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Pengimunan hormon T, yang dikonjugatkan dengan molekul
albumin serum manusia (ASM) telah dilakukan dengan menyuntik 100
pg/ml hormon tersebut ke atas mencit balb/c. Didapati selepas
cabaran kelima, mencit tersebut telah menghasilkan antibodi terhadap

hormon Ty dengan titer sebanyak 640. Sel 1limpa yang telah diimunkan

dilakurkan dengan sel miloma NS-1.

Untuk mendapat parameter kecekapan perlakuran yang optimum,
maka beberapa kajian telah dilakukan. Kajian tersebut meliputi kesan
jenama dan berat molekul Polietilina glikol (PEG), suhu semasa

perlakuran dan kepekatan PEG telah dilakukan. Hasil yang diperolehi



didapati parameter optima bagi proses perlakuran adalah menggunakan
PEG jenama Merck yang mempunyai berat molekul 1000 (D) dalton yang
berkepekatan 50% dan suhu semasa perlakuran adalah 37°C. Dengan
menggunakan ketiga-tiga parameter tersebut, sebanyak lima kali
perlakuran dilakukan dan didapati koloni hibridoma yang terhasil
mencapai sehingga 95%. Oleh yang demikian, parameter yang optima ini
digunakan untuk melakurkan sel miloma NS-1 dan limfosit B mencit

yang telah diimunkan dengan T,-ASM. Didapati pada kepekatan 2.7 x

108

sel per telaga, hibridoma positif yang terhasil adalah sebanyak
2.5%, 5.4% dan 1.03% untuk setiap kali perlakuran. Sementara pada
kepekatan sel 8.25 x 105, 5.5 x 10° dan 1.38 x 10° per telaga

hibridoma yang terhasil tidak menghasilkan antibodi terhadap hormon

Ty

Hibridoma yang positif telah diklonkan kepada 10, 3 dan 1 sel
per telaga. Didapati kepekatan sel per telaga mempengaruhi kecekapan
jangkamasa untuk mendapat hasil asai yang positif. Kepekatan 10 sel
per telaga didapati memberi asai positif yang lebih cepat iaitu pada

minggu pertama pengkulturan berbanding dengan kepekatan 3 dan 1 sel

per telaga.

Pengklonan 1 sel per telaga telah dilakukan sebanyak empat
kali dan didapati setiap kali pengklonan dapat menghasilkan 50%,
70%, 80% dan 70% koloni hibridoma yang positif. Kajian terhadap
antibodi yang terhasil dalam supernatan hibridoma yang telah

xi



diklonkan sebanyak tiga dan empat kali telah dilakukan dan pada
pengklonan yang ketiga, titer supernatan terhadap hormon tiroksin
(T4), triidotironin (T3) dan ASM adalah 320, 80 dan 160. Walau
bagaimanapun pada pengklonan yang ke empat didapati hibridoma ini
tidak menghasilkan antibodi terhadap T3 dan memberikan titer
terhadap Ty sebanyak 160 dan 80 terhadap ASM. Pengujian kehadiran
kelas imunoglobulin juga telah dilakukan dan didapati supernatan

klon 4H1 menghasilkan imunoglobulin jenis G kelas I.
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Balb/c mice were immunised with 100 ug/ml of human serum
albumin (HSA) conjugated Ty hormone. After the fifth booster shot,
the mouse antibody titres reached a level of 640. The sensitized

spleen cells were then fused with NS-1 myeloma cells.

Few studies regarding optimisation of fusion have been carried
out; these included the brand, the molecular weight as well as the
concentration of polyethylene glycol (PEG) that was being used
during fusions. The optimum temperature for fusion was also studied.
The results shown that best fusion was produced when using 50% PEG
with a molecular weight of 1000 Dalton obtaimed from Merck at 37°C.
A total of 95 % hybridoma clones were obtained when the above
parameters were used during fusion.
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Mouse lymphocytes which were sensitized with T4-HSA were then
fused with NS-1 myeloma cells three times. The percentage of
positive hybridoma was 2.5 %, 5.4 % and 1.03 % for each fusion

respectively, when the cell concentration is 2.7 x 106

cells per
well. However, for cell concentration of 8.25 x 106, 5.5 x 105 and

1.38 x 10° cells per well, the hybridoma that was produced did not

secrete any antibody that reacted againts the Ty hormone.

A positive hybridoma was then cloned at ten cells, three cells
and single cell per well. The concentration of cells in each well
during cloning influenced the duration for achieving positive

screening.

Single cell cloning was performed four times. The percentages
of positive hybridoma clones obtained were 50 %, 70 %, 80 % and 70 %
for cloning steps 1, 2, 3 and 4. The antibo@y that produced during
the third and fourth cloning were selected for further studies. For
the third cloning, the antibody titres obtained when reacted against
T3, T4 and ASM were 320, 80 and 160. For the fourth cloning, the
titers against Ty and ASM were 160 and 80. However, no cross
reaction obtained was observed when they were screened against T3. A
determination of immunoglobulin classes was also being carried out
for clone 4H1 and has been shown to secreted gamma immunoglobulin

class 1.

xiv



BAB 1

PENGENALAN

Gerakbalas imun yang tipikal bagi suatu antigen tertentu
menyebabkan penghasilan suatu spektra antibodi yang luas terdiri
dari pelbagai kelas, afiniti dan spesifisiti bagi determinan yang
terdapat pada antigen (Sinkovics & Dreeman, 1983; Brock dan Madigan,
1988). Antibodi yang diarahkan kepada suatu determinan yang khusus
akan hanya mewakili suatu bahagian yang kecil jumlah takungan

antibodi.

Antiserum yang mengandungi campuran antibodi begini bagi
suatu antigen tertentu dipanggil antiserum poliklon. Antibodi
poliklon ini telah digunakan dengan meluasnya terutama untuk tujuan
diagnostik, mengesan mikroheterogenesiti sesuatu protin yang
terhasil daripada rekombinan dan mutasi somatik dan juga penting
dalam mengkelaskan mikroorganisma (Yelton & Scharff, 1980; Scharff

et al., 1981; Campbell,1984).

Walau bagaimanapun pengunaan antibodi poliklon menjadi terhad
disebabkan terdapat berbagai-bagai masalah yang sukar diatasi
seperti ketidakseragaman pada kuantiti, kualiti dan affiniti yang
spesifik terhadap suatu antigen (Kohler & Milstein, 1975; Campbell,
1984). Keadaan ini berlaku disebabkan oleh antibodi yang terdapat

di dalam antiserum adalah dirembeskan oleh klon sel B yang tidak



terhad jumlahnya. Walaupun kaedah penyediaan antigen dan kacukan
haiwan yang sama digunakan, limfosit B masih mengecam tapak
determinan antigenik yang berbeia (Pollock et al., 1984). Ketidak
seragaman yang berlaku diantara sel haiwan dengan satu haiwan akan
menyebabkan pencerapan diantara satu makmal dengan makmal yang lain
adalah tidak piawai (Yelton & Scharff, 1980). Walau bagaimanapun
masalah yang paling utama berkaitan dengan antibodi poliklon adalah
rangsangan untuk menghasilkan antibodi yang sama tidak boleh
dihasilkan semula sekiranya antiserum tersebut telah kehabisan.
Tambahan pula sekiranya determinan antigen yang dikenalpasti oleh
satu daripada banyak antibodi itu hilang, maka kehilangannya tidak
dapat dikesan disebabkan oleh sejumlah besar antibodi yang hadir
masih boleh bergabung dengan antigen tersebut (Scharff et al., 1981;

Pollock et al., 1984; Campbell, 1984).

Dengan ini, beberapa pengguna di dalam bidang perubatan dan
penyelidikan amat mengharapkan supaya didapatkan antibodi yang
mempunyai kespesifikan yang tunggal. Secara teori, ianya adalah
mungkin untuk memencilkan suatu sel tunggal limfosit yang. berupaya
menghasilkan antibodi dan menumbuhkannya dalam kultur sel. Ini
berdasarkan teori pemilihan klon yang dikemukakan oleh Burnet (1959)
yang mengatakan bahawa sel khusus (di dalam suatu populasi sel)
bergerakbalas terhadap suatu antigen yang spesifik dengan cara
mengikat determinan antigen itu dengan reseptor permukaan permukaan
sel spesifik pra-ujud. Pengikat ini menggalakan proliferasi sel ini

untuk membentuk peningkatan sel yang bergerak balas terhadap antigen



spesifik tersebut. Sebahagiannya mensentesis antibodi manakala
sebahagian yang lain bertindak sebagai sel ingatan yang boleh
menghasilkan antibodi dengan pendedahan yang sama pada masa akan
datang. Struktur tapak spesifik terhadap terhadap penentu antigen
pada permukaan sel B hanya akan membenarkan perlekatan pada satu
tapak antigen sahaja. Sel ini seterusnya akan membentuk sel-sel yang
seiras. Begitu juga dengan sel-sel B yang lain. Setiap klon sel B
akan mensentesis molekul antibodi yang mempunyai kespesifikan yang
berbeza (Freshney, 1986). Namun begitu paras antibodi yang tinggi
hanya akan terhasil terhadap tapak penentu antigen sahaja. Tapak
penentu yang merangsang pembinaan populasi antibodi yang tinggi

sekali ini dikenali sebagai kumpulan imunodominan (Ghazali, 1988).

Walau bagaimanapun, bagi sebab-sebab yang tidak diketahui,
limfosit yang normal tidak mudah untuk ditumbuhkan dan dijaga dalam

kultur sel kerana masa hayatnya adalah terlalu pendek.

Namun begitu, limfosit B boleh dilakurkan dengan sel miloma
(tumor) untuk menghasilkan warisan sel B yang tumbuh di dalam kultur
dan masih mengekalkan keupayaan menghasilkan antibodi. Teknik
perlakuran sel B dan miloma ini dikenali sebagai teknik hibridoma

(Kohler & Milstein, 1975).

Antibodi yang terhasil oleh satu klon hibridoma adalah seragam
dan spesifik terhadap satu epitop antigen sahaja dan setiap hibrid

berupaya untuk meningkatkan pengeluaran antibodi homogenus dalam



amaun yang tidak terhad. Antibodi homogenus merupakan suatu reagen
serologi yang piawai dalam kegunaan imunoassai dan imunodiagnosa di

makmal-makmal penyelidikan dan perubatan.

Oleh yang demikian, teknologi hibridoma banyak
memperkembangkan kegunaan dan penggunaan imunoassai serta
mempertingkatkan potensi imunodiagnostik secara in vitro (French et

al., 1986).

Walaupun teknik hibridoma sudah berkembang dengan meluasnya
tetapi penghasilan antibodi terhadap hapten atau molekul kecil masih
terhad. Hormon tiroid 3,3',5-L-triiodotironin (T3) dan 3,3',5,5'~
tetraidotironin (Ty) adalah contoh molekul hapten. Kedua-dua molekul
hormon tiroid adalah merupakan iodotironin aktif yang dirembeskan
oleh kalenjar tiroid. (Graham, 1977; Guyton, 1981; Thomson, 1981).
Dari segi perubatan, hormon tiroid merupakan hormon yang penting
dalam perkembangan fisiologi bermula dalam kandungan lagi (Greenspan
& Rapport, 1983). Penilaian kepekatan hormon tiroid adalah satu
pengukuran yang penting dalam nenentukan gangguan fungsi tiroid. Ia
membolehkan diagnosis penyakit-penyakit hipertiroidisma atau
eutiroidisma dan hipotirodisma (Chopra, 1972; Larsen et al., 1973,
Soppi et al., 1990 ). Dalam hal ini antibodi terhadap hormon ini
telah digunakan dengan meluas untuk diagnosis paras hormon T, dan Ty
dalam serum pesakit (Delves et al., 1993). Walau bagaimanapun
ketidakseragaman yang disebabkan oleh kehadiran heteroantibodi dalam

serum yang diperolehi secara konvensional menyebabkan sistem



pengassaian tidak piawai. Antibodi monoklon daripada hibridoma
adalah satu cara untuk mengatasi masalah yang berkaitan (Campbell,
1984; Kohler dan Milstein, 1975). Oleh itu adalah sangat perlu
diperolehi antibodi monospesifik terhadap hormon tiroid untuk
menentukan kejayaan diagnosis penyakit-penyakit yang berkaitan

dengan gangguan kelenjar tiroid.

Maka berdasarkan kepentingan tersebut, projek ini dijalankan

dengan objektif yang disebut di bawah:

iy Penentuan kejayaan pengkonjugatan hormon T, dengan
protein pembawa.

2. Mengkaji beberapa parameter yang sesuai untuk proses
perlakuran dalam usaha untuk mendapatkan peratus
penghasilan koloni hibridoma yang dikehendaki semaksima
yang mungkin.

3. Mengklonkan hibridoma yang berpotensi menghasilkan
antibodi yang dikehendaki dan dibekukan sebagai stok
simpanan untuk rujukan.

4. Melakukan pencirian terhadap antibodi monoklon yang
diperolehi daripada hibridoma dimana antibodi ini dimasa
hadapan boleh digunakan sebagai satu reagen serologi di
dalam mengdiagnosis penyakit yang berhubung dengan

gangguan fungsi tiroid.



Apa yang menjadi harapan dalam projek ini ialah perlakuran
untuk mendapatkan hibridoma yang menghasilkan antibodi monoklon
terhadap hormon tiroid berjaya diperolehi dan seterusnya antibodi
ini boleh digunakan sebagai satu sumber rujukan untuk menentukan

keberkesanan diagnosa paras hormon tiroid dalam serum pesakit.
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KAJIAN BAHAN BERTULIS

Mekanisme penghasilan antibodi dalam haiwan

Setiap haiwan berkebolehan untuk mengecam dan boleh membezakan
molekul asing yang dipanggil antigen. Pengecaman dan pembezaan yang
berlaku melibatkan gerakbalas imun yang terdiri daripada dua jenis
iaitu tindakbalas humoral atau gerakbalas antibodi perantara dan
tindakbalas selular atau gerakbalas perantara sel (Weir, 1984;
Randerson et al., 1984). Keunikkan dalam gerakbalas imun adalah
sifat heterogen gerakbalas tersebut. Berbagai jenis sel dan hasil
sel dikeluarkan oleh perumah semasa berlaku gerakbalas terhadap
bahan asing yang memasuki tubuhnya. Sel-sel yang beraneka jenis pula
akan bertindakbalas untuk menghasilkan hasil-hasil seperti antibodi
dan limfosit sensitif yang bersifat heterogen. Sel limfosit terdiri
daripada dua jenis iaitu limfosit B yang menghasilkan gerakbalas
humoral dan limfosit T yang menghasilkan gerakbalas imun sel
perantara. Kedua-dua jenis sel limfosit ini mengecam dan
bertindakbalas dengan antigen melalui reseptor yang bersesuaian
dengan antigenik determinan atau epitop yang berbeza. Terdapat juga
limfosit yang telah sedia mempunyai reseptor bersesuaian daripada

genetik dan limfosit ini dapat programkan gerakbalas imun terhadap



epitop dan dapat menghasilkan klon-klon yang seiras dengan melakukan
pembezaan dan pembahagian (Brock & Madigan, 1984). Sel T
berkepentingan dalam membebaskan protienpelarut seperti lymphokin
dan interleukin yang mengaktifkan pembahagian limfosit B untuk
membentuk klon sel B yang berupaya untuk menghasilkan molekul
antibodi yang seiras (Roitt, 1980). Limfosit B berfungsi sepenuhnya
dalam penghasilan antibodi. Antibodi adalah sejenis protien yang
mempunyai ciri-ciri biokemikal yang berbeza yang kebanyakkannya
dijumpai di dalam darah iaitu 20% daripada berat keseluruhan protien
plasma darah. Selain daripada itu antibodi juga sering dijumpai di

atas permukaan sel B. (Randerson et al., 1984).

Kewujudan “ingatan' imunologi dalam sel-sel limfosit juga
merupakan satu ciri yang istimewa dalam gerakbalas imun di mana
pembentukkan antibodi terjadi apabila berlaku pertemuan dengan
bahan asing yang sama bagi kali kedua dan seterusnya akn menyebabkan
sel-sel limfosit membahagi dengan kadar yang cepat iaitu lebih cepat
daripada pembahagian atau pembezaan yang dialami semasa pertemuan
dengan bahan tersebut bagi kali pertama (Roitt, 1980). Sel B yang
aktif membahagi, dalam beberapa hari akan bertukar menjadi sel
plasma yang mempunyai kespesifikan yang tinggi yang mana setiapnya
akan mensentesiskan dan membebaskan imunoglobulin yang berbeza dari
segi kesensitifan dan keafinan dengan jumlah yang banyak secara
genetik (Mc Connel et al., 1981). Sel plasma mempunyai masa hayat
yang pendek iaitu kurang daripada satu minggu sebaliknya sel ingatan

atau sel limfosit B mempunyai masa hayat yang panjang dan pendedahan



kedua kepada antigen menyebabkan sel tersebut mengalami trasfomasi
dengan cepat kepada sel plasma dan mula mendedahkan antibodi ke
dalam aliran darah. Penghasilan antibodi dengan keadaan semulajadi

sebegini dalam sesuatu haiwan adalah penghasilan antibodi poliklon.

Kelemahan mengunakan antibodi poliklon sebagai reagen serologi

Memang tidak dapat dinafikan bahawa ahli-ahli serologi
selalunya mengalami kesukaran apabila menggunakan antibodi poliklon.
Kesukaran ini timbul pada tahap yang berbeza (Scharff et al., 1981).
Pertamanya dari segi kebolehan untuk mendapatkan antibodi yang sama
terhadap determinan antigenik yang sama apabila antiserum telah
kehabisan (Pollock et al., 1984; Prince, 1985). Gerakbalas yang
berlaku didapati terlalu sukar untuk diramalkan samada determinan
antigenik yang diberikan akan menghasilkan gerakbalas imun yang kuat
atau sebaliknya walaupun telah terbukti bahawa pendedahan terdahulu
memberikan gerakbalas imun yang kuat (Yelton & Scharff, 1980).
Keadaan ini berlaku adalah disebabkan oleh kuantiti dan kualiti
antibodi yang dihasilkan selalunya berbeza daripada sel haiwan
dengan haiwan yang lain dan juga berlaku perbezaan titer daripada
satu pendarahan dengan pendarahan yang lain pada haiwan yang sama.
Titer yang berbeza ini menyebabkan timbulnya perbezaan lapuran
diantara satu makmal dengan makmal yang lain terhadap antigen yang
sama. (Halk & De Boer, 1985). Kedua, walaupun antigen yang tulen

digunakan, tetapi masih berlaku kontaminasi dengan imunoglobulin hos

(Campbell, 1984) dan kompenan minor pada antigen (Scharff et al.,
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1981; Prince, 1985 ). Ketiga, masalah penggunaan antibodi poliklon
daripada antiserum semakin ketara disebabkan oleh antibodi tersebut
adalah heterogenus iaitu antibodi yang terdiri daripada berbagai
kelas dan subkelas yang berbeza terhadap sesuatu antigen. Keadaan
ini menyebabkan antibodi didalam antiserum berbeza dari segi
aglutinasi dan pemendakan dengan antigen atau komplemen juga
menyebabkan berlakunya tindakbalas silang antara determinan
antigeniknya (Campbell, 1984). Masalah juga timbul sekiranya
determinan antigenik yang telah dicamkan oleh satu daripada jumlah
takungan antibodi itu hilang, maka kehilangannya tidak dapat dikesan
di sebabkan oleh sejumlah besar antigen masih boleh bergabung dengan
antigen tersebut (Pollock et al., 1984). Masalah terakhir adalah
disebabkan oleh antiserum yang mengandungi antibodi heterogenus yang
terhad. Keadaan amaun antibodi yang terhad menjadi semakin ketara
apabila antiserum terpaksa ditulinkan untuk mengeluarkan antibodi

yang bertindakbalas silang (Campbell, 1984).

Kajian awal untuk mendapatkan antibodi homogenus serta konsep
penghibridan sel somatik

Berikutan daripada berbagai masalah yang timbul akibat
menggunakan antibodi poliklon maka ahli imunologi telah berusaha
untuk mendapatkan antibodi monoklon yang dijangkakan dapat mengatasi
masalah-masalah yang berkaitan dengan antibodi poliklon dan

sebagainya.



