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Summary

The aim of this śtudy was to prepare monoclonal antibodies (mabs) directed against major immuno-domi-
nant epitope of BLV antigens. Myeloma cells Sp2/0 and spleen cells of BLV immunised BALBlc mice were
used to prepare hybridoma cell clones by the usual hybridoma technology" Out of the |3 resultant clones, the
supernatants of 11 śhowed a strong secretory activi§ in the ELISA assay, with intact BLV virus as the antigen.
After the re-cloning"procedure,, 22 new clones rvere selected by the use of the limited cloning method. Superna-
tants from these clones were examined by ELISA for their secretory activity. Nineteen positive supernatants
were collected and then examined for the specificiĘ of mabs. Three methods were employed'to achieve this:
western blot with saccharose purified BLV antigens, immunoperoxidase mono-Iayer assay QPMA) with FLK
cells infected with BLY and immuno-peroxidase infectir.iĘ assay QPIA) with CC81 indicatory cells, co-culti-
vated with FLK cells. The mabs from the examined supernatants reacted with gp51 protein and were classi-
fied as being IgG, isoĘpe. Two clones, specific for gp51 bl,the lvestern blot, produced distinct colour reactions
on micro-plates cbated with FLK or CC81/FLK cells. The resulted mabs will be useful for further developing
diagnostic methods for BLV infection.
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Enzooty cznabiałaczkabydła (ebb) j est chorobą no-
wotworową którą cechuje rozwój zmian lirnfoproli-
feracyjnych układu limfaĘcznego prowadzący do prze-
wlekłej limfocytozy l zmlan guzowatyeh w węzłach
c hłonnych l nar ządach wewnętrznych. Wywoływan a
jest przez wirus Bevine Leukemia Virus - BLV
wykazujący typowe cechy dla retrowirusów (11). Wal-
ka z chorobą polega na izolowaniu i bezwzględnym
eliminowaniu z hodowli wszystkich nosicieli witusa.
Zarowno swoiste przeciwciaŁa jak i mechanizmy od-
porności komórkowej nie eliminują wirusa i zwierzę
raz zakażone, pozostaje jego nosicielem na całe życie.
Dlatego tak dużąwagę przywiązuje się do wczesnej,
c zułej i swo i s tej di a gn o s tyk t zakażęń witu s em b iałac z -
ki bydła. W Polsce podobnie jak w większości krajów
opracowano programy walki zbiaŁaczką które oparle
są na wykorzystaniu metod serologicznych, głównie
testu ELISA (6). Jednak pewną niedoskonałością tej
techniki jest możliwość otrzymywania odczynów nie-
swoistych. Ograniczenie występowania tego typu re-
akcji możliwe jest poprzez zastosowanie przeciwciał
monoklonalnych (mabs ) (9 , I2). Ze względuna latent-
ny charakter zakażenia witusem BLV, charakteryzują-
cy się brakiem obecności przeciwctałw surowicy krwi,
istnieje czasami konieczność wykrywania w komór-
kach krwi zakażonych zwierząt cząstek wirusa lub j ego

białek antygenowych (a). Przydatne w tym zakresie
okazaŁy się test syncytialny (5) i metoda western blot
(7). W opinii wielu badaczy swoisty charakter takich
reakcji powinien być potwierdzony przy użyctuprze-
ciwciał monoklonalnych dla antygenów wirusa BLV.

Celem prezentowanej pracy było otrzymanie mo-
noklonalnych przeciwciał dla głównych antygenów
wirusa BLV oraz wstępna ocena swoistości.

Materiał imetody
Zwierzęta. Do badań użyto 15 myszy szczęplwsobne-

go BALB/c, w wieku 8- 10 tygodni otrzymanych z Instytu-
tu Onkologii w Warszawie.

Hodowle komórkowe. Do namnażania wirusa BLV uży-
to hodowlę ciągłą nerki płodu owcy (FLK) zakażonąper-
manentnie wirusem BLV. Do hybrydyzacji stosowano li-
nię ciągłąkomórek szpl,czaka Sp 2/0 otrzymanąz Instytutu
Genetyki Molekularnej CSAV, Praga. Linia ta nie wytwa-
rzawłasnych immunoglobulin i wykazuje defekt enzyma-
ty czny doty czący wytwarzania enzymów : hypoks antyno -

gu an ino fo s fo ryb o zy| tran s fe razy (H GP RT ) or az kinazy ty -

midylanowej (TK).
Podłoża. Podłoże wzrostowe do hodowli FLK/BLV, hy-

brydom i komórek szpiczaka składało się z podłoza RPMI
1640 (Gibco) z dodatkiem l0oń surowicy płodowej bydlę-
cej, L-glutaminy (300 pg/ml), l7o kwasu pirogronowego,



0,2Yo Z-mercaptoetanolu i antybiotyków (penicylina 100
j.rn/rnl, streptomycyna 100 pglml, fungizon 50 pglml). Dla
selekĘwnego wzrostu komórek hybrydowych po fvjiużyto
podłoża RPMI 1640 z dodatkiem 1% hypoksantyny (Sig-
ma) i 0,1oń azaseryny (Sigma) (podłoże Aza-Hx).

Otrzymywanie anĘgenu do immunizacji myszy i do
testu ELISA. Antygen uzyskiwano z supernatantu z ho-
dowli F LIłB LV metodą ultrawirowan ia i o czy szczani a na
20oń sacharozie (ultrawirówka Beckm anL1 -65 ,3 0000 rym
ptzez2 godz.). Peletkę wirusa zawieszano w PBS irozbi-
jano ultradzwiękami (2 razy po 10 sek.).

Immunżacja myszy. Do immunizacji użyto 5 myszek,
Schemat immunizacji składał się z następujących cykli: I

50 pg antygenu zemulgowanego z0,I mlkompletnego ad-
iuwantu Freunda podawano dootrzewnowo; II po 2I
dniach podano identyczną dawkę antygenu z niekomplet-
nym adiuwantem Freunda; III - trzy tygodnie po ostatniej
injekcji i cztery dniprzed planowanym dniem fuzji myszy
poddano ostatniej immunizacji podając dożylnie 100 pg
antygenu,

Test immunoenzymaĘczny ELISA. Testem tym ozna-
czano obecność przeciwciał dla wirusa ebb w surowicy krwi
immunizowanych myszy oraz w supernatantach znad ho-
dowli hybrydoma. Zastosowano metodę pośrednią testu
ELISA opracowaną w ramach badań własnych. Test wy-
kony.wano na mikropłytkach opłas zczony ch antygenami
BLV idenĘcznymi jakich uzyto do immunizacji myszy. Do
wykrywania zwlązany chprzeciwciał wykorzystano koniu-
gat anty-mysie IgG znakowane peroksydazą chrzanową
(Sigma), a jako substrat kwas 5-aminosalicylowy. Wynik
re akcj i enzy maty cznej odczyty.wano w sp ektrofotometrze
przy długości fali 490 nm.

Hybrydyzacja. Do fuzji użyto komórki śledziony po-
branej od myszy charakteryzującej się najwyzszym mia-
nem przeciwciał w teście ELISA i komórki linii Sp 2/0.

Zawiesinę takich kornórek mieszano w proporcji 1 komór-
kaszpiczakana 5 splenocytów w probówce wirówkowej o
pojemności 50 ml. Następnie wirowano 800 obr/min,przez
5 min. i po usunięciu supernatantu do osadu dodawano kro-
plami w ciągu 1 min. l ml 50oń glikolu polieĘlenowego
1450 (PEG) (Sigma). Komórki pozostawiono pTzez 1 min.
w kontakcie z PEG, po czym kolejno dodawano kroplami:
1 ml podłoża wzrostowego (przez l min), 7 rnl podłoża
wzrostowego (przez 3 min.) i na końcu 10 ml tego samego
podłoża. Po dokładnym wymieszaniu zawiesinę komórek
pozostawiano w termostacie (3 7oC, 5% CO )) przez I godz.
Następnie określano w hodowli liczbę żywych komórek i
sporządzano zawiesinę o gęstości 2x105 komórek w 1 ml
podłoża wzrostowego. Przygotowaną zawiesinę rozlewa-
no po 0,05 ml do dołków mikropłytek Nunc. Następnie do
każdego dołka dodawano po 1 ml podłoża selektywnego.
Płytki inkubowano w temp. 37oC w atmosferze wilgotnej z
dodatkiem 5Yo CO2. Wzrost komórek hybrydoma obser-
wowano wizualnie i w mikroskopie określając stan tliczbę
klonów. Z chwllą pokrycia przez klon prawie całej po-
wierzchni dna dołka, pobierano supernatant znad hodowli.

Identyfikacja klonów sekrecyjnych. W celu wyselek-
cjonowania klonów sekrecyjnych produkujących do pod-
łoza hodowlanego przeciwciała o żądanej swoistości ba-
dano supernatanty znad hodowli testem ELISA.

Klonowanie. W celu uzyskania rosnącego klonu-kolo-
nii wy.wodzącej się z pojedynczej komórki otrzymane hy-
brydomy, których supernatantybyĘ dodatnie wteście ELI-
SA poddano klonowaniu. Klonowanie wykonywano me-
todą granicznych rozcieńczeń komórek klonu. Wychodząc
z populacji komórek hybrydowych o gęstości 105 w 1 ml
hodowli, sporządzano szereg 1 O-krotnych rozcieńczęń.
Następnie do 1 nrl rozcieńczenia zawterającego 102 komó-
rek dodawano 49 ml podłożawzrostowego. Po 0,2 ml uzy-
skanej zawiesiny komórek rozlewano do dołków mikro-
płytki i inkubowano w temp. 37'C w atmosferze 5oń CO2.
Około ] dnia inkubacji rozpoczynano obserwację mikro-
skopową wzrostu klonów. Hodowlę komórek w dołkach
pĘtki, gdzle roz:wljało się więcej niż jeden klon komórek
eliminowano z dalszych badań. Klony rozwijające się z
pojedynczej komórki, po rozmnożeniu badano w kierunku
sekrecyjności metodą stosowaną przy analizte pierwotnej
hodowli hybrydom po fuzji.

CharakterysĘka otrzymanych mabs. Swoistość mo-
noklonalnych przeciwciał produkowany ch przez klony se-
krecyjne określano za pomocą metody western blot oruz
testów IPMA i IPIA.

Metoda western blot. W pier-wszym etapie białka wi-
rusa BLV otrzymane na drodze ultrawirowania i oczysz-
czanta na warstwie sacharozy poddano rozdziałowi elek-
troforeĘcznemu na żelu poliakrylamidowym (PACE-SDS).
Najpier-w na3'fozelukoncentrującym przy 15 mA, następ-
nie na 10oń żelu migracyjnym przy 20 mA w blforze (20
mM Tris, 152 mM glicyny, 0,1% SDS) o pH 8,5, Rozdzie-
lone białka byĘ przenoszone na nitrocelulozę (Hybond-C,
Amersham) przy lżycill Mighty Smal1 Transfor Unit (Ho-
efer) przy 60 Y przez I,5 godz. w buforze (20 mM Tris,
152 mM glicyny, 20oń metanolu) o pH 8,5. Nitrocelulozę
po wysuszeniu cięto na paski i inkubowano kolejno z: A-
I0ońroztworem surowicy końskiej w buforze TBS (20 mM
Tris, 0,5 M NaCl) o pH 7,5; 2 razy po 20 min.; B super-
natantami znad hodowli hybrydom oraz z surowicą bydlę-
cą zawierającą przeciwciała dla BLV przez 7,5 godz.; C -
koniugatem (anĘ mysie IgG znakowane peroksydaząchrza-
nową) przez l godz.; D - roztworern substratu (4-chloro-1
naphtol) przez I0-|5 min. Po około 1-2 godz. paski płukano
w TBS z surowicąkońską. Każdąinkubację poprzedzałotrzy-
krotne płukanie po 5 min. buforem TBS z 0,050ń Tween 20.

Test immunoperoksydazowy - immunoperoxidase
monolayer assay (IPMA). W płytkach Nunc zakładano
hodowlę komórek FLI?BLV o koncentracj i 3 5 x 1 04 komó-
rek/ml w podłożu RPMI. Po 36 godz. inkubacji w temp.
37"C w atmosferze 50ń CO2 zlewano płyn znad komórek i
utrwalano je zirnnym 40oń acetonem w PBS-Tween 20
(PBS-T) przez 15 min. Po utrwaleniu komórki suszono i
przechowy.wano w temp. -20'C do chwili użycia. W dniu
wykonyr;vania odczynu IPMA płytki ogrzewano 20 min. w
temp. 37oC, płukano w roztworze PBS-T, następnie doda-
wano do dołków testowane supernatanty. Płytki inkubo-
wano w temp. 37'C przez I,5 godz.,po czympłukano je 3-
-krotnie. Następnie do baseników dodawano koniugat (anty
mysie IgG znakowane peroksydaząchrzanową) i ponow-
nie inkubowano przez 1,5 godz. w 37oC. Po wypłukaniu,
dodawano roztwór sub stratu tj . 3 -amino-9 -etylokarbazolu
(AEC) w buforze octanowym pH 5,0. Po 15-20 min. inku-



bacji zatrzymywano reakcję przezprzepŁlkanie płytki bu-
forem PBS-T. Rezultaty tesfu IMPA odczytywanoprzy lży-
ciu mikroskopu odwróconego przy powiększeniu 100x.

Test immunoperoksydazowy - immunoperoxidase
infectivity assay (IPIA). W płytkach Nunc zZ4basenika-
mtzakładanomieszanąhodowlękomórekFlKzakażonych
wirusem BLV i komórek wskaźnikowych (linia CC81) o
łącznej koncentracji 4x104 komórek/ml w podłozu RPMI.
Po24 godz. inkubacji w temp. 37oC w atmosferze 50^CO,
zlewano płyn znad komorek, po czym utrwalano je zim-
nym4Ooń acetonemwPBS-TweęęnpTzęz 15 min. W przy-
gotowanych w ten sposób płytkach wykonyłvano poszcze-
gólne etapy testu identyczne jak w metodzie IPMA wyko-
rzystując te same odczynniki tj, koniugat, substrat i bufory.

Test immunoenzymaĘczny - immunocapture ELI-
SA. Test ten wykorzystano do określania przynależności
uzyskanych przeciw ciał monoklonalnych do poszczegól-
nych izotypów immunoglobulin. Wykonano go przy uży-
ciu handlowego zestawu Mouse Monoclonal Antibody Iso-
typing (Sigma) zgodnie z podanąinstrukcją.

Wyniki iomówienie
W pierwszym etapie postępowania immunizowano

myszy BALB/c wirusem BLV, Ocenę stopnia uodpor-
nienia oparto na określaniu poziomu swoistych prze-
ciwciał w teście ELISA. Przyjęty schemat uodpornia-
nia pozwolił na indukcję wysokiego miana przeciw-
ciał w surowicy krwi (miano 3200-6400). Dawcą im-
muno cytów ś ledzionowych do hybry dy zacjl była mysz,
której surowica krwi wykazała miano 6400. W wyni-
ku przeprowadzenia fuzji splenocytów z komorkami
szpiczaka uzyskano 249 skupisk komórek hybrydo-
wych. Po 7-10 dniach, pobierano supefiratanty ztych
hodowli i badano je testem ELISA. W ten sposób wy-
selekcjonowano 13 (5,2%) klonów sekrecyjnych, z
ktorych 1 1 charaktery zow ńo się wysoką wańo ścią OD
(> 1,0), a ż uznano za wątpliwe. W trakcie dalszej
hodowli klony te utraciły zdolności sekrecyjne nato-
miast pozostałe 11 klonów zachowało zdolność wy-
twarzaniaprzeciwciał, W dalszym etapie placy klony
sekrecyj ne charaktery zlĄące się szybkim wzrostem
oraz dobrążlrvotnościąpoddano klonowaniu. Spośród
412 mikrohodowli wybrano 22 (5,3o^), które wywo-
dziły się z pojedynczej komórki. Zdolnośc sekrecyjna
uzyskanych klonów kontrolowana testem ELISA wy-
kazała,że 19 (4,60ń) klonów reagowało dodatnio (OD
1,000- 1,500), a3 (0,7%o) byly ujemne. Przeciwciała w
supetnatant ach zę wszystki ch 2 Ż klonów poddano oce-
nie swoistości. W pierwszym etapie ocenę takąprze-
prowadzano metodąwestetn blot. Na ryc. 1 przedsta-
wiono wyniki oznaczaniaprzeciwciał w badanych su-
pernatantach z biaŁkami wirusa BLV. Jako kontroli
uży to surowi cy krwi bydła nafu ralni e zakażone go BLY
(blot 1). Wykazano, że spośród 22 supernatantów, 19
reagowało zbiałkami wirusa tworząc ostry pojedyn-
czy prĘekodpowiadaj ący ciężarowi 51 kD. W trzech
supematantach (blot 7,I0,21) nie stwierdzono obec-
ności przeciwciał. Drugi etap oceny swoistości uwzględ-
niał reakcję mabs z białkami witusa BLV w zakażo-

nych komórkach FLK. Jako kontroli użyto supema-
tantuz klonu, który był ujemny w teście ELISA. Ryc.
2 przedstawia wyniki testu IPMA uwzględniającego
reakcję z supernatantem dodatnim 45E8-8E3 (2a) i
uj emnym (2b). Br ązowo-czerwone precypitaty w cy-
toplazmie komórek świadczące o obecności komplek-
sów antygen - przeciwciało monoklonalne widoczne
były tylko w reakcji z dodatnim supernatantęm.Trzę-
ci etap oceny uwzględniał reakcję mabs z białkami
witusa BLV w hodowli komórek CC81 kokultywo-
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Ryc. 1. Wykrpvanie obecności monoklonalnych przeciwciał
w supernatantach z hodow|i hybrydoma metodą western blot

Ryc.2. Wyniki testu IPMA prry użyciu supernatantu z klonu
sekrecyjnego 45E8-8E3 (a) i niesekrecyjnego (b)

Ryc.3. Wyniki testu IPIA przy ufciu supernatantu z klonu
sekrecyjnego 45E8-8E3 (a) i niesekrecyjnego (b)



wanych komórkami BLV. Kokultywacja taka induku-
j e p owstaw anie ltcznych komórek wi e loj ądr zasty ch
(syncytiów) w hodowli komórek CC81. Biorąc pod
uwagę, że białko gp51 jest głównym antygenem od-
powiedzialnym za zakaźny charakter wirusa in vivo i
tworzeni e e fektu cytop aty czne go (syncytiów) i n v i t ro,
dodatnia reakcja mabs z tym białkiem moze potwier-
dzić ich swoisty charakter. Na ryc. 3 przedstawiono
wyniki testu IPIA, w którym użyto komórek CC81/
/FLK i supernatantu z klonu dodatniego 45E8-8E3 (3a)
i ujemnego w teście ELISA (3b). Analogtczniejak w
metodzie IPMA obecnośó kompleksów antygen-
-pr ze clw ciało monokl o nalne, charakt ery z$ ąc a s i ę b rą-
zow o - czerwonym zab arwieni em ob s erwowana była w
komórkach inkubowanych z supernatantem dodatnim.
Ostatnią formą oceny było określenie przynalezności
mabs do poszczegolnych klas immunoglobulin. Więk-
szość zastosowań mabs w diagnostyce zakażei BLY
zwlązana jest ze stosowaniem metod immunoenzyma-
Ęcznych lub immunocytochemic znych,w których prze-
ciwciała takie używane sąjako tzw. ,,pier-wsze przeciw-
ciało" wysoce swoiście wtĘące się z antygenem wiru-
sowym. Wykrywanie takiego kompleksu lzależntonę
jest od użycia drugiego przeciwctała tj. poliklonalnych
anty-mysich immunoglobulin znakowany ch znaczni-
kiem, użyĘch jako koniugat. Dlatego ważnejest okre-
ślenie pr zynależno ści otrzymanych przec iwci ał mono -
klonalnych do poszczególnych izoĘpów immunoglo-
bulin. Immunoglobuliny obecne we wszystkich bada-
nych supematantachnależńy do klasy IgG,.

Badanie uzyskanych supetnatantów na obecność i
swoistość mabs dla witusa BLV wykazaŁo, że 19 wy-
selekcj onowanych klonów produkuj e pr zeciw ciaŁa
monoklonalne dla białka otoczki gp51. Jakkolwiek w
tego typu badaniach nie oceniono charakteru epitopów,
przeciwko którym skierowane sąte przeciwciała, wy-
niki testu western blot, IPMA oraz IPIA potwierdzają
że są skierowane przeclw epitopom na białku gp51.
W obrębie glikoproteidu gp51 wirusa BLV zlokalizo-
wano 8 epitopów A H(2),zczęgotrzyF, G i H są
epitopami konformacyjnymi (3, 1 3), warunkującymi
zakaźny charakter wirusa, Neutralizuj ące działanie
prze c iwc i ał w surowicy krw i mv ier ząt zakażonych B LV
skierowane jest przeciw tym właśnie epitopom. W
warunkach metody western blot, kiedy następuje de-
naturacja białek antygenowych na PAGE-SDS, epito-
py F, G i H ulegającałkowitej lub częściowej destruk-
cji (10, 14). Fakt ten moze wyjaśnić różnąintensyw-
ność reakcji gp51 z poszczególnymi przeciwciałami
monoklonalnymi. Zdo lno ś ó w iązanta s i ę otrzymanych
mabs z białkiem gp51 obserwowano także w dwóch
testach IPMA i IPIA przy lżyciukomórek zakażonych
wirusem BLV. Mając nauwadze, że in vitro zarówno
namnażanie wirusa jak i wyłvoływanie efektu cytopa-
tycznego zwtązane jest z ekspresjąbiałka gp51, obec-
nośó barwnych kompleksów anĘgen-przeciwciało w
cytoplazmie i na błonie tych komórek potwierdza swo-
isty charakter przeciwciał monoklonalnych. Oprócz

badań serologicznych potencjalne wykorzystanie ta-
kich przeciwciał w diagnostyce ebb związane moze
być zichużyciem w niektórych testach wirusologicz-
nych. Wyniki badań wskanlją że w szczególnych przy-
padkach bezpośrednie stwierdzenie obecności wirusa
ma większą wartość diagno styc zną niż badanie s ero-
logiczne czy oznaczanie prowirusowego DNA meto-
dą PCR. Ze względu na to. iż inne znane retrowirusy
bydła - wirus braku odporności (BIV) i wirus syncy-
tialny (B SV) są spotykan ę u znacznego odsetka zw ię -

r ząt zakażonych B LV ( 1 ) i wywołuj ą identyczny e fekt
cytopatyczny w postaci syncytiów w hodowli komór-
kowej in vitro (8, 15) konieczne jest potwierdzenie
swoistego charakteru zmian indukowanych w komór-
kach wskaźnikowych. Przydatne w tym celu mogą
okazać się przeciwciała monoklonalne.
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