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УСЛОВИЯ  СПЕЦИФИЧЕСКОГО  СВЯЗЫВАНИЯ  МОНОКЛОНАЛЬНЫХ  АНТИТЕЛ  
С  АДСОРБИРОВАННЫМИ  НА  НОСИТЕЛЕ  СУСПЕНЗИЕЙ  ОПУХОЛЕВЫХ  КЛЕТОК 

Кез келген иммунды химиялық талдаудың алғашқы үрдісі талданып отырған қосылысқа 
телімді антиденені «тану» сатысы болып табылады. Иммунды химиялық кешеннің 
«антиген – антидене» түзілу процесі белгіленген аффинділік, компоненттер концентрациясы 
жəне реакция шарттары қатаң сандық қатынаста жүреді. Автор қатерлі ісік 
жасушаларының беткейлік антигендерінде алынған моноклоналды антиденелер негізінде, 
құрамына иммундық кешеннің «антиген – антидене» тепе-теңдігі константын белгілеу жəне 
коммерциялық конъюгатпен байланысу кинетикасын бағалау шарттары енетін, жанама 
иммунды-ферментті талдауды қоюдың оңтайлы шарттарын зерттеді. 

The first procedure of any kind of immunochemical analysis is the identification of be analyzed com-
plex by specific antibody. The establishing process of «antigen-antibody» in immunochemical com-
plex is taken under the fixed affinity, concentration of components and stable data relationship of re-
action requirement. The author studied the optimized requirement for indirect ELISA, include deter-
mining of «antigen-antibody» balance constant in immunological complex and evaluation require-
ment for combining kinetics with commercial conjugates based on cancer cell surface antigen specific 
monoclonal antibodies. 

 
Статистические данные последних лет свидетельствуют о неуклонном, интенсивном росте забо-

леваемости и смертности от рака молочной железы в различных странах. Усилия онкологов, направ-
ленные на борьбу с раком молочной железы, еще не дают ожидаемого эффекта. Наиболее критиче-
ским фактором, определяющим успех лечения рака молочной железы, является степень распростра-
ненности опухолевого процесса в период постановки диагноза. Однако не менее чем у 50 % больных 
раком молочной железы при первом обращении у врачу обнаруживается инвазивный локальный рост 
опухоли или метастазы в отдаленные органы. В связи с этим актуальную проблему представляет раз-
работка методов раннего выявления злокачественных опухолей молочной железы. Раннее обнаруже-
ние метастаз позволит своевременно проводить радикальное лечение и повышать его эффективность. 

При неопластической трансформации в клетке происходят значительные изменения, позволяю-
щие ей приобрести такие свойства, которые предопределяют ее возможность образовывать злокаче-
ственную опухоль. Эти события выражаются в становлении новых антигенных свойств малигнизиро-
ванных клеток, которые в значительной степени определяются антигенами клеточной поверхности. 
Антигенные отличия злокачественно трансформированной клетки от нормальной — ключевой во-
прос иммунологии опухолей. Исследования в этом направлении позволяют выяснить не только меха-
низмы малигнизации клетки, прогрессии опухоли и ускользания ее от иммунного надзора организма, 
но и вносят существенный вклад в клиническую онкологию. Многочисленные исследования выявили 
ряд специфических антигенов на поверхностной мембране и в цитоплазме опухолевых клеток, ассо-
циированных с раком молочной железы человека — антигены эпителиальных мембран [СА15–3, 
СА15–5, СА19–9], муциноподобный ассциированный антиген [МСА], тканевой полипептидный ан-
тиген [ТПА], гликопротеидный антиген [ЛСА] и т.д. Динамика уровня других онкомаркеров (онко-
фетальные антигены — РЭА, α-фетопротеин, метаболические маркеры — ферритин, микроглобулин; 
гормонов — ХГЧ и АКТГ и ферментов — фосфатазы, лактатдегидрогеназы) также позволяет сделать 
заключение о природе прогрессирования данного онкозаболевания [1–6]. 

До настоящего времени уже накоплен достаточный фактический материал о поверхностных ан-
тигенах, ассоциированных с лейкозами, меланомами и другими опухолями, позволившие усовершен-
ствовать диагностику данных злокачественных заболеваний. Таким образом, наши исследования 
обусловлены необходимостью поиска специфических антигенов опухолевых клеток рака молочной 
железы, представляющих диагностический интерес, к которому в дальнейшем необходимо получать 
моноклональные антитела. 

С того момента, как в работе Келера и Мильстейна (1975) [7] было описано получение гибридом 
способных в фактически неограниченных количествах продуцировать однородные популяции моле-
кул антител (благодаря чему препараты антител смогли получить статус химически чистых реакти-
вов), для иммунодиагностики открылась буквально новая эра. Моноклональные антитела, благодаря 
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таким свойствам, как химическая гомогенность, высокая аффинность и доступность в больших коли-
чествах, могут весьма эффективно использоваться для разработки иммунодиагностических тестов. Бла-
годаря развитию гибридомной технологии появилась возможность идентифицировать моноклональные 
антитела, узнающие уникальные антигенные детерминанты опухолевых клеток [2–8]. 

Для иммунодиагностики рака молочной железы (РМЖ) известны работы по моноклональным 
антителам, полученным при иммунизации различным антигенным материалом: постоянные клеточ-
ные линии (Soule et.al., 1983), мембраны метастатических клеток (Colher et.al., 1981), мембраны жи-
ровых глобул женского молока (Taylor, Papadimitrou, 1981; Ceriani; 1983; Foster et.al., 1983; Hilkers 
et.al., 1984), очищенные белки (Thor et.al., 1986; Jacobelli et.al., 1986). В последние годы в связи с со-
вершенствованием методики получения моноклональных антител проводится интенсивный поиск 
онкоантигенов, ассоциированных со структурами поверхностных мембран опухолевых клеток рака 
молочной железы. Опубликованы сообщения о диагностическом значении карбогидратного антигена 
СА15–3, ассоциированного с клеточной фракцией карциномы молочной железы; высокомолекуляр-
ного гликопротеина МСА, ассоциированного с соединениями с муциноподобной характеристикой; 
тканевого полипептидного антигена ТПА, полидисперсного соединения, связанного с промежуточ-
ными волокнами тканей (S.Kumar et al.1987; L.Repetto et al.1993; E.Seregni et al 1998; и др.) [1,2,5,6,8]. 

Самым известным препаратом моноклональных антител, результаты применения которого при 
раке молочной железы стали сенсацией, является герсептин — моноклональное антитело против бел-
ковых трансмембранных рецепторов фактора роста Her2. M.Cobleigh et. al., (1998) были представле-
ны результаты лечения 213 больных раком молочной железы, резистентным к стандартной терапии. 
У всех больных была повышенная экспрессия Her2-neu. В результате лечения герсептином у 44 боль-
ных (21 %) были зарегистрированы объективные лечебные эффекты, в том числе у 8 больных (4 %) 
полный регресс опухоли и у 36 больных (17 %) — частичный, с уменьшением размеров метастазов 
более 50 %.[1]. 

Современные тест-системы на опухолевые маркеры производятся ведущими фармацевтически-
ми компаниями мира и составляют солидную отрасль фармацевтической промышленности (Organtec 
(Германия), DSL (США), Monobind (США), BCM Diagnostics (США), Bender MedSystem (Австрия), 
CanAg (Швеция), IDL (Швеция)). 

В России также проводятся широкомасштабные работы по получению моноклональных антител 
к маркерным антигенам опухолевых клеток и разработке высокоэффективных и высокочувствитель-
ных диагностических тест-систем. С 2001 г. ЗАО «Вектор-Бест» (Россия) приступил к выпуску набо-
ров реагентов для количественного иммуноферментного определения онкомаркеров РЭА, ХГЧ, 
АФП, СА 125, СА19–3 в сыворотке крови человека — «ИФА-БЕСТ». 

Ценность применения этих наборов в медицине достаточно широка. На борьбу с онкологиче-
скими заболеваниями поставлены новейшие научные достижения — компьютерная томография, 
ультразвуковое сканирование, радиоизотопные методы, но они достигают успеха лишь на достаточно 
далеко зашедших стадиях этого заболевания. Наиболее ранняя информация может быть получена при 
определении белков-онкомаркеров, концентрация которых начинает изменяться задолго до того, как 
опухоль обнаруживается другими методами. Кроме того, постоянное определение концентраций ра-
ковых маркеров в организме больных (мониторинг) позволяет оценивать эффективность проводимо-
го лечения, а также обнаруживать рецидивы рака. 

Моноклональные антитела сегодня — необходимый атрибут лаборатории, производящей совре-
менные диагностические тест-системы. Применение моноклональных антител в диагностике онкоза-
болеваний позволит значительно увеличить специфичность и чувствительность тест-систем. Совре-
менные тест-системы на опухолевые маркеры производятся ведущими фармацевтическими компа-
ниями мира и составляют солидную отрасль промышленной биотехнологии. При этом иммунодиаг-
ностика онкозаболеваний открыта для поиска новых маркеров и разработки новых методов их опре-
деления. 

В настоящее время моноклональные антитела к поверхностным дифференцировочным антиге-
нам лимфоцитов (CD) широко используют для определения их фенотипа при иммунодефицитных 
состояниях, лимфопролиферативных состояниях или иммунологической недостаточности методом 
проточной цитометрии [9, 10]. 

В Республике Казахстан аналогичных данному направлению исследований и планируемых при-
кладных результатов нет. Впервые в Национальном центре биотехнологии РК получены монокло-
нальные антитела к поверхностным антигенам опухолевых клеток рака молочной железы, которые 
могут быть использованы как высокочувствительные и специфичные реагенты для диагностики он-
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козаболеваний. Штамм гибридных культивируемых клеток животных Mus Musculus L. «Mab/MCF — 
3Д4» депонирован в ДГП «Республиканская коллекция микроорганизмов» РГП «НЦБ » МОН РК как 
продуцент моноклональных антител к белковому антигену (молекулярная масса 200 кДа) опухолевых 
клеток аденокарциномы молочной железы MCF-7. и подана заявка на инновационный патент. 

Основной целью наших исследований являлась отработка метода применения полученных мо-
ноклональных антител (МКА) в непрямом варианте иммуноферментного анализа (ИФА). 

Материалы и методы 

Для постановки непрямого варианта твердофазного иммуноферментного анализа иммунологи-
ческие полистироловые планшеты («Nunc» Дания и «Sarstedt» США) иммобилизовывали интактными 
клетками культивируемых опухолевых клеток линии аденокарциномы молочной железы MCF-7 и 
карциномы молочной железы ZR-75 в концентрации 20–25 тыс.клеток/мл в питательной среде 
DMEM (HiMedia, Индия) при продолжительности инкубации 24 часа в СО2-инкубаторе при темпера-
туре 37 0С. Клетки культивировали при температуре 37°С в атмосфере 5 % СО2 на питательной среде 
ДМЕМ («HiMedia», Индия) с добавлением 50 мкг/мл гентамицина и 10 % фетальной сыворотки 
крупного рогатого скота. Для снятия монослоя клеток использовали 0,25 %-ный раствор трипсина и 
0,02 %-ный раствор версена («HiMedia», Индия). Подсчет клеток и морфологический анализ культур 
проводили при помощи инвертированного микроскопа. Концентрацию клеток в суспензии, а также 
число жизнеспособных клеток подсчитывали в камере Горяева с применением 0,4 %-ного раствора 
трипановой сини. 

После инкубации планшеты отмывали три раза ЗФР рН 7,2 с 0,05 % твин-20 и три раза ЗФР без 
твина и производят фиксацию клеток 70 %-ным спиртом в течение 10 минут. Планшет отмывают че-
тырехкратно ЗФР, содержащим 0,1 % тритона Х-100 (ЗФР-Т), и в каждую лунку вносят по 0,1 см³ 
1 %-ного раствора бычьего сывороточного альбумина на ЗФР-Т для блокировки свободных поверх-
ностей твердой фазы при 370С в течение 1 часа. Для определения диагностического титра монокло-
нальных антител в непрямом ИФА проводили исследование образцов позитивных (специфических 
МКА) и отрицательных (контрольных — неспецифических МКА) антител в разведениях от 1:100 до 
1:12800. В качестве специфических продуцентов моноклональных антител к поверхностным антиге-
нам опухолевых клеток использовали штаммы гибридных культивируемых клеток 3D4 и 2A8. В ка-
честве неспецифических антител использовали моноклональные антитела, специфичные к полисаха-
ридным антигенам бруцелл, и микобактерии, продуцируемые штаммами гибридом 7F10 и 4G8. После 
инкубирования при 370С в течение 1,5 часа планшет в лунки планшета вносили кроличьи антитела к 
иммуноглобулинам мыши, меченные пероксидазой хрена (антивидовой конъюгат- Sigma, Германия) 
в объеме 0,1 мл и инкубировали в течение 1 часа. Для проявления реакции в лунки вносили по 0,1 мл 
раствора субстрата фермента, который готовили путем растворения 0,01 г ортофенилендиамина 
(Sigma, США) в 10 мл 1 %-ного раствора лимонной кислоты с рН 4,5 и добавления 0,005 мл 30 %-ной 
перекиси водорода. Реакцию останавливали добавлением в лунки планшет раствора 2М серной ки-
слоты. Результаты ИФА учитывали с помощью спектрофотометра с вертикальным потоком света при 
длине волны 492 нм. 

Результаты исследований 

Первичным процессом в любом иммунохимическом анализе является стадия «узнавания» анали-
зируемого соединения специфическим к нему антителом. Процесс образования иммунохимического 
комплекса «антиген – антитело» происходит в строго количественном соотношении, обусловленном 
аффиностью, концентрациями компонентов и условиями реакции. В этой связи нами изучалось влия-
ние временного фактора и температурного режима на прочность образования иммунного комплекса 
«антиген – антитело» (рис.1). 

Изучение кинетики образования иммунного комплекса «антиген – антитело» при температуре 
+4 °С показало, что полное насыщение твердой фазы иммунным комплексом происходит через 14–18 
часов. При этом значения оптической плотности достигали 1,042–1,062 о.е. Оценку кинетики соеди-
нения моноклинальных антител с адсорбированным на поверхности твердой фазы специфическим 
антигеном также проводили при температуре +37 0С в течение 30 минут, 1, 2, 3 и 4 часов. Согласно 
полученным результатам равновесие в реакции антиген – антитело наступает через 2 часа инкубиро-
вания, со значением оптической плотности 0,980–1,044 о.е. Увеличение экстинции ведет к повыше-
нию «фонового» показателя на 20–40 % из-за неспецифического связывания белка с поверхностью 
твердой фазы. Дальнейшая экспозиция не приводила к увеличению концентрации иммунного ком-
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плекса, поскольку показатель оптической плотности реакционной жидкости оставался на одном 
уровне. 
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1 — экспозиция при t + 37оC; 2 — экспозиция при t + 4оC 

Рис. 1. Влияние временного фактора и температурного режима на прочность образования иммун-
ного комплекса «антиген–антитело» 

Важным показателем чувствительности иммуноферментного анализа является диагностический 
титр моноклональных антител по отношению к используемому антигену. Для определения диагно-
стического титра моноклональных антител в непрямом ИФА провели исследование образцов пози-
тивных (специфических МКА) и отрицательных (контрольной — неспецифических МКА) антител в 
разведении от 1:100 до 1:12800. 

Согласно полученным результатам в качестве диагностического титра моноклональных антител 
в непрямом ИФА можно принять разведение 1:200 и выше. Начиная с этого разведения наблюдается 
неизменность максимальной разности в 2 и более раза между экстинциями (ОП + 492) позитивного и 
негативного контролей. Титры специфических МКА в непрямом ИФА обнаруживались до разведения 
1 : 51200. 
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Рис. 2. Определение диагностического титра моноклональных антител к опухолевым клеткам 
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1 — специфическое связывание конъюгата с комплексом Аг+Ат; 2 — контроль конъюгата (неспе-
цифическое связывание конъюгата) 

Рис. 3. Динамика образования комплекса конъюгат — Аг+Ат 
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На следующем этапе исследований предсматривалось оценка кинетики соединения иммунопе-
роксидазного конъюгата с комплексом «антиген–антитело». 

Установление константы равновесия между иммунным комплексом «антиген-антитело» и анти-
видовым иммунопероксидазным конъюгатом осуществляли стандартизацией рабочего разведения 
конъюгата исходя из условий минимальной фоновой реакции и наибольшей оптической плотности. 
При инкубации иммунопероксидазного конъюгата в пяти различных разведениях (1:1000, 1:2500, 
1:5000, 1:10000, 1:20000) оптимальное изменение субстрата наблюдалось лишь для одного 
разведения — 1:5000 (чувствительность — 1 нг). Повышение концентрации конъюгата приводило к 
увеличению степени его связывания и соответственно к росту наблюдаемой ферментативной актив-
ности. При слишком низкой концентрации конъюгата в результате низкой скорости превращения 
субстрата заметно снижалась чувствительность анализа (до 500 нг). 

На следующем этапе нами изучалось влияние продолжительности и режима инкубирования ан-
тивидового конъюгата на кинетику связывания с комплексом «антиген–антитело» (рис. 3.). 

Согласно полученным результатам наиболее оптимальными параметрами длительности и режи-
ма инкубации для иммунопероксидазного конъюгата являются 1 час при 37 °С. Величина оптиче-
ской плотности при этом составила 1,015 о.е. Инкубирование более 1 часа сопровождалось не-
значительным увеличением величин оптической плотности. Уменьшение времени инкубации в 
обоих случаях сопровождалось практически ослаблением окраски в ходе ферментативной реакции 
превращения субстрата. Увеличение экспозиции, наоборот, сопровождалось повышением «фоново-
го» показателя на 40–60 % из-за наличия примеси свободного фермента пероксидазы. 

Таким образом, нами изучены условия постановки непрямого варианта ИФА на основе получен-
ных МКА, который включает определение оптимальной концентрации антигена для сенсибилизации 
твердой фазы, установление константы равновесия иммунного комплекса «антиген–антитело» и 
оценку кинетики соединения с коммерческим конъюгатом. 
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