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Проблема гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител человека, выявляемых при болезни Грейвса и

аутоиммунном тиреоидите, изучалась с использованием моноклональных антител к тиреоидной пероксидазе. Показано,

что в конкуренции за центры связывания тиреоидной пероксидазы с аутоантителами из сыворотки крови пациентов с бо�

лезнью Грейвса и аутоиммунным тиреоидитом участвуют 8 моноклональных антител к эпитопам 1, 70, 82, 88, 2, 3, 77 и

79. Максимальное подавление связывания отмечено для аутоантител, направленных к конформационному эпитопу 3,

при болезни Грейвса – 60,3 ± 12,7%, при аутоиммунном тиреоидите – 61,8 ± 32,2%. Причем степень подавления связы�

вания не зависела от концентрации антител к тиреоидной пероксидазе в сыворотке крови пациентов с болезнью Грейвса

в отличие от образцов сыворотки больных с аутоиммунным тиреоидитом. Аутоантитела в сыворотке больных аутоиммун�

ным тиреоидитом подавляли связывание моноклональных антител к эпитопу 77 значительно сильнее, чем в сыворотке

пациентов с болезнью Грейвса, – 36,3 ± 17,2 и 54,3 ± 9,6% соответственно (p ≤ 0,05). Полученные результаты свидетель�

ствовали о специфичности аутоантител к определенным участкам молекулы тиреоидной пероксидазы и согласовывались

с данными литературы. Можно предположить, что дальнейшее изучение конкурентных взаимодействий с аутоантитела�

ми других моноклональных антител, не включенных в проведенное исследование, а также расширение панели сыворо�

ток крови больных с различными формами патологии щитовидной железы, позволит выявить новые иммунодоминант�

ные участки на молекуле тиреоидной пероксидазы, ответственные за формирование аутоантител при различных  заболе�

ваниях, и будет способствовать улучшению диагностики, контроля за состоянием функции щитовидной железы и про�

водимым лечением.

Ключевые слова: аутоантитела, пероксидаза щитовидной железы, эпитопы, моноклональные антитела,

аутоиммунный тиреоидит, гипотиреоз, болезнь Грейвса. 

Evaluation of epitopes specificity of antibodies to thyroid peroxidase 
in autoimmune thyroid disorders 
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The problem of the human antithyroid peroxidase autoantibodies epitopes heterogeneity diagnosed in case of

Graves' disease and Hashimoto's thyroiditis has been researched using monoclonal antibodies to thyroid peroxidase.

It was shown, that in the competition for the binding sites of thyroid peroxidase and autoantibodies taken from

patients with Graves' disease and Hashimoto's thyroiditis sera participate 8 mAb to epitopes 1, 70, 82, 88, 2, 3, 77 и

79. The maxima of the binding inhibition has been marked for the conformation epitope mAb 3: in case of Graves'

disease it amounts to 60.3 ± 12.7%, in case of Hashimoto's thyroiditis – 61.8 ± 32.2%. Moreover the level of the

binding inhibition did not depend on the concentration of Ab to thyroid peroxidase in the sera of patient with 
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Введение

Аутоиммунные заболевания щитовидной желе�

зы (АИЗ ЩЖ) – наиболее актуальные проблемы

современной эндокринологии. Болезнь Грейвса (БГ)

и аутоиммунный тиреоидит (АИТ) являются самыми

частыми причинами нарушения функции щитовид�

ной железы (ЩЖ), при этом распространенность

перечисленных выше заболеваний продолжает уве�

личиваться [1–4]. 

Основными антигенами ЩЖ, имеющими зна�

чение в развитии АИЗ, являются тиреоглобулин

(ТГ), тиреопероксидаза (ТПО) и рецептор тиреот�

ропного гормона (рТТГ). Современные исследова�

ния сосредоточены на выявлении эпитопов молекул

аутоантигенов (ТГ, ТПО, рТТГ), с которыми взаимо�

действуют тиреоидспецифические Т�клетки и тире�

оидные аутоантитела. Имеющиеся данные убеди�

тельно свидетельствуют о том, что у разных лиц эти

эпитопы неодинаковы [5–11]. 

В настоящее время ТПО рассматривается как ве�

дущий аутоантиген [12–16]. Антитела (АТ) к ТПО

выявляются в 90–100% случаев в сыворотке больных

с АИЗ ЩЖ, в 20–35% – с узловым зобом, в 60–70% –

с гипотиреозом. Отмечена корреляция между титром

антител к ТПО и гистологическими изменениями

ЩЖ при АИТ [17, 18]. Эти антитела в отличие от

АТ�ТГ и рТТГ способны фиксировать комплемент и

таким образом участвовать в лизисе тиреоцитов. При

этом антимикросомальные АТ по своей цитотоксич�

ности гетерогенны. Только часть исследованных сы�

вороток крови больных с АИТ Хашимото обладала

способностью лизировать тиреоциты в присутствии

комплемента [19]. С помощью химерных белков вы�

явлено трехкратное превышение количества аутоан�

тител к фрагменту ТПО, сформированному

513–633 аминокислотными основаниями, в сыво�

ротке крови пациентов с АИТ (n = 45) по сравнению

с сывороткой больных с БГ (n = 48) [20]. Методом

проточной цитофлуорометрии на культуре тиреоци�

тов было показано, что аутоантитела в образцах сы�

воротки крови больных с БГ (n = 15) к эпитопу МкАт

64 [21] выявляются на 45% чаще, чем у больных

с многоузловым эутиреоидным зобом (n = 15) [22].

Выяснение причин подобной гетерогенности ауто�

антител у больных c различными нарушениями

функции ЩЖ может уточнить патофизиологичес�

кие механизмы развития АИЗ ЩЖ. Одним из спосо�

бов решения этой проблемы является использование

моноклональных антител (МкАТ) и генно�инженер�

ных пептидов [13, 23, 24]. На основе сравнительного

анализа специфичности МкАТ и выявляемых в сы�

воротке с АИЗ ЩЖ аутоантител возможно определе�

ние тонкой эпитопной направленности  аутоантител

при различных формах патологии ЩЖ. В связи

с этим целью работы являлось изучение эпитопной

направленности аутоантител к ТПО при различных

заболеваниях ЩЖ с использованием ранее получен�

ной коллекции моноклональных антител к ТПО

[25–27]. 

Материал и методы
В работе использовали 10 МкАТ к ТПО, из кото�

рых 5 реагировали с нативной ТПО, а пять с денатури�

рованной (табл. 1). Эпитопную специфичность изуча�

ли методом конкурентного ИФА: в лунки планшета

одновременно вносили МкАТ и МкАТ�ПХ (МкАТ,

конъюгированные с пероксидазой хрена), в концент�

рации соответствующей 50% связыванию АТ с антиге�

ном, иммобилизованным на планшете [25–27]. В ка�

честве контроля использовали лунки с МкАТ�ПХ. Оп�
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Graves' as opposed to the serum of patients with Hashimoto's thyroiditis. Autoantibodies in the serum of the

patientswith Hashimoto's thyroiditis inhibited the binding of  mAb to epitope 77 much more effectively, than in the

serum of the patients with: 36.3 ± 17.2 and 54.3 ± 9.6% (p ≤ 0.05).

The obtained results represented the specific reaction of the autoantibodies to the certain thyroid peroxidase mole�

cular patterns which corresponds to the literature data. It is possible to assume that the further research of the com�

petitive interactions with other autoantibodies to monoclonal antibodies, not included in this trial, and widening of

the different thyroid diseased patients' serum palette can expose new immunodominant thyroid peroxidase molec�

ular patterns, forming antibodies for different diseases, and enable the development of diagnostics and control of the

thyroid functions and applied therapy.

Key words: autoantibodies, thyroid peroxidase, epitopes, monoclonal antibodies, Hashimoto's thyroidi�

tis, Graves' disease.

Таблица 1. Моноклональные антитела (МкАТ) к тиреоидной пероксидазе (ТПО) 

Антиген Количество МкАт Титр МкАТ в супернатантах Титр МкАТ в асцитах 

Нативная ТПО 5 : 2, 3, 55, 77, 79 102–103 105–107

Денатурированная ТПО 5 : 1, 70, 76, 82, 88 102–103 103–106
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тическую плотность проб, не содержащих антител,

принимали за 100%, ингибирование связывания на

60% и более считали полным, на 30–59% – частич�

ным, менее чем на 30% – недостоверным. Степень

связывания МкАТ�ПХ позволяла определить специ�

фичность используемой пары АТ.  

Образцы сыворотки крови больных были получе�

ны из ФГУ Эндокринологический научный центр

Минздравсоцразвития РФ (Москва) (табл. 2). 1�ю и 2�ю

группы составили пациенты с клинически подтверж�

денным диагнозом “болезнь Грейвса” и гипотиреозом

в исходе АИТ соответственно. В 3�ю группу были вклю�

чены практически здоровые лица  без патологии ЩЖ.

АТ�ТПО в сыворотке крови человека определя�

ли методом ИФА [27, 28]. В качестве твердой фазы

использовали планшеты, сенсибилизированные

ТПО человека в концентрации 5,0–7,5 мкг/мл. АТ

выявляли конъюгатом моноклональных антител к

IgG человека, меченных пероксидазой из корня хре�

на в рабочем разведении. Калибровочные пробы го�

товили на основе сывороток крови человека и оце�

нивали по международному стандарту АТ�МФТ

№ 66/387. Чувствительность метода составляла 10

МЕ/мл, диапазон определяемых концентраций

25–1000 МЕ/мл. Уровень АТ�ТПО в сыворотке кро�

ви доноров не превышал 50 МЕ/мл.

Эпитопную специфичность аутоантител изучали

методом конкурентного ИФА. В лунки планшета, сен�

сибилизированного ТПО в концентрации 1,0 мкг/мл,

предварительно вносили МкАТ в разведении, соот�

ветствующем 50% связыванию с ТПО; в контроль�

ные лунки – 0,01 М ФСБТ. Планшет инкубировали

в течение 1 ч при температуре 370° С. В. После про�

ведения этапа отмывки в лунки добавляли образцы

сывороток крови пациентов с АИЗ ЩЖ. Планшет

выдерживали 1 ч при 370° С, отмывали и добавляли

конъюгированные с пероксидазой из корня хрена

мышиные МкАТ к IgG человека в рабочем разведе�

нии и инкубировали 1 ч при 370° С. Реакцию прояв�

ляли субстратно�хромогенной смесью (TMБ). Сни�

жение связывания аутоантител с сорбентом (ТПО)

в лунках с предварительно внесенными МкАТ по

сравнению с контрольными позволяло выявить об�

щую эпитопную направленность аутоантител и дан�

ных моноклональных АТ. Значимым считали подав�

ление связывания 15% и более. Статистический ана�

лиз проводили с использованием критерия Ман�

на–Уитни. Данные в тексте и таблицах представле�

ны в виде  М ± SD (М – средняя арифметическая,

SD – среднеквадратичное отклонение).

Результаты и их обсуждение
По данным конкурентного ИФА 10 монокло�

нальных АТ взаимодействовали с пятью иммуноген�

ными участками ТПО: с доменом 1, в состав которо�

го входили эпитопы трех МкАТ – 1, 70, 88; доменом

2 – 2, 82; доменом 3 – 55, 77, 79; доменом 4 – 3  и до�

меном 5 – 76 (рис. 1). МкАТ 1 и 70 направлены к од�
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Рис. 1. Распределение эпитопов ТПО, распознаваемых

МкАТ. Домен 1 образован участками молекулы ТПО, рас�

познаваемыми  АТ 1, 70 и 88; домен 2 – 2 и 82; домен 3 –

55, 77 и 79; домены 4 и 5 распознаются АТ  МкАТ 3 и МкАТ

76 соответственно.

Таблица 2. Образцы сыворотки крови

Группы Диагноз
Общее число  Концентрация АТ к ТПО, МЕ/мл 

образцов сыворотки (количество образцов сыворотки)

1�я БГ 13 Менее 50 (n = 2)
80–200 (n = 5)

200–500 (n = 4)

2�я Гипотиреоз в исходе АИТ 16 Менее 15 (n = 4)
200–500 (n = 4)

Более 500–1000 (n = 6)
Более 1000 (n = 2) 

3�я Практически здоровые 20 Менее 50
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ной или двум близкорасположенным антигенным

детерминантам на молекуле ТПО. Полученные дан�

ные об эпитопной структуре ТПО позволили подой�

ти к изучению проблемы гетерогенности эпитопов

антитиреопероксидазных аутоантител человека, вы�

являемых  при различной тиреоидной патологии. 

При изучении эпитопной специфичности ауто�

антител больных с различными заболеваниями ЩЖ

(БГ (n = 13), АИТ (n = 16)) было показано, что в кон�

куренции за центры связывания ТПО с аутоантите�

лами из сыворотки крови больных БГ и АИТ участ�

вуют 8 МкАТ к эпитопам 1, 70, 82, 88, 2, 3,77 и 79.

Максимальное  подавление связывания отмечено

для аутоантител, направленных к конформационно�

му эпитопу 3, при БГ – 60,3 ± 12,7%, при АИТ –

61,8 ± 32,2%. Причем степень подавления связыва�

ния не зависела от концентрации АТ�ТПО в сыво�

ротке крови больных БГ (рис. 2, а) в отличие от об�

разцов сыворотки больных с АИТ (рис. 2, б). На

рис. 2 (а, б) проиллюстрированы результаты экспе�

риментов на примере 7 образцов сыворотки больных

БГ и 14 – АИТ. 

Как видно из данных табл. 3, аутоантитела сыво�

ротки больных АИТ подавляли связывание МкАТ

к эпитопу 77 значительно сильнее, чем сыворотки

больных БГ –36,3 ± 17,2 и 54,3 ± 9,6% соответствен�

но (p ≤ 0,5).  В сыворотке больных АИТ степень по�

давления их связывания не зависела от общего уров�

ня антител к ТПО в широком диапазоне концентра�

ций (3,0 – более 10 000 МЕ/мл) (рис. 3). В сыворотке

больных с БГ отмечено усиление торможения связы�

вания МкАТ 77 при высоком уровне АТ к ТПО (бо�

лее 500 МЕ/мл).

Полученные результаты свидетельствовали

о специфичности аутоантител к определенным

участкам молекулы ТПО и согласовывались с дан�

ными литературы о преимущественной направлен�

ности аутоантител к конформационным эпитопам

молекулы ТПО  [13, 14, 29, 30]. Однако нами было

показано, что линейные эпитопы 1, 70, 82 и 88 также

являлись  иммунодоминантными. МкАТ подавляли

связывание аутоантител к указанным эпитопам  на

32–51%.

Рис. 2. а – специфичность аутоантител сыворотки крови

больных ДТЗ к эпитопу 3 молекулы ТПО (по данным кон�

курентного ИФА с МкАТ 3). 1 – кривая изменения степе�

ни подавления связывания в зависимости от концентра�

ции АТ�ТПО; 2 – уровень АТ�ТПО в сыворотке, МЕ/мл;

б –специфичность аутоантител сыворотки крови больных

гипотиреозом  к эпитопу 3 молекулы ТПО (по данным

конкурентного ИФА с МкАТ 3). 1 – кривая изменения

степени подавления связывания в зависимости от конце�

нтрации АТ�ТПО; 2 – уровень АТ�ТПО в сыворотке,

МЕ/мл.
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Таблица 3. Перекрестная реактивность аутоантител с МкАТ*

Исследованные Процент подавления связывания МкАТ аутоантителами (M ± SD)

образцы номер МкАТ

линейные эпитопы конформационные эпитопы

1 70 82 88 2 3 77 79  

БГ (n = 13) 32,0 ± 5,6 43,2 ± 9,9 43,0 ± 9,8 50,8 ± 15,0 43,2 ± 14,7 60,3 ± 12,7 36,3 ± 17,2 49,8 ± 12,6

АИТ (n = 16) 42,1 ± 16,9 36,1 ± 20,1 45,2 ± 17,1 43,8 ± 15,0 43,2 ± 19,6 61,8 ± 32,2 54,3 ± 9,6 57,8 ± 19,1

Примечание. *Процесс подавления связывания МкАТ аутоантителами сыворотки крови доноров не превышал 15%.

43-48_Zubkov(6).qxd  6/27/2011  11:59 AM  Page 46



ИИЗЗУУЧЧЕЕННИИЕЕ  ЭЭППИИТТООППННООЙЙ  ССППЕЕЦЦИИФФИИЧЧННООССТТИИ  ААУУТТООААННТТИИТТЕЕЛЛ  КК  ТТИИРРЕЕООИИДДННООЙЙ  ППЕЕРРООККССИИДДААЗЗЕЕ  ......    АА..ВВ..  ЗЗууббккоовв  ии  ссооааввтт..

47

Таким образом,  картирование эпитопов ТПО

с помощью МкАТ� ТПО позволило подойти к изуче�

нию проблемы гетерогенности специфичности ан�

ти�ТПО аутоантител человека, выявляемых при раз�

личной заболеваниях ЩЖ. Следует полагать, что

оценка конкурентных взаимодействий с аутоантите�

лами других МкАТ, не включенных в проведенное

исследование, а также расширение панели сыворо�

ток крови больных с различными формами патоло�

гии ЩЖ позволит выявить иммунодоминантные

эпитопы аутоантигенов, определяющие специфич�

ность аутоантител при разных формах патологии

ЩЖ, и подойти к дифференциальной диагностике

АИЗ ЩЖ.
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