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The application of biotechnological achievements in the diagnosis
and control of infection with bovine leukemia virus (BLY)

Summary

Bovine leukemia virus (BLV) is the causative agent for enzootic bovine
leukosis (EBL). The article concerns the applications of some biotechnological
achievements in the development of modern diagnostic methods, new ap-
proaches to specific prophylaxis against BLV as well as the selection of naturally
resistant animals.

Key words:
bovine leukemia virus BLV, diagnosis, specific vaccines, natural resis-
tance.

1. Wprowadzenie

Enzootyczna biataczka bydia (EBB) jest choroba nowotwo-
rowg o wybitnie przewleklym przebiegu, ktorg cechuje rozwdj
zmian proliferacyjnych ukladu limforetikularnego, prowadzacy
do przewlekiej limfocytozy tzw. forma leukemiczna i do zmian
guzowatych w weztach chtonnych i narzgdach wewnetrznych, co
okresla sie jako forme guzowatg (EBB). Czynnikiem etiologicz-
nym jest wirus biataczki bydta (Bovine leukemia Wn/s-BLV) zalicza-
ny do rodziny Retroviridae, klasyfikowany razem z wirusem HTLV
(Human T-Cell Leukemia Virus) w tzw. grupie HTLV-BLV. Walka
z chorobg polega na mozliwie wczesnym wykryciu zakazonych
zwierzat i wyeliminowaniu ich z hodowli. Stad straty spowodo-
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wane ebb sg ogromne zwazywszy, ze zakazenia dotyczg czesto krow najbardziej
cennych pod wzgledem uzytkowym i genetycznym. Stosowanie programoéw zwal-
czania EBB spowodowalo, ze jej wystepowanie, giéwnie w krajach europejskich jest
minimalne, jakkolwiek problemem jest likwidacja istniejgcych zakazen wirusem BLV.
Badania nad wystepowaniem EBB w Polsce wskazujg na nadal znaczne rozprzestrze-
nienie zakazen, obejmujace 10-70% poglowia, zwlaszcza na terenach zachodniej
i pétnocnej Polski.

W pracy oméwiono niektore zastosowania biotechnologii wykorzystywane w dia-
gnostyce zakazen BLV i prébach profilaktyki swoistej oraz zwigzane z mozliwo$cia-
mi uzyskania zwierzat opornych na zakazenie tym wirusem, jednak przedstawienie
tych zagadnien wymaga omowienia niektorych elementéw budowy i funkcjonowa-
nia genomu BLV oraz patogenezy wywotywanych przez niego zakazenh.

2. Budowa i funkcjonowanie genomu BLY

w potowie lat osiemdziesigtych wyizolowano kilka izolatow terenowych, a na-
stepnie uzyskano infekcyjne klony molekularne BLV, co zapoczgtkowato rozwéj ba-
dan nad tym wirusem (1). Genom BLV, wielkosci okoto 8,7 kb, podobnie jak genom
wszystkich retrowiruséw koduje strukturalne i enzymatyczne biatka z genéw gag,
pro, poi i env. Gen gag koduje trzy biatka pl5, p24 i pl2 biorgce udziat w budowie
kapsydu wirusa. Biatka te powstajg w wyniku ekspresji genomowego RNA i tworzg
tzw. antygen grupowoswoisty. Gen poi koduje dwa biatka o swoistej aktywnosci en-
zymatycznej: zalezng od RNA polimeraze DNA (odwrotng transkryptaze), ktora bie-
rze udziat w transkrypcji wirusowego RNA na DNA, ktéry w formie tzw. prowirusa
zostaje zintegrowany z genomem komorki gospodarza. Enzymem, ktory bierze udziat
w tej integracji jest drugie biatko, integraza. Gen pro koduje proteaze, bioracag
udziat w obrébce potranslacyjnej biatkowych prekursoréw (p45 i pi75) produktow
ekspresji gendéw gag i poi. Produktem ekspresji genu env, ktéry syntetyzowany jest
na bazie subgenomowego RNA, sg dwa biatka: glikoproteiny gp51 i gp30. Pierwsze
z nich jest podstawowym bialkiem otoczki wirusa odpowiedzialnym za rozpozna-
wanie receptoréw na powierzchni komérki i wspoéinie z gp30 tworzy kompleks wa-
runkujacy infekcyjnos$¢ wirusa in vivo. Genom BLV koduje ponadto co najmniej czte-
ry biatka regulacyjne: Tax, Rex, Rill i GIV z ktérych najwazniejsze dla replikacji wiru-
sa sa Tax i Rex, odpowiedzialne za wzmaganie ekspresji genéw BLV kierowanej
przez promotor zlokalizowany w LTR 5’ oraz za potranskrypcyjng kontrole ekspresiji
BLV. W zakazonych komérkach, w krotkim okresie po zakazeniu obserwuje sie ob-
nizong aktywnos¢ transkrypcyjng dotyczaca przede wszystkim mRNA gendéw Tax
i Rex i jej catkowity zanik w odniesieniu do mRNA genéw strukturalnych. Niemozli-
we jest réwniez wykazanie obecnosci kompletnych wirionéw czy syntezy biatek wi-
rusowych, jest to stan latencji, ktéremu towarzyszy permanentne blokowanie synte-
zy mRNA genow strukturalnych wirusa przy statej obecnosci prowirusowego DNA,
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zintegrowanego z genomem komorki. Wykazano, ze proces blokowania transkryp-
cji prowirusa zalezny jest od konstytutywnych czynnikéw obecnych w osoczu krwi
zakazonych zwierzat. Czynniki te, okre$lane jako PBB (plasma BLV blocking factor)
obecne sg w osoczu krwi zwierzat zakazonych BLV (2). Pomimo badar w tym kierun-
ku ciagle nieznana jest natura czynnikéw blokujacych. Niektére dane moga wskazy-
wagé, ze sg to zwigzki podobne do interleukin lub sg nimi produkty ekspresji genéw
kodujacych zespdl antygenéw zgodnosci tkankowej (BoLA).

Do niedawna sadzono, ze wirus BLV po zintegrowaniu z genomem gospodarza
jest catkowicie uspiony. Argumentem dla tego rodzaju wnioskdw byta m.in. niemoz-
nos¢ stwierdzenia obecnosci biatek wirusowych w zakazonych komérkach. Zastoso-
wanie bardzo czutych metod, jak np. RT-PCR w potgczeniu z sondami molekularny-
mi umozliwito jednak wykazanie in vivo obecnosci transkryptu BLV w bardzo nie-
wielkiej liczbie limfocytéw krwi. Przy zastosowaniu metod immunocytochemicz-
nych i przeciwcial monoklonalnych wykazano takze ograniczong ekspresje biatek
BLV w limfocytach B krwi obwodowej oraz w monocytach z obwodowych weztéw
chtonnych. Wykazanie ograniczonej replikacji wirusa BLV in vivo byto potwierdze-
niem wczesniejszych przypuszczen, gdyz w przeciwnym przypadku trudno bytoby
wyjasni¢ fenomen statej obecnosci przeciwciat dla BLV w przebiegu zakazenia. We-
dtug Heeney i wsp. (3) ekspresja BLV w komérkach obwodowych tkanek limfatycz-
nych ma charakter okresowych epizodoéw, co ttumaczyloby zjawisko okresowego
zanikania przeciwciat w surowicy krwi w przebiegu zakazenia. Ekspresja taka, z re-
strykcjg do okreslonej populacji komarek, jest jednak wystarczajgca do stymulowa-
nia produkcji przeciwciat, a monocyty sa populacja komorek, ktére funkcjonujg jako
komorki prezentujgce antygen i odpowiedzialne sg za utrzymywanie replikacji wiru-
sa na niskim poziomie.

Spektrum zakaznosci BLV w odniesieniu do réznych typéw komoérek jest dosyc¢
szerokie i uwzglednia monocyty, makrofagi, komorki epitelialne, jakkolwiek w prze-
biegu choroby obserwuje sie gtéwnie prolioferacje limfocytow B o fenotypie CD5-I-.
Zmiany nowotworowe o0 charakterze guzowatym dotyczg tylko niewielkiego odset-
ka zakazonego bydta (okoto 10%), jednak wiekszos$¢ wykazuje objawy wysokiej lim-
focytozy. Dotychczas mato poznane sg mechanizmy molekularne i komérkowe do-
prowadzajgce do niekontrolowanego rozplemu limfocytéw B. Ostatnio w uzyska-
nych danych wskazuje sie na udziat biatek regulacyjnych BLV rozregulowujgcych
mechanizmy kontrolujgce podziat komorki oraz znaczacg role niektorych cytokin
(IFN, IL-10, IL-6), zwlaszcza w rozwoju przewlekiej limfocytozy.

3. Opracowanie i doskonalenie testéw diagnostycznych
Przetomem w badaniach nad opracowaniem nowych testéw w diagnostyce EBB

bylo wyizolowanie w 1969 r. wirusa biataczki bydta i otrzymanie na poczatku lat sie-
demdziesigtych linii komoérek nerki ptodu owczego, kokultywowanych limfocytami
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krowy biataczkowej (komorki FLK-BLV) (4). Linia ta jest obecnie najczesciej wykorzy-
stywana do uzyskiwania wirusa korpuskularnego jak i jego bialek. Konsekwencjg
uzycia wirusa BLV jako antygenu bylo opracowanie szeregu testéw diagnostycz-
nych, gtéwnie typu ELISA, powszechnie akceptowanych i stosowanych w diagnosty-
ce serologicznej EBB. Mankamentem takich testow bylo czeste wystepowanie reak-
cji nieswoistych, generowanych przez biatka surowicy cielecej dodawane jako sktad-
nik podtoza hodowlanego w hodowli komérek FLK-BLV. Uzycie monoklonalnych
przeciwciat (Mabs) skierowanych przeciw epitopom na biatku gp51 znacznie ograni-
czyto wystepowanie tego typu reakcji. Posréd osmiu obecnych epitopdw, trzy okre-
Slane jako F, G, Fl majg zdolno$¢ neutralizowania wirusa i sg najczesciej wykorzysty-
wane do immobilizacji antygenéw BLV w tzw. immunocapture ELISA (5). Druga mozli-
woscig wykorzystania Mabs jest ich bezposrednie znakowanie enzymem, zwykle pe-
roksydazg i uzycie w testach okreslanych jako competition ELISA. Testy te, bez ko-
niecznosci stosowania gatunkowo swoistych koniugatéw, cechuje duza czuto$¢ i wy-
jatkowo wysoka swoisto$¢. Ostatnia generacja testéw ELISA uwzglednia wykorzy-
stanie podwojnych Mabs, skierowanych przeciw epitopom biatka gp51 oraz przeciw
bydlecym immunoglobulinom klasy IgGI. Te ostatnie po znakowaniu enzymem sta-
nowig wyjatkowo swoisty koniugat.

Czeste kiopoty z prowadzeniem linii FLK oraz potrzeba uzyskiwania duzych ilo-
§ci czystych biatek antygenowych zmusity niektérych badaczy do badan nad uzyska-
niem bialek rekombinowanych BLV. Zwykle byly to biatka rdzenia lub otoczki wiru-
sa, bedgce produktami ekspresji gendéw env i gag, majace charakter biatek fuzyjnych,
syntetyzowanych przez komorki E. coli (6-8). Nie znalazly one jednak szerszego za-
stosowania, nie liczac kilku prac potwierdzajacych ich przydatno$¢ w metodzie We-
stern biot, proponowanej przez niektérych autoréw jako potwierdzajacy test serolo-
giczny dla EBB. Wigze sie to z faktem, ze w warunkach denaturujgcych towarzy-
szgcych SDS-PAGE epitopy F, G, Fl na biatku gp51, bedace epitopami konformacyjny-
mi, ulegajg destrukciji.

Stosowanie metod serologicznych nie wyczerpuje mozliwosci diagnostyki EBB.
Biorac pod uwage wybitnie latentny przebieg zakazenia BLV podstawowego znacze-
nia nabiera wykrywanie prowirusowego DNA. W pierwszym okresie przydatne w tym
zakresie okazaly sie metody hybrydyzacji DNA wykorzystujgce r6zne fragmenty pro-
wirusowego DNA-BLV stuzace, po znakowaniu izotopem fosforu P! sonda do
hybrydyzacji typu Southerna (9). jednak diugotrwata procedura i koniecznosé pracy
z izotopami wyeliminowaty te metody jako mozliwe do zaakceptowania w diagno-
styce. Nowe mozliwosci stworzyta natomiast metoda PGR. Do tej pory opisano licz-
ne modyfikacje tej metody w odniesieniu do wykrywania DNA-BLV uwzgledniajgce
pojedynczg amplifikacje, nested PGR, semi-nested PGR oraz RT-PCR (10). Stosowano
primery pozwalajgce na amplifikacje fragmentéw zlokalizowanych w réznych regio-
nach genomu BLV, jednak najczesciej wybierano te z obszaru genu env. Wiaze sie to
z faktem wysokiej konserwatywnosci genu env wynikajacej z lokalizacji sekwenciji
kodujacych epitopy na biatku otoczki, istotne dla replikacji i infekcyjnosci wirusa.
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Ciekawg modyfikacjg jest mozliwos¢ ilosciowej oceny produktow amplifikacji pro-
wirusowego DNA, mozliwa przez zastosowanie metody PCR-ELISA (11). W celu pod-
wyzszenia swoistosci i czutosci amplifikacji, co jest pewnym mankamentem techniki
PCR, zwlaszcza w odniesieniu do badania materiatlu terenowego, stosowane sg roz-
ne sondy molekularne, w ktérych najczesciej stosuje sie znakowanie digoksygening
lub biotyng (12).

Z diagnostycznego punktu widzenia istotna jest ocena czutosci techniki PCR. Z ba-
dan Kettmanna i wsp. (13) wynika, ze w limfocytach krwi obwodowej BLV-DNA pozo-
staje zintegrowany w niewielkiej liczbie kopii, od 1-4 na diploidalny genom, i ze moz-
na wykazac¢ go w 25-40% komoérek. Wykazano rOéwniez, ze u zwierzat z aleukemiczng
forma biataczki jedynie w 0,01% limfocytéw mozliwe jest wykazanie obecnosci prowi-
rusa. Zrozumiate jest, ze przy tak niskiej czestotliwosci wystepowania prowirusa,
mozliwos¢ jego wykrywania w pojedynczych komdérkach musi by¢ brana pod uwage
jako kryterium wykorzystania PCR w diagnostyce zakazen wirusem BLV. Taka mozli-
wos$¢ metody PCR zostata wykazana przez licznych badaczy, ktorzy potwierdzili obec-
no$¢ DNA-BLVjuz przy amplifikacji | pg genomowego DNA (14,15). Jacobs i wsp. (16)
oraz Eaves i wsp. (17) w badaniach przeprowadzonych na materiale izolowanym od
bydta naturalnie zakazonego BLV wykazali, ze metodg PCR mozna wykry¢ od 7,2-15,4%
wiecej zakazonych zwierzagt niz bytoby to mozliwe przy zastosowaniu metod serolo-
gicznych, co okresla¢ moze zasieg wystepowania zakazen latentnych. Nie zawsze jed-
nak wystepowanie odczynow serologicznych koreluje z obecnoscig prowirusowego
DNA. Cockerell i wsp. (18) oraz Miller i wsp. (19) wykazali, ze pula limfocytow krwi
bydta w ktérych wystepuje ekspresja biatek wirusowych zwiera mition razy wiecej pro-
wirusa, niz limfocyty w ktdrych brak jest ekspresji biatek BLV. Dlatego niepowodzenie
w wykrywaniu prowirusa u zwierzat serologicznie dodatnich mozna odnies¢ do niewy-
starczajgcej liczby kopii DNA-BLV, dostepnych w metodzie PCR. Wedtugjacobsa i wsp.
(16), co najmniej dwie inne przyczyny moga by¢ brane pod uwage przy interpretacji
réznic pomiedzy wystepowaniem swoistych przeciwciat i brakiem prowirusowego
DNA. Jedng z nich moze by¢ brak prowirusa w limfocytach krwi obwodowej, a jego
obecnos¢ ograniczajgca sie do narzadéw limfatycznych. Heeney i wsp. (3) wykazali
czeste wystepowanie prowirusa w komérkach weztéw chtonnych zakazonych zwie-
rzat oraz ograniczong ekspresje biatek wirusowych. Komoérki te mogtyby funkcjono-
waé jako komorki prezentujgce antygen, dzieki czemu mozliwa jest ciggla synteza
przeciwcial. Klintevall i wsp. (20) badajgc wystepowanie prowirusowego DNA w na-
rzadach zakazonych BLV cielgt wykazali obecno$¢ prowirusa w Sledzionie, podczas
gdy nie byto to mozliwe w limfocytach krwi obwodowej. Jako druga przyczyne uw-
zglednia sie wystepowanie defektywnych prowiruséw. Wedtug Willemsa i wsp. (21)
stanowig one okoto 30% wszystkich form DNA-BLV izolowanych od zakazonych zwie-
rzat, przy czym delecja, podobnie jak w przypadku wirusa HTLV-1 dotyczy najczesciej
konca 5' genomu. Poniewaz w tym koncu zlokalizowane sg takze sekwencje regulato-
rowe dla gendw strukturalnych wirusa, trudno jest oceni¢ na ile mozliwa jest synteza
biatek BLV i indukcja odpowiedzi immunologicznej.
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4. Préby immunoprofilaktyki swoistej przeciw BLV

Podjecie badan nad opracowaniem swoistej szczepionki przeciw BLV wynikato
z potrzeby zastosowania jej na terenach, gdzie zakazenia BLV wystepujga u znacznej
liczby zwierzat w celu ograniczenia siewstwa wirusa, a takze z potrzeby rozwiniecia
modelu biologicznego przydatnego do analogicznych badan nad wirusem HTLV-1
u ludzi. Podkresli¢ nalezy, ze wiekszos¢ tych badan wykonano przy uzyciu owiec,
ktére ze wzgledu na wysoka wrazliwos¢ na zakazenie BLV i mozliwosé diugotrwatych
obserwacji s3 dogodnym modelem biologicznym.

Pierwsze préby uzyskania szczepionki miaty na celu indukcje syntezy przeciw-
ciat neutralizujgcych wirus, skierowanych gtéwnie przeciw glikoprotenie gp51. jako
immunogen wykorzystano inaktywowane formaling lub promieniami UV wiriony
uzyskane z linii komérkowej FLK, zakazonej BLV oraz wiriony poddane lizie deter-
gentem Triton X-100, podawane z kompletnym adiuwantem Freunda lub adiuwan-
tem olejowym (22,23). We wszystkich tych przypadkach uzyskano odpowiednio wy-
sokie miano przeciwciat, wystarczajagce do zapewnienia trwajgcej przez kilka mie-
siecy odpornosci, po czelendzu infekcyjnymi czastkami wirusa. Na podkreslenie
zastugujg analogiczne prace prowadzone w Polsce w ktorych wykazano, ze czelendz
dawkg wirusa w postaci 2,5 x 10" komérek FLK powodowat przetamanie odporno-
§ci po immunizacji owiec przy uzyciu wirusa atenuowanego promieniami UV (24).
Nie wykluczato to jednak faktu, ze w warunkach terenowych szczepionka taka moze
zapobiega¢ siewstwu wirusa.

Proby zastosowania immunogenéw nie wirusowych polegajace na inokulacji za-
kazonych komdrek miaty na celu pobudzenie mechanizméw odpornosci komérko-
wej, gtownie cytotoksycznych limfocytow T, skierowanych przeciw antygenom na
powierzchni zakazonych komérek. Wymieni¢ tu nalezy zastosowanie fibroblastow
owczych transformowanych BLV (linia SF-28) (25), uodparnianie za pomoca komoérek
owczych NP-2 transfekowanych materiatem genetycznym BLV (26), czy tez uzycie fi-
broblastow mysich (komorki 3T3) transfekowanych plazmidem zawierajagcym gen
env wirusa BLV (27). We wszystkich tych przypadkach komérki uzyte do immunizacji
powodowaly ditugotrwatg obecnos¢ przeciwciat neutralizujgcych i okresowg odpor-
no$¢ komorkowa, jednak mankamentem byt brak mozliwosci odréznienia zwierzat
szczepionych od naturalnie zakazonych na podstawie testow wykrywajacych prze-
ciwciata przeciw glikoproteinie gp51. Dlatego na uwage zastuguje zastosowanie ko-
morek limfoblastoidalnych BL-3 pochodzgcych od krowy chorej na biataczke spora-
dyczng, w przypadku ktorej wykluczono wirusowg etiologie, jednak odpornos¢ uzy-
skana u cielgt immunizowanych komérkami BL-3 z dodatkiem wodorotlenku glinu,
jako adiuwantu, byta staba i krotkotrwata (28). Uzycie adiuwantdw moze w istotny
spos6b modulowa¢ immunogenne wiasciwosci wirusa BLV. Przyktadem jest zastoso-
wanie ISCOM, preparatu zawierajacego glikozyd Quail A, ktdry za pomocg regionow
dostepnych dla hydrofobowych domen biatek wirusowych utatwia tworzenie kom-
pleksow z tymi biatkami. Zastosowanie ISCOM do prezentacji antygenu gp51 wyka-
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zalo istotnie wiekszg odpowiedz immunologiczng niz podawanie samego biatka
(29).

Rozwdéj metod inzynierii genetycznej umozliwit rozwdj nowych strategii w opra-
cowywaniu szczepionek przeciw zakazeniom wirusem BLV. Przede wszystkim poja-
wita sie moztiwos¢ operowania poszczegdinymi biatkami wirusa, a nie kompletnymi
wirionami czy zakazonymi komérkami, co wigazato sie z niebezpieczernstwem wpro-
wadzenia do organizmu genow czy tez produktéw biatkowych odpowiedziatnych za
proces leukemogenezy. W badaniach tych, ze zrozumiatych wzgtedéw, koncentro-
wano sie na genie env BLV i produktach jego ekspresji, tj. gtikoproteidach gp 51
i gp 30. Najwieksze znaczenie mialy tu préby z klonowaniem genu env do wektora
wirusa krowianki i wykorzystania takiego konstruktu w postaci rekombinowanego
wirusa (30). Po podaniu immunizowanym owcom wirusa BLV w postaci krwi zaka-
zonych zwierzat jedynie osobniki immunizowane komptetnym produktem ekspres;ji
genu env, a nie jego podjednostkami (gp 51 lub gp30) uzyskaly odpornos¢. Badania
z wykorzystaniem rekombinantéw uzytych do immunizacji oraz syntetycznych pep-
tydéw pozwolity na precyzyjne zlokatizowanie epitopéw warunkujacych dziatanie
limfocytow CD4 i CD8. Potwierdzono w nich mozliwo$¢ catkowitej eliminacji wirusa
niezateznie od obecnosci przeciwciat neutralizujgcych (30). Celem kolejnych do-
Swiadczen byto uzyskanie szczepionki w oparciu na mutantach catego wirusa, ktére
bedac infekcyjne i immunogenne, pozbawione byly patogennego potencjatu. Przy-
ktadem moze by¢ skonstruowanie zdolnego do replikacji in vivo mutanta BLV pozba-
wionego gendw regulatorowych (Tax i Rex), w ktérym ekspresja genéw kodujacych
biatka immunogenne jest pod kontrotg promotora mysiego wirusa martwicy nerek
(31). Wielce obiecujgce sg wyniki stosowania szczepionki skonstruowanej na bazie
infekcyjnego kionu motekularnego w ktérym, poprzez mutacje w regionie R3 i R4
bgdZz mutacje polegajgce na zmianie sekwencji kodujgcej motyw prolinowy biatka
gp30, Linieczynniono patogenne dziatanie prowirusowego DNA przy zachowanej in-
fekcyjnosci (32,33). Na wspomnienie zastuguje koncepcja zastosowania szczepionki
Lterapeutycznej” polegajgca na immunizacji zwierzat wirusem krowianki, zawie-
rajgcym gen tax (34). Proces taki powodowatby aktywacje replikacji wirusa w zaka-
zonych komédrkach. W efekcie prowadzitoby to do zwiekszonej ekspresji biatek wi-
rusowych na powierzchni komorek i ich tepszej prezentacji dta komorek uktadu im-
munologicznego.

5. Selekcja zwierzat naturalnie opornych na zakazenie BLV

w wieloletnich obserwacjach réznych ras bydta wykazano, ze pomimo faktu en-
demicznego wystepowania biataczki w stadzie cze$¢ osobnikéw pozostaje oporna
na zakazenie i rozwdj choroby, co moze mie¢ zwigzek z genetycznie uwarunkowang
opornoscig. Wysitki w tym zakresie koncentrowaly sie na okresteniu zwigzku po-
miedzy wrazliwoscig na zakazenie wirusem, a takze sktonnoscig do wystepowania
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przewlekiej limfocytozy z wystepowaniem gendéw kodujacych antygeny gtéwnego
uktadu zgodnosSci tkankowej (MHC), okreslonych u bydta Jako uktad BoLA. Podobnie
Jak MHC, ukfad BoLA dzieli sie na dwa regiony, BoLA-A i BoLA-D, kodujace biatka an-
tygenowe klasy ! i Il. Region BoLA-D obejmuje pojedyncze geny DOB i DRA, trzy lub
wiecej genéw DRB i zmienng liczbe genéw DQC (35). Geny regionu BoLA-D wyka-
zuja duzy polimorfizm, stad komorki Jednego osobnika moga wytwarzaé, zaleznie
od dziedziczenia alleli, duzg liczbe antygendw klasy 1L

Badania nad wystepowaniem alleli zwigzanych z wieksza opornoscig na zakaze-
nie BLV wykazaly, ze obecnos$¢ allelu kodujgcego antygen W8.1 byla istotnie
(p<0,001) negatywnie sprzezona z wystepowaniem przeciwciat dla biatka gp51,
podczas gdy wystepowanie allelu W12.1 tgczyto sie istotnie z serokonwersjg u tych
zwierzat. Dodatnie odczyny serologiczne u kréw z obecnoscig antygenu W8.1 noto-
wane byly tylko u 24%, podczas gdy swoiste przeciwciala u kréw z antygenem
W12.1. obserwowano az u 97% zwierzat. Wykazano takze, ze serokonwersjg u osob-
nikdw posiadajgcych antygen W8.1 wystgpita Srednio 6 miesiecy p6zniej, niz u krow
z innym genotypem BoLA. W wyjasnieniu roli allelu W8.1 w wiekszej opornosci na
zakazenie BLV prawdopodobne. Jak sie wydaje. Jest przyjecie zatozenia odnoszace-
go wystepowanie antygenu W8.1 z blokowaniem replikacji wirusa BLV na poziomie
transkrypcji prowirusowego DNA. Wykazano, ze w osoczu krwi i chionki zakazo-
nych zwierzat znajduja sie czynniki blokujgce transkrypcje BLV, i ze moga nimi by¢
produkty ekspresji genéw zwigzanych z uktadem BoLA (36).

W przeprowadzonych podobnych badaniach wykazano, ze oporno$¢ na wystgpie-
nie przewlektej limfocytozy u bydta rasy Holstein zwigzana Jest z wystepowaniem alleli
kodujgcych antygeny DRB3.2*11, *23 i *28 (37). Wyniki te zostaty potwierdzone
w pézniejszych badaniach przeprowadzonych przez Sulimowa i wsp. (38) oraz Za-
nottiego i wsp. (39) na krowach rasy Black Pied. W dalszych badaniach usitowano wy-
jasni¢ molekularne podtoze opisanej zaleznosci. Analiza struktury pierwszorzedowej
czgsteczki DRB3.2, wydedukowanej z sekwencji nukleotydowej egzonu 2 genu
DRB3.2 wykazala, ze wszystkie antygeny kodowane przez allele zwigzane z oporno-
Scig na PL posiadaly motyw ER (glutamina-arginina) w pozycji 70-71 taricucha P biatek
klasy 11. Poniewaz aminokwasy te moga by¢ czescig miejsca wigzania obcych antyge-
now (glikoproteidy otoczki wirusa BLV) przez biatka klasy Il przyjeto, ze obecnosc
tych wtasnie aminokwasow umozliwia prezentacje biatek wirusowych limfocytom T
i wyzwala mechanizmy komdrkowe (cytotoksyczne limfocyty T, ADCC) prowadzace
do destrukcji komérek zakazonych wirusem BLV. Trudno przecenia¢ role takich ba-
dan w selekcjonowaniu zwierzgt opornych na zakazenie BLV czy tez rozwdj formy PL
biataczki. Poniewaz Jednak 70% osobnikéw z formg PL rozwija forme guzowata bia-
taczki, oznaczanie markeréw genetycznych warunkujacych wysokie ryzyko wystagpie-
nia formy PL moze mie¢ znaczenie prognostyczne w zwalczaniu EBB.

Nowy, obiecujacy krok w kierunku uzyskania zwierzat opornych na zakazenie
BLV zwigzany Jest z mozliwoscig uzyskiwania zwierzat transgenicznych. Rozwaza
sie mozliwos¢ wprowadzenia. Jako transgenu, rybozymu specyficznie ukierunkowa-
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nego na sekwencje tax/rex wirusowego mRNA, odgrywajacg podstawowg role w re-
plikacji wirusa BLV. Aktywnos$¢ katalityczng takiego rybozymu, ktérego ekspresja
regulowana byta przez promotor wirusa RSV, potwierdzono w zakazonych BLV ko-
mérkach ptuc nietoperza w ktérych zanotowano obnizenie aktywnosci odwrotnej
transkryptazy o 90% (40). Sukcesem zakohczyly sie takze proby uzyskania pokolenia
krolikow transgenicznych, w komérkach ktorych potwierdzono obecnosé sekwenciji
rybozymu (41). Nieznana jest jednak ochronna warto$¢ ekspresji rybozymu w wa-
runkach doswiadczalnego zakazenia BLV.

W Swietle tych wynikbw mozna przyja¢, ze opornos¢ na rozwoj zakazenia BLV,
jak i wystgpienie przewlekiej limfocytozy zwigzane jest z obecnoscig okreslonego
uktadu BoLA. Prowadzone badania powinny zmierza¢ w kierunku mozliwosci iden-
tyfikacji i selekcji buhajow wykorzystywanych do rozrodu, posiadajacych odpowied-
ni uklad BoLA.
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