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Abstract

The majority of epitopes for TSH receptor (TSHR)
stimulating autoantibodies are clustered around the N-
terminal region of the TSH receptor. The characteristic
feature of this region is the presence of four cysteine
residues. It was proposed that cysteines in positions 29
and 41 in the receptor are connected by disulfide bonds
and they are the target for receptor stimulating antibodies.
The present study was aimed to check this possibility.
The synthetic peptides: peptide corresponding to the part
of TSHR containing the above 29-41 cysteine bond, the
peptide similar to this peptide but without disulfide bond
and the control peptide, containing sequence absent in the
receptor were used for rabbit immunization. The thyroid
status of all immunized rabbits was the same. Rabbits
immunized with peptides related to TSHR generated
antisera reactive with TSHR in immunoenzymatic assay.
To check specificity of this reaction the influence of the
peptides and the antisera on TSH binding to the receptor
in competitive assay (TRAK) and their influence on
adenylate cyclase activity were studied. It was found
that neither synthetic peptides nor antiserum from any
rabbit influenced TSH binding to the receptor in TRAK. In
contrast low, but significant adenylate cyclase stimulating
activity was noticed for antisera from two of six rabbit
immunized by peptide containing the disulfide bond. We
concluded that such a bond between cysteine residues
29 and 41 are present in TSHR in the site of stimulating
antibodies epitope.

(Pol | Endocrinol 2005; 5(56): 766-772)
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Streszczenie
W N-koricowej czesci receptora TSH wystepuja epitopy
rozpoznawane przez autoprzeciwciala chorych. Cecha
charakterystyczng tego fragmentu czasteczki receptora
jest obecnos¢ czterech reszt cysteinowych. Proponowano,
ze reszty cystein w pozycjach 29 i 41 powiazane sa
mostkiem dwusiarczkowym i, Ze epitop rozpoznawany
przez autoprzeciwciala obejmuje to wigzanie. Obecna
praca miala na celu zbadanie tej mozliwosci.

StosowaliSmy syntetyczne peptydy: peptyd zawierajacy
powyzsze, potencjalnie aktywne wigzanie dwusiarczkowe
oraz peptyd podobny ale nie zawierajacy wigzania
dwusiarczkowego, a imitujacy sekwencje powstalg
w wyniku wytworzenia takiego wigzania. Peptydy te,
oraz peptyd kontrolny o sekwencji nie wystepujacej
w receptorze TSH zostaly uzyte do immunizacji krélikéw.
Stan czynno$ciowy tarczyc wszystkich immunizowanych
kroélikéw byt taki sam. Kréliki immunizowane peptydami
pochodnymi  receptora  wytworzyly  przeciwciala
rozpoznajace w tescie immunoenzymatycznym receptor
TSH z transfekowanych komoérek owadzich. Celem
stwierdzenia, czy antypeptydowe przeciwciala krélicze
posiadaly aktywnos$¢é autoprzeciwcial stymulujacych
zbadano wplyw peptydéw oraz wplyw przeciwcial na
wigzanie TSH z receptorem w tescie kompetycyjnym
(TRAK) oraz wplyw peptydéw i przeciwcial na aktywnosé
cyklazy adenylanowej w wytwarzajacych receptor TSH
komédrkach jajowych chomika chiriskiego.

Stwierdzono, ze zaden z peptyd6éw ani zadna z surowic
immunizowanych krélikéw nie hamowala wigzania

TSH do receptora w teScie TRAK. W przeciwieristwie
do tych negatywnych wynikéw, w tesScie stymulacji
cyklazy adenylanowej surowica dwéch z 6 krélikéw
immunizowanych peptydem zawierajacym mostek
S-S wykazywala slaba, lecz znamienna statystycznie
aktywno$é. Otrzymane wyniki wykazaly, Zze receptor
TSH zawiera mostek dwusiarczkowy laczacy cysteiny
29-41 oraz, ze peptyd zawierajacy ten mostek moze
wywolaé synteze przeciwciala stymulujacego cyklaze
adenylanowsq. Peptyd ten obejmuje wiec epitop dla
przeciwciat stymulujacych

(Endokrynol Pol 2005; 5(56): 766-772)
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Wstep

Przyczyna nadczynnosci w chorobie Gravesa-
Basedowa jest patologiczna stymulacja tarczycy
przez autoprzeciwciala chorych reagujace z recep-
torem dla tyreotropiny (TSHR). Dzialanie autoprze-
ciwcial nie podlega regulacji przez o§ podwzgd-
rzowo-przysadkiwo-tarczycowa. Autoprzeciwciala
te nazywamy skrétowo przeciwcialami stymulu-
jacymi, a towarzysza im czasem przeciwciala nie
prowadzace do stymulacji receptora lecz uniemoz-
liwiajace wigzanie TSH z receptorem nazwane
przeciwcialami  blokujacymi. Autoprzeciwciata
rozpoznaja epitopy zlokalizowane na pozabtonowej
czesci receptora przy czym wigkszos¢ autoprzeciw-
ciat stymulujacych rozpoznaje fragment N-koricowy
[1, 2]. Réwniez w mysim modelu choroby Gravesa-
Basedowa N-koricowy fragment receptora jest

immunologicznie dominujacy [3]. Cechg charakte-
rystyczng N-konicowego fragmentu czasteczki jest
obecnosc¢ czterech reszt cysteinowych. Reszty te sg
przestrzennie oddalone od pozostalych reszt cyste-
inowych w czasteczce receptora i prawdopodobnie
sq powiazane pomiedzy soba mostkami dwusiarcz-
kowymi. Szczeg6lng uwage zwraca si¢ na cysteine
w pozycji 41, gdyz jej delecja lub zamiana na inny
aminokwas obniza zaréwno wigzanie TSH jak
i wigzanie autoprzeciwcial do komérek z wbudo-
wanym genem receptora TSH [4, 5]. Chen i wsp.
na podstawie wynikéw badani mutagenezy reszt
cysteinowych w pozycjach 24, 29, 31 i 41 zapro-
ponowali, Ze epitop rozpoznawany przez niektore
z autoprzeciwciat stymulujacych obejmuje wiazanie
S-S pomiedzy resztami cystein w pozycjach 29 i 41
[6, 7]. W obecnej pracy zajeto sie zbadaniem takiej
mozliwosci. W tym celu skonstruowano peptyd
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,podwéjny”  imitujacy fragment N-koncowy
receptora TSH, a wiec zawierajacy powyzsze,
potencjalnie aktywne wiagzanie dwusiarczkowe
i uzyto go do immunizacji krélikéw. W tescie
stymulagji cyklazy adenylanowej surowice dwéch
z szesciu immunizowanych krélikéw cechowala
slaba aktywnos¢ stymulujaca. Wykazano wiec, ze
receptor posiadata mostek dwusiarczkowy laczacy
cysteiny w pozycjach 29 i 41, mostek, ktéry moze
wchodzi¢ w sklad epitopu przeciwcial stymuluja-
cych.

Materiat i metody

Peptydy

Nastepujace peptydy w formie zredukowane;j,
zostaly zakupione w Yale University (New Haven
USA):

kontrolny peptyd Nr 20, aminokwasy 25-29,42-61:
w receptorze TSH: SSPPCKDIQRIPSLPPSTQTLK
LIE.

kontrolny peptyd Nr 18 niewystepujacy w receptorze
TSH, aminokwasy 46-32: RQIDKCTVRFDEEQH
(uszeregowane w odwrotnej kolejnosci w stosunku
do wystepujacej w receptorze)

peptyd Nr 12, aminokwasy 37-61 w receptorze TSH:
FRVTCKDIQRIPSLPPSTQTLKLLE

peptyd Nr 19, aminokwasy 25-30 w receptorze TSH:
SSPPCE

Peptyd , podwéjny” 19+12 otrzymaliSmy poprzez
mieszanie w ciggu godziny w obecnosci 0,003%
perhydrolu réwnych molowo ilosci peptydow 12
i19.

Przeciwciala krélicze

Peptyd 18 zostal sprzegniety z hemocyjaning
(KLH, Sigma, ST Louis, USA) poprzez grupe SH
z uzyciem sukcynylo 4-(N-maleimidometylo) cyklo-
heksano-1-karboksylanu (SMCC, Pierce, Rockford,
USA) zgodnie z dwustopniowgq metoda podanag
przez producenta. Peptydy 19 i 20 sprzegnieto
z KLH poprzez wolna grupe aminowa z uzyciem
aldehydu glutarowego (Sigma) metoda dwustop-
niowa [8]. Celem unikniecia utlenienia grup SH
wszystkie etapy reakcji sprzegania wykony-
wano w atmosferze argonu a obecnos$¢ grup SH
monitorowano metoda Ellmana, uzywajac cysteine
(Sigma) jako standard. Nastepnie, przed uzyciem
do immunizacji, peptyd 19 powiazany z KLH
mieszano przez 1 godzine z roztworem peptydu 12
w obecnosci 0,003% perhydrolu. Proces utleniania,
w wyniku ktérego otrzymano ,podwdéjny” peptyd
19+12, monitorowano metodg Ellmana. Koniugaty
z KLH peptydu , podwdéjnego” oraz pozostalych
peptydéw 20 i 18 zemulgowane z adjuwantem
Freunda (Sigma) uzyto do immunizacji krélikow.
Dawki przypominajace podawano w odstepach
dwutygodniowych, a nastepnie, dwa tygodnie po
drugiej dawce przypominajacej kroliki skrwawiono,
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surowice oznaczono odpowiednio symbolami Ap
19+12A-Ap 19+12F, Ap 20A-Ap 20F, Apl8A-Ap
18F i zamrozono do dalszych badar.

Autoprzeciwciala

Stosowano pule 10 surowic chorych na chorobe
Gravesa-Basedowa diagnozowanych na podstawie
objawéw klinicznych, oznaczen fT,, fT,, TSH oraz
obecnosci przeciwcial przeciwko receptorowi TSH
zgodnie z wynikami testu kompetycyjnego TRAK
(BRAHMS, Henningsdorf, Niemcy)).

Receptor TSH

Receptor TSH zostal uzyskany metoda uprzednio
opisang [9, 10] z komoérek owadzich Trichoplusia
ni H5 (Invitrogen Corporation, San Diego, USA)
z wbudowanym za posrednictwem bakulowirusa
genem kodujacym cze$¢ pozablonowa ludzkiego
receptora TSH ( dar od prof. Paula Banga z Kings
College School of Medicine w Londynie). W skrécie:
komorki owadzie byly solubilizowane przez 1%
Nonidet ((NP-40, Calbiochem, La Jolla, CA, USA)
w obecnosci inhibitoréw proteaz i wirowane
przy 2300 x g. Osad inkubowano z nukleazami
(DNAse, RNAse A oraz RNAse T1, Boehringer
Mannheim, Niemcy) i ponownie odwirowy-
wano. Osad tego wirowania rozpuszczano w 6M
moczniku (Sigma) zawierajacym 1% mercapto-
ethanol (Bio Rad, Richmond, USA) i oczyszczano
metoda chromatografii cieczowej (HPLC) w odwr6-
conej fazie na kolumnie Vydac C4 (Alltech Applied
Science Laboratories, Deerfield, IL, USA). Receptor
eluowano 43 % acetonitrylem w 0,1% kwasie tréjflu-
orooctowym (Merck, Darmstadt, Niemcy), aceto-
nitryl odparowywano, a receptor rozpuszczano
w moczniku.

Test immunoenzymatyczny-ELISA

Plytki (Nunc maxisorp) oplaszczano peptydami
12, 18 lub 20 w stezeniu 2 pg/ml w buforze wegla-
nowym pH 9 lub oplaszczano oczyszczonym recep-
torem TSH w stezeniu 4 pg/ml rozpuszczonym
w 0,6 M moczniku. Nastepnie wolne miejsca na
plytkach wysycano 0,2% albuming wotowa. Plytki
inkubowano przez 1 godz z odpowiednio rozcien-
czonymi surowicami odpornosciowymi krélikéw,
plukano i inkubowano godzine z przeciwcialem
przeciwko immunoglobulinom kréliczym sprze-
gnietym z peroksydaza chrzanowa (Dako, A/S,
Dania) Barwe wywolywano dodajac roztwor
tetrametylobenzydyny (TMB, Serva, Heidelberg,
Niemcy), reakcje hamowano kwasem siarkowym
i wynik odczytywano przy 450 nm.

Oznaczanie T, i fT,

Poziom hormonéw w surowicy ludzkiej oraz
w surowicach krélikéw oznaczano metoda elektro-
luminescencyjna z uzyciem analizatora ELECSYS
2010 firmy Roche.
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Badanie reakcji z receptorem

Konkurencja peptydéw i przeciwciat oraz TSH

w wigzaniu z receptorem

Badania przeprowadzono z uzyciem zestawu TRAK
przeznaczonego do monitorowania obecnosci
przeciwcial anty receptorowych u pacjentéow
z choroba Gravesa-Basedowa. Wykonano dwa
rodzaje oznaczen. W pierwszym, majacym na
celu stwierdzenie czy peptydy wigzane sa przez
autoprzeciwciata chorych, pule surowic pacjentéw
zawierajacych  przeciwciala anty receptorowe
preinkubowano 1 godzine z kolejnymi peptydami
w stezeniu 500 mM, a nastepnie prowadzono,
zgodnie z instrukcjg producenta, test hamowania
wigzania TSH do receptora przez wzbogacona o
peptyd pule surowic. Wyniki uzyskane w obecnosci
peptydéow poréwnywano do wyniku dla puli
surowic pacjentow do ktérej nie dodano peptydu.
Drugi rodzaj oznaczern majacy na celu stwier-
dzenie czy surowice krélikéw immunizowanych
konkuruja z TSH w wigzaniu z receptorem polegat
na wykonaniu testu wedlug instrukcji producenta
z modyfikacja polegajacg na zastgpieniu surowic
pacjentéw surowicami immunizowanych krélikéw.

Aktywacja cyklazy adenylanowej

Do badan uzyto transfekowane komdrki jajowe
chomika chiriskiego (CHO JP 09) z wbudowanym
genem kodujacym receptor TSH. Stezenie cAMP
mierzono z uzyciem zestawu firmy Amersham.
Oznaczenia wykonano w laboratorium BioAssays
Diagnostica GmbH, (Henningsdorf, Niemcy)
metoda opisang przez Morgenthaler’a i wsp [11, 12].
Zbadano, tak jak w przypadku TRAK, hamujacy
wplyw na aktywacje cyklazy adenylanowej
peptydu dodanego do puli surowic pacjentéw oraz
aktywacje cyklazy adenylanowej przez surowice
immunizowanych krélikéw. Aktywnos$é surowic
kréliczych wyliczano w formie indeksu SI otrzyma-
nego przez podzielenie ilosci cAMP wytworzonego
przez komérki CHO w obecnosci surowicy krolika
immunizowanego przez iloé¢ cAMP wytworzona
przez te komoérki w obecnosci surowicy krwi tego
samego krélika, lecz pobranej przed immuniza-
¢ja. Ponadto wyliczano indeks wzgledny (RSI)
dzielac wartos$¢ SI dla danej surowicy przez Srednia
wartos¢ SI uzyskana dla grupy krélikéw kontrol-
nych immunizowanych peptydem 18.

Wyniki

Wszystkie kréliki  dobrze odpowiedzialty na
immunizacjg, a stan czynnosciowy tarczyc wszyst-
kich immunizowanych krélikéw byt podobny.
W szczegdlnosci u zadnego z krélikéw immuni-
zowanych peptydem stanowiacym fragment
czasteczki receptora TSH nie stwierdzono podwyz-
szenia poziomu fT, lub fT, w poréwnaniu do

poziomu obserwowanego u krélikéw kontrolnych
immunizowanych peptydem 18 (Tabela I).

Podczas przygotowywania peptydéw do
immunizacji zwracano uwage na utrzymanie
wiasciwych warunkéw oksydo-redukcyjnych tak,
aby w planowanych miejscach wytworzone zostaly
wigzania S-S. Bezposrednio po sprzegnieciu z KLH
w peptydzie 19 wystepowaly, jak to wykazat wynik
testu Ellmana, wolne grupy SH, peptyd 19 byt wiec
w formie zredukowanej. Po inkubacji koniugatu
peptyd 19-KLH z peptydem 12 wolnych grup
SH nie wykryto, doszto zatem do ich utlenienia
i powstal zawierajacy mostek dwusiarczkowy
,podwdiny” peptyd 19+12. W peptydzie tym wyste-
powalo zaplanowane polaczenie pomiedzy resztami
cystein odpowiadajacym pozycjom 29 i 41 w recep-
torze TSH. Obok tego peptydu podczas inkubacji
w poréwnywalnych iloSciach powstat tez: koniugat
KLH-peptyd ,podwéjny” 19+19 i ,podwdjny”
peptyd 12+12. Ich obecnos¢ nie przeszkadzata w
dalszych etapach badan. Dodatkowym dowodem
na to, ze w opracowanych przez nas warunkach
otrzymano polaczenie peptydéw 19 i 12 przez
reszty cysteinowe byla specyficznos¢ reakgji
surowic immunizowanych krélikéw wykazana w
teScie ELISA. Wszystkie immunizowane kroliki
wytworzyly przeciwciala o znacznym mianie.
Badajac obecnos¢ przeciwcial przeciwko , podwdéj-
nemu” peptydowi 19+12 do oplaszczania plytek
uzywano peptydu 12, a wiec peptydu, ktéry nie byt
bezposrednio sprzegniety z KLH a do kompleksu
peptydu 19 z KLH zostal dolaczony przez mostek
dwusiarczkowy. Przeciwciala krélikéw immuni-
zowanych peptydem “podwdéjnym” rozpoznaty
ten peptyd co wskazuje ze rzeczywiscie peptyd
ten zostal zwigzany z immunogenemu. Wolny, nie
zwigzany z KLH peptyd 12, tak jak Zaden nisko-
czasteczkowy peptyd, nie wywoluje rekcji odpor-
nosciowej u krélikéw nie mégt wiec spowodowacé
pozytywnego wyniku testu ELISA. Przeciwciala od
kazdego z krolikéw immunizowanych peptydami
odpowiadajacymi sekwencjom wystepujacym w
receptorze rozpoznawaly w tescie ELISA receptor
TSH izolowany z wytwarzajacych ten receptor
komoérek owadzich. Jednakze miano przeciwcial
w tej reakcji bylo znacznie nizsze niz w reakgji
z odpowiednim peptydem. Receptora nie rozpo-
znawaly surowice kontrolne krélikéw immunizo-
wanych peptydem 18 (Tabela I).

Zaden z peptydéw dodany do mieszaniny
inkubacyjnej zaréwno w tescie wigzania TSH z
receptorem (TRAK) jak i w tescie stymulacji cyklazy
adenylanowej nie wptywal na aktywnos$¢ autoprze-
ciwcial pacjentéw z chorobg Gravesa-Basedowa
(nie pokazano). Surowice zadnego z immunizowa-
nych krolikéw nie spowodowaly zmiany wigzania
TSH przez receptor w tescie TRAK (Tabela II).

W przeciwienistwie do tych negatywnych
wynikéw test stymulacji cyklazy adenylanowej
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Tabela 1. Charakterystyka surowic odpornosciowych krolikéw
Table 1. The characteristic of rabbit antisera
Surovxfiqa Stezenie fT, Stezenie fT, Miano z receptorem Peptz/d uzyty | Miano z peptydem
odpornosciowa | g T, concentration | F T, concentration TSH do optaszczenia Titer with the
Antiserum pmol/L pmol/L Titer with TSH receptor | Coated peptide peptide
Ap 19+12A 4,35 18,54 1600 12 50 000
Ap 19+12B 4,21 9,05 100 12 16 000
Ap 19+12C 3,70 8,93 200 12 8 000
Ap 19+12D 4,12 12,10 100 12 10 000
Ap 19+12E 6,91 17,93 100 12 25 000
Ap 19+12F 6,13 19,91 300 12 30 000
Ap 18A 8,06 27,37 neg 18 15 000
Ap 18B 3,79 8,71 neg 18 50 000
Ap 18C 3,73 11,48 neg 18 70 000
Ap 18D 5,79 21,00 neg 18 25 000
Ap18E 5,55 14,81 neg 18 10 000
Ap18F 7,72 19,75 neg 18 25 000
Ap 20A 4,29 17,21 1000 20 60 000
Ap 20B 3,75 13,63 200 20 8 000
Ap20C 5,60 23,02 200 20 8 000
Ap. 20D 6,44 24,06 100 20 70 000
Ap 20E 5,21 18,24 300 20 1000
Ap 20F 5,11 16,53 100 20 10 000

Tabela II. Wptyw surowic odpornosciowych na wigzanie TSH z receptorem oraz na stmulacje cyklazy adenylanowe;.

Table I1. The influence of antisera on TSH-receptor binding and on adenylate cyclase stimulation

Surowica % wigzania Indeks stymulacji cyklazy | Relatywny indeks stymulacji
odpornosciowa TSH-receptor adenylanowej (SI) cyklazy adenylanowej (RSI;
Antiserum % of TSH-receptor Adenylate cyclase Relative adenylate cyclase
binding stimulation indeks (SI) stimulation indeks (RSI)
Ap 19 +12A 95 4,04* 3,07%
Ap 19+12B 95 0,99 0,76
Ap 19+12C 94 2,53 1,92
Ap 19+12D 94 1,12 0,86
Ap 19+12E 94 1,07 0,81
Ap19+12F 93 4,48* 341%
Ap 18A 92 1,29 0,98
Ap 18B 101 1,38 1,04
Ap 18C 101 1,77 1,35
Ap 18D 99 1,43 0,88
Ap 18E 95 0,90 0,69
Ap 18F 101 1,35 1,02
Ap 20A 90 1,61 1,29 *p<0,05 w stosunku
AP 20B 93 1,61 1,22 do sredniej dla kontroli
Ap 20C 89 0,88 0,67 Ap 18A-Ap18F
Ap 20D 104 1,76 1,34 *p <0,05 in relation to
Ap 20E 95 1,55 1,19 mean for the control
AP20F 99 1,27 0,96 Ap 18A-Ap 18F

wykazal, ze surowice dwoch z szesciu krélikow
immunizowanych peptydem podwdéjnym, Ap
19+12A i Ap 19+12F, stymulowaly, zalezna od
receptora TSH cyklaze adenylanowa w transfeko-
wanych komérkach CHO. Test ten jest powszechnie
przyjetym modelem doswiadczalnym dla badania
aktywno$ci przeciwcial stymulujacych receptor
TSH. Zaréwno indeks stymulagji cyklazy adenyla-
nowej przez surowice tych krélikéw jak i relatywny
indeks stymulacji byl znamiennie wyzszy w poréw-
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naniu do indeksu stymulacji przez surowice
krélikéw kontrolnych Ap 18A-Ap 18F. Indeks ten
byl réwniez wyzszy, cho¢ w niewielkim stopniu, od
indeksu SI=2, przyjetego jako norma dla surowic
zdrowych o0s6b. Przeciwciala stymulujace nie
powstaly u zadnego z krélikéw immunizowanych
kontrolnym peptydem 20 czyli peptydem, ktérego
sklad w znacznej cze$ci odpowiada peptydowi
podwdjnemu, jednak pozbawiony jest mostka
dwusiarczkowego (Tabela II).
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Dyskusja

Struktura receptora TSH nie jest do korica poznana
choé nagromadzono wiele wstepnych informacji na
jej temat. Juz w 1995 roku, w oparciu o strukture
inhibitora rybonukleazy, zaproponowano model
przestrzenny bogatej w reszty leucyny centralnej
czesci fragmentu pozablonowego receptora (amino-
kwasy 36-281) [13]. Znany jest tez model czesci
transblonowej czasteczki (aminokwasy 410-699).
Podobny jest on do czeéci transblonowej w recep-
torach innych hormonéw  wspélpracujacych
z regulatorowym biatkiem G, a model opraco-
wany zostal na podstawie analogii budowy
z czasteczka rodopsyna [14, 15]. Przez podobien-
stwo z tkankowym inhibitorem metaloproteazy
2 zaproponowano model fragmentu czasteczki
receptora pomiedzy czesciq transblonowgq a czescig
bogatq w leucyny [16]. Ostatnio Miguel i wsp [17]
uwzgledniajac powyzsze modele oraz dokladnie
charakteryzujac epitop przeciwciala monoklo-
nalnego o aktywnosci blokujacej wiazanie TSH
z receptorem i stymulujacego cyklaze adenyla-
nowg stworzyli model przestrzenny kompleksu
TSH-receptor. Powyzsze modele, mimo iz charak-
teryzuja znaczna cze$¢ czasteczki receptora, majq
wiele luk i jedna z nich jest struktura fragmentu
N-koricowego podjednostki A receptora. Dlatego tez
wydawala sie warta zbadania koncepcja Chen i wsp
[6] dotyczaca wystepowania w czasteczce receptora
mostka dwusiarczkowego pomiedzy aminokwa-
sami 29 i 41 oraz sugestia, ze mostek ten wchodzi
w sklad epitopu dla autoprzeciwcial wystepujacych
u chorych. Obecnie wykazalismy, ze 2 z 6 krélikéw
immunizowanych peptydem ,podwéjnym” zawie-
rajacym mostek dwusiarczkowy odpowiadajacy
pozycjom 29 i 41 w receptorze TSH wytworzyly
przeciwciala stymulujace cyklaze adenylanowa
w komdrkach prezentujacych receptor. Kontrolny
peptyd 20, o podobnym skladzie aminokwasowym,
lecz bez mostka dwusiarczkowego odpowiedzi
takiej nie wywolal. Otrzymane wyniki wykazaly,
ze peptyd 19+12 moze spowodowac powstanie
przeciwcial stymulujacych cyklaze adenylanowa.
Obejmuje on wiec strukture wystepujacq w recep-
torze i stanowiaca epitop dla przeciwcial stymulu-
jacych, a strukturg ta jest mostek laczacy cysteiny
291 41.

Stan czynnosciowy tarczycy krélikéw synte-
tyzujacych przeciwciala stymulujace nie odbiegat
od stanu czynnosSciowego tarczycy wszystkich
pozostatych krélikéw. Pozwalalo to przypuszczad,
ze stymulacja pochodzi rzeczywiscie od przeciwcial,
a nie od ewentualnego podwyzszonego poziomu
TSH u tych krélikéw. Fakt, ze reakcje uzyskano
tylko u dwéch z szeSciu immunizowanych krélikéw
mozna tlumaczy¢ tym, ze odpowiedZ odporno-
Sciowa kazdego zwierzecia jest inna. Natomiast
brak wplywu peptydu ,podwoéjnego” na aktywacje

cyklazy adenylanowej oraz wplywu tego peptydu
i surowic odpornosciowych 19+12 A i F na wigzanie
TSH w tescie TRAK prawdopodobnie wynikaja
z réznic czulodci testow wykonanych w réznych
warunkach eksperymentalnych.

Od szeregu lat prowadzono préby stworzenia
modelu zwierzecego choroby Gravesa-Basedowa
poprzez immunizacje zwierzat preparatami biatko-
wymi lub peptydowymi pochodnymi receptora
TSH. Préby te konczyly sie¢ niepowodzeniem:
zwierzeta nie syntetyzowaly przeciwciat stymulu-
jacych o wysokim mianie, ktére by powodowaly
nadczynno$¢ tarczycy [18]. Podobnie w obecnej
pracy, uzyskaliSmy wyniki, wskazujace na budowe
epitopu przeciwcial stymulujacych, lecz nie
stworzyliSmy modelu do$wiadczalnego nadczyn-
nosci Gravesa-Basedowa. Do stworzenia modelu
doswiadczalnego tej choroby doprowadzito nowe
podejscie do immunizacji zwierzat a mianowicie
zastapienie klasycznej immunizacji oczyszczonym
antygenem przez immunizacje zywymi komorkami
prezentujacymi antygen [18], a ostatnio, z wiekszym
powodzeniem, przez immunizacje materialem
genetycznym kodujacym antygen. Stymulujace
przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko
epitopom o charakterze konformacyjnym uzyskano
u myszy i u chomika stosujac do immunizacji
wektor z wbudowanym cDNA calej czasteczki
receptora. [19-23]. Nie stwierdzono, tak jak w
naszym przypadku, zeby wytworzenie przeciw-
ciala o aktywnosci stymulujacej tarczyce prowa-
dzilo do podwyzszenia poziomu wolnej tyroksyny
u zwierzat [24]. U myszy uzyskano réwniez
stymulujace przeciwciala poliklonalne przy czym
wieksza wydajnosé otrzymano stosujac do immuni-
zacji adenowirus z wektorem kodujacym podjed-
nostke A receptora niz z wektorem kodujacym calq
czagsteczke [25, 26]. Stwierdzono tez, ze immuno-
dominujacy dla tych przeciwcial epitop zlokali-
zowany jest na N-koncu czasteczki [3]. Obecnie
otrzymane wyniki wskazuja, ze ten N-koricowy
epitop przeciwcial stymulujacych moze obejmowacd
wigzanie cystein w pozycjach 29 i 41 podjednostki
A receptora TSH.
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