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ТРАНСГЕННЫМ МЫШАМ ДНК-ВЕКТОРА, СОДЕРЖАЩЕГО 
ФРАГМЕНТ кДНК ГЕНА РЕЦЕПТОРА ТИРЕОТРОПНОГО 
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Зубков А.В.1, Бутова Л.Г.1, Кузьмина Н.С.1, Яковлева И.В.1, 
Гаврилова Н.Ф.1, Корноухова А.А.1, Cидоров А.В.1, 
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Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Во всем мире растет число больных аутоиммунными заболеваниями щитовидной желе-
зы (диффузный токсический зоб, аутоиммунный тиреоидит). Важнейшим моментом в диагностике 
диффузного токсического зоба является выявление аутоантител к рецептору тиреотропного гормо-
на (рТТГ) в сыворотке крови больных. Для дифференциальной диагностики антител к антигенам 
щитовидной железы перспективно тестирование на основе моноклональных антител к рецептору 
тиреотропного гормона человека, которые можно получить не только в результате иммунизации 
животных нативным или рекомбинантным белком рецептора тиреотропного гормона, но и при ДНК-
иммунизации генно-инженерными конструкциями, содержащими фрагменты гена рТТГ. На базе 
мРНК, выделенной нами из ткани щитовидной железы пациентов с диффузным токсическим зобом, 
клонирован ряд фрагментов гена рецептора тиреотропина, которые могли бы быть пригодны для 
ДНК-иммунизации животных; оценить один из сконструированных векторов – pVAX1рТТГ (1160) 
в качестве иммуногена на мышиной модели стало целью настоящей работы. Наличие фрагмента 
гена рецептора тиреотропного гормона, размером 1160 п.н., который был трансфецирован в соста-
ве вектора pVAX1 в клеточную линию СНО, было установлено методами иммуноблоттинга и ИФА. 
Иммунный ответ, формирующийся на введение мышам линии BALB/с вектора pVAX1, содержащего 
фрагмент кДНК гена рецептора тиреотропного гормона человека, был выявлен в разных вариантах 
ИФА. Иммунизация животных ДНК-вектором pVAX1-рTТГ по экспериментально подобранной схе-
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ме оказалась эффективной для формирования у опытных животных спленоцитов, секретирующих 
антитела к рецептору тиреотропного гормона человека, которые были использованы для успешной 
гибридизации. Это подтверждалось результатами определения антитело – продукции к рецептору 
тиреотропного гормона человека в сыворотках крови мышей: уровень продукции антител оставался 
высоким (титр более 1:10 000) на 8-й неделе эксперимента. В результате селекции индивидуальных 
клонов по критериям пролиферативной активности и стабильности продукции антител были отобра-
ны наиболее стабильные культуры гибридом, секретирующие МкАт против рецептора тиреотропного 
гормона человека.

Ключевые слова: рТТГ, ДНК-иммунизация, мышиная модель аутоиммунного заболевания, МкАт против рТТГ, 
аутоантитела, иммунный ответ
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Abstract. The number of patients with autoimmune thyroid diseases (Graves’ disease, Hashimoto’s thyroiditis) 
is increasing globally. The most important part in the diagnosis of Graves’ disease (GD) is the detection of 
autoantibodies to the thyrotropin receptor (TSHR) in Graves’ patients’ sera. For the differential diagnosis of 
antibodies to thyroid antigens, it is promising to use tests based on monoclonal antibodies to TSHR, which can 
be obtained not only as a result of immunization with native or recombinant TSHR protein, but also through 
DNA immunization with genetically engineered constructs containing fragments of the TSHR gene. Based on 
mRNA we isolated from the thyroid tissue in GD, a number of fragments of the thyrotropin receptor gene were 
cloned, suitable for DNA immunization of animals. The purpose of this work is to evaluate the immunogenic 
properties of one of the constructed vectors, pVAX1-TSHR (1160), in a mouse model. The successful inclusion 
of the extracellular domain gene fragment of the human TSHR (1160), which was transfected into CHO 
cells as a part of the pVAX1 vector was confirmed by immunoblotting and ELISA. The immune response 
formed to the injection of the pVAX1 vector into BALB/c mice, containing a fragment of the human TSHR 
gene, was detected in different versions of ELISA. Immunization of animals with the DNA vector pVAX1-
TSHR according to an experimentally selected scheme was effective for the formation of mouse splenocytes, 
secreting antibodies to TSHR, which were used for successful hybridization. This was confirmed by the results 
of determining antibody production to TSHR in murine blood sera. The level of antibody production remained 
high (titer more than 1:10.000) at the 8th week of the experiment. As a result of selection of individual clones 
according to the criteria of proliferative activity and stability of antibody production, the most stable cultures 
secreting mAbs against TSHR were selected.

Keywords: TSHR, DNA immunization, mouse model of autoimmune disease, mAb against TSHR, autoantibodies, immune response

Введение 
Диффузный токсический зоб (ДТЗ) – аутоим-

мунное заболевание, приводящее к нарушению 
функции щитовидной железы (ЩЖ), в форме 
гипертиреоза, имеет распространенность в попу-
ляции от 0,5% (у мужчин) до 2,0% (у женщин), с 
тенденцией к увеличению заболеваемости [7]. В 

сыворотке крови больных с ДТЗ аутоантитела к 
рецептору ТТГ, индуцирующие развитие гипер-
тиреоза и зоба, определяются в 89-98% случаев 
[10]. Аутоантитела к рецептору тиреотропина 
(рТТГ или TSHR) представляют преимуществен-
но изотип IgG и, следовательно, зависят от 
CD4+Т-клеток для их генерации [14].
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Показано, что стимулирующие ЩЖ антитела 
могут генерироваться у мышей, например плаз-
мида TSHR-ДНК, введенная разными способами 
мышам, индуцирует синтез тиреостимулирующих 
антител (TSAb) у мышей линии BALB/c, а также ги-
пертиреоз у беспородных мышей [8]. Сообщалось 
о возможности разработки модели иммунного от-
вета, приводящей к образованию трансгенных мы-
шей с экспрессией человеческой А-субъединицы 
TSHR, с помощью инъекций pVAX1-TSHR, ана-
логично иммунизации белком TSHR человека. 
Уникальный экспрессионный вектор pVAX1 часто 
используется для формирования иммунного отве-
та с помощью ДНК-вакцин [6].

В результате выделения нами мРНК из тка-
ни ЩЖ больного ДТЗ на матрице кДНК ампли-
фицированы ПЦР-продукты, соответствующие 
фрагментам гена внеклеточного домена рТТГ, и 
создана коллекция клонов-продуцентов реком-
бинантных плазмид pAL2-T. Участок гена рТТГ, 
1160 п.н., который почти полностью кодирует 
фрагмент альфа-субъединицы рТТГ, был рекон-
струирован с помощью pVAX1. Нуклеотидная 
последовательность фрагмента рТТГ1160 после 
клонирования в вектор pVAX1 была определена 
методом секвенирования по Сэнгеру, и оказа-
лась полностью идентичной последовательности 
рТТГ, депонированной в GenBank [1]. Целью на-
стоящей работы стало оценить иммуногеннные 
свойства созданного вектора pVAX1-рТТГ 1160 
на модели мыши. 

Материалы и методы
Штаммы и линии
Векторы: pVAX1, pVAX1-TSHR 1160;
Штамм Escherichia coli: XL1 Blue;
Клеточные линии:
клетки миеломы мыши линии P3X63Ag8.653,
спленоциты, макрофаги мышей линии 

BALB/с,
клетки яичника китайского хомячка Chinese 

Hamster Ovary (СНО),
Cell Line: E77.4 ATCС;
Мыши линии BALB/с.
Для создания вектора pVAX1, экспресси-

рующего часть модели TSHR1160, использовали 
фрагмент гена рТТГ, кодирующий альфа-субъе-
диницу рТТГ.

Сыворотки, антисыворотки и коньюгаты анти-
тел

Сыворотки крови доноров и больных аутоим-
мунными заболеваниями щитовидной железы 
(АИЗ ЩЖ), содержащие различные концентра-
ции АТ к рТТГ, предоставлены ФГАОУ ВО Пер-
вого МГМУ им. И.М. Сеченова МЗ России.

МкАт мыши против IgG человека, конъюги-
рованные с пероксидазой из корня хрена, произ-
ведены ЛТД «Сорбент» (Москва, Россия).

Иммунизация лабораторных животных
В работе использовали мышей линии BALB/с, 

выращенных в питомнике: Филиал «Андреевка» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Исследования 
на животных проводили в соответствии с между-
народными и российскими рекомендациями по 
уходу и использованию лабораторных животных. 
Состояние мышей (поведение, масса тела, внеш-
ний вид, дыхание) контролировали в течение пе-
риода иммунизации [2].

Для иммунизации животных в качестве ан-
тигенов использовали препараты плазмидной 
ДНК, реконструированной с использованием 
pVAX1. Для увеличения количества вектора, не-
обходимого для иммунизации животных, плаз-
миды pVAX1-TSHR1160 и pVAX1 без вставки 
были трансформированы в компетентные клет-
ки Escherichia coli, XL-1Blue, предоставленные 
ЗАО «Евроген» (Россия). Выделение плазмидной 
ДНК из ночной культуры E. coli XL-1Blue произ-
ведено с помощью набора Plasmid Miniprep ЗАО 
«Евроген» (Россия) по методике производителя. 
Концентрацию плазмидной ДНК в полученных 
препаратах измеряли на анализаторе NanoDrop 
2000 (Thermo Fisher Scientific, США).

Инъекции препаратами, содержащими реком-
бинантные плазмиды pVAX1, pVAX1-TSHR1160, 
проводили 1,5-3,0-месячным мышам линии 
BALB/с, массой (18,0-23,0) г внутримышечно (в 
четырехглавую мышцу задней конечности) или 
внутрибрюшинным способом по 25,0 мкг в объ-
еме (0,20±0,05) мл в расчете на одну особь. Перед 
инъекцией антигены разводили в стерильном 
физиологическом растворе (0,9% NaCl).

Доза и кратность введения антигена, продол-
жительность иммунизации и интервалы между 
инъекциями варьировались.

Схема для 1-го эксперимента: А. Шестине-
дельных мышей иммунизировали путем внутри-
брюшинной инъекции pVAX1 (n = 3), pVAX1с 
экспрессией усеченной версии (TSHR 1160) 
(n = 5), по 25 мкг в объеме (0,20 ± 0,05) мл в расче-
те на особь: 0, 1, 3 (недели). Контрольной группе 
мышей (n = 3) вводили стерильный физиологи-
ческий раствор (0,9% NaCl) в объеме (0,20±0,05) 
мл. Через 7 недель после первой иммунизации 
эксперимент был прекращен. Б. Шестинедель-
ных мышей иммунизировали путем внутримы-
шечной инъекции pVAX1 (n = 3), pVAX1 с экс-
прессией усеченной версии (TSHR 1160) (n = 5), 
по 25 мкг в объеме (0,20±0,05) мл в расчете на 
особь: 0, 1, 3 (недели). Контрольной группе мы-
шей (n = 3) вводили стерильный физиологиче-
ский раствор (0,9% NaCl) в объеме (0,20±0,05) 
мл. Через 7 недель после первой иммунизации 
эксперимент был прекращен. 

Схема для 2-го эксперимента: А. Шестине-
дельных мышей иммунизировали путем вну-
трибрюшинной инъекции pVAX1 (n = 3), pVAX1 
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с экспрессией усеченной версии (TSHR 1160) 
(n = 5), по 25,0 мкг в объеме (0,20±0,05) мл в рас-
чете на особь. Контрольной группе мышей (n = 3) 
вводили стерильный физиологический раствор 
(0,9% NaCl) в объеме (0,20±0,05) мл. Сроки вве-
дения 0, 2, 5 (недели); через 8 недель после пер-
вой иммунизации эксперимент был прекращен.

Б.  Шестинедельных мышей иммунизиро-
вали путем внутримышечной инъекции pVAX1 
(n = 3), pVAX1 с экспрессией усеченной вер-
сии (TSHR 1160) (n = 5), по 25,0 мкг в объеме 
(0,20±0,05) мл в расчете на особь. Контроль-
ной группе мышей (n = 3) вводили стерильный 
физиологический раствор (0,9% NaCl) в объеме 
(0,20±0,05) мл. Сроки введения 0, 2, 5 (недели); 
через 8 недель после первой иммунизации экспе-
римент был прекращен.

В. Шестинедельных мышей иммунизирова-
ли путем внутрибрюшинной инъекции pVAX1 
(n = 3), pVAX1 с экспрессией усеченной вер-
сии (TSHR 1160) (n = 3), по 25 мкг в объеме 
(0,20±0,05) мл в расчете на особь. Сроки введения 
0, 1, 3, 6 (недели), контрольной группе мышей 
(n = 3) вводили стерильный физиологический 
раствор (0,9% NaCl) в объеме (0,20±0,05) мл. Че-
рез 10 недель после первой иммунизации экспе-
римент был прекращен.

Определение антител против рТТГ в ИФА в сы-
воротке крови пациентов с ДТЗ и здоровых доноров

Иммуноферментный анализ проводили с 
использованием набора DRG EIA3369 по про-
токолу производителя. В лунках 96-луночного 
планшета (CorningCostar; Sigma-Aldrich, Бор-
нем, Бельгия) был сорбирован рекомбинантный 
рТТГ в PBS (0,5 мг/мл) в течение ночи при ком-
натной температуре. Далее планшеты отмывали 
3 раза ФСБТ перед внесением в лунки планшета 
по 100 мкл образцов сыворотки крови пациен-
тов, содержащие различные концентрации АТ к 
рТТГ: 1 – 24 МЕ/мл; 2 – 17,01 МЕ/мл; 3 – 14,48, 
МE/мл; 4 – 12,76 МE/мл; 5, 6 – < 0,300 МE/мл, 
предварительно разведенные в 10 раз ФСБТ, ин-
кубировали планшеты при 37 °С в течение 2 ч на 
шейкере (700 об/мин). Планшеты отмывали 3 
раза ФСБТ, добавляли МкАт мыши против IgG 
человека, конъюгированные с пероксидазой из 
корня хрена. После блокирования с 1% BSA в 
PBS сыворотки были тестированы путем инку-
бации в течение 1 часа при комнатной темпера-
туре. Результаты иммуноферментной реакции 
учитывали в течение 15-30 мин после внесения 
субстратно-хромогенной смеси 3,3’5,5’-тетра-
метилбензидина (ТМБ), определяя оптическое 
поглощение раствора в лунках планшета при 
длине волны 450 нм с помощью планшетного 
ридера Anthos 2020 (Австрия), так же как и во 
всех других, представленных здесь, вариантах 
ИФА. Значение оптического поглощения в лун-
ках без добавления специфических антител, со-

ответствующее неспецифическому связыванию 
конъюгата с иммобилизованным антигеном (от-
рицательный контроль), вычитали из значения 
оптического поглощения в экспериментальной 
лунке. Титром считали разведение сыворотки, 
при котором значение оптического поглощения 
в экспериментальной лунке превышало фоновое 
на два стандартных отклонения.

Проведение непрямого варианта ИФА в образ-
цах сыворотки крови иммунизированных животных

Иммуноферментный анализ проводили с ис-
пользованием набора DRG EIA3369 по прото-
колу производителя. Образцы сывороток кро-
ви мышей разводили в 10 и 100 раз и вносили в 
лунки планшета. Выявление иммуноглобулинов 
мыши в тесте проводили с использованием поли-
клональных антител против иммуноглобулинов 
мыши, конъюгированных с ферментной меткой 
(пероксидазой из корня хрена). Образцы сыво-
ротки крови мышей до иммунизации использо-
вали в качестве отрицательного контроля.

Проведение ингибиторного варианта ИФА с по-
мощью набора фирмы DRG по методике произво-
дителя

Образцы сывороток крови мышей разводили 
в 10, 100 и 1000 раз и вносили в лунки планшета. 
К образцам добавляли биотинилированный пре-
парат ТТГ, который связывался со свободными 
рТТГ. Выявление иммуноглобулинов мыши в те-
сте проводили с использованием стрептавидина, 
конъюгированного с пероксидазой из корня хрена. 

Проведение непрямого варианта «сэндвич» ИФА
Выделенный препарат рТТГ в количестве 

10 мкг сорбировали в лунках планшета. После 
сорбции антигена планшеты выдерживали в те-
чение 16 часов при +4 °С, далее отмывали трижды 
раствором 0,01 М ФСБР с 0,05% твин 20. Затем 
в лунки планшета вносили образцы сыворотки 
крови, культуральной жидкости и моноклональ-
ных антител, разведенные в 10, 100, 1000, 10 000 
в объеме 100 мкл 0,01 М ФСБ. Инкубировали в 
течение 60 мин при +37 °С при режиме покачи-
вания 700 об/мин. После этого промывали триж-
ды 0,01 М ФСБР с 0,05% твин 20. Затем вносили 
конъюгированные с пероксидазой из корня хрена 
антивидовые антитела к IgG мыши (Sigma, США) 
в рабочем разведении 1/10 000. Инкубировали 60 
мин при +37 °С при покачивании 700 об/мин. 
Далее промывали трижды 0,01 М ФСБР с 0,05% 
твин 20. Вносили в лунки планшета субстратно-
хромогенную смесь, содержащую 3,3’-5,5 ТМБ, 
инкубировали 30 мин при +25 °С в темноте. Ре-
акцию останавливали внесением 0,2 М раствора 
H2SO4. Интенсивность сигнала определяли при 
длине волны 450 нм, референтная длина волны – 
620 нм.

Гибридизация. Модель pVAX1 (TSHR1160)
Иммунизацию проводили трижды (три инъ-

екции) путем внутримышечного или внутрибрю-
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шинного введения иммуногена по 25 мкг через 
две и три недели после предыдущей инъекции. 
Через три недели после последней инъекции про-
изводили забор крови для определения содержа-
ния антител к рТТГ. После анализа сыворотки 
крови особям, демонстрирующим наибольшее 
значение титра антител через 8 недель, за три дня 
до процедуры гибридизации проводили бустер-
ную инъекцию pVAX1-рТТГ в стерильном физи-
ологическом растворе (0,9% NaCl) в количестве 
25 мкг, в объеме 0,2 мл на особь. Сыворотку от-
деляли от клеток крови центрифугированием и 
хранили при температуре минус 20 °С до исполь-
зования. Образцы сыворотки крови мышей до 
иммунизации использовали в качестве отрица-
тельного контроля.

Для получения гибридом – продуцентов 
МкАТ к рТТГ в качестве антигена использовали 
препарат в форме ДНК-вакцины pVAX1-рТТГ; в 
качестве источника B-лимфоцитов – спленоци-
ты мышей линии BALB/с, сыворотки которых 
максимально взаимодействовали с антигеном, 
примененным для иммунизации, по сравнению 
с другими особями экспериментальной груп-
пы, использовали в составе гибридизационной 
смеси. В составе гибридизационной смеси так-
же использовали клетки миеломы мыши линии 
P3X63Ag8.653, растущие в суспензионной куль-
туре (коллекция ФГБНУ НИИВС им. И.И. Меч-
никова).

В качестве фидерного слоя использовали пе-
ритонеальные макрофаги. 

Культивирование гибридом in vitro и селекция 
клонов-продуцентов МкАт против рТТГ

Гибридные клоны выращивали в среде ГАТ, 
содержащей 20% FCS. Рост клеток контролиро-
вали с помощью инвертированного микроскопа. 
Эффективность гибридизации рассчитывали как 
отношение числа лунок с растущими гибридны-
ми культурами к числу засеянных. 

В лунках, где гибридные клоны имели доста-
точный размер для тестирования, отбирали су-
пернатанты, в которых проверяли содержание 
специфических антител против искомого антиге-
на методом ИФА в непрямом варианте. Анализу 
были подвергнуты супернатанты (надосадочное 
содержимое лунки) в разведении фосфатным 
буфером 1:20. В качестве отрицательного кон-
троля служила соответствующая среда культиви-
рования для гибридом в разведении фосфатным 
буфером 1:20. Критерий отбора гибридом – оп-
тическая плотность (ОП) супернатанта среды 
культивирования более 0,500 при длине волны 
450 нм, при отрицательном контроле ОП среды 
менее 0,100. Эффективность клонирования рас-
считывали как отношение числа лунок с высо-
ким уровнем синтеза МкАт к числу лунок с ра-
стущими гибридными культурами.

Клетки из лунок, давших положительный сиг-
нал в ИФА, наращивали в 24-луночных культу-
ральных планшетах, 6-луночных культуральных 
планшетах, а затем во флаконах, объемом 75 мл, 
каждый из которых содержал фидерный слой из 
макрофагов.

По мере роста клеток супернатанты неодно-
кратно тестировали ИФА с целью отбора ста-
бильных клонов-продуцентов МкАт против 
рТТГ, лучшие из которых были последовательно 
дважды клонированы методом лимитирующих 
разведений. Плотность суспензий контролирова-
ли под инвертированным микроскопом.

Иммуноблоттинг проводили методом «влаж-
ного» переноса белков из геля на нитроцеллю-
лозную мембрану в буфере для иммуноблоттинга 
при постоянном токе 90 мА в течение 16-18 ч при 
температуре +4 °С [13].

Статистический анализ
Сравнение между группами проводили с ис-

пользованием t-критерия Стьюдента. Критерий 
использовали для измерения общих различий 
в анти-TSHR IgG уровнях с применением про-
граммного обеспечения MS Excel в графиках 
(p = 0,05).

Результаты и обсуждение
Иммуноблоттинг рекомбинантного рецептора 

тиреотропного гормона (TSHR387) 
На рисунке 1 представлены результаты имму-

ноблоттинга супернатантов лизатов клеток CHO, 
трансфецированных pVAX1 без вставки, 4 мкг, и 
pVAX1-TSHR, 4 мкг.

Взаимодействие рекомбинантных белков 
рТТГ с аутоАТ к рТТГ в образцах сыворотки кро-
ви пациентов с ДТЗ и здоровых доноров пред-
ставленно на диаграммах (рис. 2).

Иммунизация животных
Представляем результаты 2 независимых и 

воспроизводимых экспериментов. Динамика 
массы тела мышей в процессе 1-го эксперимен-
та отражена на рисунке 3 (А – внутрибрюшинное 
введение иммуногена, Б – внутримышечное вве-
дение иммуногена). Результаты ИФА образцов 
сыворотки крови иммунизированных животных 
приведены на рисунках 4-6.

ИФА образцов сыворотки крови иммунизиро-
ванных животных

Результаты ИФА, непрямой вариант, образцов 
сыворотки иммунизированных мышей (ед. ОП), 
полученных в 1-м эксперименте, отражены на 
рисунке 4.

Ингибиторный иммуноферментный анализ по-
лученных в 1-м эксперименте образцов сыворотки 
иммунизированных мышей

На рисунках 5, 6 представлены результаты 
определения уровня продукции антител про-
тив рТТГ через ингибирование связывания рТТГ, 
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в процентах, в образцах сыворотки мышей, им-
мунизированных pVAX1-TSHR (1160) двумя спо-
собами. 

В ходе 2-го эксперимента массу тела мышей 
контролировали в течение всего периода имму-
низации, как показано на рисунке 7 (А-В).

Иммуноферментный анализ полученных во 2-м 
эксперименте образцов сыворотки иммунных жи-
вотных 

Результаты ИФА отражены на рисунке 8.
Гибридизация. Модель pVAX1 (TSHR 1160). 

Культивирование гибридом in vitro и селекция 
клонов-продуцентов МкАт против рТТГ

Гибридизационная смесь для шести 96-луноч-
ных планшетов, по три планшета на каждую схе-
му иммунизации, была подготовлена для культи-
вирования в соотношении, приблизительно, 1:8 
(30 млн клеток миеломы) и 112 млн спленоцитов 
(введение препарата внутрибрюшинное) и 107 
млн спленоцитов (введение препарата внутри-
мышечное).

Рисунок 1. Нитроцеллюлозная мембрана, проявленная 
сывороткой крови с повышенным содержанием АТ 
к рТТГ (24,0 МЕ/мл)
Примечание. 1 – супернатант лизатов клеток CHO, 
трансфецированных pVAX1, 4 мкг; 2 – супернатант лизатов 
клеток CHO, трансфецированных pVAX1-TSHR, 4 мкг.
Figure 1. Nitrocellulose membrane, developedblood serum with 
an increased content of antibodies to TSHR (24.0 IU/mL)
Note. 1, supernatant of lysates of CHO cells transfected with pVAX1, 
4 μg; 2, supernatant of lysates of CHO cells transfected with pVAX1-
TSHR, 4 μg.

На 14-й день после слияния из 288 засеянных 
лунок в 274 наблюдался рост гибридом (вну-
трибрюшинное введение препарата); из 288 за-
сеянных лунок в 268 наблюдался рост гибридом 
(внутримышечное способ введения препарата). 
Растущие гибридные клетки можно было наблю-
дать уже на третий день после слияния.

Первичный скрининг, проведенный на 14-й 
день культивирования, выявил культуры, син-
тезирующие антитела к рТТГ, из них 95 получе-
ны при внутрибрюшинном введении препарата, 
56 – при введении препарата внутримышечно. 
Для дальнейшей селекции из 151 использовали 
56 наиболее активных гибридом, сохранивших 
способность к росту и синтезу антител против 
рТТГ (ОП > 0,800, из них n = 34, в/б; n = 22, в/м), 
которые были перенесены в 24-луночные культу-
ральные планшеты (2-й пассаж). После третьего 
тестирования все первичные культуры гибридом 
были заморожены при температуре -80 °С; (ОП > 
1,000, из них (n = 18, в/б), (n = 14, в/м). Супер-
натанты среды культивирования гибридом от-
правлены для хранения при температуре (0 – +4) 
°С. Лучшие тринадцать гибридом (ОП > 1,500, из 
них n = 8, в/б, n = 5, в/м), перенесены во флако-
ны, объемом 75 мл (3-й пассаж). Лучшие шесть 
из тринадцати (5 – в/б, 1 – в/м) были отобраны 
для клонирования методом лимитирующих раз-
ведений. Полученные в результате клонирования 
культуры гибридом были заморожены при тем-
пературе -80 °С.

Методами иммуноблоттинга и ИФА под-
тверждено наличие фрагмента гена рецептора 
тиреотропного гормона, размером 1160 п.н., 
который был трансфецирован в составе векто-
ра pVAX1 в клетки СНО. Полосы преципита-
ции с антителами из сыворотки крови с повы-
шенным содержанием АТ к рТТГ (24,0 МЕ/мл) 
наблюдались на нитроцеллюлозной мембране 
только с продуктами экспрессии вектора pVAX1-
TSHR1160 в CHO (рис. 1). Полосы преципи-
тации соответствовали белкам с молекулярной 
массой 40, 30, 20 кДа. Наличие нескольких про-
дуктов экспрессии рТТГ, вероятно, вызвано де-
градацией исходного рекомбинантного белка 
или экспрессией рекомбинантных белков раз-
личной длины.

Пропорциональное увеличение содержания 
продуктов вектора pVAX1-TSHR (рекомбинант-
ных белков рТТГ) приблизительно в 2 раза при 
увеличении количества трансфецируемого век-
тора с 2 мкг/мл до 4 мкг/мл продемонстрировано 
на рисунке 2, что свидетельствует о специфично-
сти экспрессии полученных продуктов – реком-
бинантных белков рТТГ. При этом не выявлено 
реакции в ИФА экспрессированного фрагмента 
рТТГ с образцами сыворотки крови здоровых до-
норов. Результаты, полученные методами ИФА и 
иммуноблоттинга, дали основание использовать 

Дорожки
Tracks

кДа
kDa
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Рисунок 2. Результаты ИФА взаимодействия экспрессированного фрагмента рТТГ с образцами сыворотки крови 
пациентов с ДТЗ (А) и здоровых доноров (Б)
Примечание. А: 1 – супернатанты лизатов клеток CHO pVAX1-TSHR (1160), 4 мкг; 2 – супернатанты лизатов клеток CHO pVAX1-
TSHR (1160), 2 мкг; 3 – супернатанты лизатов клеток CHO pVAX1; 4 – супернатанты лизатов клеток CHO. Б: 5 – супернатанты 
лизатов клеток CHO pVAX1-TSHR (1160), 4 мкг; 6 – супернатанты лизатов клеток CHO pVAX1-TSHR (1160), 2 мкг; 7 – супернатанты 
лизатов клеток CHO pVAX1; 8 – супернатанты лизатов клеток CHO.
Figure 2. ELISA results of interaction of the expressed TSHR fragment with blood serum samples of patients with GВ (А) and from 
healthy donors (В)
Note. A: 1, supernatant of lysates of CHO cells transfected with pVAX1-TSHR (1160), 4 μg; 2, supernatant of lysates of CHO cells transfected 
with pVAX1-TSHR (1160), 2 μg; 3, supernatant of lysates of CHO cells transfected with pVAX1, 4 μg; 4, supernatant of lysates of CHO cells. B: 5, 
supernatant of lysates of CHO cells transfected with pVAX1-TSHR (1160), 4 μg; 6, supernatant of lysates of CHO cells transfected with pVAX1-
TSHR (1160), 2 μg; 7, supernatant of lysates of CHO cells transfected with pVAX1, 4 μg; 8, supernatant of lysates of CHO cells.

Рисунок 3. Динамика массы тела мышей в процессе 1-го эксперимента
Примечание. …… – pVAX1-TSHR (1160) опытная группа. ------ – pVAX1 контрольная группа. ____ – 0,9% NaCl контрольная группа. 
А – внутрибрюшинное введение. Б – внутримышечное введение. Время введения препаратов указано стрелками.
Figure 3. Dynamics of body weight of mice during the 1st experiment 
Note. ……, pVAX1-TSHR 1160 experimental group. -----, pVAX1 control group. ____, 0,9% NaCl control group. А, intraperitoneal injection. 
В, intramuscular injection. Arrows indicate the moment of drug administration.

pVAX1-TSHR в качестве ДНК-вектора для имму-
низации.

В наших опытах схемы иммунизации были 
выбраны эмпирически и с учетом литературных 
данных. Для оценки иммуногенности ДНК-
вакцин используют в зависимости от цели ис-
следования различные схемы иммунизации: 
дозировки (от 5 мкг до 500 мкг, чаще 50 мкг на 
мышь); способы введения (подкожный, внутри-
мышечный посредством метода электропорации, 
внутрибрюшинный, чаще внутримышечный); 
кратность введения (от однократного с учетом 
через 4 недели, двукратного или четырехкратно-

го с двух- и трехнедельным интервалом и учетом 
через 3 недели после последней инъекции, чаще 
трехкратного с двухнедельными интервалами и 
учетом через 2 недели после последней инъек-
ции) [3, 4, 5, 9, 11, 12, 15, 16, 17]. Для 1-го экс-
перимента была выбрана доза 25 мкг/мышь, 
кратность – 3 инъекции – с интервалом 0, 1, 3, 
6 недель, два способа введения: внутримышеч-
ный и внутрибрюшинный. Второй эксперимент 
отличался от 1-го эксперимента кратностью и 
продолжительностью иммунизации, а также из-
менением интервала между инъекциями, но с 
сохранением дозы для одной инъекции и 2 спо-
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Рисунок 4. Результаты определения уровня продукции антител против рТТГ в сыворотке крови мышей, ИФА, 
непрямой вариант (1-й эксперимент)
Примечание. 1 – pVAX1-TSHR (1160), внутрибрюшинное введение. 2 – pVAX1-TSHR (1160), внутримышечное введение. 3 – pVAX1, 
внутримышечное введение. 4 – 0,9% NaCl, внутримышечное введение. 5 – отрицательный контроль.
Figure 4. Results of determining the level of production of antibodies against TSHR, ELISA, indirect variant (1st experiment) 
Note. 1, pVAX1-TSHR (1160), intraperitoneal administration. 2, pVAX1-TSHR (1160), intramuscular injection. 3, pVAX1, intramuscular injection.  
4, 0,9% NaCl, intramuscular injection. 5, negative control.

Рисунок 5. Результаты определения уровня продукции антител против рТТГ, через ингибирование связывания 
рТТГ, ИФА, ингибиторный вариант (1-й эксперимент) 
Примечание. 1 – pVAX1-TSHR (1160) внутрибрюшинное введение. 2 – pVAX1-TSHR (1160) внутримышечное введение. 3 – pVAX1 – 
внутримышечное введение. 4 – 0,9% NaCl внутримышечное введение. 5 – отрицательный контроль.
Figure 5. Results of determining the level of production of antibodies tо TSHR, by Inhibition of TSHR binding, ELISA inhibitory 
variant (1st experiment)
Note. 1, pVAX1-TSHR (1160) intraperitoneal administration. 2, pVAX1-TSHR (1160) intramuscular injection. 3, pVAX1 intramuscular injection.  
4, 0,9% NaCl intramuscular injection. 5, negative control.
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Рисунок 6. Ингибирование связывания рТТГ (дополнение к рисунку 5)
Примечание. А – внутрибрюшинное введение. Б – внутримышечное введение. 1 – 10-кратное разведение. 2 – 100-кратное 
разведение. 3 – 1000-кратное разведение.
Figure 6. Inhibition of TSHR binding (addition to Figure 5)
Note. А, intraperitoneal administration. B, intramuscular injection. 1, 10-fold dilution. 2, 100-fold dilution. 3, 1000-fold dilution.

Рисунок 7. Динамика массы тела мышей в процессе 
2-го эксперимента 
Примечание. …… – опытная группа pVAX1-TSHR (1160). ----- – 
контрольная группа pVAX1. ____ – контрольная группа 0,9% 
NaCl. А – внутрибрюшинное введение, продолжительность 
эксперимента 8 недель. Б – внутримышечное введение, 
продолжительность эксперимента 8 недель. В – 
внутрибрюшинное введение, продолжительность 
эксперимента 10 недель. Стрелки указывают время введения 
препарата.
Figure 7. Dynamics of body weight of mice during the 2nd 
experiment
Note. ……, experimental group pVAX1-TSHR (1160). -----, control 
group pVAX1. ____, control group 0,9% NaCl. A, intraperitoneal 
administration, experiment duration 8 weeks. B, intramuscular 
injection, experiment duration 8 weeks. C, intraperitoneal 
administration, experiment duration 10 weeks. Arrows indicate the 
moment of drug administration.

собов введения внутримышечного и внутрибрю-
шинного. В течение всего периода наблюдений 
мышей взвешивали, отмечая изменения массы 
тела, представленные на рисунках 3, 7. Можно 
отметить, что в процессе обоих экспериментов 
масса тела животных из опытных групп, так же из 
контрольных групп, увеличивалась, с незначи-
тельными флуктуациями, независимо от способа 
введения иммуногена, что свидетельствует об от-
сутствии токсичности препаратов.

При определении активности антител к рТТГ 
в сыворотке иммунизированных мышей отмеча-
ли, что в лунках, содержащих разведенные в 10 
и в 100 раз сыворотки крови мышей, иммунизи-
рованных путем внутримышечной или внутри-
брюшинной инъекции вектором pVAX1-TSHR, 
в ИФА (непрямой вариант), был получен поло-
жительный сигнал (ОП более 2,0 О. Е.). Относи-
тельно низкое значение сигнала наблюдалось в 
лунках отрицательного контроля, и содержащих 
разведенные в 10 и 100 раз сыворотки крови пре-
иммунных мышей и мышей, иммунизированных 
внутримышечно pVAX1 без вставки, и физио-
логическим раствором. Значение ОП сигнала в 
лунках отрицательного контроля не превышало 
0,024 О. Е. (рис. 4).

Высокий уровень продукции АТ к рТТГ был 
выявлен при анализе разведенных в 1000 раз сы-
вороток крови мышей из опытных групп, имму-
низированных путем внутримышечного или вну-
трибрюшинного введения вектора pVAX1-рТТГ, 
(ингибиторный вариант ИФА, рис. 5) пропорци-
онально разведению сывороток, как продемон-
стрировано на рисунке 6: для внутримышечного 
(А) и внутрибрюшинного (Б) введения препара-
та. При анализе сывороток крови мышей кон-
трольных групп, которым вводили, соответствен-
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Рисунок 8. Результаты определения уровня продукции антител против рТТГ в ИФА, с использованием непрямого 
варианта «сэндвич» в сыворотках крови мышей
Примечание. 1 – pVAX1-TSHR (1160) внутрибрюшинное введение, продолжительность эксперимента 8 недель. 2 – pVAX1-TSHR 
(1160) внутримышечное введение, продолжительность эксперимента 8 недель. 3 – pVAX1-TSHR (1160) внутрибрюшинное 
введение, продолжительность эксперимента 10 недель. 4 – pVAX1 внутрибрюшинное введение, продолжительность 
эксперимента 10 недель. 5 – 0,9% NaCl внутрибрюшинное введение, продолжительность эксперимента 10 недель. 6 – 
отрицательный контроль.
Figure 8. Results of determining the level of production of antibodies against TSHR in ELISA, using the indirect “sandwich” option in 
the blood sera of mice
Note. 1, pVAX1-TSHR (1160) intraperitoneal administration, experiment duration 8 weeks. 2, pVAX1-TSHR (1160) intramuscular injection, 
experiment duration 8 weeks. 3, pVAX1-TSHR (1160) intraperitoneal administration, experiment duration 10 weeks. 4, pVAX1 intraperitoneal 
administration, experiment duration 10 weeks. 5, 0,9% NaCl intraperitoneal administration, experiment duration 10 weeks. 6, negative control.

но, вектор pVAX1 без вставки и физиологический 
раствор, сигнал ингибирования был невысоким. 

Таким образом, вектор pVAX1-TSHR1160, со-
держащий фрагмент гена рецептора тиреотроп-
ного гормона человека, вызывает формирова-
ние иммунного ответа у мышей линии BALB/с, 
посредством внутримышечного или внутри-
брюшинного введения в дозе 25 мкг в объеме 
(0,20±0,05) мл в расчете на особь, что было под-
тверждено двумя вариантами ИФА – непрямым и 
ингибиторным.

Во втором опыте в сыворотках крови мышей 
из опытных групп, иммунизированных вектором 
pVAX1-рТТГ, как продемонстрировано на рисун-
ке 8 (непрямой «сэндвич»-вариант, ИФА), был 
выявлен высокий уровень АТ к рТТГ, с титром, 
значительно превышающим 1:10 000, по срав-
нению с отрицательным контролем. В лунках 
отрицательного контроля, а также содержащих 
разведенные в 100 раз сыворотки крови мышей, 
которым вводили внутримышечно pVAX1 без 
вставки или физиологический раствор, наблюда-
лось отсутствие сигнала (рис. 8).

Иммунизация мышей ДНК-вектором pVAX1-
TSHR (1160) с применением схемы трехкратно-
го введения препарата путем внутрибрюшинной 

или внутримышечной инъекции, в дозе 25 мкг, 
с двухнедельными интервалами и учетом через 
2-3 недели после последней инъекции, оказалась 
пригодна для успешной гибридизации. Эффек-
тивность гибридизации составила 95,0% в опы-
те с внутрибрюшинным введением препарата, 
93,0% – при внутримышечном введении препа-
рата. Значительная часть культур гибридом ока-
зались нестабильными продуцентами МкАт к 
рТТГ. Эффективность клонирования культур со-
ставляла 19,8% (53 из 268) при внутримышечном 
введении иммуногена; 30,4% (95 из 274) – при 
внутрибрюшинном введении иммуногена. В ре-
зультате дальнейшей селекции была создана кол-
лекция культур гибридом – продуцентов МкАт к 
рТТГ и депо МкАт против рТТГ.

Заключение 
Разработана модель иммунного ответа на вве-

дение pVAX1-рТТГ мышам как с помощью вну-
трибрюшинных, так и внутримышечных инъек-
ций, о чем свидетельствует способность мышей 
продуцировать антитела к рТТГ, уровень продук-
ции которых с титром более 1:10 000 остается вы-
соким на 8-й неделе эксперимента.
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Иммунный ответ на введение экспрессирую-
щегося в векторе pVAX1 фрагмента кДНК гена 
рецептора тиреотропина человека рTТГ 1160 на 
мышиной модели подтвержден методом ИФА в 
трех вариантах – непрямом, ингибиторном и в 
непрямом «сэндвич»-варианте. 

Подобрана схема иммунизации трансгенных 
мышей линии BALB/c посредством рекомби-
нантного вектора pVAX1-рТТГ 1160, эффективная 
для формирования у опытных животных сплено-
цитов, секретирующих антитела к рТТГ, которые 
были использованы для успешной гибридизации. 
Эффективность гибридизации составила 95,0% 
(274 из 288) в опыте с внутрибрюшинным введе-

нием препарата, 93,0% (268 из 288) – при внутри-
мышечном введении препарата.

В результате селекции индивидуальных кло-
нов по критериям пролиферативной активности 
и стабильности продукции антител удалось полу-
чить стабильные культуры гибридом, секретиру-
ющие МкАт против рТТГ.

Синтез рекомбинантных белков рТТГ в ре-
зультате ДНК-иммунизации открывает перспек-
тивы получения моноклональных антител к ре-
цептору и исследования изменений структуры 
рТТГ в патогенезе аутоиммунных заболеваний и 
создания тестов для совершенствования диагно-
стики и лечения АИЗ ЩЖ.
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