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Summary

The increasing interest in somatostatin receptors (SSTR)
is mainly due to their involvement in the regulation of
hormone secretion and the role in somatostatin analogue
treatment of patients with pituitary adenomas. The
efficiency of this treatment is highly dependent on
receptor expression in tissue which on the protein level
requires specific anti-receptor antibodies for testing.

In this paper we introduced the principles for the
production of several polyclonal antibodies specific for
C-terminal intracellular part or N-terminal extracellular
part of SSTR2A and SSTR5 receptors. The antibodies
were highly specific for peptides used for immunization

of animals, had low cross-reaction activities for other
SSTR2A and SSTR5 peptides and reacted with receptors
on immunoblots and in immunohistochemistry.

The final verification of the antibodies’ specificity would
allow us to perform the research concerning the structure
and posttranslational modifications of SSTR and avoid
dependency of commercial sources.

(Pol ] Endocrinol 2005; 1(56): 7-13)
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Streszczenie

Wozrastajace zainteresowanie receptorami somatostatyny
(SSTR) wynika przede wszystkim z ich udzialu
w regulacji sekrecji hormonéw oraz roli, jaka odgrywaja
w leczeniu analogami somatostatyny pacjentéw z guzami
przysadki. Skutecznosé takiego leczenia uzalezniona jest
miedzy innymi od ekspresji na poziomie biatkowym
danego receptora w tkance, do okreslenia ktérej konieczne
sa swoiste przeciwciala.

W niniejszej pracy przedstawilismy zalozenia konieczne
do otrzymywania oraz wstepng charakterystyke szeregu
poliklonalnych przeciwciat skierowanych przeciwko czesci
wewnatrzkomdérkowej C-korica oraz zewnatrzkomérkowej
N-korica receptoréw SSTR-2A i SSTR-5.

Przeciwciala te wykazywaly wysoka swoistosé
w stosunku do peptydéw uzytych do immunizacji
zwierzat, niskie wigzanie krzyzowe z innymi peptydami
sekwengji aminokwasowej receptoréw oraz reagowaly
z receptorami SSTR2A i SSTR5 w immunoblotingu
i immunohistochemii.

Pozytywna weryfikacja specyficznosci otrzymanych
przeciwcial pozwolilaby na zwigkszenie mozliwosci
badawczych dotyczacych struktury i posttranslacyjnych
modyfikacji SSTR oraz czesciowe uniezaleznienie od
rynku komercyjnego.

(Endokrynol Pol 2005; 1(56): 7-13)
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Wprowadzenie

Stosowanie analogéw somatostatyny w leczeniu
choréb przysadki wymaga szczegdlowej wiedzy
dotyczacej grupy funkcjonalnych biatek wigzacych,
zwanych receptorami somatostatyny (SSTR).
Dotychczas sklonowano i scharakteryzowano piec¢
podtypéw SSTR (SSTR1-SSTRS), rézniacych sie pod
wzgledem lokalizacji chromosomalnej, wielkosci
mRNA oraz dlugosci laricucha polipeptydowego
[1,2]. Od ich budowy, ekspresji i usytuowania
w blonie komoérkowej zalezy latwos¢ tworzenia
oraz rodzaj wigzania z analogami somatostatyny,
a w konsekwencji uzyskany efekt terapeutyczny.
Jakkolwiek struktura i geny kodujace SSTR zostaly
opisane [3], to kwestie modyfikacji posttranslacyj-
nych oraz wplywu analogéw na desensytyzacje
oraz internalizacj¢ receptoréw pozostaja nadal
otwarte [1].

Zaréwno w wydzielajacych, jak i nieczynnych
hormonalnie guzach przysadki wykryto obecnosé
receptoréw  somatostatyny, gtéwnie SSTR2A
i SSTR5 [4, 5]. Wydaje sig, ze efekt terapeutyczny
wystepujacy po podaniu analogéw somatostatyny
jest zwiazany z obecnoscia wlasnie tych rodzajow
receptoréw w tkance guza, gdyz dotychczas
wprowadzone do leczenia analogi dzialaja gtéwnie
na SSTR2A i SSTR5 [6].

Od kilku lat dostepne sa komercyjne przeciw-
ciala reagujace z epitopami sekwencji aminokwa-
sowej C-korica SSTR2A i SSTR5, jednak wysoka
cena ogranicza mozliwosci ich zastosowania
przede wszystkim do diagnostyki immunohisto-
chemicznej. Opracowanie biochemicznych metod
izolacji SSTR, badania ich ekspresji, struktury oraz
modyfikacji posttranslacyjnych wymagaja duzych
ilodci oczyszczonych frakcji swoistych przeciwcial.

Za szczegOlnie przydatne nalezy uznac przeciw-
ciala réznicujace poszczegdlne fragmenty czasteczki
receptora.

Celem pracy bylo otrzymanie swoistych dla
SSTR2A i SSTR5, poliklonalnych przeciwcial
wigzacych sie z cytoplazmatyczng (koniec C) lub
zewnatrzkomoérkowa (koniec N) czescig receptora.

Materiat i metodyka

Immunizacja

Do immunizacji krélikéw rasy New Zeland zasto-
sowano wybrane peptydy o sekwencji odpowia-
dajacej fragmentom faricucha polipeptydowego
ludzkich receptoréw somatostatyny SSTR2A
i SSTR5 od strony korica aminowego (N) oraz
karboksylowgo (C) (tab. I). Sklad aminokwaséw
tworzacych poszczegélne peptydy stanowit o ich
obojetnym tadunku chemicznym oraz sile jonowej,
zapewniajac dobra rozpuszczalnosé¢ w buforach
wodnych. Zsyntetyzowane w firmie Mimotopes
(Francja) peptydy posiadaly dodatkowy aminokwas
— cysteing na N- lub C- koricu, wykorzystywany do
przylaczenia, poprzez dwufunkcyjny lacznik (sulfo
MBS lub sulfo-SMCC, Sigma, USA), biatka no$niko-
wego hemocyjaniny skatoczepa (KLH) [7]. Kroliki
immunizowano w oparciu o procedure opraco-
wana dla otrzymywania przeciwcial glikobiatka
zwigzanego z mieling (MAG) w National Institute
of Neurological Disorders and Stroke (Bethesda,
USA) (nr protokotu #94-032). Weryfikacje specyficz-
nosci otrzymanych przeciwcial przeprowadzono
w oparciu o nastepujace metody: ELISA, immuno-
precypitacja, immunobloting oraz immunohisto-
chemia.

Tabela 1.

Peptyd | Receptor | Krolik Kolejnos¢ Sekwencja* Sumaryczny
Charakterystyka aminokwaséw tadunek
peptydow uzytych 9.1 SSTR2A-N | Rb 66 32-42 H-NQTEPYYDLTSC - NH, 2
do immunizacji Rb67
krolikow. 9.5 SSTR2A-C | Rb 74 337-352 H-CDGERSDSKQDKSRLNE-OH -1

Rb 77
+ Sekwencja na 9.3 SSTR5-N | Rb 68 27-37 H- RTLVGPAPSAGC - NH, +1
podstawie pozycji Rb 69
pismiennictwa nr 3. 94 SSTR5-C | Rb 70 322-334 H- CRKGSGAKDADATE-OH -1
Rb 76

74 SSTR2A-N | Rb36 10-21 H-GSHTWLSIPFDLC- NH, -1
Table 1. o Peptide | Receptor | Rabbit Amino acid sequence* Charge
The characteristics [ SSTR2A-N | Rb 66 32-42 H-NQTEPYYDLTSC - NH, 2
of peptides used Rb67
for immunizing 9.5 SSTR2A-C | Rb 74 337-352 H-CDGERSDSKQDKSRLNE-OH -1
subsequent rabbits. Rb 77

9.3 SSTR5 - N | Rb 68 27-37 H- RTLVGPAPSAGC - NH, +1
* amino acid sequences Rb 69
were determined with 194 SSTR5 - C | Rb 70 322334  |H- CRKGSGAKDADATE-OH -1
reference number 3 Rb 76

74 SSTR2A-N | Rb36 10-21 H-GSHTWLSIPFDLC- NH, -1
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ELISA

Poszczegdlne peptydy oplaszczono w stezeniu
10 pg/ml na plaskodennych plytkach (Costar,
USA), a nastgpnie inkubowano z otrzymanymi
surowicami w rozcieficzeniach w zakresie 1 : 100
- 1: 51 200 wedlug standardowej procedury [8].
Jako kontrole negatywne zastosowano (i) inkubacje
z surowicg uzyskang od krélikéw przed rozpo-
czeciem immunizacji (Rb-0) oraz (ii) pominiecie
w procedurze inkubacji z surowicami otrzymanymi
po ostatniej immunizacji (Rb-L)

Nieswoiste reakcje krzyzowe testowano
inkubujac uzyskane surowice (1:2000, 0,1%BSA)
z oplaszczonymi na plytkach ELISA peptydami
(10 pg/ml), innymi niz peptyd uzyty do danej
immunizacji. W celu weryfikacji swoistosci przeciw-
ciat wiasciwg inkubacje z peptydami optaszczo-
nymi na ptytkach ELISA poprzedzono preinkubacja
surowic (1:1000, 0,1% BSA) z odpowiadajacymi im
peptydami (20pg/ml) przez 1 godzinge w tempera-
turze pokojowe;j.

Wszystkie przedstawione wartosci absorbancji
(A = 450 nm) stanowia Srednie z dwéch niezaleznych
eksperymentéw. Pomiaréw dokonano przy uzyciu
czytnika Stat Fax 2100 (Awareness Technology, USA).

Immunoprecypitacja i immunobloting

Materiat stanowily biatka frakcji uptynnionych
blon plazmatycznych ludzkich przysadek [9],
ktére inkubowano (1 godzina, temperatura +4°C)
z surowicami immunizowanych krélikéw w buforze
PBS zawierajacym 0,25% SDS, 0,25 % Triton X-100
oraz mieszaning inhibitoréw proteaz Complete

(Roche, Niemcy).
Nastepnie dodawano proteine A-agaroze
(Sigma, USA) zawieszona w buforze PBS

i delikatnie mieszano przez 1 godzing w tempera-
turze pokojowej. Po odwirowaniu biatka zwiazane
z proteing A lub homogenaty blonowe przysadek
gotowano (10min) w buforze LDS (Invitrogen,
USA), rozwijano w elektroforezie na 4-12% gradien-
towych zelach BisTris (Invitrogen, USA) i przeno-
szono na membrane nitrocelulozowa (Invitrogen,
USA). Nitroceluloze inkubowano przez 1 godzine
w 5% roztworze mleka odttuszczonego (Bio-Rad,
USA), a nastepnie z otrzymanymi przeciwcialami
(1:500, 1% mleko, przez noc, +4'C). Kolejny etap
stanowita inkubacja (1h, temperatura pokojowa)
z kroélicza immunoglobuling IgG znakowana perok-
sydaza (Cappel, USA). Zwigzane z nitroceluloza
biatka wybarwiano przy uzyciu odczynnika CN/
DAB (Pierce, USA) lub zestawu ECL (Amersham
Pharmacia Biotech, UK). Do oszacowania ciezaréw
czasteczkowych  biatek  uzywano  barwnych
standardéw SeeBlue Plus2 (Invitrogen, USA).

Immunohistochemia

Do badari immunohistochemicznych wykorzysty-
wano utrwalone w parafinie skrawki tkankowe
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pochodzace z guzéw przysadki wydzielajacych
hormon wzrostu, uzyskane w trakcie operacji
neurochirurgicznych pacjentéw chorych na akrome-
galie. Skrawki odparafinowano i uwodniono,
a nastepnie zablokowano aktywnos¢ endogennej
peroksydazy (3% H,O,, 30 min, +4'C) oraz wigzania
niespecyficzne (5% BSA, 20min, +4°C). Inkubacje
z przeciwciatami Rb 70-L i Rb74-L (1:1000, 3% BSA)
prowadzono przez noc w temp +4'C. Nastepnie
skrawki inkubowano z biotynylowanym przeciw-
cialem przeciwko kréliczym IgG oraz koniugatem
awidyny z peroksydaza (zestaw ExtrAvidin, Sigma,
USA) zgodnie z zaleceniami producenta. Preparaty
wybarwiano diaminobenzydyna (DAB, zestaw
dwuskladnikowy, Sigma, USA).

Kontrole negatywng stanowily wybarwione
preparaty, dla ktérych w procedurze immunhisto-
chemicznej (i) pominieto inkubacje z pierwszym
przeciwcialem lub (ii) zastosowano preinkubacje
surowic z peptydem uzytym do immunizacji
(100 pg/ml przez noc, temp +4°C) przed wiasciwa
inkubacja. Za kontrole pozytywna uznano reakcje
badanych skrawkéw z komercyjnymi przeciwcia-
tami rozpoznajacym SSTR2A i SSTR5 (odpowiednio
SS 800 i SS890, Biotrend, USA).

Protokoly otrzymywania przeciwciat oraz uzycia
tkanek ludzkich wuzyskaly akceptacje Pierwszej
Lokalnej Komisji Etycznej Instytutu Biologii
Dos$wiadczalnej oraz Komisji Bioetycznej Akademii
Medycznej w Warszawie.

Wyniki

Powinowactwo otrzymanych przeciwciat wzgledem
peptydow uzytych do immunizacji badano na
plytkach ELISA. Krzywe rozcieficzenn (ryc.1)
wykazaly zaleznos¢ pomiedzy stezeniem surowicy
a intensywnosciag reakcji barwnej. Wartosci
absorpcji (rozcieficzenia 1:100 — 1:25600) uzyskane
dla wszystkich surowic poza Rb36-L przewyzszaly
wartosci otrzymane dla surowicy kontrolnej (Rb-0)
lub z pominieciem surowicy badanej (ryc. 1).
Swoisto$¢ otrzymanych przeciwcial wzgledem
peptydow uzytych do immunizacji testowano,
preinkubujac surowice z odpowiednimi peptydami.
Preinkubacja powodowala zablokowanie aktyw-
nosci przeciwcial i w efekcie negatywne wyniki
reakcji immunoenzymatycznej (ryc.2). Niskie
reakcje krzyZzowe, wyrazone absorpcja reakcji
barwnej, otrzymanych przeciwcial z peptydami
innymi niz uzyte do immunizacji przedstawiono
na ryc. 3. Wartosci absorpcji byly poréwnywalne
z otrzymanymi dla surowicy kontrolnej (Rb76-0),
preinkubowanej z peptydem 9.4 oraz nizsze od
wartosci absorpcji po preinkubacji komercyjnych
przeciwciat SS800 i S5890 z peptydami 9.41 9.5 (ryc. 3).
Analiza immunoreaktywnosci  uplynnionych
biatek gruczolaka przysadki z przeciwcialem Rb74-L
wykazala w Western blotingu gléwny prazek
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Rycina 1.

Wptyw stezenia otrzymanych przeciwciat na reakcje z
peptydami uzytymi do immunizacji (ELISA).

Figure 1

The influence of antibody concentration on peptide
binding (ELISA).

. Inkubacja bez peptydu . Inkubacja z peptydem
2

Absorpcja
- s

o
[
4 | 4

Rb66-L Rb68-L Rb70-L Rb74-L

Rycina 2

Wptyw preinkubacji przeciwciat z peptydami na wynik
testu ELISA.

Figure 2.

The effect of antibody - peptide preincubation on ELISA
results.

Rb66-L Rb68-L Rb70-L Rb74-L Rycina 3
Reakcje krzyzowe przeciwciat
pp9.1 z peptydami (ELISA).
nt — nie testowano
pp9.3 nt Figure 3.
Cross-reactions between subsequent
94 antibodies and peptides (ELISA).
PpS. nt — non tested
pp9.5 nt nt
0 1 2 0 1 2 0 1 2 1 2  Abs.
Rb76-L
pp9.1
pp9.3 Rb76-0 $S-800 $5-890
pp9.4 D
pp9.5 nt
0 1 2 0 1 2 0 1 2 1 2 Abs.

o ciezarze czasteczkowym rzedu 80 kDa (ryc. 4, linie
1 i 2), odpowiadajacy prazkowi SSTR2A po reakdji
z komercyjnym przeciwcialem SS800. Analogiczny
ciezar czasteczkowy mialy prazki pochodzace
z immunoprecypitatu bialek gruczolaka przysadki
z przeciwcialami Rb66-L i Rb74-L skierowanymi
przeciwko SSTR2A (ryc. 4, linie 4 i 5). Szeroki prazek
rzedu 70 kDa po immunoreakcji z przeciwcialem
RB70-L odpowiada receptorowi SSTR5 (ryc. 4, linia 3)

Zastosowanie otrzymanych przeciwciat (Rb70-L
i Rb 74-L) do barwienia immunohistochemicznego
preparatu gruczolaka przysadki wykazato dodatnia
reakcje, poréwnywalng z wynikiem uzyskanym
przy zastosowaniu przeciwciat dostepnych na rynku
komercyjnym (SS 800 oraz SS 890) (ryc. 5). Zaréwno
pominiecie w procedurze pierwszego przeciwciala,
jak i preinkubacja z peptydem immunizujacym daty
ujemne wyniki reakcji immunohistochemicznej.
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Rycina 4.
Immunobloting biatek gruczolaka przysadki z
przeciwciatami skierowanymi przeciw SSTR2A i SSTRS.

Materiat stanowity biatka blonowe gruczolaka przysadki (100 ug,
rynienki: 1-3) rozwinigte na zelu i przeniesione na nitrocelulozg

a nastegpnie inkubowane z przeciwciatami rozpoznajgcymi SSTR2A
(Rb77-L i S5800) lub SSTR5 (Rb70-L). Immunoprecypitacja: Biatka
blonowe gruczolaka przysadki (okoto 200 pg) inkubowano

z przeciwciatami Rb66-L lub Rb74-L. Immunoprecypitat naktadano
na rynienki 4 i 5 zelu, przenoszono na nitroceluloze, ktorg
inkubowano z tymi samymi przeciwciatami Rb66-L lub Rb74-L.
Strzatkami zaznaczono biatka odpowiadajgce ciezarom czgsteczkowym
odpowiednio receptordw SSTR2A i SSTR5. Stds — wzorce cigzardw
czgsteczkowych znakowanych biatek, H-C potozenie taricuchdw
cigzkich przeciwciat.

Figure 4.

Western blot of pituitary adenoma proteins immunostained
with antibodies specific to SSTR2A or SSTR5.

1, 2, 3 - pituitary samples contained 100 ug protein; 4, 5 - SSTR
receptors immunoprecipitated with Rb66-L or Rb74-L from 200 ug of
pituitary proteins. Arrows indicated the molecular weight of SSTR2a
and SSTRS receptors; stds - prestained molecular weight standards,
H-C molecular weight of heavy chains of antibody

Rycina 5

Immunohistochemiczna identyfikacja
receptordw SSTR2A i SSTR5 w gruczolaku
przysadki za pomocq przeciwciat: (a) Rb
70-L i Rb74-L, (b) S5800 i SS890 oraz (c)
kontrola ujemna — pominiecie pierwszego
przeciwciata, powigkszenie 200x/400x.
Figure 5

Immunohistochemical detection of SSTR 2A
and SSTRS in pituitary adenoma performed
with: (a) Rb 70-L and Rb 74-L, (b) SS

800 and SS 890 and (c) negative control

— omitting the first antibody, magnification
200x/400x.
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Dyskusja

W literaturze istnieja doniesienia o otrzymywaniu
przeciwciat swoistych dla receptoréw somatosta-
tyny [10, 11]. Czes¢ z nich jest dostepna komercyjnie,
jakkolwiek sa one w warunkach polskich trudne do
pozyskania, szczegdlnie w ilosciach wykraczaja-

12

cych poza uzycie w immunohistochemii. Dlatego
opracowaliSmy schemat otrzymywania poliklonal-
nych przeciwcial skierowanych przeciwko SSTR2A
i SSTR5 — dwoém receptorom, ktére wymieniane
sa jako najczesciej reagujace z analogami somato-
statyny w leczeniu guzéw przysadki [6]. Wybdr
peptydoéw z konica N i C sekwencji aminokwasowej
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receptoréw pozwalal na otrzymanie przeciwciat
roznicujacych czasteczke receptora pod wzgledem
jej usytuowania w blonie plazmatycznej komorki.
Otrzymane przeciwciala reagowaly z oplaszczo-
nymi na plytkach ELISA peptydami uzytymi do
immunizacji zwierzat w rozciericzeniach przekra-
czajacych 2 x 10% co wskazuje na ich wysokie
stezenia w surowicach oraz wysokie powino-
wactwo do badanych peptydéw. Niskie i poréw-
nywalne z przeciwcialami komercyjnymi SS800
i 55890 reakcje krzyzowe z peptydami innymi niz te
uzyte do immunizacji stanowily o swoistosci otrzy-
manych przeciwciat.

Wyniki dotychczasowych badan jednoznacznie
okreslily lokalizacje chromosomalng receptoréw
somatostatyny oraz sekwencje aminokwasowgq
bialek receptorowych [3]. Kwestia dyskusyjna
pozostaja nadal ich zmienne cigzary czasteczkowe.
W zaleznosci od rodzaju badanej tkanki wahajq sie
one w przypadku SSTR2A od 60 do 85 kDa [11, 12]
oraz od 55 do 115 kDa dla SSTR5 [13]. Zmiennos¢ ta
tlumaczona jest modyfikacjami posttranslacyjnymi,
ktérym moga podlegac biatka receptorowe - przede
wszystkim procesami glikozylacji i dimeryzacji,
[11, 13]. W niniejszej pracy metoda immunoblo-
tingu otrzymano prazki odpowiadajace zakresowi
ciezarow czasteczkowych SSTR2A i SSTR5 podawa-
nych w literaturze.

Zdaniem autoréw, otrzymane osobne przeciw-
ciala rozpoznajace koniec C i koniec N sg nowym,
potencjalnym narzedziem, stuzacym do badan nad
strukturg SSTR, przede wszystkim ulatwiajacym
badania nad funkcjonalng rolg obu czesci receptora
oraz lokalizacja modyfikacji posttranslacyjnych,
jako ze w tym zakresie biologia molekularna moze
okaza¢ sie technika nie zawsze wystarczajaca
i miarodajna. Prezentowane wyniki immunohi-
stochemii wskazuja, Ze otrzymane przeciwciala
rozpoznaja SSTR w tkance gruczolaka analogicznie
do przeciwcial komercyjnych (Biotrend). Stwarza
to warunki do czesciowego uniezaleznienia sie od
rynku komercyjnego i zmiane statusu diagnostyki
immunohistochemicznej w zakresie SSTR z formy
jedynie eksperymentalnej na rutynows.

Konieczna jest dalsza charakterystyka otrzyma-
nych przeciwciat w celu okreslenia ich przydatnosci
i swoistosci, szczegdlnie z uzyciem frakcjonowanego
materialu tkankowego o zwiekszonym stezeniu
receptoréw oraz komorek transfekowanych genami
dla SSTR2A i SSTRS5.
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