
ВВЕДЕНИЕ

Тиреоглобулин (ТГ), йодированный глико-
протеин, синтезируемый клетками эпителия
щитовидной железы [1, 2], является предше-
ственником тиреоидных гормонов. Молеку-
лы ТГ человека и ряда млекопитающих пред-
ставляют собой гомодимеры с молекулярной
массой 660 кДа, построенные из полипептид-
ных цепей длиной около 2770 аминокислот-
ных остатков [3]. Синтезированные моле-
кулы ТГ претерпевают множественные по-

сттрансляционные модификации (присоеди-
нение атомов йода, фосфатных, сульфатных
и углеводных групп) и транслокации (экспорт
из тиреоцитов, включение в состав коллоида,
импорт в тиреоциты и трансцитоз), взаимо-
действуя при этом с рядом рецепторов,
транспортных белков и ферментов. В настоя-
щее время идентифицированы лишь некото-
рые сайты молекул ТГ, участвующие в этих
взаимодействиях [4, 5].

Одним из подходов к выявлению функцио-
нальных сайтов белков, в том числе и ТГ, яв-
ляется изучение его антигенных детерминант
(эпитопов) с помощью моноклональных анти-
тел (МКАТ). Преимущество МКАТ состоит в
том, что они распознают отдельные участки

РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2008, том 2(11), № 1

Адрес: 197758 Санкт-Петербург, Ленинградская ул.,
70/4, Песочный-2. E-mail: vklim@sertolovo.ru

РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2008, том 2(11), № 1, с. 38–47

АНТИГЕННЫЕ  ДЕТЕРМИНАНТЫ  ТИРЕОГЛОБУЛИНОВ

ЧЕЛОВЕКА  И ЖИВОТНЫХ,  ВЫЯВЛЯЕМЫЕ

С  ПОМОЩЬЮ  МОНОКЛОНАЛЬНЫХ  АНТИТЕЛ

© 2008 г. В.Б. Климович, А.А. Пиневич, И.Я. Руденко,
О.А. Шашкова 

ФГУ Российский научный центр радиологии и хирургических технологий
(РНЦ РХТ) Росмедтехнологий, Санкт-Петербург, Россия

Поступила: 03.12.07 г. Принята: 18.12.07 г.

Методами иммуноферментного и иммуногистохимического анализа изучена перекре-
стная реактивность 52 моноклональных антител против тиреоглобулина человека, их эпи-
топная специфичность и зависимость распознаваемых ими эпитопов от конформации.
Большинство антител взаимодействовали с тиреоглобулинами животных одного или не-
скольких видов. Девять реагентов распознавали эпитопы, специфичные для тиреоглобу-
лина человека. Двадцать моноклональных антител ингибировали связывание с антигеном
только одноименных меченых реагентов, из чего следовало, что они распознают отдель-
ные пространственно изолированные эпитопы. Тридцать два антитела были объединены
в 14 групп взаимного ингибирования связывания. Для анализа состава групп взаимного
ингибирования впервые применен подход, основанный на сопоставлении данных об эпи-
топной специфичности моноклональных антител и их перекрестной реактивности. В пре-
делах первых семи групп моноклональные антитела обладали одинаковыми спектрами
видовой специфичности, из чего следовало, что каждая группа содержит антитела с иден-
тичной эпитопной специфичностью. Антитела семи оставшихся групп, взаимно ингиби-
руя связывание с антигеном, различались по видовой специфичности. Это позволило 
заключить, что антитела в указанных группах направлены против разных, но топографи-
чески сближенных эпитопов. Суммарно изученная совокупность моноклональных анти-
тел распознает на молекуле тиреоглобулина человека 41 эпитоп, из которых 15 охаракте-
ризованы как линейные, а 26 как конформационные. Использованный подход к анализу
групп взаимного ингибирования может быть применен при изучении эпитопов различ-
ных эволюционно консервативных антигенов. Работа выполнена при финансовой 
поддержке Российского фонда фундаментальных исследований (проект 05-04-48862-a).
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поверхности (эпитопы) антигенов. Эти участ-
ки могут находиться вблизи функциональных
сайтов молекулы или топографически совпа-
дать с ними, что позволяет исследовать связи
между структурой и функциями молекул [6].
МКАТ дают также возможность определить,
относится ли распознаваемый ими эпитоп к
категории линейных или зависимых от кон-
формации молекулы [7, 8].

Панели МКАТ против ТГ человека и жи-
вотных получены в нескольких лабораториях
[7, 8, 9, 10]. Число включенных в них реаген-
тов обычно не превышает двадцати. Гибридо-
мы-продуценты этих МКАТ происходят от
иммунных лимфоцитов мышей линии BALB/c
(H-2d).

В лаборатории гибридомной технологии
ФГУ «РНЦРХТ Росмедтехнологий» (ранее
ЦНИРРИ) создана уникальная панель МКАТ
против ТГ человека, частично описанная в
предшествующих публикациях [11, 12, 13].
Панель состоит из МКАТ, синтезируемых ги-
бридомами, полученными на основе иммун-
ных лимфоцитов мышей линии SJL/J. Живот-
ные указанной линии отличаются от BALB/c
главным локусом гистосовместимости (H-2s),
аллотипом иммуноглобулинов и репертуаром
иммунного ответа [14, 15].

Цель настоящей работы состояла в изуче-
нии перекрестной реактивности МКАТ с ТГ
животных разных видов, их эпитопной спе-
цифичности и зависимости распознаваемых
ими антигенных детерминант от конфор-
мации.

МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ

Антитела. В работе использованы 52 МКАТ
против ТГ человека, часть которых описана
ранее. Для получения асцитных жидкостей
штаммы гибридомных клеток прививали 
мышам F1(SJL/J×BALB/c), поддерживаемым
в виварии лаборатории. В экспериментах ис-
пользовали МКАТ в нативной форме и в виде
приготовленных в лаборатории конъюгатов 
с пероксидазой [16] или изотиоцианатом флу-
оресцеина [17] (Sigma, США и Serva, Герма-
ния, соответственно).

Антигены. Были использованы коммерче-
ские препараты ТГ быка и свиньи (Sigma,
США). Препараты ТГ человека, крысы, мыши
и курицы были получены в лаборатории из
гомогенатов щитовидных желез солевой экс-
тракцией с последующей очисткой методом
гель-фильтации [18]. Денатурированный ТГ

человека получали восстановлением дисуль-
фидных связей 0,01% 1,4-дитиотреитолом
(ДТТ) (Serva, Германия) с последующим алки-
лированием йодацетамидом (Serva, Герма-
ния).

Перекрестную реактивность МКАТ с очи-
щенными препаратами ТГ человека и живот-
ных исследовали методом непрямого иммуно-
ферментного анализа (ИФА). В лунки план-
шетов с иммобилизованным ТГ вносили рас-
творы, содержащие МКАТ. Для выявления
МКАТ, связавшихся с ТГ, использовали полу-
ченные в лаборатории аффинно очищенные
кроличьи антитела против иммуноглобу-
линов мыши, конъюгированные с перокси-
дазой.

Взаимодействие МКАТ с ТГ на срезах тка-
ни щитовидной железы выявляли методом
иммунофлуоресценции или иммуногистохи-
мически при помощи меченных щелочной
фосфатазой козьих антител против имму-
ноглобулинов мышей (Sigma, США). Для
проведения ферментной реакции использо-
вали субстрат-хромогенную смесь Fast red
TP/Naphthol AS-MX-phosphate (Sigma, США).
Образцы ткани щитовидной железы человека
(n = 10), собаки (n = 8), кошки (n = 9), кроли-
ка (n = 2), крысы (n = 10), мыши (n = 14), ку-
рицы (n = 3), голубя (n = 1) и лягушки (n = 4)
фиксировали в 10%-ном водном формалине
(Вектон, Россия), заливали в парапласт
(Sigma, США) и готовили срезы толщиной
3–5 мкм. Сохранность гистологической
структуры щитовидной железы контролиро-
вали на срезах, окрашенных гематоксили-
ном и эозином. Иммунореактивность ТГ вос-
станавливали при помощи демаскирующей
обработки путем нагревания в течение 5 мин 
в 0,01М цитратном буфере (рН 6,0) при
90–100 °С. Для блокирования неспецифи-
ческого связывания срезы инкубировали 
в фосфатно-солевом буфере с 10% сыво-
ротки крупного рогатого скота (БиолоТ, 
Россия).

Эпитопную специфичность МКАТ ис-
следовали методом конкурентного ИФА.
Оценивали способность немеченых МКАТ
ингибировать связывание меченных перок-
сидазой конъюгатов с адсорбированным на
твердой фазе ТГ человека [19]. Оптическую
плотность при взаимодействии меченых
МКАТ с ТГ в отсутствие немеченых антител
принимали за 100%. Достоверным считали
ингибирование связывания, при котором оп-
тическая плотность проб снижалась не менее
чем на 70%.
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Зависимость от конформации эпитопов,
связывающих МКАТ, определяли путем сопо-
ставления реакции МКАТ с нативным и дена-
турированным ТГ человека в непрямом твер-
дофазном ИФА [19]. Показатели оптической
плотности при взаимодействии каждого из
МКАТ с нативным ТГ (контроль) принимали
за 100%. Оптическую плотность при связыва-
нии МКАТ с денатурированным антигеном
выражали в процентах от контроля.

РЕЗУЛЬТАТЫ

1. Перекрестные реакции МКАТ с ТГ жи-
вотных

Изучение реакций МКАТ с очищенными
ТГ человека и животных методом ИФА, а так-
же путём выявления ТГ на срезах щитовид-

ной железы методами иммунофлуоресцен-
ции и иммуногистохимии дало совпадающие
результаты. Суммарные данные о взаимо-
действии каждого из МКАТ с ТГ животных
разных видов представлены в разделах I таб-
лиц 1, 2 и 3. Из полученных результатов 
следует, что большинство МКАТ наряду с ТГ
человека взаимодействует также с ТГ живот-
ных одного или нескольких видов. Наиболее
выражена перекрестная реактивность МКАТ
с ТГ млекопитающих, меньшее число МКАТ
реагирует с ТГ птиц и только четыре взаимо-
действуют с ТГ лягушки. Эпитоп, распознава-
емый МКАТ 2F2 и 12G9, был обнаружен на ТГ
животных всех изученных видов. На рис. 1
представлены примеры иммуногистохимиче-
ского выявления ТГ с помощью МКАТ 12G9
на срезах ткани щитовидной железы млеко-
питающих, птицы и амфибии. 
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Рис. 1. Иммуногистохимическое выявление ТГ (красное окрашивание) при помощи МКАТ 12G9 на срезах ткани
щитовидной железы человека (а), мыши (б), кошки (в), кролика (г), голубя (д) и лягушки (е). Ядра окрашены гема-
токсилином. Увеличение 200× (б, в, г), 400× (а, д) и 800× (е).



2. Эпитопная специфичность МКАТ
Двадцать МКАТ ингибировали взаимо-

действие с антигеном только одноимен-
ных меченых реагентов (раздел II табл. 1). От-
сутствие конкуренции с другими антителами
свидетельствовало о том, что эти МКАТ распо-
знают на молекуле ТГ человека отдельные

пространственно изолированные антигенные
детерминанты. Остальные 32 МКАТ ингиби-
ровали связывание с антигеном не только од-
ноименных, но и еще одного, двух или трех
меченых реагентов. Эти МКАТ были объеди-
нены в 14 групп взаимного ингибирования
связывания (разделы II таблиц 2 и 3).
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3. Анализ специфичности МКАТ в группах
взаимного ингибирования

Сопоставление перекрестной реактивно-
сти МКАТ с ТГ животных разных видов и их
способности конкурировать за связывание с
антигеном позволило проанализировать эпи-
топную специфичность МКАТ в пределах
групп взаимного ингибирования.

Согласно данным, приведенным в таблице 2,
МКАТ каждой из групп №№ 1–7 обладают
одинаковыми спектрами видовой специфич-
ности: распознаваемые ими эпитопы предста-

влены на ТГ животных одних видов и отсутст-
вуют у других. Это позволяет с большой до-
лей вероятности предполагать, что каждая из
семи групп содержит по два МКАТ с идентич-
ной эпитопной специфичностью. 

Из данных, представленных в таблице 3,
следует, что МКАТ в группах №№ 8, 10 и 
14 взаимно ингибируют реакции с антигеном
в пределах групп, но часть МКАТ обладает
одинаковой видовой специфичностью. Так, 
в группе № 8 два МКАТ (1A8/10B2) имеют
одинаковый профиль перекрестной реактив-
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ности, а третье (4D9) отличается от них. Это
дает повод предположить, что группа 8 содер-
жит два МКАТ, направленные к одному эпи-
топу, и третье, распознающее второй эпитоп.
Аналогичным образом, МКАТ группы № 10
распознают четыре близко расположенных
эпитопа (4T4, 5F3/8G2, 5F5 и 5F9), а группа
№ 14 содержит МКАТ против двух эпитопов
(5A4/6H8/8C4 и 5G4).

МКАТ, составляющие группы №№ 9, 11, 12
и 13, взаимно ингибируя связывание с анти-
геном, различаются по спектрам перекрест-
ной реактивности. Это может быть следстви-
ем того, что ингибирующие друг друга
МКАТ направлены против различных, но 
топографически сближенных антигенных
детерминант. При этом присоединение 
антитела к одному эпитопу создает препят-
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ствие для реакции второго антитела с другим
эпитопом. 

На основании результатов анализа групп
взаимного ингибирования можно заключить,
что МКАТ, объединённые в группы №№ 1–7,
позволяют выявлять 7 антигенных детерми-
нант ТГ, а отнесённые к группам №№ 8–14 –
четырнадцать эпитопов, локализованных 
на удаленных друг от друга или частично 
перекрывающихся участках поверхности мо-
лекулы ТГ. 

Таким образом, в целом совокупность
изученных МКАТ распознаёт 41 эпитоп 
молекулы ТГ человека, из которых только 8
являются видоспецифичными. Число об-
щих эпитопов ТГ человека, других млеко-
питающих, птиц и амфибий, выявлямых
изученной панелью МКАТ, приведено в 
таблице 4.

4. Выявление линейных и зависимых от кон-
формации эпитопов ТГ

В исследовании было использовано 
41 МКАТ, каждое из которых направлено 
к отдельному эпитопу молекулы ТГ челове-
ка. Среди них 15 МКАТ (от 1А8 до 7F12)
взаимодействовали одинаково с нативным и
денатурированным ТГ. В ряде случаев реак-
ция с денатурированным ТГ была сильнее,
чем с нативным. В то же время 26 МКАТ 
(от 2B1 до 12G9) реагировали с нативным
препаратом в 2–20 раз сильнее, чем с 
денатурированным (рис. 2). Это позволило
отнести 15 эпитопов, распознаваемых
МКАТ, к числу линейных, а остальные – 
к зависимым от конформации (разделы III
табл. 1, 2 и 3).
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Таблица 4. Количество эпитопов, общих для ТГ человека и животных разных видов

Тиреоглобу Число эпитопов, общих с тиреоглобулином

лин Быка Свиньи Собаки Кошки Кролика Крысы Мыши Курицы Голубя Лягушки

Человека 22 18 18 19 24 20 21 15 7 3

Быка 15 12 14 18 17 17 12 6 3

Свиньи 13 13 14 12 14 11 6 3

Собаки 16 13 10 11 8 3 2

Кошки 14 11 11 10 4 2

Кролика 16 17 11 6 3

Крысы 18 10 5 3

Мыши 11 6 3

Курицы 6 3
Голубя 1

Рис. 2. Взаимодействие МКАТ с ТГ человека, денатури-
рованным восстановлением ДТТ с последующим алки-
лированием. 

По оси ординат – коды МКАТ против ТГ. 
По оси абсцисс – связывание МКАТ с денатуриро-

ванным ТГ человека в % к контролю. 



ОБСУЖДЕНИЕ

ТГ является высоко консервативным бел-
ком, представленным у всех позвоночных
животных. Идентичность последовательно-
стей аминокислот в молекулах ТГ животных
разных видов достигает 70–80% [20, 21, 22].
Следствием структурного подобия является
перекрестное взаимодействие антител (в том
числе и МКАТ), полученных против ТГ жи-
вотных одного вида, с ТГ других видов [7, 23].
На основании представленных данных только
девять из 52 МКАТ можно считать специфич-
ными в отношении ТГ человека. При расши-
рении видового состава обследованных жи-
вотных эта оценка может измениться. 

Представляет интерес выявление на ТГ че-
ловека эволюционно высоко консервативных
антигенных детерминант, обнаруженных
также у амфибии, птиц и всех изученных ви-
дов млекопитающих. Следует отметить, что
наиболее консервативные эпитопы ТГ (5F9,
8E12 и 12G9) оказались зависимыми от кон-
формации, а не линейными. 

Способность одних МКАТ конкурировать с
другими за связывание с антигеном может
указывать либо на совпадение их эпитопных
специфичностей, либо на топографическую
близость распознаваемых ими эпитопов на
молекуле антигена. Для анализа состава
групп взаимного ингибирования обычно ис-
пользуют природные, синтетические или 
рекомбинантные фрагменты антигена, кото-
рые позволяют уточнить эпитопную направ-
ленность МКАТ. В случае ТГ такой подход
трудно применить, поскольку структура мно-
гих эпитопов зависит от конформации и при
фрагментировании молекулы утрачивается.

Подход к анализу эпитопной специфично-
сти МКАТ, основанный на привлечении дан-
ных об их перекрестной реактивности, ранее
не использовался и в настоящей работе при-
менен впервые.

Проведенное исследование позволило ус-
тановить, что среди 52 МКАТ против ТГ чело-
века 34 реагента распознают 27 топографиче-
ски изолированных эпитопов, а 18 МКАТ на-
правлены к 14 эпитопам, образующим группы
из 2–4 пространственно сближенных анти-
генных детерминант. 

Полученные данные согласуются с гипоте-
зой, которая постулирует существование на
молекуле ТГ не менее 40 антигенных детер-
минант [10].

Усиление взаимодействия ряда МКАТ с де-
натурированным ТГ, вероятно, объясняется

тем, что при развертывании полипептидной
цепи вследствие денатурации некоторые ли-
нейные детерминанты становятся более до-
ступными для присоединения МКАТ или срод-
ство последних к этим эпитопам увеличивает-
ся. Выявление линейных эпитопов молекулы
ТГ позволяет в дальнейшем соотнести распоз-
наваемые МКАТ антигенные участки с обра-
зующими их аминокислотными последова-
тельностями молекул ТГ человека и животных.

Несмотря на то, что в настоящее время из-
вестны аминокислотные последовательности
ТГ человека и нескольких видов животных,
модели трехмерной структуры этих молекул
пока не предложено. Сведения об участках
полипептидной цепи, экспонированных на
поверхности молекулы ТГ, данные о близком
соседстве или топографической удаленности
эпитопов, их зависимости или независимости
от конформации молекулы могут быть полез-
ными при решении этой задачи.

Данные о топографической удаленности
эпитопов ТГ являются основанием для отбора
комплементарных сочетаний МКАТ при кон-
струировании двухдетерминантных систем
детекции и количественного определения ТГ
человека и животных.

МКАТ, распознающие эпитопы ТГ живот-
ных разных видов, могут использоваться в
экспериментальных и сравнительно-биологи-
ческих исследованиях развития, структуры,
функции и патологии щитовидной железы.
Описанные МКАТ позволяют также выяв-
лять, выделять и анализировать структуру ТГ
животных, относящихся по крайней мере к
трем классам позвоночных животных.

Все выявляемые изученными МКАТ линей-
ные антигенные детерминанты относятся к
числу эволюционно консервативных, т.к.
присутствуют на ТГ животных, принадлежа-
щих к филогенетически удалённым видам.
Это позволяет говорить о том, что консерва-
тивность молекулы ТГ проявляется в сохра-
нении в ходе эволюции определенных эле-
ментов первичной структуры, что хорошо 
согласуется с данными, полученными други-
ми авторами [3, 21, 22, 24]. В то же время ре-
зультаты настоящего исследования показа-
ли, что многие из выявленных эволюционно
консервативных детерминант ТГ зависимы
от конформации. Из этого можно сделать вы-
вод, что в ходе эволюции происходил отбор и 
таких элементов первичной структуры ТГ, 
которые обеспечивают поддержание опреде-
ленной конформации отдельных участков
молекулы ТГ.
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The cross-reactivity of 52 monoclonal antibodies to human thyroglobulin, their epitope speci-
ficity and conformation dependency of epitopes recognized by them were investigated by
means of immunohistochemistry and ELISA methods. The majority of monoclonal antibodies
interacted with thyroglobulins of one or more animal species. Nine monoclonal antibodies rec-
ognized human-specific thyroglobulin epitopes. Twenty monoclonal antibodies inhibited the
binding with the antigen of the same labeled reagents only. It was concluded that each of these
antibodies recognize separate spatially isolated thyroglobulin epitope. Thirty two antibodies
were subdivided into 14 separate groups of mutual binding inhibition. In order to analyze the
composition of the groups the new approach based on the comparison of epitope specificity and
cross-reactivity of monoclonal antibodies was used. Within first seven groups of mutual inhibi-
tion monoclonal antibodies had similar spectra of cross-reactivity indicating identical epitope
specificity of antibodies within each group. Antibodies belonging to the rest seven groups mutu-
ally inhibited binding with thyroglobulin but had different profiles of species specificity. It was
concluded that these antibodies are directed towards spatially close but different epitopes.
Totally the panel of monoclonal antibodies under study defines 41 epitopes on human 
thyroglobulin. Among them 15 determinants were identified as linear ones whereas other 
26 epitopes were characterized as conformation dependent. The approach to analysis mutual
inhibition groups used in this study can be applied also for the investigation of various evolu-
tionary conserved antigens. The study was supported by Russian foundation for basic research,
grant № 05-04-48862-a.


