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Vynélez se tykd zpisobu vyroby interfe-
ronu jako latky s nespecifickym protiviro-
vym ucinkem. _

Interferon je protivirovd latka bilkovin-
1né povahy, kterdq je produkovdna burikami
jako odpovéd na stimulaci virem nebo ji-
nym indukénim prostfedkem. Interferony
mohou byt produkovény velkym mnoZstvim
bunék, napfiklad bilymi krvinkami, fibrob-
lasty, lyfoblastoidnimi builikami, buillkami
epithelidlniho typu, napfiklad buifikami led-
vin nebo HelLa builkami, builikami myelo-
mu a podobné. Volba bunék, které produ-
kuji interferon, zavisi na poZadovaném pro-
duktu, protoZe rtizné interferony maji vlast-
nosti, které zavisi na tkani, z niZ jsou od-
vozeny. V pilipad8, Ze interferon maéa byt
pouZit u ¢lovéka, jsou nejvyhodn&jS§im zdro-
jem lidské buiiky. Po svém vzniku se inter-
feron z buiiky vyluduje a miuZe dojit k je-
ho phisobeni na dal$i builky, ¢imZ se brani
replikaci viru nebo vzniku Skodlivych Gé&in-
k{t. Tyto protivirové Gcinky nejsou speci-
fické vzhledem k urditym virtm, prestoZe
nékteré viry jsou na plsobeni interferonu
citlivéjsi.

Interferon byl rovnéZ uZit jako chemote-
rapeutikum pFi 1éCbé& urcitych typh karci-
nomi, kde bylo dosaZeno pfiznivych tufin-
kl. [Strander, H., Cantell K., a dalsi, Fo-
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gargty Intern. Center Proc., U.S. Govt. Prin-
ting Office, Washington D. C., 28: str. 377
az 381, 1977 predneseno na The Confercn-
ce at the National Institute of Health, Be-
thezda, 9. aZ 11. prosince 1974].

Vétsi mnoZstvi lidského interferonu je
moZno ziskat ze tFl hlavnich zdrojd, a to
z lidskych bilych krvinek, lidskych fibrob-
lastl a lymfoblastoidnich bungk. AZ dosud
bylo velmi obtiZné ziskat vét3i mnoZstvi
lidského interferonu s takovou &istotou, aby
byl pouZitelny pro klinické tddely. Vyroha
interferonu z bilych krvinek je napfiklad
omezena dostupnosti lidské krve. Vyroba
interferonu z fibroblastl je brzdéna skuted-
nosti, Ze tyto builtky rostou pouze v sou-
vislosti s urcitym povrchem. Lymfoblastoid-
ni builtky maji tu vyhodu, Ze je moZno p8s-
tovat je v suspenzi a je moZno u nich vy-
volat tvorbu interferonu pésobenim viru.

Jednim z moZnych zptsohld vyroby lid-

‘'ského interferonu z lymfoblastoidnich bu-

nék je zplsob, pfi némZ se na suspenzi bu-
nék phsobi malym mnoZstvim interferonu
homologniho druhu a tim se u téchto bu-
nék vyvold produkce interferonu. Pak se pii-
da je3t& vhodny virus [Strander H., a dalsi,
j. Clin. Micro., 1, str. 116 aZ 117 (1975)].
Bylo zjiSté€no, Ze se produkce interfero-
nu z lidskych lymfoblastoidnich bunék svr-
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chu uvedenym zplsobem podle podminek
podstatné méni, je napfiklad moZno ziskat
az 60 aZ 80 megajednotek interferonu v 1
litru, coZ odpovida vytéZku 30 aZ 40 me-
gajednotek na 10 bundk. 1 megajednotka
je rovna 10° jednotek interferonu podle pod-
minek uvedenych v Medical Research Coun-
cil research standard preparation of inter-
feron, 69/19, N-Finter, Interferons, 1973,
str. 485 aZ 486, published by North Holland.
V jinych p¥ikladech bylo moZno dosdhnout
pouze 1 megajednotky v 1 litru, to zname-
nd 05 az 0,7 megajednotek na 10° bun&k
nebo jeft& ménd z podobnych bunék, kte-
ré byly oSetfeny naprosto stejnym zpiso-
bem. Pfidiny téchto rozdillt vytéZku inter-
feronu nejsou znamy.

Nyn{ bylo zji§téno, Ze v piipad®, Ze se
na builky produkujici interferon pfisobi
karboxylovou kyselinou nebo jeji soli a pak
se provadi indukce vyroby. interferonu, je
moZno reprodukovatelnd ziskat pomérné
vysoké vytéZky interferonu.

Piedmétem vyndlozu je tedy AL)ﬁe.ob vy-
roby interferonu spodcivajicl v péstovani epi-
thelidlnich nebo lymfoblastoidnich bunék,
v nichZ je moZno tvorbu interferonu vyvo-
lat na vhodném' prostfedi pro zvolené buii-
ky pii pFidani indukéniho ¢inidla, napii-
klad—viryu, s ndsledhou izélaci interferonu
produkovaného builkami, vyznaCujici se
tim, Ze se pPed indukci builky inkubuji v
prostfedi, které obsahuje 0&inné netoxicke
mnoZstvi nasycené karboxylové kyseliny o
2 a7 6 atomech uhliku s pFimym Fetézcem
nebo jeji soli, napﬁklad sodné, draselné ne-

bo amonné, pfi teploté 33 aZ 38 °C po do-

bu 12 a% 7? hodin.

Bulilky 7volene pro \/ylobu interferonu
jsou napiiklad v piipad&, Ze interferon ma
byt poddavan lidem, lidské builky. Zvoleny-
mi buiikami mohou byt epithelidini buiiky
nebo lymfoblastoidni buriky, napiiklad buil-
ky Namalva nebo jiné lymfoblastoidni bu-
nééné  linie. Linie lymfoblastoidnich bunék,
které je moZno sériové mnoZit ve tkdfiové

kultufe, je moZno odvodit od tkanovych

kultur lidskych bilych krvinek z periferni
krve zndmymi zplsoby. [Hope, J. H., Horne
M. K., Scott W., Int. ]. Cancer, 3, str. 857
a7 866 (1978), Hope ]. H.,, Horne M. K,
Scott. W., Int. J. Cancer, 4, str. 255 aZ 260
(1969), Chang R. S., Golden H. D., Nature,
234, str. 359 aZ 360 {1971)]. Leukocity mo-
hou byt zikany ze zdravych nebo nemoc-
nych lidi a je mozZno je jednoduchym zpd-
sobem odvodit v pifipadé, Ze tyto buiiky se
infikuji virem Epstein-Barr (EBV]), nebo je
mozno odvodit je i z kultur bilych krvinek,
které timto virem infikovdny nebyly, na-
pFiklad builky z pupeénikové krve, k nimZ
byly pfiddny builky EBV nebo buiiky in-
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fekéni mononukleézy nebo Burkitova lymp-
homo.

Lymfoblastoidni buné&tné linie je moZno
snadno odvodit od bun&k nemocnych s bur-
kitovym lymphomem, protoZe tyto bullky
jiZ jsou infikovdny EBV. Zvl&as§ti linii Na-
malva bylo moZno odvodit zplisobem podle
publikace [Nyornoi O., Klein G., Adams A.,
Dombon L., Int. J. Cancel 12, str. 396 aZ
408 [1973]]. Tato linie byla ziskédna z af-
rického dévldtka téhoZ jména. Builky této
linie jsou schopny p¥i vhodné stimulaci pro-
dukovat velkd mnoZstvi interferonu. [Stran-
der H., Morgensen K. E., Cantell K., J. Clin.
Micro., 1, str. 116 aZ 117, (1975)]. Subkul-
tura téchto bunék byla ziskdna od Dr. Iona
Gressera (Villejuif, Francie) v lednu 1975.
V této dobé byla bunécnéa linie adaptové-
na tak, aby mohla rist na Zivném prostie-
di RMPI 1640 s 10 % teleci fetdlni krve. V
laborato¥i byly buiiky pFizplisobeny tak, Ze
rostou na tomtéZ prostiedi, doplné&ném 5
aZ 7 % krevniho séra z telat starych 6 aZ
8 mésiclt a bylo moZno kulturu udrZet tak,
Ze byla 2 aZ 3x tydné pieotkovdna v pra-
b&hu 18 mésicl. V priib8hu tohoto pieod-
kovani byly ziskdny subkultury. Tyto buii-
ky jsou nyni nazyvdny Namalva (WRL) a
byly uloZeny do velkého po¢tu ampuli, kte-

Té jsou skladovdny v Kkapalném dusiku.

Buiiky jsou prosté infekce mykoplasmaty
a jejich vzorky byly uloZeny v American Ty-

pe_Culture Collection pod Cislem CRL 1432.

Zivné prostfedi RMPI 1640 mé nésledu-
jici sloZeni:

SloZka Koncentrace
' mg/1

Aminokyseliny

l-arginin 200
l-asparagin ' - 50
l-asparagova kyselma N : 20
l-cystin 50
l-glutamovd kyselina .20
l-glutamin 300
redukovany glutathion 1
glycin 10
1-histidin 15
1-hydroxyprolin 20
l-isoleucin 50
I-leucin 50
1-lysinhydrochlorid 40
l-methionin 15
I-fenylalanin 15
1-prolin 20
1-serin 30
I-threonin 20
1-tryptofan 5
I-tyrosin 20
I-valin 20
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Vitaminy
p-aminobenzoova kyselina 1
biotin 0,2
panthothenat vapenaty 0,25
cholinchlorid 3
kyanokobalamin 0,005
kyselina listova 1
l-inositol 35
nikotinamid 1
pyridoxinhydrochlorid 1
riboflavin 0,2
thiaminhydrochlorid 1
Soli
dusiénan vapenaty
(tetrahydrat) 100
hydrogenfosforecnan sodny
(heptahydrat) 1512
siran horecnaty
(heptahydrat) 100
chlorid draselny 400
hydrogenuhli¢itan sodny 2000
chlorid sodny 6000
Riuzne
glukdza 2000
fenosulfoftalein 5

pH se upravi na 7,2 piidavanim 10% vod-
ného roztoku uhli¢itanu sodného

Builtky Namalva/WRL byly uZity v nasle-
dujicich piikladech, vyndlez je vSak pro-
veditelny i s dal§imi subliniemi bun&k Na-
malva a dalsich lymfoblastoidnich bunék.

Karboxylovd kyselina uZitd jako prisada
do prostfedi s vyhodou obsahuje 2 aZ 8
atomu uhliku, zvlasté 3 aZ 6 atomid uhlikuy,
nejvyhodnéjdi kyselinou je Kkyselina médsel-
néa. UZije-li se kyselina jako takovd, pak se
obvykle vytva#i v Zivném prostiedi siil té-
to Kyseliny, protoZe prostfedi obsahuje
riizné anorganické a organické soli. Je ta-
ké mozino pridat do prostfedi sl karbo-
xylové kyseliny, v tomto p¥ipadé jde ob-
vykle o sl sodnou, draseilnou nebo amon-
hou.

Aby bylo moZno ziskat interferon, je nut-
no zvolené buiiky nejprve pé&stovat za pod-
minek, které jsou vhodné pro zvoleny bu-
néény typ, jak je moZno zjistit v literatufe.
Napiiklad lidské lymfoblastoidni builky, na-
pfiklad builky Namalva, dobfe rostou v
suspenzi v Zivném prostfedi, jako je napli-
klad prostiedi RMPI 1640 [Moore G. E., a
dalsi, 1967, J. Amer. Med. Assoc. 193, 519
arz 524], pritemZ prostiedi je doplnéno sé-
rem, napiiklad telecim nebo koriskym, ob-
vykle v mno#stvi 5 aZ 10 objemovych %.

Pro vyrobu interferonu z lymfoblastoid-
nich buné&k, napiiklad z bun&k Namalva,
se tyto- buliky péstuji v suspenzi tak dlou-
ho, aZ se doséhne Zadané koncentrace, na-
priklad 0,5 aZ 10x 106 buné&k/ml, pak je moZ-

no” buitky uZit pro vyrobu interferonu. K
tomuto ucCelu se Kkoncentrace bunék upra-
vi na hodnotu 0,25 aZ 6 x 106 bungk/ml, s
vyhodou 0,2 aZz 3 x 106 bunék/ml, zv1asté
1 x 106 bun&k/ml ve vhodném Zivném pro-
stiedi, napfiklad v nékterém z nasleduji-
cich prostfedi:

a) je moZno uZit svrchu uvedeného Cerst-
vého Zivného prostredi;

b) je moZno uZit Zivného prosti‘edi, v ném?Z
byly builky péstovdny, a piidat Cerstvé Ziv-
né prostfedi; nebo

c) je moZno uZit Zivné prostfedi, v némZ
byly buiiky péstovany, a toto prostifedi do-

plnit Cerstvymi Ziviymi latkami.

V tomto stupni se také pridava karboxy-
lova kyselina nebo jeji sl do konetné kon-
centrace 0,1 aZz 10 mmoldi, s vyhodou 0,2 aZ
5 mmold, zvlasté 0,5 aZz 2,0 mmoly. Kon-
centrace kyseliny je omezena jeji toxicitou
pro buiiky, kyselina v3ak md byt piitom-
na v takovém mnozZstvi, aby G¢inn& podpo-
rovala vyrobu interferonu, takZe je nutno
dosdahnout optimdini hranice mezi zlepSe-
nym vytézkem interferonu a bunéfnou to-
xicitou. Tuto hodnotu je nutno stanovit pro
kaZdou pouZitou kyselinu .zvlast. V pfipa-
dé, Ze se uZije jind kyselina neZ kyselina
maéselnd, je tedy obvykle nutno uZit jiné
moldrni mnoZstvi. Po pfidani kyseliny se
pak buliky inkubuji p¥i teplot& 33 aZ 38 °C,
s vyhodou 35 aZ 37 °C po dobu 12 aZ 72 ho-
din v z4vislosti na koncentraci uZité karbo-
xylové kyseliny, napfiklad buiitky linie Na-
malva lidskych lymfoblastoidnich bungk je
nutno inkubovat 48 hodin pfi konetné kon-
centraci kyseliny maselné 1 mmol a pii pH
6,2 aZ 7,4, s vihodou 6,6 aZ 7,2.

Po inkubaci se builtky oddé&li od prostfe-
di s obsahem karboxylové kyseliny zpliso-
bem, ktery buiiky neposkozuje, napfiklad
odstfedénim nebo. filtraci. Buriky je moZno
znovu uvést v suspenzi ve vhodném pro-
stfedi a znovu indukovat tvorbu interferonu
znamym zplisobem [Tovey M. G, a dalsi.
Proc. of Soc. for Exp. Biol. a Med., 146, 809
aZ 815 (1974)]. Je napriklad moZno buiiky
znovu uvést v suspenzi v prostiedi RMPI
1640 bez obsahu séra nebo s obsahem aZ 5
objemovych % séra na konefnou koncen-
traci bundk 0,25 aZz 8 x 10° bunék/ml, s
vyhodou 0,5 aZ 4 x 10° buné&k/ml. Pak se
pfidd vhodny indukéni prostfedek, napii-
klad virus jako Sendai, k bunéfné suspen-
zi do koneéné koncentrace 5 aZ 200 HAU/
/ml, s vyhodou 20 aZz 50 HAU/ml. Buné&fnd
suspenze se dikladné promisi a pak se in-
kubuje 12 aZ 48 hodin pri teploté 34 aZ 37
stupiii Celsia. V pripadé, Ze se uZije tep-
loty 35 °C, je nutno inkubovat bunénou sus-
penzi pPes ndc, v této dob& se interferon
z bundk uvolni a pPfejde do prostfedi. Pak
se builky odstrani, napfiklad odstfedénim,
¢imZ se ziska supernatant s obsahem suro-
vého interferonu.

Vyhodou inkubace bun€k za piitomnosti
karboxylové Kkyseliny s pFimym TFetézcem
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nebo jeji soli pfed indukeci tvorby interfe-
ronu jsou pomérné& vyscké vyt&Zzky inter-
feronu, a to 5 aZ 10 megajednotek v 1 litru
nebo vice, pfiemzZ tyto vytéZky jsou repro-
dukovatelné&jsi, neZ bez inkubace bun&k s
kyselinou. Mimoto se builky adaptuji na
rast v prostfedi, které obsahuje mensi mnoz-
stvi séra, napiiklad 1 aZ 2 objemovd %, a
v tomto prostfedi pak produkuji stejné
mnozZstvi interferonu jako buiiky v Zivném
prostfedi s trojndsobnym nebo ¢tyfnédsob-
nym mnoZzZstvim séra. Tento vysledek je vel-
mi dileZity, protoZe cena séra tvoli v&tsi
C¢dst ndkladfi na vyrobu interferonu.

Dal31 vyhodou inkubace buné&k za pritom-
nosti karboxylové kyseliny je, Ze je moZno
opustit stimulaci bun&k pred vyrocbou in-
terferonut malym mnoZstvim homologniho
interferonu, ¢imZ je op&t moZno usetiit t4st
nalkladd.

Vynélez bude osvétlen nésledujicimi pii-
klady. V pfikladech jsou uZity zkratky
HAU/m! (hemaglutinagni jednotky/ml) a
pfn/cell (jednotky tvorby plakfi/buiika].

Piiklad 1

Lidské lymfoblastoidni buiiky linie Na-
malva WRL byly péstovany v suspenzi za
stdlého michdni v nddob& o obsahu 100 1
v Zivném prostFedi RMPI 1640 se 7 % tele-
ciho séra, s pridavkem neomycinu a poly-
mycinu a hydrogenuhli¢itanu pro ¥Fizeni pH.
Jakmile bylo dosaZeno bun&&né koncentra-
ce 2 x 105 bun&k/ml, bylo z néddoby ode-
brdno 10 1 prostfedi a prostiedi bylo zie-
déno stejnym mnpoZstvim Eerstvého Zivné-
ho prostfedi, souasn& byla pfiddna Kkyse-
lina mé&selnd do konefné koncentrace 1
mmol a buiiky byly inkubovény pii teplotd
37 °C po dobu 48 hodin. V prib&hu této
doby byly buiilky michiny ve sklenénych
nddobdch, pfiemZ pomér mezi objemem
buné&né suspenze a vzduchem v nddobé& byl
pfibliZzné 2 : 5.

Po inkubaci byly buriky odstfed&ny pfi
2500 otackdch za minutu po dobu 5 minut
p¥i teploté 20 °C v odstiedivce MSE Co-
olspin.

Pak byly burnky znovu uvedeny v suspen-
zi v prostfedi RMPI 1640 s obsahem 2 %
teleciho séra a byla znovu stanovena kon-
centrace bunék. Builky pak byly zfedény
na koncentraci 2,75 x 10% bun&k v 1 ml
a pak byl pfiddn predem vytvofeny lymfo-
blastoidni interferon do kone¢né koncentra-
ce piibliZn& 100 referentnich jednotek in-
terferonu v 1 ml. Pak byl pridan virus Sen-
dai do konelné koncentrace 75 hemagluti-
nacnich jednotek v 1 ml, k indukci tvorby
interferonu. Po dikladném promichani by-
la bunéfnd suspenze uloZena do Thompso-
novych lahvi v mnoZstvi 300 ml do jedné
lahve. Lahve byly pak inkubovédny pfes noc
pfi teploté 35 °C. Dalsi den byla bun&ctnéa
suspenze odstfedéna pii 3000 otadkdch za
minutu po dobu 10 minut pfi teploté 4 °C
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ve svrchu uvedené odstfedivce. Superna-
tant s obsahem surového interferonu byl
okyselen na 24 hodin na pH 2 a pak byl
neutralizovan na pH 4 pro nésledné sklado-
vani,

Dalsi podil buné&cné suspenze z nddoby o
obsahu 100 1 byl zpracovavdn tym# zpiso-
bem, s tim rozdilem, Ze nebyla pFidédna ky-
selina méselna.

Vzorky Kkontrolnich bun&k a bun&k po
plisobeni kyseliny méselné byly zkoumény
soub&Zné na obsah interferonu. Byly ziskéa-
ny nasledujici vysledky:

Kontrolni buiiky:
3,75 log referenc¢nich jednotek interfero-
nu/ml, coZ je ekvivalentni 6 megajednot-
ka/l

Buiiky po plisobeni kyseliny madselné:
4,80 log referenctnich jednotek interfero-
nu/ml, coZ je ekvivalentni 63 megajed-
notka/l

Priklad 2

Buitky Namalva/WRL se p#stuji do kon-
centrace 2,5 x 106 bungk/ml v Zivném pro-
stfedi z prikladu 1 a pak se oddé&li odstie-
dénim pii 800 g po dobu 10 minut. Buiiky
se uvedou znovu v suspenzi v Cerstvém Ziv-
ném prostiedi. Pak se bun#&fnd suspenze.
zFedi na konetnou koncentraci 1,3 x 108
bunék/ml a vzorky o obsahu 50 ml se ulo-
Z1 do nddob z plastické hmoty pro pésto-
véni tkdilovych kultur o obsahu 75 cm? K
jednotlivym nddobdm se piidd riizné mnoZ-
stvi roztoku sodné soli kyseliny maéaselné
v chloridu sodném s obsahem fosfdatového
pufru pi¥i koncentraci soli kyseliny maésel-
né 100 mmold, a to tak, Ze konefnd kon-
centrace této soli v jednotlivfch nddobéch
je 0,0,1,0,2, 0,5, 1, 2 a 5 mmold.

Néadoby se pak inkubuji pfi teploté 36 °C
po dobu 48 hodin a builky v kaZdé nadobé&
se pak odstfedi p¥i 800 g 5 minut. KaZdy
podil bunék se znovu uvede v suspenzi do
koneéné koncentrace 4,3 x 106 bunék/ml v
prostiedi RMPI 1640 s obsahem 2 %' teleci-
ho séra (udrZovaci prostfedi). Vzorky 10
ml kaZdé buné&fné suspenze se uloZl do
dvou nadob z plastické hmoty o obsahu
25 cm? a provede se indukce tvorby inter-
feronu priddnim viru Sendai do konelné
koncentrace 40 HAU/ml.

Nadoby se pak vrati na 20 hodin do pro-
stfedi s teplotou 36 °C. Interferon, produ-
kovany kaZdou z t&chto kultur, se izoluje
odstfedénim z bunék 5 minut p# 1000 g.
Supernatant s obsahem interferonu se upra-
vi na pH 2,0 pfiddnim koncentrované Kky-
seliny chlorovodikové a skladuje se pfes
noc pri teploté 4 °C. Né&sledujici den se pH
upravi na 7,0 a kaZdy z uvedenych vzorki
se zkoumd na obsah interferonu. Vysledky
jsou uvedeny v nésledujici tabulce.
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Titr interferonu {log,

Koncentrace sodné soli

referenénich jednotek inter-

VytéZek interferonu mega-

kyseliny méaselné v mmolech feronu/ml) jednotky/l
0 4,09 12
0,1 4,05 11
0,2 4,26 18
0,5 4,62 42
1,0 4,92 83
2,0 4,96 91
5,0 4,70 50

Pifiklad 3

Opakuje se zpQsob vyroby interferonu po-
dle prikladu 2, s tim rozdilem, Ze se misto

Titr interferonu
Koncentrace octanu

rent¢nich jednotek inter-

maselnanu sodného uZije octan sodny a
uZije se koncentraci 0, 0,2, 1,0, 5,0 mmold.
Vysledky jsou uvedeny v nasledujici ta-
bulce:

(logyo refe-
VytéZzek interferonu mega-

sodného v mmolech feronu/ml) jednotky/l
0 3,55 3,5
0,2 3,52 3,3
1,0 3,59 3,9
5,0 3,08 9,6

Piiklad 4

Byl opakovdn zpfisob vyroby interfero-
nu podle prikladu 2, s tim rozdilem, Ze

Titr interferonu
Koncentrace propiondtu

ren¢nich jednotek interfe-

misto sodné soli kyseliny mdaselné byl uZit
propiondt sodny v koncentraci 0, 0,5, 1,0,
2,0, 5,0 a 10,0 mmold. Vysledky jsou uve-
deny v nésledujici tabulce:

(logq refe-
VytéZek interferonu mega-

sodného v mmolech ronu/mi) jednotky/1
0 3,69 5
05 371 5
1,0 4,20 16
2,0 4,49 31
5,0 4,05 11
10,0 4,15 14

Pfiklad 5

Opakuje se zpflisob vyroby interferonu po-
dle prikladu 2 s tim rozdilem, Ze misto sod-

Titr interferonu
Koncentrace pentanodtu

renénich jednotek inter-

né soli kyseliny méselné se uZije penta-
nodt sodny v koncentraci 0, 0,2, 0,5, 1,0,
2,0 a 5,0 mmolt. Vysledky jsou uvedeny v
néasledujici tabulce:

(logy, refe-
VytéZek interferonu mega-

sodného v mmolech feronu/ml) jednotky/l
0 3,81 6
0,2 3,94 9
0,5 4,26 18
1,0 4,59 39
2,0 4,85 71
5,0 4,37 23

Priklad 6

(Opakuje se zplsob vyroby interferonu po-
dle prikladu 2, s tim rozdilem, Ze se sod-

néd sl kyseliny mdselné nahradi hexanod-
tem sodnym v koncentraci 0, 0,2, 0,5, 1,0 a
2,0 mmolll. Vysledky jsou uvedeny v nésle-
dujici tabulce:
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Titr interferonu {log, refe-

Koncentrace hexanodtu

renénich jednotek interfero-

Vyt&Zek interferonu mega-

sodného v molech nu/ml) jednotky/l
0 3,20 2
0,2 3,69 5
0,5 3,63 4
1,0 3,80 (6]
2,0 3,99 10

Priklad 7

Doba trvéni acinku na tvorbu interfero-
nu po ptsobeni sodné soli kyseliny mésel-
né na buiiky Namalva/WRL.

50 ml suspenze bunék Namalva/WRL s
koncentraci 1,0 x 106 bungk/mnl v derstvémn
prostfedi RPMI 1640 s obsahem 7 objemo-
vych % telectho séra se uloZ{ do 5 nddob
z plastické hmoty s povrchem pro riist bu-
nék 75 cm? Pak se piidd ke 4 z t8chto né-
dob sodnd sl kyseliny méseiné v chloridu
sodném s obsahem fosfdtového pufru do
konetné konceuntrace 1 mmol. Nadoby se
pak inkubuji pii teplotd 36 °C po dobu 48
hodin. Builky v nadobé bez maéaselnanu sod-
ného a v jedné z nddob s obsahem 1 mimo-
lu méselnanu sodného se pad odstfedi 5
minut pFi 1000 g, znovu se uvedou v sus-
penzi v prostredi RPMI 1640 s obsahem 2

objemovych % teleciho séra a upravi se na
mnoZstvi 3,0 x 100 bun&k/ml. K t&mto buii-
kdm se pak pFidd virus Sendai do koneZné
koncentrace 20 HAU/ml.

Buiiky ve zbyvajicich néddobdch se sliji,
odstiedujl 5 minut p¥i 1000 g a pak se zno-
vu uvedou v suspenzi do koneCné koncen-
trace 1,0 x 106 bunék/ml v derstvém Ziv-
ném prostiedi RPMI 1640, které vibec ne-
obsahuje mdaselnan sodny. Tyto buillky se
pak rozdéli po 50 ml do t¥i novych nédob z
plastické hmoty o plo$ném obsahu pro rust
bunédné kultury 75 cm? a inkubuji pfi tep-
loté 36 °C. Dal$i dny se builky z jedné z
téchto nadob odstfedi 5 minut pii 1000 g,
znovu uvedou v suspenzi v prostifedi RPMI
1640 s obsahem 2 objemovda % teleciho sé-
ra na koncentraci 3,0 x 106 bunék/ml a
znovu se prida virus Sendai. Vysledky jsou
uvedeny v nésledujici tabulce:

Naslednd in-

Koncentrace Inkubace za pii- kubace bez  Titr interfero- VytéZek inter-
mdselnanu  tomnosti méselnanu  méselnanu nu log), jed- feronu mega-
{mmoly) (dny) (dny) notek/ml jednotky/l
1. 0 0 0 4,05 11
2. 1 2 0 4,57 37
3. l 2 1 4,30 20
4, 1 2 2 3,95 9
5. 1 2 3 3,92 8

Pifiklad 8

Produkce interferonu tkaiiovou Kkulturon
opi¢ich ledvinovych buné&k linie V3 po pi-
sobeni sodné soli kyseliny méselné.

Nadoby 2z plastické hmoty pro péstovi-
ni tkdnovych kultur s plochou 25 cm? se
nao¢kuji buné&énou linii V3 [Christofinis G.
]J., . Med. Micro, 3(2), 251 aZ 258, 1970]
pri koncentraci 1,5 x 10° bunék/ml v 10 ml
Eaglesova prostrfedi s obsahem 4 objemo-
vjch % fetdlniho teleciho séra. Nddoby se
uloZi na 24 hodin pii teploté 36 °C, aby se
buiiky prizplisobily nddobg8. Pak se z kai-
dé nadoby odstrani Zivné prost¥edi a prida
se 10 ml cerstvého Zivného prostredi. K
jedné z nddob se piidd mdselnan sodny v
chloridu sodném s obsahem fosfdtového pul-

ru do konedné koncentrace 2 mimoly. Obé&
nddoby se pak inkubuji 48 hodin pFi tep-
loté 36 °C. Zivné prostifedi se odstrani a
kazda z Kkultur se naodkuje 0,5 ml viru
Sendai pfi 2000 HAU/ml. Nadoby se jesté
1 hodinu udrZuji pfi teplot& 36 °C, aby vi-
rus moh! proniknout do bunék. Pak se ma-
terial z bun&k odstrani, builky se promyji
roztokem chloridu sodného s obsahem fos-
fatového pufru a pak se k nim znovu pii-
dda 10 ml svrchu uvedeného prostiedi s
obsahem 2 objemovych % fetdlniho tele-
ciho séra. Nadoby se inkubuji 24 hodin pii
teplot& 36 °C a pak se supernatant s ob-
sahem interferonu odstliedi a prostiedi s
obsahem interferonu se ddle zpracovéva ob-
vyklym zplsobem pifi pH 2 a zkoumd na
obsah interferonu. Vysledky jsou uvedeny
v nésledujici tabulce:
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Titr interferonu (log;, jed- VytéZzek interferonu, mega-
notek/ml) jednotky/1
1. V3 bez pridani méselnanu
sodného 0,005
2. V3 s pfidanim méselnanu
sodného 0,021
P¥iklad 9 né z téchto nddob se pridd méselnan sod-

ZlepSeni titru interferonu piidavkem ma-
selnanu sodného p¥i pouZiti bun8k Namal-
va/WRL po indukci razaoymi prostfedky.

Builtky Namalva/WRL se odstfedi a uve-
dou v suspenzi do ¢erstvého prostiedi RMPI
1640 s obsahem 7 objemovych % teleciho
séra do koncentrace 1,38 x 10® bun&k/ml.
Vidy 500 ml suspenze se uloZi do dvou
sklenénych nddob o obsahu 1 litr a k jed-

ny v chloridu sodném s obsahem fosfato-
vého pufru do koncentrace 1 mmol. Kultu-
ra se michéd 48 hodin pli teploté 46 °C, pak
se odstied{ a builky se uvedou v suspenzi
v prostiedi RMPI 1640 s obsahem 2 obje-
movych % teleciho séra do koncentrace
50 x 106 buné&k/ml. VZdy 10 ml této sus-
penze se uZije k indukci riznymi induké-
nimi prostfedky. Supernatanty se zpraco-
vavaji b&Znym zplsobem pri pH 2. Vysled-
ky jsou uvedeny v nésledujici tabulcé:

Buiiky, pie- VytéZek in-

dem oSetie- Titr interfe- terferonu
1né maselna- ronu log;, megajed-
MnoZstvi nem jednotek/ml  notky/l
1. Sendai virus 40 HAU/ml —_ 3,71 5
2. Sendai virus 40 HAU/ml + 456 36
3. Newcastle Disease virus 20 HAU/ml — 2,45 0,3
4. Newcastle Disease virus 20 HAU/ml -+ 3,19 2
5. Semliki Forest virus 10 pfu/cell —_ 0,72 0,005
6. Semliki Forest virus . 10 ptu/cell -+ 1,22 0,02
7. kyselina polyribosinovd — komplex
kyseliny polyribocytidylové DEAE-
-dextran 100 ug — 0,92 0,008
8. polyribosinova kyselina — komplex
kyseliny polyribocytidylové
DEAE-dextran 100 ug -} ; 1,66 0,05

Kyselina polyribosinovd jako komplex po-
lyribocytidylovych kyselin byla ziskéna z
P—L Biochemicals Inc. Lot &. 477 121.

Pifiklad 10

ZlepSeni titru interferonu z bun&k Na-
malva/WRL, adaptovanych pro rfist na pro-
stiedi se sniZenym mnoZstvim séra.

Buiiky Namalva/WRL, které b&Zn& rostou
v prostiedi RMPI 1640 s obsahem 7 obje-
movych %' teleciho séra byly adaptovany
pro riist prostfedi, které obsahovalo pou-
ze 2 % teleciho séra. Tyto kultury obvyk-
le dosahuji koncentrace bun&k 1,5 aZ 2,0 x
x 108/ml.

Byl odebran vzorek ze dvou kultur s ob-
sahem bun&k 1,67 a 2,05 x 105/ml a vzor-
ky byly zfedény 1 polovinou &erstvého pro-
stifedi. Pak byla priddna kyselina maselnd
do koncentrace 1 mmol a kultury byly mi-
chany 48 hodin pfi teplotd 37 °C.

Po pasobeni kyseliny méselné byla pro-
vedena indukce tvorby interferonu. Kon-
trolni indukce byla provadéna na tychZ buii-
kéach bez inkubace s kyselinou méselnou, ty-
to buiiky byly péstovdny dalsi 2 dny v
b&Zném Zivném prostfedi. Builky po piliso-
beni kyseliny mdéseiné i kontrolni builky
byly odstredény a znovu uvedeny v sus-
penzi v Cerstvém prostiedi pfi koncentraci
2,75 x 106 bun&k/ml. Byl pfidan virus Sen-
dai, a to 50 HAU/ml, a kultura byla inku-
bovéana pFes noc pii teploté 35 °C.

Kultury obsahovaly tyto titry interfero-
nu:

Kontroly bez kyseliny maselné:
logy 3,45 aZ 3,46/ml, tj. 3 megajednotky/l

Buiiky po pusobeni kyseliny maéselné:
logyy 4,69 a 4,82/ml, tj. primérné 58
megajednotek/l.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob vyroby interferonu, spocivaiji-
¢l v péstovani epithelidlnich nebo lymfo-
blastoidnich buné&k, v nichZ je moZno tvor-
bu interferonu vyvolat na vhodném prostie-
di pro zvolené buiiky pii pfidéni indukéni-
ho ¢&inidla, napfiklad viru, s néslednou izo-
laci interferonu produkovaného builikami,
vyznacujici se tim, Ze se pred indukci buii-
ky inkubuji v prostfedi, které obsahuje t¢in-
né netoxické mnoZstvi nasycené karhoxy-
lové kyseliny o 2 a# 6 atomech uhliku s pFi-
mym Fet8zcem nebo jejl soli, napiiklad sod-
né, draselné nebo amonné, pii teploté 33
aZ 38 °C po dobu 12 aZ 72 hodin.

Severogratia, n, p., zdvod 7 Most

2. Zpisob podle bodu 1, vyznacujici se
tim, Ze se uZije lymfoblastoidnich bunék.

3. Zphsob podle bodu 2, vyznalujici se
tim, Ze se uZije lymfoblastoidnich bunék
linie Namalva.

4. Zptusob podle bodl 1 aZ 3, vyznacéuji-
ci se tim, Ze se uZije kyseliny méselné.

5. Zplsob podle bodl 1 aZ 3, vyznaduji-
ci se tim, Ze se kyselina nebo jeji sfill pii-
ddavd k Zivnému prostfedi do koncentrace
0,1 aZ 10 mmold.

6. Zpasob podle bodu 4, vyznadujici se
tim, Ze konefnd koncentrace kyseliny ne-
bo jeji soli je 0,2 aZ 5 mmold.

cena 2,40 Kis
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