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Otrzymywanie i wstepna charakterystyka przeciwciat
monoklonalnych dla wirusa biataczki bydia
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Production and evaluation of the specific nature of monoclonal antibodies against bovine leukaemia virus

Summary

The aim of this study 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 BALB/c mice were
used to prepare hybridoma cell clones by the usual hybridoma technology. Out of the 13 resultant clones, the
supernatants of 11 showed a strong secretory activity in the ELISA assay, with intact BLV virus as the antigen,
After the re-cloning procedure, 22 new clones were 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 specificity of mabs. Three methods were employed to achieve this:
western blot with saccharose purified BLV antigens, immunoperoxidase mono-layer assay (IPMA) with FLK
cells infected with BLV and immuno-peroxidase infectivity assay (IPIA) 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, isotype. Two clones, specific for gpS1 by the western blot, produced distinct colour reactions

on micro-plates coated with FLK or CC81/FLK cells. The resulted mabs will be useful for further developing

diagnostic methods for BLYV infection.
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Enzootyczna biataczka bydta (ebb) jest chorobg no-
wotworows, ktora cechuje rozwdj zmian limfoproli-
feracyjnych uktadu limfatycznego prowadzacy do prze-
wlektej limfocytozy 1 zmian guzowatych w wezlach
chtonnych i narzadach wewnetrznych. Wywotywana
jest przez wirus — Bevine Leukemia Virus — BLV —
wykazujacy typowe cechy dla retrowirusow (11). Wal-
ka z choroba polega na izolowaniu i bezwzglednym
eliminowaniu z hodowli wszystkich nosicieli wirusa.
Zarowno swoiste przeciwciata jak 1 mechanizmy od-
pornosci komorkowej nie eliminujg wirusa 1 zwierzg
raz zakazone, pozostaje jego nosicielem na cate zycie.
Dlatego tak duza wage przywiazuje si¢ do wezesnej,
czutej 1 swoistej diagnostyki zakazen wirusem biatacz-
ki bydta. W Polsce podobnie jak w wigkszosci krajow
opracowano programy walki z biataczkg, ktore oparte
sg na wykorzystaniu metod serologicznych, gtownie
testu ELISA (6). Jednak pewna niedoskonaloscig tej
techniki jest mozliwos¢ otrzymywania odczynow nie-
swoistych. Ograniczenie wystgpowania tego typu re-
akcji mozliwe jest poprzez zastosowanie przeciwceiat
monoklonalnych (mabs) (9, 12). Ze wzglgduna latent-
ny charakter zakazenia wirusem BLV, charakteryzu] a-
cy sie brakiem obecnosci przeciwceial w surowicy krwi,
istnicje czasami konieczno$¢ wykrywania w komor-
kach krwi zakazonych zwierzat czastek wirusa lub jego

biatek antygenowych (4). Przydatne w tym zakresie
okazaly sie test syncytialny (5) i metoda western blot
(7). W opinii wielu badaczy swoisty charakter takich
reakcji powinien by¢ potwierdzony przy uzyciu prze-
ciwciat monoklonalnych dla antygendw wirusa BLV.

Celem prezentowanej pracy bylo otrzymanie mo-
noklonalnych przeciwciat dla gléwnych antygenow
wirusa BLV oraz wstgpna ocena swoistosci.

Materiatl i metody

Zwierzeta. Do badan uzyto 15 myszy szczepu wsobne-
go BALB/c, w wieku 8-10 tygodni otrzymanych z Instytu-
tu Onkologii w Warszawie.

Hodowle komorkowe. Do namnazania wirusa BLV uzy-
to hodowle ciagla nerki ptodu owcy (FLK) zakazona per-
manentnie wirusem BLV. Do hybrydyzacji stosowano li-
nie¢ ciagla komoérek szpiczaka Sp 2/0 otrzymana z Instytutu
Genetyki Molekularnej CSAV, Praga. Linia ta nie wytwa-
rza whasnych immunoglobulin i wykazuje defekt enzyma-
tyczny dotyczacy wytwarzania enzymow: hypoksantyno-
guaninofosforybozyl transferazy (HGPRT) oraz kinazy ty-
midylanowej (TK).

Podloza. Podloze wzrostowe do hodowli FLK/BLYV, hy-
brydom i komérek szpiczaka sktadato si¢ z podtoza RPMI
1640 (Gibco) z dodatkiem 10% surowicy ptodowej bydle-
cej, L-glutaminy (300 pg/ml), 1% kwasu pirogronowego,
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0,2% 2-mercaptoetanolu i antybiotykdéw (penicylina 100
j.m/ml, streptomycyna 100 pg/ml, fungizon 50 pg/ml). Dla
selektywnego wzrostu komdrek hybrydowych po fuzji uzyto
podtoza RPMI 1640 z dodatkiem 1% hypoksantyny (Sig-
ma) i 0,1% azaseryny (Sigma) (podtoze Aza-Hx).

Otrzymywanie antygenu do immunizacji myszy i do
testu ELISA. Antygen uzyskiwano z supernatantu z ho-
dowli FLK/BLV metoda ultrawirowania i oczyszczania na
20% sacharozie (ultrawiroéwka Beckman L7-65, 30000 rpm
przez 2 godz.). Peletk¢ wirusa zawieszano w PBS 1 rozbi-
jano ultradzwigkami (2 razy po 10 sek.).

Immunizacja myszy. Do immunizacji uzyto 5 myszek.
Schemat immunizacji sktadat si¢ z nastepujacych cykli: I —
50 pg antygenu zemulgowanego z 0,1 ml kompletnego ad-
iuwantu Freunda podawano dootrzewnowo; II — po 21
dniach podano identyczng dawke antygenu z niekomplet-
nym adiuwantem Freunda; III — trzy tygodnie po ostatniej
injekcji i cztery dni przed planowanym dniem fuzji myszy
poddano ostatniej immunizacji podajac dozylnie 100 pg
antygenu.

Test immunoenzymatyczny ELISA. Testem tym ozna-
czano obecnos¢ przeciwciat dla wirusa ebb w surowicy krwi
immunizowanych myszy oraz w supernatantach znad ho-
dowli hybrydoma. Zastosowano metode¢ posrednig testu
ELISA opracowana w ramach badan wtasnych. Test wy-
konywano na mikroptytkach optaszczonych antygenami
BLV identycznymi jakich uzyto do immunizacji myszy. Do
wykrywania zwigzanych przeciwcial wykorzystano koniu-
gat anty-mysie [gG znakowane peroksydazg chrzanowa
(Sigma), a jako substrat kwas 5-aminosalicylowy. Wynik
reakcji enzymatycznej odezytywano w spektrofotometrze
przy dtugoscei fali 490 nm.

Hybrydyzacja. Do fuzji uzyto komérki sledziony po-
branej od myszy charakteryzujacej si¢ najwyzszym mia-
nem przeciweial w tescie ELISA 1 komorki linii Sp 2/0.
Zawiesine takich komorek mieszano w proporcji 1 komor-
ka szpiczaka na 5 splenocytéw w proboéwce wiréwkowej o
pojemnosci 50 ml. Nastepnie wirowano 800 obr/min, przez
5 min. i po usunigciu supernatantu do osadu dodawano kro-
plami w ciagu 1 min. 1 ml 50% glikolu polietylenowego
1450 (PEG) (Sigma). Komorki pozostawiono przez 1 min.
w kontakcie z PEG, po czym kolejno dodawano kroplami:
1 ml podtoza wzrostowego (przez 1 min), 7 ml podltoza
wzrostowego (przez 3 min.) i na koncu 10 ml tego samego
podtoza. Po doktadnym wymieszaniu zawiesing komorek
pozostawiano w termostacie (37°C, 5% CO,) przez 1 godz.
Nastepnie okreslano w hodowli liczbg zywych komorek i
sporzadzano zawiesing o gestosci 2x10° komorek w 1 ml
poditoza wzrostowego. Przygotowang zawiesing rozlewa-
no po 0,05 ml do dotkéw mikroptytek Nunc. Nastepnie do
kazdego dotka dodawano po 1 ml podioza selektywnego.
Ptytki inkubowano w temp. 37°C w atmosferze wilgotnej z
dodatkiem 5% CO,. Wzrost komorek hybrydoma obser-
wowano wizualnie 1 w mikroskopie okreslajac stan i liczbe
klondéw. Z chwilg pokrycia przez klon prawie calej po-
wierzchni dna dotka, pobierano supernatant znad hodowli.

Identyﬁkacja klonow sekrecyjnych. W celu wyselek-
cjonowania klonéw sekrecyjnych produkujacych do pod-
toza hodowlanego przeciwciala o zadanej swoistosci ba-
dano supernatanty znad hodowli testem ELISA.
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Klonowanie. W celu uzyskania rosnacego klonu-kolo-
nii wywodzacej sie z pojedynczej komorki otrzymane hy-
brydomy, ktorych supernatanty byty dodatnie w tescie ELI-
SA poddano klonowaniu. Klonowanie wykonywano me-
toda granicznych rozcienczen komérek klonu. Wychodzac
z populacji komérek hybrydowych o gestosci 10° w 1 ml
hodowli, sporzadzano szereg 10-krotnych rozcienczen.
Nastepnie do 1 ml rozcienczenia zawierajacego 10° komo-
rek dodawano 49 ml podtoza wzrostowego. Po 0,2 ml uzy-
skanej zawiesiny komorek rozlewano do dotkéw mikro-
ptytki 1 inkubowano w temp. 37°C w atmosferze 5% CO,.
Okoto 7 dnia inkubacji rozpoczynano obserwacj¢ mikro-
skopowa wzrostu klonow. Hodowle komorek w dotkach
plytki, gdzie rozwijato si¢ wigcej niz jeden klon komorek
eliminowano z dalszych badan. Klony rozwijajace si¢ z
pojedynczej komorki, po rozmnozeniu badano w kierunku
sekrecyjnosci metoda stosowang przy analizie pierwotne;j
hodowli hybrydom po fuzji.

Charakterystyka otrzymanych mabs. Swoistos¢ mo-
noklonalnych przeciwciat produkowanych przez klony se-
krecyjne okre§lano za pomocg metody western blot oraz
testow IPMA 1 IPIA.

Metoda western blot. W pierwszym etapie biatka wi-
rusa BLV otrzymane na drodze ultrawirowania i oczysz-
czania na warstwie sacharozy poddano rozdzialowi elek-
troforetycznemu na zelu poliakrylamidowym (PACE-SDS).
Najpierw na 3% zelu koncentrujgcym przy 15 mA, nastep-
nie na 10% zelu migracyjnym przy 20 mA w buforze (20
mM Tris, 152 mM glicyny, 0,1% SDS) o pH 8,5. Rozdzie-
lone biatka byly przenoszone na nitroceluloze (Hybond-C,
Amersham) przy uzyciu Mighty Small Transfor Unit (Ho-
efer) przy 60 V przez 1,5 godz. w buforze (20 mM Tris,
152 mM glicyny, 20% metanolu) o pH 8§,5. Nitrocelulozg
po wysuszeniu cigto na paski i inkubowano kolejno z: A —
10% roztworem surowicy konskiej 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 surowicg bydle-
ca zawierajaca przeciwciata dla BLV przez 1,5 godz.; C —
koniugatem (anty mysie IgG znakowane peroksydaza chrza-
nowa) przez 1 godz.; D - roztworem substratu (4-chloro-1
naphtol) przez 10-15 min. Po okoto 1-2 godz. paski ptukano
w TBS z surowica konska. Kazdg inkubacjg poprzedzato trzy-
krotne plukanie po 5 min. buforem TBS z 0,05% Tween 20.

Test immunoperoksydazowy — immunoperoxidase
monolayer assay (IPMA). W ptytkach Nunc zaktadano
hodowle komorek FLK/BLV o koncentracji 3510 komo-
rek/ml w podtozu RPMI. Po 36 godz. inkubacji w temp.
37°C w atmosferze 5% CO, zlewano ptyn znad komorek 1
utrwalano je zimnym 40% acetonem w PBS-Tween 20
(PBS-T) przez 15 min. Po utrwaleniu komorki suszono i
przechowywano w temp. -20°C do chwili uzycia. W dniu
wykonywania odczynu IPMA ptytki ogrzewano 20 min. w
temp. 37°C, ptukano w roztworze PBS-T, nast¢pnie doda-
wano do dolkdw testowane supernatanty. Plytki inkubo-
wano w temp. 37°C przez 1,5 godz., po czym ptukano je 3-
-krotnie. Nast¢pnie do basenikow dodawano koniugat (anty
mysie IgG znakowane peroksydaza chrzanowa) i ponow-
nie inkubowano przez 1,5 godz. w 37°C. Po wyplukaniu,
dodawano roztwor substratu tj. 3-amino-9-etylokarbazolu
(AEC) w buforze octanowym pH 5,0. Po 15-20 min. inku-



bacji zatrzymywano reakcjg¢ przez przeplukanie ptytki bu-
forem PBS-T. Rezultaty testu IMPA odczytywano przy uzy-
ciu mikroskopu odwréconego przy powigkszeniu 100x.

Test immunoperoksydazowy — immunoperoxidase
infectivity assay (IPIA). W ptytkach Nunc z 24 basenika-
mi zakfadano mieszang hodowl¢ komérek FLK zakazonych
wirusem BLV i komérek wskaznikowych (linia CC81) o
facznej koncentracji 4x10* komorek/ml w podtozu RPMI.
Po 24 godz. inkubacji w temp. 37°C w atmosferze 5% CO,
zlewano plyn znad komorek, po czym utrwalano je zim-
nym 40% acetonem w PBS-Tweeen przez 15 min. W przy-
gotowanych w ten sposob ptytkach wykonywano poszcze-
golne etapy testu identyczne jak w metodzie IPMA wyko-
rzystujac te same odczynniki tj. koniugat, substrat i bufory.

Test immunoenzymatyczny — immunocapture ELI-
SA. Test ten wykorzystano do okreslania przynaleznosci
uzyskanych przeciwcial monoklonalnych do poszczegdl-
nych izotypéw immunoglobulin. Wykonano go przy uzy-
ciu handlowego zestawu Mouse Monoclonal Antibody Iso-
typing (Sigma) zgodnie z podang instrukcja.

Wyniki i oméwienie

W pierwszym etapie postgpowania immunizowano
myszy BALB/c wirusem BLV. Oceng stopnia uodpor-
nienia oparto na okreslaniu poziomu swoistych prze-
ciwcial w tescie ELISA. Przyjety schemat uodpornia-
nia pozwolil na indukcje wysokiego miana przeciw-
cial w surowicy krwi (miano 3200-6400). Dawcg im-
munocytow sledzionowych do hybrydyzacji byta mysz,
ktdrej surowica krwi wykazata miano 6400. W wyni-
ku przeprowadzenia fuzji splenocytéw z komédrkami
szpiczaka uzyskano 249 skupisk komoérek hybrydo-
wych. Po 7-10 dniach, pobierano supernatanty z tych
hodowli i badano je testem ELISA. W ten sposéb wy-
selekcjonowano 13 (5,2%) klondéw sekrecyjnych, z
ktérych 11 charakteryzowato si¢ wysoka wartoscig OD
(> 1,0), a 2 uznano za watpliwe. W trakcie dalszej
hodowli klony te utracity zdolnosci sekrecyjne nato-
miast pozostate 11 klonow zachowato zdolnos¢ wy-
twarzania przeciwcial. W dalszym etapie pracy klony
sekrecyjne charakteryzujace si¢ szybkim wzrostem
oraz dobra zywotnoscig poddano klonowaniu. Sposrod
412 mikrohodowli wybrano 22 (5,3%), ktore wywo-
dzity si¢ z pojedynczej komorki. Zdolnos¢ sekrecyjna
uzyskanych klonéw kontrolowana testem ELISA wy-
kazata, ze 19 (4,6%) klonéw reagowato dodatnio (OD
1,000-1,500), a 3 (0,7%) byty ujemne. Przeciwciata w
supernatantach ze wszystkich 22 klonéw poddano oce-
nie swoistosci. W pierwszym etapie oceng takg prze-
prowadzano metoda western blot. Na ryc. 1 przedsta-
wiono wyniki oznaczania przeciwcial w badanych su-
pernatantach z biatkami wirusa BLV. Jako kontroli
uzyto surowicy krwi bydta naturalnie zakazonego BLV
(blot 1). Wykazano, ze sposrod 22 supernatantdw, 19
reagowato z biatkami wirusa tworzac ostry, pojedyn-
czy prazek odpowiadajacy cigzarowi 51 kD. W trzech
supernatantach (blot 7, 10, 21) nie stwierdzono obec-
nosci przeciwcial. Drugi etap oceny swoistosci uwzgled-
niat reakcje mabs z biatkami wirusa BLV w zakazo-

nych komorkach FLK. Jako kontroli uzyto superna-
tantu z klonu, ktory byt ujemny w tescie ELISA. Ryc.
2 przedstawia wyniki testu [IPMA uwzgledniajacego
reakcj¢ z supernatantem dodatnim 45E8-8E3 (2a) i
ujemnym (2b). Brazowo-czerwone precypitaty w cy-
toplazmie komorek §wiadczace o obecnosci komplek-
sOw antygen — przeciwciato monoklonalne widoczne
byly tylko w reakcji z dodatnim supernatantem. Trze-
ci etap oceny uwzgledniat reakcje mabs z biatkami
wirusa BLV w hodowli komorek CC81 kokultywo-
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Ryc. 1. Wykrywanie obecno$ci monoklonalnych przeciwcial
w supernatantach z hodowli hybrydoma metoda western blot
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Ryc. 2. Wyniki testu IPMA przy uzyciu supernatantu z klonu
sekrecyjnego 45E8-8E3 (a) i niesekrecyjnego (b)
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Ryc. 3. Wyniki testu IPIA przy uzyciu supernatantu z klonu
sekrecyjnego 45E8-8E3 (a) i niesekrecyjnego (b)
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wanych komoérkami BLV. Kokultywacja taka induku-
je powstawanie licznych komérek wielojadrzastych
(syncytiow) w hodowli komodrek CC81. Biorac pod
uwage, ze biatko gp51 jest gléwnym antygenem od-
powiedzialnym za zakazny charakter wirusa in vivo 1
tworzenie efektu cytopatycznego (syncytiow) in vitro,
dodatnia reakcja mabs z tym biatkiem moze potwier-
dzi¢ ich swoisty charakter. Na ryc. 3 przedstawiono
wyniki testu IPIA, w ktorym uzyto komoérek CC81/
/FLK i supernatantu z klonu dodatniego 45E8-8E3 (3a)
1 ujemnego w tescie ELISA (3b). Analogicznie jak w
metodzie IPMA obecnos¢ kompleksow antygen-
-przeciwciato monoklonalne, charakteryzujaca sig bra-
zowo-czerwonym zabarwieniem obserwowana byla w
komorkach inkubowanych z supernatantem dodatnim.
Ostatnig forma oceny byto okreslenie przynaleznosci
mabs do poszczegolnych klas immunoglobulin. Wigk-
szo$¢ zastosowan mabs w diagnostyce zakazen BLV
zwigzana jest ze stosowaniem metod immunoenzyma-
tycznych lub immunocytochemicznych, w ktorych prze-
ciwciata takie uzywane s jako tzw. ,,pierwsze przeciw-
cialo” wysoce swoiscie wigzace si¢ z antygenem wiru-
sowym. Wykrywanie takiego kompleksu uzaleznione
jest od uzycia drugiego przeciwciala tj. poliklonalnych
anty-mysich immunoglobulin znakowanych znaczni-
kiem, uzytych jako koniugat. Dlatego wazne jest okre-
$lenie przynaleznosci otrzymanych przeciwcial mono-
klonalnych do poszczegdlnych izotypéw immunoglo-
bulin. Immunoglobuliny obecne we wszystkich bada-
nych supernatantach nalezaty do klasy IgG,.

Badanie uzyskanych supernatantow na obecnosc¢ i
swoisto$¢ mabs dla wirusa BLV wykazato, ze 19 wy-
selekcjonowanych klonéw produkuje przeciwciata
monoklonalne dla biatka otoczki gp51. Jakkolwiek w
tego typu badaniach nie oceniono charakteru epitopow,
przeciwko ktorym skierowane sa te przeciwciata, wy-
niki testu western blot, IPMA oraz IPTA potwierdzaja,
ze sg skierowane przeciw epitopom na biatku gp51.
W obrebie glikoproteidu gp51 wirusa BLV zlokalizo-
wano 8 epitopow A — H (2), z czego trzy F, G1 H sa
epitopami konformacyjnymi (3, 13), warunkujacymi
zakazny charakter wirusa. Neutralizujace dziatanie
przeciwcial w surowicy krwi zwierzat zakazonych BLV
skierowane jest przeciw tym wilasnie epitopom. W
warunkach metody western blot, kiedy nastepuje de-
naturacja biatek antygenowych na PAGE-SDS, epito-
py F, G i H ulegaja catkowitej lub czesciowej destruk-
cji (10 14). Fakt ten moze wyjasni¢ r6zna intensyw-
no$¢ reakceji gp51 z poszczegolnyml przec1W01alam1
monoklonalnymi. Zdolnos$¢ wigzania si¢ otrzymanych
mabs z biatkiem gp51 obserwowano takze w dwdch
testach IPMA i IPIA przy uzyciu komérek zakazonych
wirusem BLV. Majac na uwadze, ze in vitro zarowno
namnazanie wirusa jak i wywotywanie efektu cytopa-
tycznego zwigzane jest z ekspresja biatka gp51, obec-
no$¢ barwnych komplekséw antygen-przeciwciato w
cytoplazmie i na btonie tych komorek potwierdza swo-
isty charakter przeciwcial monoklonalnych. Oprocz
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badan serologicznych potencjalne wykorzystanie ta-
kich przeciwciat w diagnostyce ebb zwigzane moze
by¢ z ich uzyciem w niektorych testach wirusologicz-
nych. Wyniki badan wskazuja, ze w szczegdlnych przy-
padkach bezposrednie stwierdzenie obecnosci wirusa
ma wigksza warto$¢ diagnostyczna niz badanie sero-
logiczne czy oznaczanie prowirusowego DNA meto-
da PCR. Ze wzglgdu na to, iz inne znane retrowirusy
bydta — wirus braku odpornosci (BIV) 1 wirus syncy-
tialny (BSV) sa spotykane u znacznego odsetka zwie-
rzat zakazonych BLV (1) i wywotuja identyczny efekt
cytopatyczny w postaci syncytiow w hodowli komor-
kowej in vitro (8, 15) konieczne jest potwierdzenie
swoistego charakteru zmian indukowanych w komor-
kach wskaznikowych. Przydatne w tym celu moga
okazac si¢ przeciwciata monoklonalne.
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