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АННОТАЦИЯ

В работе представлена разработка опытного варианта иммуноферментной тест-системы для количественного опре-
деления альфа-фетопротеина (АФП) человека с использованием моноклональных антител (МКА). Проведено восста-
новление гибридомных линий 1Е3 и 1С7 после длительного хранения, их культивирование, реклонирование и оценка 
стабильности продукции антител. Установлено, что линии 1Е3 и 1С7 сохраняют устойчивую секрецию высокоспеци-
фичных МКА против АФП. Получены препаративные количества антител in vitro и in vivo. Концентрация МКА превы-
шала 1 мг/мл, а их специфическая активность подтверждена в непрямом ИФА. На основе МКА 1С7 и 1Е3 проведена 
оптимизация параметров сэндвич-ИФА, включая выбор захватывающего антитела, определение оптимальной концен-
трации иммобилизации и рабочего разведения пероксидазного конъюгата. В качестве первого антитела выбрано МКА 
1С7, обеспечивающее более высокий сигнал и лучшую линейность калибровочной зависимости. Разработанный ва-
риант тест-системы продемонстрировал специфическую зависимость оптической плотности от концентрации АФП 
в исследуемом диапазоне, что подтверждает функциональную пригодность выбранной пары антител для построения 
диагностического набора. Полученные результаты создают основу для дальнейшей оптимизации условий анализа, на-
правленной на повышение его аналитической чувствительности и воспроизводимости.
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ВВЕДЕНИЕ

Альфа-фетопротеин (АФП) – это гликопротеин, кото-
рый синтезируется в желточном мешке во время эмбри-
онального развития и способствует росту клеток и тка-
ней [1]. У взрослых людей АФП присутствует в низких 
концентрациях (5-8 нг/мл), что связано с процессами ре-
генерации клеток и кроветворения [2]. Однако повыше-
ние уровня АФП может сигнализировать о наличии пато-
логий, таких как аномалии в развитии плода и различные 
виды рака. Определение уровня АФП в крови активно ис-
пользуется для контроля за состоянием плода во время бе-
ременности, а также в диагностике заболеваний печени, 
включая цирроз, хронические гепатиты и гепатобластому, 
и ряда злокачественных опухолей, таких как герминоген-
ные опухоли яичников и яичек, а также опухоли поджелу-
дочной железы и желудочно-кишечного тракта [1]. Кроме 
этого, АФП играет ключевую роль в диагностике гепато-
целлюлярной карциномы (ГЦК), где своевременное выяв-
ление заболевания и эффективное лечение являются важ-
ными факторами для повышения успешности терапии и 
снижения экономических затрат на здравоохранение [3]. 
Несмотря на практическую значимость, на рынке Респу-
блики Казахстан отсутствуют отечественные тест-си-
стемы для количественного определения уровня АФП в 
сыворотке и плазме крови. Создание такого инструмента 
позволит обеспечить независимость отечественного здра-
воохранения от импортных диагностических изделий, 
расширить доступность современных методов ранней ди-
агностики и мониторинга заболеваний, а также снизить 
затраты на их проведение.

Целью настоящего исследования была разработка и 
экспериментальная апробация опытного варианта тест-си-
стемы на основе ИФА для определения АФП человека с 

использованием полученных гибридомных линий, про-
дуцирующих специфические моноклональные антитела 
(МКА).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы
В работе использовали гибридомные клеточные линии 

1Е3, 1С7 и 1G4, продуцирующие МКА к АФП, создан-
ные в период с 1995 по 1999 годы коллективом лаборато-
рии молекулярной иммунологии и иммунобиотехнологии 
(ЛМИИ) в Институте молекулярной биологии и биохимии 
(ИМББ) им. М.А. Айтхожина. Для тестирования гибри-
дом использовали АФП человека, любезно предоставлен-
ный проф. О.В. Фурсовым (Лаборатория билхимии зер-
новых культур ИМББ) в 1993-1994 гг.

В работе также были использованы половозрелые 
мыши аутбредной линии CD1 и мыши инбредной линии 
BALB/c. При проведении экспериментальных работ мы-
шей содержали в поликарбонатных клетках (до 5 мышей 
в клетке) в помещении вивария при ИМББ им. М.А. Айт-
хожина при температуре 23± 3 ◦C при естественном све-
товом цикле. Эвтанизию осуществляли цервикальной 
дислокацией. Все животные получали гуманный уход и 
обращение; протокол исследования был одобрен локаль-
ным этическим комитетом Института молекулярной био-
логии и биохимии им. М.А. Айтхожина (выписка из про-
токола заседания №1 от 17.05.2024г.).

Культивирование гибридомных линий
Криопробирки с клетками используемых гибридо-

мных линий (1Е3, 1С7, 1G4) извлекали из жидкого азота 
и размораживали на водяной бане при 37 °C. Суспензию 
клеток тщательно ресуспензировали и отмывали центри-
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фугированием в 40 мл бессывороточной среде RPMI-1640 
(Gibco, США) при 160g в течение 10 мин при 20 °С. По-
сле этого осадок ресуспендировали в 4-5 мл полной куль-
туральной среды (ПКС) на основе RPMI-1640 содержа-
щей 10% FBS (Fetal Bovine Serum), 2 мМ глутамина и 100 
мг/мл стрептомицин/пенициллин (Sigma-Aldrich), пиру-
ват (100Х) (Sigma-Aldrich) и 50 мкм 2-меркаптоэтанола 
(MЭТ) (Sigma-Aldrich) и культивировали при 37 оС и 5% 
СО2 в СО2-инкубаторе в концентрации, не превышающей 
2x106 клеток на 1 мл. На различных этапах культивирова-
ния концентрация FBS составляла 10-20 %. Клетки инку-
бировали до восстановления полной жизнеспособности 
культуры, затем использовали в экспериментах. Оценку 
жизнеспособности клеток осуществляли методом трипа-
нового-синего окрашивания с подсчетом в камере Горяева 
с использованием инвертированного микроскопа OPTON 
(Leica, США).

Накопление гибридомных клеток проводили в чашках 
Петри емкостью 5-8 мл, далее культуры поддерживали в 
чашках Петри емкостью до 25 мл. Культуры пассировали 
через каждые 3-4 дня с плотностью рассева 400-700 тыс/
мл на 8-10 % ПКС. Гибридомы поддерживали in vitro в те-
чение 10-15 пассажей периодически, проверяя на продук-
цию антител. Культуральную среду собирали центрифу-
гированием и замораживали при -20 оС.

Накопление клеточной массы гибридомных клеток в 
препаративных количествах проводили путем культиви-
рования in vivo в виде асцитных опухолей в мышах линии 
BALB/c [4]. Мышам предварительно за 5 дней до введе-
ния гибридомных клеток вводили внутрибрюшинно при-
стан 0,5 мл/мышь. Суспензию гибридомных клеток вво-
дили в ФСБ 7-9 млн./мышь, также внутрибрюшинно. 
Асцитную жидкость собирали на 18-23 день после вве-
дения.

Криконсервацию клеток проводили в среде, содер-
жащей 90% FBS и 10% диметилсульфоксида (ДМСО) 
(Sigma) в объеме 1 мл с 2-7 млн. кл. Криопробирки поме-
щали в специальный контейнер и выдерживали при -80 
°C 2-5 дней, затем переносили в дъюар с жидким азотом 
для хранения.

Получение макрофагов из брюшной полости мы-
шей

Мышь линии СD1 умершвляли цервикальной дисло-
кацией. Для дезинфекции тушку животного помещали в 
70% спирт этанол на 1-3 мин. Затем в брюшную полость 
вводили 5 мл среды, содержащая 10% FBS и гепарина 
из расчета 500 ед. на 100 мл. После массажа из надреза 
осуществляли аспирацию брюшной жидкости. К полу-
ченной клеточной суспензии добавляли 10–15 мл бессы-
вороточной среды и отмывали с последующим центрифу-
гированием при 1000 об./мин, 20 °С, 10 мин. Cупернатант 
удаляли, осадок ресуспендировали в 1 мл ПКС. Подсчет 
макрофагов проводили с использованием камеры Горя-
ева с применением краски трипанового синего. Фидер-
ную подложку готовили в разных емкостях в зависимо-
сти от концентрации клетки в ПКС, содержащей 20% FBS 
и пируват. Клетки инкубировали в инкубаторе при 37 °C, 
5% CO₂.

Субклонирование и реклонирование линий гибри-

домных клеток
Субклонирование и реклонирование клеток гибридо-

мных линий проводили методом лимитирующего разве-
дения, заключающегося в последовательном разведении 
клеточной суспензии [5]. После подсчета клеток прово-
дили последовательные разведения 100, 20 и 10 кл./мл. 
Субклонирование и реклонирование проводили в 2-х по-
вторах в 96- ячеечных планшетах с фидерной подложкой 
в ПКС, содержащей 20% FBS.

Осаждение иммуноглобулинов из культуральной 
среды и асцитной жидкости

Cульфатную фракцию МКА получали по стандарт-
ной методике [6]. Для выделения МКА из культуральной 
жидкости использовали метод высаливания белков 45% 
раствором (NH4)2SO4, а из асцитной жидкости раствором 
2,53М Na2SO4 при комнатной температуре. Сульфатный 
осадок растворяли в 1-3 мл PBS с последующим диа-
лизом против PBS. Отдиализованные преципитаты раз-
водили 1:1 в растворе глицерина и хранили при -20 °С. 
Концентрацию иммуноглобулинов определяли спектро-
фотометрически на ИФА-анализаторе Microplate Reader 
MRX-A2000 (K LAB, Южная Корея) при длине волны 280 
нм по формуле (1):

С (мг/мл)= ОП (280 нм) х N/ 1,35,(1)
где N- кратность разведения антител, 1,35 – коэффи-

циент экстинкции для иммуноглобулинов.
Непрямой ИФА
Непрямой вариант ИФА проводили согласно общепри-

нятой методике [7]. Для этого в лунки полистироловых 
планшет (Nunc, США) наносили АФП человека, раство-
ренный в 10 мМ КББ (карбонатно-бикарбонатный буфер) 
в концентрации 5 мкг/мл и инкубировали в течение 18 ч 
при 4 °С. Затем планшеты отмывали от несвязавшегося с 
пластиком антигена КББ. Для устранения неспецифиче-
ской сорбции на пластик его обрабатывали 0,5% раство-
ром желатина в том же буферном растворе. Затем 1 час 
инкубации при 37 °С в термо шейкере CRPI-412 (CAPP, 
Китай). После 2-х отмывок вносили исследуемые образцы 
и инкубировали планшеты в течение 2 ч при комнатной 
температуре, отмывали 3 раза ФСБТ (фосфатно-соле-
вой буфер Твин-20), вносили конъюгат (антивидовые ан-
титела, меченные пероксидазой хрена) и инкубировали 
дополнительно 2 ч при комнатной температуре. Далее 
вносили TMB и через 10–20 мин после его внесения до-
бавлением стоп-реагент. Оптическую плотность измеряли 
при 450 нм с использованием ИФА-анализатора.

Сэндвич-ИФА
Сэндвич ИФА проводили по стандартной методике 

[8]. Планшеты сенсибилизировали первыми МКА в оп-
тимальной концентрации в 5-10мМ КББ, инкубируя их в 
течение 18 ч при 4 °С. Затем блокировали 0,5% раствором 
желатина и отмывали ФСБТ. Далее вносили различные 
концентрации тестируемого антигена в ФСБТ и инкуби-
ровали 2 ч при 20 °С, отмывали 3 раза ФСБТ и добавляли 
конъюгат вторых антител в оптимальной концентрации. 
После инкубации и отмывок вносили субстратную смесь. 
Реакцию останавливали внесением стоп-реагента и реги-
стрировали оптическую плотность при 450 нм на ИФА-а-
нализаторе. Отработку оптимальных условий проведения 
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сэндвич-ИФА разработанной тест-системой проводили 
путем изменения и подбора оптимальных условий всех 
описанных выше процедур.

Статистическая обработка данных
Полученные данные обрабатывали методами мате-

матической статистики на персональном компьютере с 
использованием прикладных программ Prizm 6 software 
(Graph Pad) и стандартного пакета программ Microsoft 
Office Excel 2016.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Восстановление гибридом, продуцирующих МКА 
против АФП человека

В ЛМИИ ИМББ им. М.А. Айтхожина были получены 
и охарактеризованы в 1995-1999-ых годах МКА к АФП 
человека [9]. Установлено, что данные МКА высокоспец-
ифичны и могут применяться в дальнейшем для получе-
ния иммуноферментных диагностикумов. Гибридомные 
линии 1Е3, 1С7 и 1G4 были заморожены в криобанке. Ра-
бота по реанимированию этих гибридом после длитель-
ного хранения включала: размораживание клеток, культи-
вирование, тестирование на зараженность микоплазмами, 
деконтаминацию от заражения, реклонирование, ИФА-а-
нализ, а также наработку МКА in vitro и in vivo.

Гибридомы 1Е3, 1С7 и 1G4 были разморожены на фи-
дерном слое перитонеальных макрофагов мышей линии 
CD1, которые были предварительно получены и внесены 
в лунки 24-луночных планшетов. После разморозки ги-
бридомы продемонстрировали удовлетворительную жиз-
неспособность (65–80%). Первая смена ПКС осущест-
вляли на 3–5 день при заметном увеличение количества 
клеток. При достижении в лунках плотности клеток 30-
50% провели тестирование на продукцию специфических 
антител (Рисунок 1а)

После длительного хранения для стабилизации про-
дукции МКА провели повторное субклонирование и ре-
клонирование гибридом методом лимитирующих разве-
дений. Субклонированию подверглась только гибридома 
1G4, у которой по мере роста и последующих пассажей 
наблюдалось уменьшение продукции МКА. С этой це-
лью 1G4-клетки в высокой плотности (100 кл./мл) пасси-

ровали дважды на фидерном слое. К сожалению, после 
второго субклонирования секреция МКА прекратилась, 
поэтому в дальнейших работах данную линию не исполь-
зовали.

Реклонирование 1Е3- и 1С7-клеток осуществляли в 
конечном разведением 10 кл./мл на фидерном слое для 
повышения эффективности размножения гибридомных 
клеток. Все моноклоны в ИФА были позитивны. Последо-
вательным наращиванием от ячеек в планшетах до чашек 
Петри с увеличивающимся размером моноклоны культи-
вировали до необходимого количества клеток. Некоторые 
моноклоны переводили в массовые культуры, а часть за-
мораживали в жидком азоте. На каждом этапе культиви-
рования среды испытывали на продукцию антител. Обе 
клеточные линии показали при длительном культивиро-
вании стабильную продукцию МКА и хорошие ростовые 
свойства. (Рисунок 1б). Из рисунка 3 видно, что гибри-
домы 1Е3 и 1С7 после восстановления, деконтаминации и 
реклонирования сохранили стабильную секрецией специ-
фических МКА против АФП и пригодны для дальнейшей 
разработки диагностического набора реагентов.

Наработка препаративных количеств МКА против 
АФП in vitro и in vivo

Накопления клеточной массы и МКА против АФП в 
препаративных количествах проводили путем культиви-
рования гибридомных клеток in vitro и in vivo. Культуры 
реклонированных гибридомных клеток 1Е3 и 1С7 поддер-
живали in vitro в течение 10-15 пассажей периодически, 
проверяя на продукцию МКА. Культуральную среду со-
бирали центрифугированием и замораживали при -20 °С. 
Для другого подхода накопление МКА проводили in vivo 
в виде асцитных опухолей в мышах линии BALB/c. Ас-
цитную жидкость собирали на 18-23 день после введения.

МКА из культуральной жидкости сконцентрировали 
преципитацией насыщенным раствором сульфата аммо-
ния, а из асцитной жидкости раствором 2,53 М сульфата 
натрия при комнатной температуре по стандартной мето-
дике [6]. Отдиализованные преципитаты разводили 1:1 в 
растворе глицерина и хранили при -20 °С. Концентрацию 
антител определяли спектрофотометрически при длине 
волны 280 нм по формуле [8].

Рисунок 1. а) Оценка продукции МКА в культуральной среде гибридомных линий 1Е3, 1С7 и 1G4 после раз-
морозки; б) и оценка титра МКА против АФП в культуральной среде 1Е3- и 1С7-клеток после реклонирования; 

длина волны 450 нм
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Концентрации МКА из культуральной среды соста-
вила 1,26 мг/мл для 1Е3 линии и 1,22 мг/мл для 1С7-кле-
ток, из асцитной жидкости 4,24 и 2,44 мг/мл для 1Е3- и 
1С7-клеток, соответственно.

После выделения МКА из культуральной и асцит-
ной жидкостей оценили их специфическую активность 
в непрямом варианте ИФА. В качестве отрицательного 
контроля брали значения оптической плотности лунок с 
ФСБТ, не содержащих МКА (Рисунок 2).

Всего было получено по более чем 1 мг каждого из 
МКА, что являлось достаточным для апробации и поста-
новки в модельных экспериментах варианта тест-системы 
определения АФП на основе сэндвич ИФА

Отработка условий проведения варианта тест-си-
стемы определения АФП на основе сэндвич-ИФА

Следующий этап была разработка сэндвич варианта 
ИФА для выявления АФП на основе полученных нами 
МКА 1С7 и 1Е3, специфичных к пространственно удален-
ным эпитопам АФП. Для постановки сэндвич-ИФА опре-
деляли способность обоих МКА сенсибилизироваться на 
поверхности лунок полистироловых планшетов и опти-
мальную концентрацию первых антител для иммобили-
зации в прямом варианте. Для этого сульфатные фракции 
МКА из жидкостей титровали путем 2х-кратных разве-
дений в растворе КББ от 10 до 0,0625 мкг/мл. Время ин-

кубации 18 ч при 4 °С. После 2-разовой отмывки вно-
сили 200 мкл 0,5% раствор желатина. Время инкубации 1 
ч на термошейкере. После инкубаци и 2-разовой отмывки 
ФБСТ внесли по 100 мкл конъюгата RAM (Rabbit Anti-
Mouse) в ФСБТ в разведении 1:3000. Далее отмывки 3 
раза и внесли 100 мкл субстратной смеси. После оста-
новки реакции замеряли оптическую плотность при 450 
нм. Результаты анализа представлены на Рисунке 3а.

В сэндвич-ИФА в качестве первого антитела было ре-
шено использовать МКА 1С7, поскольку он обеспечивал 
более высокий сигнал и лучшую линейность калибровки 
при низких концентрациях, при этом антиген, распознава-
емый 1С7, сохранял доступность после захвата эпитопа. 
Таким образом, при разработке сэндвич-ИФА решили ис-
пользовать вариант, где в качестве первых – МКА 1С7, а в 
качестве вторых – конъюгат на основе МКА 1Е3.

После чего, проводили определение рабочего разве-
дения, полученного конъюгата, состоящего из МКА 1ЕЗ, 
конъюгированных с пероксидазой хрена. Для этого в 
лунки планшет вносили АФП (5мкг/мл) и титровали конъ-
югат по выше приведенной методике от 40 до 0,6 мкг/мл. 
Результаты показали, что рабочее разведение конъюгата 
соответствует 10-8 мкг/мл (Рисунок 3б).

Далее провели оптимизацию сборки и условий прове-
дения ИФА. В результате апробации различных вариаций 
анализа был установлен оптимальный вариант. В уста-

Рисунок 2. Результаты титрования сульфатных фракций МКА клеток линий 1Е3 и 1С7. а) 
из культуральной среды; б) из асцитных жидкостей; длина волны 450 нм

Рисунок 3. а) Результаты оценки иммобилизация первых МКА 1С7 и 1Е3; б) Результаты титрования 
конъюгата на основе МКА 1Е3 в сэндвич-ИФА; длина волны 450 нм
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новленной концентрации МКА 1С7 сорбировали по 100 
мкл в лунках полистирольных планшет в течение 1ч при 
37 С. После инкубации с желатином и отмывок внесли 
по 100 мкл приготовленных 2-кратных разведений АФП 
от 5 мкг/мл до 0,03 мкг/мл в ФСБТ. После отмывок вно-
сили 100 мкл конъюгата 1Е3 в оптимальной концентрации 
10 мкг/мл. С использованием данного опытного варианта 
тест-системы нами были проведены эксперименты по ти-
трованию АФП (Рисунок 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведённой работы были успешно вос-
становлены гибридомные линии 1Е3 и 1С7, продуциру-
ющие МКА против АФП человека. После разморозки и 
реклонирования обе линии сохранили стабильную про-
дукцию специфических антител и ростовые свойства, что 
позволило использовать их для дальнейших исследова-
ний.

Были получены препаративные количества МКА про-
тив АФП человека как in vitro, так и in vivo. Из культу-
ральной среды и асцитной жидкости выделены высо-
коспецифичные антитела с концентрацией более 1 мг/
мл. Проведённый ИФА-анализ подтвердил их высокую 
активность и пригодность для использования в диагно-
стических целях.

Проведена оптимизация параметров постановки сэн-
двич-варианта ИФА на основе пары МКА 1С7 (захватыва-
ющее антитело) и 1Е3 (конъюгат). Определены оптималь-
ные условия иммобилизации, концентрации реагентов и 
рабочие разведения конъюгата. Полученные результаты 
показали наличие специфической зависимости между 
концентрацией АФП и уровнем сигнала, что свидетель-
ствует о функциональной активности, выбранной пары 
антител. Однако чувствительность полученного варианта 
анализа оказалась ограниченной, что, вероятно, связано с 
особенностями сорбции первых антител и требует даль-
нейшей оптимизации условий постановки реакции (вклю-
чая подбор концентраций, буферных условий и формата 

иммобилизации).
Таким образом, полученные результаты создают ме-

тодическую и экспериментальную основу для дальней-
шего совершенствования ИФА тест-системы для опреде-
ления АФП. Дальнейшие исследования будут направлены 
на повышение аналитической чувствительности, оценку 
воспроизводимости и проведение валидации на клини-
ческих образцах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе успешно восстановлены и охарактеризованы 
гибридомные линии 1Е3 и 1С7, продуцирующие высо-
коспецифичные моноклональные антитела против аль-
фа-фетопротеина человека. Получены препаративные 
количества антител с подтверждённой функциональной 
активностью. Проведена оптимизация параметров сэн-
двич-варианта ИФА на основе пары МКА 1С7 и 1Е3, про-
демонстрировавшая специфическую зависимость сигнала 
от концентрации АФП. Полученные результаты форми-
руют основу для дальнейшего повышения аналитической 
чувствительности и валидации разработанной тест-си-
стемы.
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АҢДАТПА

Бұл жұмыста адамның альфа-фетопротеинін (АФП) сандық анықтауға арналған иммуноферменттік тест-жүйенің 
(ИФТЖ) тәжірибелік үлгісін моноклоналды антиденелерді (МКА) пайдалану арқылы әзірлеу нәтижелері ұсынылған. 
Ұзақ мерзімді сақтау жағдайынан кейін 1Е3 және 1С7 гибридомалық желілері қайта қалпына келтіріліп, оларды өсіру, 
қайтаклондау және антидене өндіру тұрақтылығы бағаланды. Зерттеу нәтижесінде 1Е3 және 1С7 желілерінің АФП-ға 
қарсы жоғары спецификалы МКА-ларды тұрақты түрде секрециялайтыны анықталды.

Антиденелердің препаративтік мөлшерлері in vitro және in vivo жағдайларында алынды. МКА концентрациясы 
1 мг/мл-ден асты, ал олардың спецификалық белсенділігі жанама иммуноферменттік талдау (жанама ИФА) әдісімен 
расталды.

1С7 және 1Е3 МКА негізінде «сэндвич» форматындағы ИФА параметрлері оңтайландырылды, соның ішінде қарма-
ушы (capture) антиденені таңдау, иммобилизацияның оңтайлы концентрациясын анықтау және пероксидазамен конъ-
югацияланған антидененің жұмысшы сұйылтуын белгілеу жүргізілді. Бірінші антидене ретінде 1С7 МКА таңдалды, 
себебі ол жоғары сигнал қарқындылығын және калибрлеу қисығының жақсы сызықтылығын қамтамасыз етті.

Әзірленген тест-жүйе нұсқасы зерттелген концентрациялық диапазонда оптикалық тығыздықтың АФП мөлшеріне 
тәуелділігін көрсетті, бұл таңдалған антиденелер жұбының диагностикалық жинақ құрастыру үшін функционалдық 
жарамдылығын дәлелдейді. Алынған нәтижелер талдау жағдайларын әрі қарай оңтайландыруға, оның ішінде анали-
тикалық сезімталдық пен қайталанымдылықты арттыруға негіз болады.

Түйінді сөздер: альфа-фетопротеин, иммуноферменттік талдау, диагностика, тест-жүйе
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ABSTRACT

This study presents the development of a prototype enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) test system for the 
quantitative determination of human alpha-fetoprotein (AFP) using monoclonal antibodies (mAbs). Hybridoma cell lines 1E3 
and 1C7 were recovered after long-term storage, followed by cultivation, recloning, and evaluation of antibody production 
stability. Both 1E3 and 1C7 lines were shown to maintain stable secretion of highly specific anti-AFP monoclonal antibodies.

Preparative quantities of antibodies were obtained both in vitro and in vivo. The concentration of mAbs exceeded 1 mg/
mL, and their specific activity was confirmed by indirect ELISA. Based on mAbs 1C7 and 1E3, key parameters of a sandwich 
ELISA were optimized, including selection of the capture antibody, determination of the optimal immobilization concentration, 
and establishment of the working dilution of the horseradish peroxidase-conjugated detection antibody. mAb 1C7 was selected 
as the capture antibody, as it provided higher signal intensity and improved linearity of the calibration curve.

The developed test system demonstrated a specific correlation between optical density and AFP concentration within the 
studied range, confirming the functional suitability of the selected antibody pair for the development of a diagnostic kit. The 
obtained results provide a foundation for further optimization of assay conditions aimed at improving analytical sensitivity 
and reproducibility.
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