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Mouse recombinant interleukin 2 - determining optimal conditions
of production and activity evaluation in vitro

Summary

Interleukin 2 (IL-2) is the fundamental growth factor for T lymphocytes,
both in vivo and in vitro. At our department, specific mouse T lymphocyte clones
are used for the examination of antigenic structure of Toxoplasma gondii. Their
culturing in vitro requires big amounts of IL-2. That is why we determined opti-
mal conditions for producing crude IL-2 preparation, using recombinant
myeloma line X63/0 IL-2 as the producer of IL-2 and cytotoxic T lymphocyte line
CTL-L as the indicator of IL-2 activity.
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1. Wprowadzenie

Interleukina 2 (IL-2) zostata opisana w 1976 r. jako czynnik
wzrostowy limfocytéw grasiczozaleznych T (TCGF - T celi gro-
wth factor), co trafnie okresla role, jaka petni w systemie odpor-
nosciowym. Limfocyty T rozpoznajg swoisty antygen, przetwo-
rzony i prezentowany na komérkach APC (antigen presenting cell),
przy udziale receptoréw (TCR - T celi receptor). Efektywne po-
budzenie TCR prowadzi do wytworzenia funkcjonalnych (prze-
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wodzacych sygnal) receptoréw dla IL-2 (IL-2R, IL-2 receptor) oraz syntezy IL-2.
Wiaze sie ona z receptorami IL-2R na tych samych limfocytach, ktére jg wytworzyty
(reakcja autokrynna), utatwiajac ich podziat i stymulujac uwalnianie mediatoréw,
np. interferonu y, czynnika martwicy nowotworu P (TNpp - tumor necrosis factor P)
i samej IL-2. Interleukina 2 wspomaga réwniez proliferacje i réznicowanie limfocy-
tébw B w komorki plazmatyczne, produkujgce swoiste przeciwciata. Komorkami do-
celowymi jej dziatania sg takze monocyty i naturalne komérki zabijajagce (NK - na-
tural killer)-, IL-2 wzmaga ich aktywnos$¢ cytotoksyczng i wydzielanie cytokin (1-3).
Gtownymi producentami IL-2 sg limfocyty pomocnicze T CD4-1- (Thl - T helper 1)
oraz limfocyty cytotoksyczne T CD8-1- (Tcl - T cytotoxic 1) (4,5). Swoista i silnie wy-
razona aktywnos$¢ biologiczna IL-2 pozwala wykorzystywac jg jako czynnik immuno-
potencjalizujacy i immunomodulujacy w terapii u chorych z nowotworami ztosliwy-
mi (6-9), nawracajagcymi zakazeniami i przewlektymi chorobami zakaznymi, m.in.
gruzlica, tradem czy malarig (10) oraz z niedoborami odporno$ciowymi pierwotny-
mi i nabytymi, np. AIDS (11).

Oprocz tych, zasygnalizowanych, zastosowan terapeutycznych i profilaktycznych
bardzo czesto uzywa sie IL-2 do badar podstawowych z zakresu immunologii zar6wno
nieinfekcyjnej (12), jak i infekcyjnej (13). W Zaktadzie Immunoparazytologii naszej Ka-
tedry prowadzi sie od niedawna hodowle ciggle ustabilizowanych klonéw mysich lim-
focytow T rozpoznajacych antygeny pasozytniczego pierwotniaka Toxoplasma gondii
(14). Klony te sg namnazane in vitro poprzez restymulacje swoistym antygenem pa-
sozyta w obecnosci komorek APC oraz interleukiny 2. IL-2 dodawana jest poczawszy
od drugiego dnia po restymulacji, najpierw w wyzszej, a potem w coraz nizszej dawce
(3-5 ng). Poniewaz ceny oczyszczonych komercyjnych preparatow rekombinowanej
mysiej IL-2 (rmIL-2) sg wysokie, a do hodowli klonéw nie potrzeba oczyszczonego pre-
paratu IL-2, zdecydowano sie otrzymywac preparat surowy, w postaci podtoza poho-
dowlanego z kultur komorek szpiczaka myszy z wklonowanym genem kodujgcym
mysia IL-2 (linia X63/0 IL-2). Majac na uwadze konieczno$¢ uzyskiwania poréwnywal-
nych pod wzgledem aktywnosci preparatéw postanowiono w prezentowanej pracy
zoptymalizowaé warunki prowadzenia hodowli komoérek-producentéw IL-2 oraz opra-
cowa¢ metode miareczkowania aktywnosci otrzymanych partii interleukiny.

2. Materiaty i metody badan

w badaniach wykorzystano komoérki dwéch linii ciggtych, otrzymanych z Instytu-
tu Mikrobiologii Lekarskiej i Wirusologii Uniwersytetu w Dusseldorfie:

a. Linia X63/0 IL-2 - zostata wyprowadzona z komérek nowotworu wysiekowe-
go myeloma (szpiczak) jamy otrzewnowej, indukowanego olejem mineralnym u my-
szy szczepu BALB/c. Karasuyama i Melchers (15) wprowadzili do tych komérek gen
kodujacy mysig IL-2, za pomoca wektora ekspresyjnego pBV-IMTHA zawierajacego
sekwencje DNA bydlecego wirusa brodawczaka (BPV - bovine papilloma virus).
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b. Linia CTL-L - limfocyty T cytotoksyczne rozpoznajace antygeny komérek bia-
faczki mysiej, indukowanej wirusem Frienda (FLV - Friend leukemia virus). Zostaty
wyprowadzone ze $ledziony myszy szczepu C57BI/6 (haplotyp szczepionych
mysimi komoérkami biataczkowymi (haplotyp H-2%), uprzednio traktowanymi mito-
mycyna, antybiotykiem hamujacym podziaty komérek (16). Limfocyty CTL-L pro-
liferujg wytgcznie w obecnosci IL-2 i dlatego moga by¢ uzywane jako bardzo czute
wskazniki jej obecnosci.

Komorki obu wymienionych linii hodowano in vitro w butelkach do hodowli
tkankowych 25 i 75 cm” (NUNC) w podtozu odzywczym o skfadzie: firmowe podtoze
Iscove (SIGMA) + 5% surowicy ptodowej bydlecej (FBS - fetal bovine serum) (CYTO-
GEN), 2 mM L-glutaminy (SIGMA), 5 X 10" M P-merkaptoetanolu (SIGMA), 100 pg/ml
gentamycyny (KRKA). Podtoze dla komoérek CTL-L wzbogacano dodatkiem surowego
wzorcowego preparatu IL-2, otrzymanego od dra Flansa-Georga Fischera z Uniwer-
sytetu w Dusseldorfie, natomiast do poditoza dla komérek X63/0 IL-2 dodawano
100 pg/ml genetycyny w celu utrzymania wysokiej ekspresji genu IL-2.

Gestosc i zywotnos¢ komoérek w hodowli ustalano przez liczenie komdrek w he-
mocytometrze Burkera, po uprzednim dodaniu biekitu trypanu.

Intensywnos$¢ proliferacji limfocytéw wskaznikowych CTL-L, bedaca odzwiercie-
dleniem zawartosci IL-2 w podtozu, oceniano na podstawie liczby zywych komérek
w 4-dniowych hodowlach zaktadanych w mikroptytkach hodowlanych 96-studzien-
kowych (NUNC): 5x10” komorek CTL-L w 100 pl podtoza + 100 pl odpowiednio
rozcienczonego preparatu rmlL-2/studzienke. Do kontroli zamiast rmIL-2 dodawano
tylko podtoze hodowlane. Po zakoriczeniu hodowli mikroptytki wirowano, sciggano
150 pl podtoza, dodawano 100 pl btekitu trypanu (0,167 g/100 ml PBS) i liczono ko-
morki w hemocytometrze Burkera. Podane na wykresach wyniki stanowig kazdora-
zowo S$rednig z 4 oznaczen.

3. Omdwienie wynikow

Poniewaz preparat surowy rmlL-2 otrzymywany jest w postaci podtoza zebrane-
go z hodowli komoérek - producentdw, to stan tej hodowli, tj. gestos¢ komérek
oraz proporcja komérek zywych i martwych wpltywa na jego aktywnos¢ i jakosc.
Wieksza gestos¢ skutkuje zwykle wyzszym stezeniem IL-2, ale jednoczesnie bardzo
duze stezenie metabolitdw oraz substancji uwalnianych z martwych komérek moze
hamowa¢ wzrost komorek w hodowlach wtérnych, do ktérych dodaje sie surowy
preparat IL-2 jako czynnik wspierajacy wzrost limfocytéw. Na podstawie danych
z piSmiennictwa i wiasnych wstepnych do$wiadczen wybrano inokulum 5 x 10A/ml
i okreSlono kinetyke wzrostu komérek X63/0 IL-2 w 3 niezaleznie zakladanych ho-
dowlach.

Na rysunku ! wida¢, ze intensywny wzrost komorek X63/0 IL-2 obserwuje sie do
széstego dnia hodowli, liczba zywych komorek osigga wowczas wartos¢ maksymalng
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Rys. 1. Kinetyka wzrostu komorek X63/0 IL-2, producentéw rmiL-2; hodowla nr 1 - O komorki
martwe, m komdrki zywe; hodowla nr 2 - O komoérki martwe, « komorki zywe; hodowla nr 3 - A ko-
morki martwe, A komdrki zywe.

- Srednio 8,65 x 10ml. Poczawszy od sidédmego dnia widoczne jest juz starzenie
sie hodowli. Przesiewanie komérek w celu kontynuacji ich hodowli in vitro powinno
sie zatem wykonywa¢ maksymalnie do szdstego dnia wiacznie, a zamrazanie w ptyn-
nym azocie w celu dtugotrwatego przechowywania - najlepiej czwartego dnia.
Okre$lajagc  warunki namnazania in vitro komoérek wskaznikowych CTL-L,
stuzacych do oznaczania aktywnosci IL-2, stwierdzono w badaniach wstepnych, ze
w hodowlach 4-dniowych najsilniejszy ich wzrost obserwuje sie przy 5% dodatku
Wwzorcowego surowego preparatu rmlL-2 (dane nie zamieszczone w pracy). Zauwa-
zono jednakze, ze przy wyznaczonym w tych warunkach optymalnym inokulum
7 x 10"ml komdrki rosng dos$¢ intensywnie, ale wczesnie wzrasta tez odsetek ko-
morek martwych. Biorgc pod uwage mozliwo$¢ wyczerpywania sie IL-2 w podtozu
poréwnano kinetyke wzrostu CTL-L w hodowlach, do ktérych wprowadzono 5% pre-
paratu IL-2 w czasie 0 (wersja A) lub w czasie 0 i po 4 dniach (wersja B) (rys. 2).
Okazato sie, ze dodatkowe wprowadzenie IL-2 nie zmienia istotnie przebiegu
krzywej wzrostu komérek CTL-L. Widac takze, ze pasazowanie komdrek CTL-L w celu
kontynuowania ich hodowli in vitro oraz ocene aktywnosci preparatéw IL-2, mie-
rzona przez wzrost liczby CTL-L, najlepiej przeprowadzac 4 dnia hodowli. Obserwu-
je sie wowczas prawie 9-krotny wzrost liczby zywych komérek, a zawartos¢ komé-
rek martwych w hodowli jest jeszcze stosunkowo niska i wynosi okoto 26%. Na tej
podstawie, do sprawdzania aktywnosci i jakosci otrzymanych partii IL-2 zastosowa-
no w dalszych eksperymentach 4-dniowy test proliferacyjny, przeprowadzany w mi-
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Rys. 2. Kinetyka wzrostu komérek wskaznikowych CTL-L; A - jednokrotne wprowadzenie rmiL-2
w dniu 0, B - dwukrotne wprowadzenie rmlL-2 w dniu 0 i 4; hodowla nr | - O komérki martwe, = ko-
mérki zywe; hodowla nr 2 - O komdrki martwe, m komorki zywe.
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Rys. 3. Kinetyka wzrostu komoérek wskaznikowych CTL-L w obecnosci preparatéw rmlL-2 zebranych
po 7-11 dniach hodowli komérek X63/0 IL-2, = - 7d, m - 8d, A -9d, O - 10d, O - lid.

kroptytkach hodowlanych 96-studzienkowych. Badano w nim aktywno$¢ surowych
preparatow rmlL-2, zebranych z hodowli komérek X63/0 IL-2 prowadzonych w bu-
telkach 75 cm2 ppzez 7-11 dni, w podtozu bez dodatku genetycyny, aby jej nie prze-
nosi¢ do surowego preparatu rmiL-2 (rys. 3).

Z krzywych wzrostu komorek wskaznikowych widaé, ze najbardziej aktywny
preparat rmlL-2 pochodzi z 11-dniowej hodowli komorek X63/0 IL-2. Jego optymal-
ne stezenie w podtozu, stymulujace najsilniejszg proliferacje limfocytéw wskazniko-
wych CTL-L, miesci sie w przedziale od 0,5 do 1%. Ze wzgledu na stosunkowo nie-
wielkg roznice w aktywnosci preparatu 11- i 10-dniowego oraz zaobserwowang
réwniez we wczesniejszych badaniach (rys. 1) nizszg zywotnos¢ komdrek-producen-
téw w hodowli 11-dniowej niz 10-dniowej, postanowiono zbiera¢ surowe preparaty
rmlL-2 po 10 dniach hodowli, biorgc pod uwage, ze beda one wprowadzane do ho-
dowli wtoérnych, tj. do hodowli swoistych klonéw limfocytow, ktére nie toleruja du-
zych stezen metabolitéw i produktéw lizy komérek.

Rézne partie otrzymanych dotychczas 10-dniowych preparatéw rmiL-2 przete-
stowano wielokrotnie wobec kilku swoistych ustabilizowanych klonéw limfocytow
T rozpoznajacych antygeny 7. gondii, stwierdzajac kazdorazowo, ze intensywnie po-
budzajg one wzrost i réznicowanie sie limfocytéw w limfoblasty, jezeli sg stosowa-
ne w stezeniu 2% bezposrednio po restymulacji limfocytéw swoistym antygenem
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(faza proliferacyjna), natomiast w fazie stacjonarnej wystarczy tylko 0,5% codatek
do podioza, aby utrzyma¢ komoérki w dobrej formie przez okres 2-3 miesecy.

4. Podsumowanie

w celu podtrzymania ciagtej hodowli in vitro swoistych ustabilizowanych donéw
limfocytow T myszy, ktére potrzebujg bezwzglednie do wzrostu interleuciny 2,
opracowano warunki wytwarzania na malg skale laboratoryjng rekombinowaiej my-
siej IL-2. Wykorzystano do tego celu linie szpiczaka myszy X63/0 IL-2 jako produ-
centa tej limfokiny, za$ do oznaczania aktywnosci otrzymywanych surowych prepa-
ratow rmlL-2 uzyto wskaznikowych limfocytéw mysich linii CTL-L. Opisana v' pracy
metoda otrzymywania rmlL-2 obniza w sposOb istotny znaczne koszty zvigzane
z prowadzeniem dtugoterminowych hodowli klonéw limfocytow T.
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