
 
 
 

 
 
 

UNIVERSITI PUTRA MALAYSIA 
 
 
 
 
 

PENGHASILAN HIBRIDOMA YANG MEREMBESKAN  
ANTIBODI MONOKLON TERHADAP HORMON TIROKSIN (T4) 

 
 
 
 
 

SITI ROMLAH BT YAHYA 
 
 
 
 
 

FSMB 1994 3 
 
 



PEN GHA S I LAN H I BR I D OMA YAN G MERE MBE S KAN ANT I BO D I MONOKLON 
TERHADAP HORMON TIROKS IN (T4) 

oleh 

S IT I  ROMLAH BT YAHYA 

Tesis yang dikemukakan kepada Universiti Pertanian 
Malaysia sebagai memenuhi syarat untuk 

mendapatkan I j azah Master Sains di Fakult i 
S ains Makanan & B ioteknolog i ,  

Universiti Pertanian Malaysia 

Mei 1994 



PENGHARGAAH 

Seg a l a  p u j i - pu j i a n  b a g i  A l l ah s.w . t .  y ang t e l ah member i k a n  

kekuatan untuk menyempurnakan penyel idikan d a n  tes is ini .  

Ribuan ter ima kasih kepada D r .  Abdu l Man a f  A l i  d i  ata s  s ega l a  

b i m b i n g a n  d a n  t u n j u k  a j a r y a n g  t e l a h  dlb er i k a n  s ep a n j a n g  

penyel idikan ini d i j alankan . 

Ucapan ter ima kasih j uga kepada D r . Shaharuddi n  Mohd daripada 

U n i t  Ten a g a  N u k l ea r , ker a n a  b a n y a k  memb er i s um b a n g a n  d a r i s eg i  

material dan nasihat yang berguna untuk penyelidikan i ni .  

Teristimewa dituj ukan kepada suami tercinta E n  Ratuah Mohammed 

kerana dorongan dan ker j asama yang beg itu banyak d i c urahkan d a l am 

meny i apkan tes i s  i n i . Juga d i abadikan tes i s  i n i  u n t u k  a n ak - a n a k  

t er s ayang M .  Ami r u l  H a z i q  dan Nuru l H a z imah • T i d ak ket i ngga l a n  

untuk keluarga yang turut mendoakan kej ayaan ini .  

i i  



lSI KANDUHGAR 

Huka surat 

PENGHARGAAN" " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " i i 
SENARAI JADUAL"""""" .. """"""""" " """"""""""""""""""" " """" v 
SENARAI RAJAH"""""""""""""""""""""""""""""""""",, .. ,, """"" 
SENARAI PLAT""""",,""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 
SENARAI S INGKATAN PERKATAAN • . . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •  

vi 
v i i i  
ix 

ABSTRAK" " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " x 
x i i i  ABSTRACT" " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " 

BAB 

1 PENGENALAN" " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " 1 

I I  KAJIAN BAHAN BERTULIS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 
Mekanisme penghasilan ant ibodi dalam 
haiwan" " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " 7 
Kelemahan menggunakan ant ibodi pol iklon 
sebagai reagen serologi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 
Kajian awal untuk mendapatkan antibodi 
homogenus serta konsep penghibridan sel 
somatik" " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " 1 0  
Prins ip pemil ihan barisan sel miloma . . . . . . . . . . . . . . .  1 7  
Agen-agen perlakuran . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 0  
Prinsip pem i l ihan medium pemilih . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 2  
Perbandingan d i  antara ant ibodi monoklon 
dan antibodi poliklon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 4  

Kespes i f ikan . " " " " " " " " " . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 7  
Keaf inan ant ibodi pol iklon dan 
monoklon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 8  
Kebolehan dihasi lkan semu l a . . . . . . . . . . . . . . . .  2 9  
Has i l  dan ketulinan . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 0  
Kos .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 0  

Perihal ant igen yang dikaj i . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 1  
F i s io logi t iroid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 1  
Patologi t iroid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 4  

Pengesanan hormon t iroid dan masalahny a . . . . . . . . . . . .  3 7  

I I I BAHAN DAN KAEDAH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 1  
Pengkonj ugatan hormon 3 , 3 ' 5 , 5 '-L-
Th�rox in:

. 
(T 4 ) • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 4 1  

Ha�wan u)�an . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 2  
Pengimunan mencit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 2  
Penghas ilan antibodi monoklon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 3  

Pengkulturan sel mi loma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 3  
Penyediaan ampaian sel l impa . . . . . . . . . . . . . . .  44 

i i i  



Huka surat 

Pengoptimuman parameter perlakuran sel . . . . . . . . . . . . .  4 5  
Perl akuran sel dengan pol iet i l ina 
g likol yang berbeza j enama dan 
berat mol eku l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 5  

Kesan suhu ke atas pembentukkan 
koloni h ibridoma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 6  
Kesan kepekatan PEG yang berbeza 
ke atas pembentukkan koloni 

hibr idoma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 7  

Kesan kepekatan sel selepas perlakuran 
ke atas pembentukkan koloni hibridoma 
dan penghas i lan koloni pos itif . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 7  
Pemil ihan s e l  h ibridoma selepas 
per lakuran . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48 
Pengklonan h ibridoma menggunakan teknik 
pencairan terhad . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 8  
Penyimpanan h ibridoma pos itif . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 9  
Pengasaian ant ibodi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 0  

Penentuan t iter ant iserum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 0  
Pengasaian ant ibod i monoklon dan 
penentuan t iter sepernatan 
hibr idoma . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . • • . . . . • . . . . . . 5 1  
Penentuan kelas dan subkelas 
imunoglobul in . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 2  

I V  HAS IL DAN PERBINCANGAN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 3  

V 

Pengkonj ugatan ant igen dan pengimunan 
haiwan . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S3 
T iter ant iserum . . . . .. . .. . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . .. . . .. 5 6  
Pengku lturan sel miloma . . . . . . . . • . . . . . • • • •  

'
. . . . . • • . • • 5 8  

Kaj ian pengopt imuman parameter penghas i l an 
h ibridoma . . . . . . . . . . . . . . .. .. . . . . . . . . .. . . . . . . .  . . .. . . . . . . . 5 8  
Koloni h ibr idoma yang menghas i lkan 

antibodi monoklon terhadap hormon T4 • • • • • • • • • • • • • • •  70 
Pengklonan hibridoma positif......... . . . . . . . . . . . . . .  7 6  
Penentuan n i l a i  t iter supernatan klon 3HI 
dan 4Hl.. . . . . . .. . .... . .... . . ...... . . . . . . . .... . .. . . . . . . . . . .. . .. . .... 8 0  
Pengkelasan imunoglobu l i n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 0  

KES IMPULAN • • • . . • . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . • • • • . . . . . . . . .  8 4  

RUJUKAN . • • . • • .. • .. • • • • • • • . .. • . . . • • . • . • • . • • • . .. • • .. • .. • • • .. • . • .. 8 7  

APEND IKS . . . . • . • . • . • . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • • . . . • . . . . . . • 9 7  

VITA • • • . . . . • . • . • . • . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • • • • • • • • • • . • • • .  1 1 7  

iv 



SENARAI JADUAL 

Jadual Huka surat 

1 Senarai barisan sel miloma yang digunakan 

dalam penghasilan hibridoma • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •  

2 Perbandingan di antara antibodi poliklon 
d�n antibodi monoklon . . . . . . . . . . . . . • . . • . . . . . . . . . . .  

3 Peratus viabi liti sel mi loma NS-1 selepas 
5 hari pengkulturan . • . . . • . . . . • • • • • • • • • • • • • . • • . • • •  

4 Bilangan telaga yang positif terhadap anti T4 
pada kepekatan sel yang berbeza selepas 12 hari 

19 

2 6  

6 0  

pengkul turan . • • • . • • . . • . • . . . • . . • . • • • . • . . . • . • • • • • • • 72 

5 Bilangan sel per telaga yang mengandungi koloni 
y ang positif terhadap protein pembawa ASM • • • • • • • •  

6 Peratus koloni positif terhadap antibodi anti T4 
dalam supernatan hibridoma selepas beberapa t ahap 

75 

pengklonan .  • • • • . • . . . • • . . • . • • . . . . • . • • • • • • • • • • • . • • • 78 

7 Kesan berat molekul dan sumber polietilina glikol 
yang berbeza ke atas pembentukkan koloni 
hibr idoma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107 

8 Kesan suhu ke atas pembentukkan hibridoma • • • . • • • .  107 

9 Kesan kepekatan PEG ke atas pembentukkan koloni 

1 0  

1 1  

1 2  

1 3  

1 4  

hibr idoma . • • • . . . . • • • . • . . . . • • . . . . • • • • • • • • • • • . • • • • • 108 

Keboleh ulangan kecekapan penghasilan hibridoma 
menggunakan PEG Merck ( 1000 ) pada suhu 37°C dan 
kepekatan PEG 50% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . .  

Ketumpatan optik supernatan T4 yang positif pada 
pengklonan pertama . . . . . . . . . . . • . . . • • • • • • • • • • • • • • • •  

Ketumpatan optik supernatan hibridoma T4 yang 
positif pad a pengklonan kedua . . . . • • • • • • • • • . . • . • • •  

Ketumpatan optik supernatan hibridoma T4 positif 
pada pengklonan ketiga • . . . . . . . • . . • • • • • • • • • • • • . • . •  

Nilai ketumpatan optik supernatan hibridoma T4 
yang positi f pad a tahap pengklonan keempat • • • • . . •  

v 

108 

109 

1 1 1  

1 1 3  

1 1 5  



SENARAI RAJAH 

Rajah MUD surat 

1 Skima r ingkas kaedah penghas ilan antibodi 
monoklon . . . . . . . .. . . . . . .. . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 5  

2 T apak j alan utama dan tapak j alan s i s i  
bios intesis purina dan pirimidina dengan 
menun jukkan tapak-tapak perencatan o leh 
aminopter ina . • • • • . . • . . • . • • • . • • • • • • • • • • • • • • . • . . . . . 2 5  

3 

4 

5 

Peningkatan t iter ant ibodi ant i T4 pada 
c abaran berbeza dalam serum yang disuntik 
dengan konj ugat T 4 -ASM • • • . . • . . . . . • • • • • • • •  i ,.'1 • • • • • • •  

Peningkatan t iter antibod i ant i ASM pada 
cabaran pertama dan ketiga dalam serum yang 
d i suntik dengan konj ugat T4-ASM • • • • • • • • • • • • • • • • • •  

Kepekatan sel /ml semasa pengku lturan d i  dalam 
t abung kultur 2 5  cm3 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •  

6 Kesan berat molekul dan PEG berbeza ke atas 
pembentukkan ko loni hibridoma pad a kepekatan 

5 7  

5 9  

6 2  

3 0 %  PEG dan suhu per lakuran 3 0 ° C.. . . . . . . . . . . . . . . .  6 5  

7 Kesan suhu ke atas pembentukan koloni 
hibr idoma.. . .. . . . .. . . . . . . . . . .. . . . . .. . .. .. . . . . . . . . . . . . . . . 6 7  

8 Kesan kepekatan PEG berbeza ke atas pembentukkan 
koloni hibr idoma . • . . . . • . . . . . • • • . • . • • • • • • • • . • . . • . . 6 9  

9 

1 0  

1 1  

Keboleh u l angan kecekapan penghasilan hibr idoma 
menggunakan 50\ PEG ( Merck, 1000 dalton) pada 
suhu perlakuran 3 7 ° C  . . . . • . . . • . • . . . • . • • • . • • • . • • • • •  

T iter supernatan klon 3Hl terhadap T4 , T3 
dan ASH ........... . .......... . . . . .. . .... . . ... . . .. . . . . . . . . . . . .... . 

T iter supernatan klon 4HI terhadap T4, T3 
dan ASM ... . ......... . .. . ........... . .. . ...... . . .. . ......... . ... . ...... .. 

1 2  T iter terhadap pengkelasan Imunoglobul in dalam 

7 1  

8 1  

8 2  

supernatan klon 4HI. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .... . 8 3  

v i  



Raj ah Huka surat 

13 Carta al ir kaedah AIJBE tak lansung • • • • • • • • • • • • • •  1 04 

14 Carta a l ir kaedah AIJBE tak lansung 
untuk penentuan molekul ant ibodi . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 05 

1 5  Penentuan ke1as dan subkelas 
imunog1obu1 in dengan kaedah AIJBE 

tak l angsung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 06 

v i i  



SEHARAI PLAT 

Plat Huka surat 

1 Bariean eel miloma NS-l pad a peringkat 
fasa log . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 1  

2 Koloni hibridoma yang muncul selepas 
5 hari perlakuran . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  64 

vii i  



HPT 

ASM 

ARI 

ELISA 

PEG 

DMSO 

HAT 

HPRT 

TK 

ANS 

AEI 

AIJBE 

EDKH 

SAL 

PFS-T 

PNF 

SERARAI SINGKATAN PIl:RltATAAli 

Hormon peransang tiroid 

Albumin serum manusia 

Asai radioimun 

Enzyme-Link Immuno Absobent Assay 

Polietilina glikol 

dimetilsulfoxida 

Hipoxantina, Aminopterina dan timidina 

Hipoxantina Fosforibosil transferase 

Timidina kinase 

8-Anilino-I-Naphtalene sulfurik 

asai enzim imun 

Asai imun jerapan berpaut enzim 

I-Etil-3(3-dimetilaminopropil)-Karbodimida 
hidroklorida 

Serum anak lembu 

Penimbal fosfat salin-Tween 

p. nitrofenil fosfat 

ix 



Abstrak tesis yang dikemukakan kepada S enat Universiti 
Pertanian Malaysia sebagai memenuhi syarat untuk mendapat I jazah 

Master Sains. 

PERGBASlLAR BIBRIDOMA YARG MEREKBESKAR ARTI HOROKLOR TERBADAP 
BORMOR TIROID ( T4) 
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Fakulti : Sains Makanan & Bioteknologi 

Pengimunan h ormon T 4 yang dikon jugatkan dengan mol ekul 

albumin serum manusia (ASM) telah dilakukan dengan menyuntik 100 

pg/ml hormon tersebut ke atas mencit balb/c. Didapati sel epas 

cabaran kelima, mencit tersebut telah menghasilkan antibodi terhadap 

hormon T4 dengan titer sebanyak 640. Sel limpa yang telah di imunkan 

dilakurkan dengan sel miloma NS-l. 

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 

x 



didapati parameter optima bagi proses perlakuran adalah menggunakan 

PEG jenama Merck yang mempunyai berat molekul 1000 (0) dalton yang 

berkepekatan 50\ dan suhu semasa perlakuran adalah 37°C. Oengan 

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 T4 -ASM . Oidapati pada kepekatan 2.7 x 

106 sel per telaga, hibridoma positif yang terhasil adalah,sebanyak 

2.5\, 5.4% dan 1.03\ untuk setiap kali perlakuran. Sementara pad a 

kepekatan sel 8.25 x 105, 5.5 x 105 dan 1.3 8 x 105 per telaga 

hibridoma yang terhasil tidak menghasilkan antibodi terhadap hormon 

Hibridoma yang positif telah diklonkan kepada 10, 3 dan 1 sel 

per telaga. Oidapati kepekatan sel per �elaga 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 berband ing dengan kepekatan 3 dan 1 s el 

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 1 60. Walau 

bagaimanapun pada pengklonan yang ke empat didapati hibrldoma ini 

tidak menghasilkan antibodi terhadap T3 dan memberikan titer 

terhadap T4 sebanyak 160 dan 8 0  terhadap ASM. Pengujian kehadiran 

kelas imunoglobulin juga telah dilakukan dan didapati supe;natan 

klon 4H1 menghasilkan imunoglobulin jenis G kelas I .  
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B a l b / c  m i c e  w e r e  i mmu n i s e d  w i t h  1 00 pg / m l  o f  h u m a n  s e ru m  

a lbumin ( HS A )  conj ugated T4 ho rmone . After the f i ft h  booster s ho t ,  

t h e  mou s e  a n t ibody t it r e s  reac hed a l e v e l  o f  6 4 0 .  T h e  s en s it i ze d  

spleen cel l s  were then fused with NS-l mye loma cel l s .  

Few studies regarding opt imisat ion o f  fus ion have been carried 

out; these included the brand, the mol ecu l a r  weight as we l l  as t h e  

c o nc e n t r at i o n  o f  poly e t h y lene gly c o l  ( P E G ) t h at w a s  b e i n g  u s e d  

dur ing f u s ion s . The opt imum temperature for f u sion w a s  also studied . 

The result s  s hown t h at best f u s ion was produced when u s i ng 5 0 %  PEG 

w i t h  a mo lecular we ight of 1000 D alto n  obtaimed f rom Mer c k  at 37 ° C. 

A t o t a l  o f  9 5  % h y b r i doma c l o n e s  we re o b t a i ne d  w h e n  t h e  a b o v e  

parameters were u sed dur ing fus ion . 
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Mouse lymphocytes which were sensitized with T4-HSA were then 

fused with NS-l myeloma cells thre� 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 10
6 

cells per 

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

1. 38 x 105 cells per well, the hybridoma that was produced did not 

secrete any antibody that reacted againts the T4 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 achievin g  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 antibody 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 T4 and ASM were 1 60 and 80 . However, no c r oss 

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 

PEHGEHALAlI 

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 keeil jumlah takungan 

antibodi. 

Antiserum yang mengandungi campuran antibodi begini bagi 

suatu antigen tertentu dipanggil antiserum polik lon. Antibodi 

poliklon ini telah digunakan dengan meluasnya terutama untuk tujuan 

diagnostik, mengesan mikroheterogenesiti sesuatu prot i n  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, 

19 84). Keadaan ini berlaku disebabkan oleh antibodi yang terdapat 

di dalam antiserum adalah dirembeskan oleh klon sel B yang tidak 
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terhad jumlahnya. Walaupun kaedah penyediaan antigen dan kacukan 

haiwan yang sama digunakan, limfosit B masih mengecam tapak 

determinan antigenik yang berbeza (Pollock e t  a1., 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 

r angsangan 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 Cdi 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 befgerak balas terhadap antigen 
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spesifik tereebut. Sebahagiannya meneentesis antibodi manakala 

sebahagian yang lain bertindak sebagai eel ingatan yang boleh 

menghasilkan antibodi dengan pendedah�n yang sama pada masa akan 

datang. Struktur tapak spesifik terhadap terhadap penentu antigen 

pada permukaan sel B hanya akan membenarkan perlekatan pad a 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 8 boleh dilakurkan dengan sel miloma 

(tumor) untuk menghasilkan warisan sel 8 yang tumbuh di dalam kultur 

dan masih mengekalkan keupayaan menghaei 1kan 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 
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amaun yang tidak terhad . Antibodi homogenu s merupakan s uatu r e agen 

serologi yang piawai dalam kegunaan imunoassai dan imunodiagnosa di 

makmal-makmal penyel idikan dan perubatan . 

O l e h  y a n g  d em i k i a n , t e k n o l o g i h i b r i d o m a  b a ny a k  

m e mp e r k e m b ang k a n  k e g u n a a n  d a n  p eng g u n a a n  i m u n o a s s a i  s e r t a  

mempertingkatkan pote n s i  imunod iagnostik secara in vitro ( French et 

al., 1 9 86 ) . 

Wal aupun teknik h ibridoma sudah berkembang dengan mel u as nya 

tetapi penghas il an antibodi terhadap hapten atau moleku l keci l  masih 

terhad . Hormon tiroid 3 , 3' , 5-L-tr i iodotironi n  ( T3> dan 3 , 3' , 5 , 5'­

tetraidotironin ( T4 ) adalah contoh molekul hapten. Kedua-dua molekul 

hormon tiroid adalah merupakan iodotironin aktif yang d i r embeskan 

o l eh k a l en j ar tiroid . ( Graham ,  1977; Guyton , 1981; T homson , 1981). 

D ar i  s e g i peru b ata n , hormon t i r o i d  merupakan hormon y a ng penting 

dalam perkembangan fisiologi bermu la dalam kandungan lagi (Greenspan 

& Rapport, 1 9 83 ) . Penilaian kepekatan hormon tiroid adalah satu 

pengukuran yang penting dalam nenentukan gangguan fungsi tiroid. I a  

m e mb o l e h k a n  d i a g n os i s  p e n y a k i t- p e n y a k i t  h i pe r t i r o i d i sm a  ata u 

eutiroidi sma dan h ipotirodisma ( Chopr a ,  1 9 7 2 ;  Larsen et al., 1 9 7 3 , 

S oppi et al., 1990 ) . D a l am hal i n i  antibodi terhadap hormon i n i  

tel ah digunakan dengan meluas untuk diagnosis paras hormon T4 dan T3 

dalam serum pesakit (Delves et al., 1 9 9 3 ) . Walau bagaimanapun 

ketidakseragaman yang disebabkan oleh kehadiran heteroantibodi dalam 

serum yang diperolehi secara konvensional menyebabkan sistem 
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p e n ga s s a i a n  t i d a k  p i awa i .  A n t i b o d i  m o n o k l o n  d a r i p a d a  h ib r i do m a  

adal ah s atu cara u ntuk mengata s i  masalah yang berkaitan (Campbe l l , 

1 9 84 ;  Koh l e r  d a n  M i l s te i n , 1 9 7 5 ) . O l e h  i tu ada l ah s an g a t  p e r l u  

d ip er o l e h i  a n t i b o d i  m o n o sp e s i f i k t e r h ad a p  h o r m o n  t i r o i d  u ntu k 

m e n e n tu k a n  k e j ayaan d i ag no s i s  pe nyak i t - p e nya k i t  y a n g  b e r k a i t a n  

dengan gangguan kelenj ar tiroid . 

Maka berdasarkan kepentingan ter sebut, pro j ek i n i  d i j a l ankan 

dengan obj ektif yang d isebut di bawah : 

1. P e ne n tu a n  k e j ayaan p e n g ko n j u gatan hormon T 4 d e n g a n  

protein pembawa . 

2 .  Mengka j i  beberapa paramete r yang s e s u a i  u ntuk p r o s e s  

p e r 1 a k u r a n  d a 1 am u s a h a  u n tu k  m e nd a p a t k a n  p e r a t u s 

penghasi lan ko 1oni hibr idoma yang d ikehendaki semaks ima 

yang mungkin . 

3 .  M e n g k 1 0 n k a n  h i b r idoma yang b e rpote n s i  m e n gh a s i 1 ka n  

antibod i yang d ikehendaki d a n  d ibekukan s e b ag a i  s to k  

s impanan untuk rujukan . 

4 .  Me l a k u k a n  p e nc i r i a n  te r h ad a p  a n t i b o d i m o no k 1 o n  yang 

diperolehi daripada hibridoma d imana antibodi ini d imasa 

hadapan boleh d igunakan sebag a i  s atu reagen sero log i d i  

d a 1 am m e n g d i ag no s i s  penya k i t  yang b e r h u b u n g  d e n g a n  

gangguan fung s i  tiro id . 
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Apa yang men j ad i  h ar apan d a l am projek i n i  i a l ah
.

per l a k ur a n  

u ntuk mendapatkan hibridoma yang menghas i l ka n  a ntibodi monoklon 

terhadap hormon tiroid ber j aya d iperolehi dan seterusnya antibodi 

i n i  b o l e h  d igunakan sebagai s atu sumber r u j u ka n  u ntuk m e n e ntuk a n  

keberkes anan 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 

mo l e ku l asing yang d ipangg i l  antigen . Pengec aman dan pembe z aa n  yang 

ber l aku me l ibatkan gerakb a l as imun yang ter d i r i  dar ipada dua j en i s  

i a itu tindakb a l as humo r a l  atau gerakb a l as antibod i p e r a n t a r a  d a n  

ttn d a kb a l as se l u l ar a t a u  g e r a kb a l a s p e r a n t a r a  se l ( We i r, 1 9 8 4 ;  

Randerson et a l . ,  1 9 8 4 ) . Keunikkan d a l am gerakba l as imu n a d a l ah 

s i f at heterogen gerakba l as tersebut .  Berbagai j enis se l dan hasi l 

se l d i ke l u arkan o l eh perumah semasa b e r l aku gerakba l as t e r h a d ap 

bahan asing yang memasuki tubuhnya . Sel -sel yang beraneka j enis pu l a  

akan bertindakb a l as u ntuk menghasi lkan hasi l -hasil seperti antibodi 

dan l imfosit sensiti f yang bersi f at heterogen . Sel l imfosit terd i r i  

d a r ipada d u a  j en i s  i a itu l im fosit B yang mengh asi l ka n  g e r a kb a l as 

h u m o r a l  d a n  l i m f os i t  T ya n g  m e n g h a s i l k a n  g e r a k b a l a s  i m u n s e l 

p e r a n t a r a . K e d u a - d u a  j e n i s  s e l l i m f o s i t  i n i  m e n g e c a m d a n  

bertindakb a l as dengan antigen me l a l u i  r eseptor yang be rsesu a i an 

dengan antigenik determinan atau epitop yang berbe z a . Terdapat j uga 

l im f osit yang tel ah sed ia mempunyai reseptor bersesua ian dar ipada 

genetik dan l imfosit ini dapat programkan gerakb a l as imun terhadap 
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epitop dan dapat menghasilkan klon-klon yang seiras dengan melakukan 

p e mb e z a a n  d a n  pemb a h a g i a n  ( B r o c k  & M a d i g a n , 1984). S e l  T 

berkepentingan d a l am membebaskan protienpel arut seperti l ymphokin 

d a n  i nter l eu k i n  y a n g  m e n g a kti f k a n  pemb a h a g i an l im f o s i t B u ntu k 

memb e ntu k k l a n  s e l  B y a n g  b e r u p a y a  u nt u k  meng h a s i l ka n  m a l e ku l 

a ntibad i  y ang seiras ( Ra itt , 1980). Limfas it B ber fung s i  sepenuhnya 

d a l am penghas i l a n  antibad i . Antibad i a d a l a h  s e j e n i s  pratien y a ng 

mempu n y a i  c i r i - c i r i  b iokem i kal yang berbe z a  yang keb a ny akkannya 

d i j umpai di dalam darah iaitu 20% daripada berat keseluruhan pratien 

p l a sma darah . S e l a i n  dar ipada itu antibadi j uga ser ing d i j umpa i d i  

atas permukaan s e l  B .  ( Randersan e t  al . ,  1984). 

Kewu j ud a n  �ingata n ' imu n a l a g i  d a l am s e l - s e l  l im f a s i t j ug a  

merupakan s atu c i r i  y a n g  i stimewa d a l am gerakb a l a s  imun d i  m a n a  

pembentukkan ant ibad i ter j ad i  apab i l a  ber l aku per temu a n  dengan 

bahan as ing yang s arna bagi kali kedua dan seterusnya akn menyebabkan 

sel-sel l imfasit membahagi dengan kadar yang cepat iaitu lebih cepat 

dar ipada pembahagian atau pembezaan yang d i a l ami sem a s a  pertemuan 

dengan bahan ter s ebut bagi ka l i  pertama ( Ra itt , 1980). S e l  B y ang 

a kt i f  memb a h ag i ,  d a l am beber apa h a r i  a k a n  bertu ka r  men j ad i  s e l  

p l a sma yang mempunyai ke spe s i fikan yang tinggi yang mana setiapnya 

akan mensente s i skan dan membebaskan imunag labu l i n  yang berb e z a  dari 

s e g i  ke s en s iti f a n  d a n  kea f i nan dengan j um l a h  yang b a n y a k  s e c a r a  

genetik ( Mc Connel et al., 1981). S e l  pl a sma mempu nyai m a s a  hayat 

yang pendek iaitu kurang dar ipada satu minggu sebal iknya sel ingatan 

atau sel l imfasit B mempunya i masa hayat yang pan j ang dan pendedahan 
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kedu a kepada antigen menyebabkan s e l  ter s ebut meng a l am i  tra s f omasi 

dengan cepat kepada Be l p l a sma dan mu l a  mendedahkan a ntibod i ke 

d a l am a l iran darah . Pengha silan antibodi dengan keadaan semu l a j adi 

sebegini dalam sesuatu haiwan adalah penghasilan antibodi poliklon . 

Kelemahan mengunakan antibodi poliklon sebagai reagen serologi 

M e m a n g  t id a k  d ap at d in a f ik a n  b a h a w a  a h l l - a h l l  s e r o l og i  

selalunya mengal ami kesukaran apabila menggunakan antibodi poliklon . 

Kesukaran ini timbu l pad a tahap yang berbez a  ( Schar f f  et ai . ,  1 9 8 1 ) .  

Pertamanya dar i segi kebolehan untuk mendapatkan antibodi yang s arna 

terhadap determina n  antige nik yang s arna apabil a antis erum te l a h 

kehab i s an ( P o l l oc k  e t  ai., 1 9 8 4 ; Prince, 1 9 8 5 ) .  G e r a kb a l a s  y ang 

b e r l aku d idapati ter l alu sukar untuk dirama lkan samada determinan 

antigenik yang diber ikan akan menghasilkan gerakbalas imun yang kuat 

atau seba l iknya wa l aupun te lah terbu kti bahawa pendedahan terdah u l u  

memb e r ika n  g e r a kb a l a s  imu n  y a n g  k u a t  ( Ye l to n  & S c h a r f f , 1 9 8 0 ) . 

K e a d a a n  lnl b e r l aku a d a l a h  disebabkan o l e h  kuantiti d a n  ku a l it i  

a n t i b od l y a n g  d i h a s i l k a n  s e l a l u n y a  b e r b e z a  d a rl p a d a  s e l  h a i w a n  

dengan ha iwan yang l a i n  dan j uga berl aku perbezaan titer d a r i pada 

satu pendarahan dengan pendarahan yang l ain pada haiwan yang s arna . 

T ite r y a n g  b e r b e z a  lnl m e n y e b a b k a n  tlmbu 1 ny a  p e r b e z a a n  l ap u r a n  

diantara satu makmal dengan makmal yang l ain terhadap antigen yang 

s ama . ( Ha l k  & De B oe r, 1 9 8 5) . Kedu a ,  wa l aupun a ntigen y a n g  tu l e n  

digunakan, tetapi masih berlaku kont amlnasi dengan imunogl obu l in hos 

( Campbe l l ,  1 9 84 )  dan kompenan minor pad a ant i gen ( Scha r f f  e t  al., 
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1 9 8 1; Prince , 1 9 8 5  ) .  Ketig a ,  masalah penggunaan antibod i po l i klon 

daripada antiserum s emakin ketara di sebabkan o l e h  antibodi ter sebut 

ada l ah hete rogenu s i a itu antibodi yang terd i r i  d a r i p a d a  b e r b a g a i 

k e l a s  dan subke l a s  yang berbe z a  terhadap sesuatu antigen . Keadaan 

i n i  m e n ye b a b k a n  a n t i b o d i  d i d a l am a n t i s e r u m  b e r b e z a  d a r i  s e g i  

a g l u t i n a s i  d a n  p e me n d a k a n  d e n g a n  a n t i g e n  a t a u  k o m p l e m e n  j u g a  

m e n y e b a bka n b e r l a ku n ya t i n d a kb a l a s  s i l a n g  a n t a r a  d e te r m i n a n  

a n t i g e n i k n y a  ( C a m p b e l l ,  1 9 8 4 ) . M a s a l a h j u g a  t i m b u l s e k i r a n y a  

determ inan antigenik yang te lah dicamkan o l eh s atu dar ipada j um l a h  

takungan antibodi itu hilang ,  maka kehilangannya tidak dapat d ikesan 

d i  sebabkan oleh sej umlah besar antigen mas ih boleh bergabung dengan 

antigen te r sebut ( Po l l o c k  et al. , 1 9 8 4 ) . M a s a l a h  te r a k h i r  ad a l ah 

disebabkan oleh antiserum yang mengandungi antibodi heterogenus yang 

terhad . Keadaan amaun antibod i yang terhad men j adi s emakin ketara 

apab i l a  antise rum terpaksa ditu l inkan untuk menge lu arkan antibodi 

yang bertindakbalas s ilang ( Campbe l l ,  1 9 84 ) . 

Kaj ian awa l  untuk mendapatkan ant i hod i  homogenu s serta konsep 
penghi hridan sel somatik 

B e r i ku t a n  d a r i p a d a  b e r b a g a i  m a s a l a h y a n g  t i m b u l a k i b a t  

menggun a k a n  antibod i po l i k l on maka a h l i  imu n o l o g i  te l ah b e r u s a h a  

untuk mendapatkan antibodi monoklon yang dij angkakan dapat mengatas i  

m a s a l a h - m a s a l a h  y a n g  b e r k a i t a n  d e�g a n  a nt i b o d i p o l i k l o n  d a n  

sebagainya . 


