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ABSTRACT

Soeyoko and Sri Sumarni — Characterization of a monoclonal antibody against surface coat of infective larvae of
Brugia malayi.

Malayan filariasis is an important public health problem in Indonesia. A diagnosis of filariasis is normally
based on clinical, parasitological and immunological examinations but the methods have limitations.

There is an urgent need to improve immunodiagnostic techniques for malayan filariasis using monocional
antibodies to detect circulating antigen. Recently, many types of monoclonal antibodies have been
produced following immunization of mice with various stages of filarial antigens. Those monocional
antibodies have different characteristics.

The objective of this study was to explore the characteristic of speclflc monoclonal antibodies against lhe
surface coat of infective stages ot Brugia malayi larvae.

This monoclonal antibody recognized antigen of 40.000 MW protein which is present among the antigens of
surface coat of Brugia malayi larvae, as detected by an immunoblotting technique. Classification using
ELISA techniques indicates that those antibodies are IgGs, IgGz, and IgGa subclasses. In addition, these
antibodies also demonstrate a low level reactivity with surtace antigen of Brugia pahangi, Ascaris

lumbricoides and hookworm.
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PENGANTAR

Filariasis malayi merupakan masalah kesehat-
an masyarakat yang penting di Indonesia. Diag-
nosis filariasis malayi berdasarkan hasil pemerik-
saan klinis, parasitologis dan serologis banyak
kelemahannyal.

Dalam era bioteknologi ada peluang untuk
mengembangkan diagnosis filariasis, dengan pen-
dekatan imunodiagnosis modem (baru), menggu-
nakan teknik ELISA dan dot-blot yang dapat
mendeteksi antigen yang beredar dalam serum
penderita. Teknik tersebut memerlukan antibodi
monoklonal yang spesifik terhadap B. malayi.

Soeyoko & Sri Sumarni, Department of Parasitology, Faculty of
Medicine, Gadjah Mada University, Yogyakarta, Indonesia.

Pengembangan antibodi monoklonal untuk
diagnosis filariasis malayi telah banyak dilakukan
oleh peneliti-peneliti sebelumnya. Masing-masing
peneliti menggunakan antigen yang berbeda-beda
(crude antigen stadium larva, antigen stadium
mikrofilaria) untuk menginduksi sel limfosit men-
cit sebelum difusikan dengan sel micloma. Anti-
bodi monoklonal tersebut mempunyai karakter
yang berbeda tergantung dari antigen yang diper-
gunakan. Antibodi monoklonal dari crude antigen
stadium larva mengenal berbagai fraksi protein
(epitop) dengan berat molekul: 36, 52, 67 dan 80
kD dan masih bereaksi silang dengan nematoda
lainnyaz.

Penelitian ini bertujuan mengetahui karakter
antibodi monoklonal dari selubung larva infektif
B. malayi tentang: klasifikasi, titer, epitop, spe-
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sifikasi dan mengetahui kemampuannya untuk
mendeteksi antigen beredar dalam serum hewan
coba.

BAHAN DAN CARA

Antibodi monokional

Penelitian ini menggunakan antibodi mono-
klonal yang belum mumni (dalam cairan asites
mencit). Antibodi monoklonal tersebut diperoleh
dengan cara memfusikan limfosit mencit Balb/c
yang telah diimunisasi selubung larva B. malayi,
dengan sel mieloma.

Pemurnian antibodi monokional

Antibodi monoklonal dalam cairan asites se-
belum dikarakterisasi perlu dimurnikan lebih da-
hulu oleh karena masih tercampur dengan protein
lain seperti albumin, transferin dan feritin. Untuk
memisahkan imunoglobulin dari berbagai macam
protein tersebut di atas dapat dilakukan dengan
kromatografi kolom hidroksilapetit™.

Klasifikasi antibodi monoklonal

Sub-kelas antibodi monoklonal ditetapkan de-
" ngan cara ELISA, menggunakan mouse typer sub
iso typing kit.

Penetapan titer antibodi monoklonal

Titer antibodi monoklonal dapat diperiksa de-
ngan cara ELISA. Protein selubung filaria di-
absorpsikan pada ELISA plate kemudian diinku-
basikan dengan antibodi mon(o)klonag den§an
pengenceran bertingkat (10x, 107x, 107x, 107x).
Tingginya titer antibodi dapat diketahui sesuai
dengan tingkat pengenceran tertinggi yang masih
menunjukkan reaksi positif.

Analisis epitop protein selubung filaria
Untuk mengetahui epitop yang dikenal anti-
bodi monoklonal, dilakukan dengan:

a. Imunobloting. Penguraian protein selubung
filaria dilakukan dengan SDS-PAGE. Fraksi-
fraksi protein tersebut kemudian dipindahkan
ke membran nitroselulose, selanjutnya di-
inkubasikan dengan antibodi monoklonal
spesiﬁk4‘5. '

b. Immunogold labelling. Untuk melihat bagian
dari cacing filaria yang dikenal antibodi mo-
noklonal, cacing filaria dipotong ultra tipis
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dengan Reichert FC4 cryokammer. Kemu-
dian diinkubasikan berturut-turut dengan
antibodi monoklonal selama satu jam dan
anti mouse lgG-gold, preparat divisuali-
sasikan dengan mikroskop elektron®.

Spesifikasi antibodi monoklonal

Untuk mengetahui spesifikasi antibodi mono-
klonal dilakukan dengan cara ELISA. Beberapa
macam antigen nematoda (B. malayi, B. pa-
hangi, A. lumbricoides, Hookworm) diabsorp-
sikan pada ELISA plate, kemudian diinkubasikan
dengan antibodi monoklonal. Jika spesifik maka
hanya sumuran yang dilapisi antigen B. malayi
yang timbul wama.

Uji kemampuan antibodi monoklonal mengi-
kat antigen beredar dalam serum hewan coba
gerbil yang diinfeksi filaria dilakukan dengan
teknik dot-blot .

HASIL PENELITIAN

Pemurnian antibodi monoklonal

Cairan asites mencit yang mengandung imu-
noglobulin, albumin dan transferin setelah di-
mumikan dengan kromatografi kolom hidrok-
silapetit terdiri dari beberapa fraksi protein asites.
Setelah dilihat dengan spektrofotometer dapat di-
gambarkan sebagai grafik dengan tiga puncak.
Dengan cara elektroforesis dan ELISA dapat di-
tunjukkan bahwa puncak 1 & 2 merupakan fraksi
protein asites yang mengandung albumin (tabung
no. 3 s/d no. 9), sedang puncak 3 mengandung
imunoglobulin yang telah mumi (tabung no. 14
s/d no. 22) (GAMBAR. 1, 2 dan 3).
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GAMBAR 1. - Grafik hasil kromatografi dari asites setelah
dimumikan dan dilihat dengan spektrofotometer mempunyai
tiga puncak.
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GAMBAR 2. — Grafik hasil pemeriksaan imunoglobulin

fraksi protein dengan cara ELISA Puncak 1&2: tidak me-

ngandung imunoglobulin Puncak 3 : mengandung imuno-

globulin.

GAMBAR 3. - Hasil elektroforesis fraksi protein asites
Protein baku
Albumin
Albumin + imunoglobulin
Albumin (sedikit) + imunoglobulin
Imunoglobulin:H - heavy chain

L - light chain
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Klasifikasi dan titer antibodi monoklonal

Pada penelitian ini diperoleh 15 klon hibrid
tetapi yang menghasilkan antibodi hanya 4 klon
(Fsc 4, Fsc 6, Fsc 11 dan Fsc 15). Antibodi mono-
klonal yang dihasilkan termasuk sub-kelas 1gGi
rantai kappa (dua klon ), IgGap rantai kappa (satu
klon) dan IgG3 rantai kappa (satu klon). Dari
ketiga macam sub-kelas imunoglobulin tersebut
yang paling ting F titemya IgG) karena dengan
pengenceran 10'x masih menunjukkan reaksi
positif dengan protein selubung filaria B, malayl
(TABEL 1 dan GAMBAR 4).

TABEL 1. ~ Klasifikasi antibodi monoklonal

Anti-Ig Antibodi monoklonal

Fsc4 Fsc6 Fsell Fsc 15

Anti IgG) + + - -
Anti IgGaa - - - -
Anti IgGap - - - +
Anti IgG3 - - + -
Anti IgM - - - -
Anti IgA - - - -
Anti kappa + + + +
Anti lamda - - - -

0D 492

IANN
10x 100x 1000x 10.000x 100.000x

GAMBAR 4. — Grafik hasil penetapan titer antibodi mono-
klonal dengan cara ELISA.

Epitop protein selubung B. malayi yang dike-
nal antibodi monoklonal

Antibodi monoklonal yang dihasilkan menge-
nal fraksi protein dengan berat molekul 40 kD
(GAMBAR 5). Dengan immunogold labelling
dan dilihat dengan mikroskop elektron antibodi
monoklonal tersebut dapat bereaksi spesifik de-
ngan selubung filaria B. malayi (GAMBAR 6).

GAMBAR 5. ~ Fraksi protein selubung filaria yang dikenal
antibodi monoklonal: 40 kD.
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GAMBAR 6. - Antibodi monoklonal bereaksi spesifik de-
ngan selubung filaria B. malayi. (Perbesaran 1400x)

Spesifikasi antibodi monoklonal

Antibodi monoklonal yang dihasilkan bereak-
si dengan antigen B. malayi dengan cara ELISA
menunjukkan optical density lebih tinggi jika
dibanding dengan antigen nematoda lain seperti:
antigen B. pahangi, A. lumbricoides dan Hook-
worm (TABEL 2).

TABEL 2. - Reaksi imunologis antibodi monoklonal de-
ngan berbagai macam antigen nematoda yang diperiksa de-
- ngan cara ELISA

Antibodi optical density antigen
monoklonal h
Bm . Bp Al Hw
Fsc4 1.538 ~0.867 0.432 0.456
"Fsc 6 1.768 0.765 0.358 0412
Fscl1l - . 1.563 0.378 0.325 0.368
Fsc 16 "1.658 0.752 0463 0.431

Optical density dibaca pada panjang gelombang: 492 nm
Optical density kontrol negatif: 0.365 + 0.076

Fsc: filarial surface coat

Bm : B.malayi Al : A.lumbricoides

Bp : B.pahangi Hw : Hookwomn

Uji kemampuan antibodi monoklonal untuk
deteksi antigen beredar dalam serum hewan
coba gerbil yang diinfeksi filaria B. malayi

Dengan teknik dot-blot dapat ditunjukkan
bahwa antibodi monoklonal mampu mengikat
antigen beredar dalam serum gerbil yang diinfeksi
filaria dan tidak menunjukkan reaksi dengan
serum gerbil normal (GAMBAR 7).
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GAMBAR 7. — Hasil pemeriksan antigen beredar dalam se-
rum hewan coba yang diinfeksi filaria dengan teknik dot-
blot. '

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini telah berhasil dibuat empat
macam antibodi monoklonal filaria B. malayi dari
selubungnya sebagai antigen (Fsc 4, Fsc 6, Fsc 11
dan Fsc 16). Tetapi hanya ada satu macam anti-
bodi monoklonal (Fsc 11) yang mempunyai ka-
rakter mengenal satu macam fraksi protein yaitu
40 kD, sedang antibodi monoklonal yang lain
masih mengenal beberapa fraksi protein, di sam-
ping itu dengan immunogold-labelling dapat di-
tunjukkan bahwa antibodi monoklonal tersebut
benar-benar spesifik terhadap selubung filaria.
Karakter yang lain dari antibodi monoklonal
tersebut adalah termasuk sub-kelas IgG1, IgGay,
1gG3 dan terbukti dapat mengikat antigen beredar
dalam serum hewan coba yang diinfeksi filaria
malayi dan masih bereaksi lemah dengan protein
B. pahangi, A. lumbricoides dan Hookworm. De-
ngan cara ELISA dapat ditunjukkan bahwa de-
ngan antigen B. malayi bereaksi lebih kuat (op-
tical density antara 1.538 - 1.768) jika dibanding-
kan dengan antigen nematoda yang lain. Dengan
antigen nematoda yang lain, optical density ren-
dah antara 0.325 - 0.867. B. pahangi bereaksi
lebih kuat dari pada nematoda intestinal. Karena
B. pahangi dengan B. malayi termasuk nematoda
jaringan dan satu genus, kemungkinan besar
mempunyai pola protein yang sangat mirip satu
sama lainnya. Dari keempat macam antibodi
monoklonal yang dihasilkan, Fsc 11 mempunyai
spesifitas terhadap B. malayi lebih unggul jika
dibandingkan dengan antibodi monoklonal
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lainnya. Antibodi monoklonal Fsc 11 hanya
bereaksi positif dengan antigen B. malayi sedang
dengan antigen nematoda lainnya bereaksi
negatip. .Hal ini dapat dijelaskan dengan cara
ELISA bahwa Fsc 11 mengikat antigen B. malayi
dengan OD: 1.563, antigen B. pahangi OD: 0.378,
antigen A. lumbricoides OD: (0.325 dan dengan
antigen Hookworm OD: 0.368, sedang OD
kontrol negatif 0.365 + 0.076.

Pembuatan antibodi monoklonal filaria B.
malayi sebenamya telah banyak dilakukan oleh
peneliti-peneliti sebelumnya. Masing-masing pe-
neliti menggunakan antigen yang berbeda-beda
untuk menginduksi sel limfosit mencit sebelum
difusikan dengan sel mieloma, sehingga diperoleh
antibodi monoklonal yang berbeda-beda karak-
temya. Antibodi monoklonal dari crude antigen
stadium larva infektif (L3) filaria B. malayi yang
diperoleh dengan cara sonikasi, mempunyai sifat
mengenal beberapa fraksi protein dengan berat
molekul: 36, 52, 67 dan 80 kD% Antibodi mono-
klonal yang lain diperoleh dari antigen stadium
mikrofilaria B. malayi™”. Antibodi monoklonal
yang dihasilkan mempunyai sifat-sifat: protektif
terhadap mikrofilaria dan mengenal beberapa
fraksi protein dengan berat molekul: 70, 75 dan
110 kD. Peneliti lain membuat antibodi mono-
klonal dari protein selubung larva infektif B.
pahangi sebagai antigen untuk menginduksi sel
limfosit mencit . Antibodi monoklonal yang di-
hasilkan sifatnya belum spesifik karena masih
adanya reaksi silang dan masih mengenal protein
stadium larva B. pahangi maupun B. malayi.
Akhir-akhir ini juga ada peneliti yang telah
berhasil membuat antibodi monoklonal dari
selubung mikrofilaria filaria non-limfatik (Oncho-
cerca). Temyata antibodi monoklonal tersebut
- mengenal fraksi protein 14, 92 kD dan masih
bereaksi silang dengan protein filaria limfatik
lainnya“.

KESIMPULAN

Antibodi monoklonal spesifik selubung larva
stadium infektif B. malayi mempunyai ciri
sebagai berikut:

I. termasuk sub-kelas IgGj, IgG2b. dan IgG3
2. antibodi monoklonal Fsc 11 mengenal satu

-~ macam fraksi protein dengan berat molekul

40kD ‘

3. antibodi monoklonal Fsc 11 hanya bereaksi
spesifik dengan protein B. malayi, sedang
lainnya bereaksi dengan protein B. pahangi,
A. lumbricoides dan Hookworm dengan OD
rendah.

4. Dapat diaplikasikan untuk mendeteksi
antigen beredar dalam serum hewan coba

- yang diinfeksi filaria B. malayi, dengan
pengenceran 1: 1000 dengan cara dot-blot.
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