2 и 3С5) 
характеризуются значительно более высокой 
чувствительностью к мембрано-ассоциирован-
ным БТШ70 по сравнению не только с остальны-
ми моноклонами из нашей панели, но и со всеми 
протестированными нами коммерческими анти-
БТШ70 антителами (рис. 2).

Заключение
Представленные данные продемонстрирова-

ли существенные различия в связывании шести 
разновидностей полученных нами монокло-

нальных антител с молекулами БТШ70, локали-
зующимися во внутриклеточном пространстве 
и на поверхности нормальных и опухолевых 
клеток. Наиболее важным результатом данного 
исследования явилось выявление в составе ана-
лизируемой панели антител, обладающих спо-
собностью к детекции поверхностных БТШ70 с 
чувствительностью, значительно превышающей 
таковую для остальных разновидностей антител 
из состава этой панели и для широкого спектра 
протестированных нами коммерческих анти-
БТШ70 антител. Указанные результаты позво-
ляют рассматривать выявленные разновидности 
моноклональных антител, наиболее эффективно 
распознающих поверхностные БТШ70, как пер-
спективную основу для создания новых препара-
тов для противоопухолевой иммунотерапии.

Рисунок 2. Результаты проточно-цитометрического анализа окрашивания поверхности двух линий опухолевых 
клеток тестируемой панелью моноклональных антител к БТШ70 и коммерческими антителами BRM22 
в нормальных условиях и после воздействия на клетки теплового шока (43 °С, 10 мин)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Results of flow cytometric analysis of surface staining of two tumor cell lines with a tested panel of monoclonal antibodies 
to HSP70 and commercial BRM22 antibodies under normal conditions and after exposure of cells to heat shock (43 °С, 10 min)
Note. As for Figure 1.
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