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(54) .Klondvané linie leukemickych bundk produkujici interleukin 2

Vynilez se tjké klonované linie
leukemickych bunék produkujicich inter-
leukin 2. Linie EL-4 TF/K miZe byt pri-
myslové vyuZivéna jako zdroj inter-
leukinu 2 pro experiment4lni praci
v imunologickych, diferenciadnich a dal-
&fch modelovych systémech.
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Vynélez se tykad klonované linie my$ich leukemickych buné&k
EL-4 TF/K produkujici interleukin 2 (T-bun&ény rdstovy faktor),

Interleukin 2 se zatim pfipravoval jako supernatant kul-
turlkrysich slezinnych bun&k ovlivn&nych concanavalinem A, Po
24 hodinach kultivace slezinnych bun&k v tkénové kultu¥e byl
supernatant bungk stazen a slouzil jako zdroj interleukinu 2,
Tento postup, nazyvany konvenéni pifiprava interleukinu 2, ma
nékolik nevyhod. V supernatantu slezinnych kultur ovlivnénych
concanavalinem A se nachdzi heterogenni sm&s mnoha 1ymfokinﬁ;
interleukin® a medidtord, jejichZ spektrum a titr jsou v kaZ=
dém jednotlivém supernatantu rflzné a heopakoVatelné. Navic in-
terleukin 2 pfipraveny timto postupem ma nizkou koncentraci,
kters kolisa za optimdlnich podminek kolem 1j/ml media.

Uvedené nedostatky vy3e zminéného a dosud uZivaného po-
stupu odpadnou, je=li k dispozici klonovarid linie leukemickych
bun&k EL~4 TF/K, produkujici monoklondlni interleukin 2 a ulo=
send ve Sbirce bund&nych linii UMG ESAV Praha 4, Videnska 1083
pod oznadenim IMG CZAS EL-4 TF/K, Uvedensd linie byla ziskéna
zplsobem zndmym z odborné literatury (Farrar J, et al.: Thymo-
na production of T cell growth factor (IL-2), J. Immunol. 125:
2555-2558, 1980), Bylo testovdno v&t3i mnoZstvi rdznych leuke-
mickych linii na produkci interleukinu 2, a to jak na produkci
konstitutivni.'tak‘na produkci indukovanou lektiny, phorbol my=-
ristdt acetdtem a kombinacemi t&chto latek. Ze v$ech testova=
nych 1inii’pouze jedina, linie EL-4 TF, produkovala po kombino=-
‘vané- stimulaci concanavalinem A a .phorbol myristét'acetétem'in-
terleukin 2, Tato linie byla ddle opakované klonovéna a z pfi-
bliZn& 200 klond byl vybran klon s nejvyssi produkci interleu=~
kinu 2, ozna&eny jako EL~4 TF/K,
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Vyhodou klonované linie je, Z2e po stimulaci phorbol myri-
- stat acetatem produkuje homogenni buné&ény produkt; interleukin
2, ktery ma imunoregula&ni G&inek a ktery mOZe slouZit v orga=
nismu k posileni imunitni reakce, Klonovanou bun&€nou linii
EL~4 TF/K je mozZno kultivovat in vitro v mediich vhodnych pro
2ivodidné bunky a je adaptovéna pro ré@st in vivo u my$iho kme=
ne C 57 BL/10, Z konzerv uchovavanych v kapalném dusiku je moZe
né zahdjit produkci interleukinu 2 po p#idédni phorbol myristat
acetdtu a concanavalinu A, Interleukin 2 produkovany klonovanou
vysokoprodukéni linii EL-4 TF/K specificky stimuluje syntézu
'DNK sav&ich (my3ich, krysich) Telymfocytd in vitro a v organis=
mu amplifikuje imunitni odpovéd zprostifedkovanou témito lymfo-
cyty. Monoklonalni produkt ma& koncentraci 5-80 jednotek/ml a
neni zde tifeba se zbavovat kdastnich mediétorﬁ; lymfokind a in=
terleukind,

P¥iklad

Bunky linie EL-4 TF/K byly 24 hodin péstovény ve tkanové
kultufe obsahujici 20 ng/ml phorbol myristat acetdtu a 2 /48
concanavalinu A a to v koncentraci 2 x 108 bun&k/200 ml media.
Po skondeni kultivace bylo kultiva&ni médium zbaveno bun&k a
zfiltrovano, Celkem bylo ziskano 200 ml kultivaéniho méﬁia. kte=
ré obsahovalo 12 jednotek interleukinu 2/ml, tj. 240 jednotek
interleukinu 2, Toto mnoZstvi odpovida konvenénimu interlekinu
2, ktery lze ziskat ze slezin 30 krys p#i pouZiti 2400 ml té=-
hoZz kultivaéniho média. Interleukin 2 reagoval s bunéénou liw
nii imunnich lymfocyt& CTLL (Gillis S, and Smith K,A,: Long=
term culture of tumour-specific cytotoxic T-cells, Nature (Lon=
don) 268:154«156, 1977), kterd specificky odpovidd DNK syntézou
pouze na interleukin 2, DNK syntézu lze kvantitativné stanovit
inkorporaci 3H - TDR; tato inkorporace je.pfimo umé&rnéd koncen=
traci interleukinu 2, Linii CTLL stejné& jako jiné linie imunnich
‘lymfocytl lze v interleukinu 2 neomezen& mnoZit, zatimco bez ine
terleukinu 2 takové bunky do 24 hodin hynou. Imunni lymfocyty
namnoZené v tkanové kulture lze pak pousit pro injekci do orga=
nismu, ktery takové imunni bunky postrddd a posilit tak imunite
ni odpovéd proti antigenu. '
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Bunky klonované linie EL-4 TF/K rostou jako suspenzni &i
polosuspenzni kultury, Zékladnim kultiva&nim medlem je Eaglo-
vo minimilni eseéncidlni médium s Hanksovou solnou smési dopl=-
;néné 0 neesenc1é1ni amlnokysellny. L=glutamin (3mM) a pyruvit
sodny (1mM), Toto medium (oznadované Jako H=-MEMd, Ustav molew
kuldrni genetiky ESAV), je pro kultivaci bun&&né linie doplné-
-n0 penicilinenm, streptomycinem a inaktivovanym bovinnim sérem
(Bioveta, Ivanovice na Hané, 10%). Kultivace probiha pri 37 °c.
Modédlni po&et chromosomi EL-4 TF/K bun&k je v hypodiploidni
oblasti (39)., Pro klonalni p&vod EL-4 TF/K populace jednoznale
né svédéi, e 3911 chromosom obsahuje 88% bun&k populace., Ine
terleukin 2 produkovany linii EL-4 TF/K reaguje specificky
s my3imi a krysimi lymfocyty,

Linie EL-4 TF/K miZe byt primyslové vyuZivéna jako zdroj
interleukinu 2 pro experimentsalni préci v imunologickych,dife=
rencialnich a dalSich modelovych systémech,
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Klonovand linie leukemickych bun&k produkujici ihterleu-
kin 2, uloZené ve Sbirce bun&&nych linii Ustavu molekulédrni
genetiky CsAv, _  pod oznatenim IMG' CZAS

EL-4 TF/K,
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