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Suplement kultivadnich médii hybri=
domu a myelomovych bundk je tvo¥en nejme-
né jednou vodorozpuetnou slouteninou ze-
leza. Suplement mGZe ddle obsahovat
2 x 102 mg sloYcenin stopovych biogennich
prvki, 1 x 10™+ az 5 x 103 mg fyseliny
askorbové, 1 x 102 ai 5 x 10~} mg stg-
roidnich ldtek a 1 x 102 a% 7,5 x 10
anind na 1 mmol vodorozpustnych sloucenin
Zeleza. Tento suplement je vhodnou ndhra=-
dou bllkovinnych suplementﬁ jako jsou
krevni séra nebo &isté bilkoviny.
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Vynilez se tykd suplementu kultivadnich médif pro hybri=-
domy a myelomové buiky.

Dosud se hybridomy a myelomové buﬁky kultivujf{ in vitro
na médifch, kterd krom& zdkladnich sloZek jako jsou anorganické
soli, monosacharidy, aminokyseliny, vitaminy, antibiotika, 14t~
ky tlumfc{ zm&ny pH a indikdtor zmé&ny pH mus{ obsahovat bf{lko-
viny. Je zndmo, ¥e v kultiva&nhfm médiu bez bilkovinnych suple-
mentd se nemohou hybridomy ani myelomové buiky mnofit, Proto
se k zdkladnimu meédiu p¥iddv4 a¥ 10% obj. krevnfho séra, nap¥i-
klad hov&zfho, kofiského nebo fetdlnfho telecfho sera. Krevni
sérum vndsf do kultiva&nfho media nezndmé 1l4tky, z nich% n&kte-
ré rist hybridnich a myelomovych buné&k podporujf, jiné mohou
rist inhibovat, Krevn{i séra je proto nutné pfed pouZitim testo-
vat a vybfirat vhodné SarZe, &imZ vzridstajf ndklady na vyrobu
kultiva®nich médif. Proto bylo krevni sérum v ¥ad& receptur
na kultivadnf{ média nahraZeno smésf &istych bilkovin, napifiklad
transferinem, sérovym albuminem, insulinem a pffpadné dalsSimi
14tkami, jako jsou nenasycené mastné kyseliny, aminy a nizko-
molekuldrni hormony.

B{lkoviny p¥iddvané do kultivaéniho média musf byt &idté-
ny do vysokého stupn&, aby byly prosté toxickych pfimé&si a
jejich cena je proto pom&rné vysokd,

Dal%{ nevyhodou kultivadnfch médif, obsahujfcfch bflkovin-
ny suplement, je obtfZnd isolace bilkovinnych produktd vylu-
dovanych hybridomg,popfipadé,myelomovfmi bunkami,

Nedostatky bilkovinnych suplementﬁ odstranuje suplement
podle vynélezu, ktery je tvo¥en nejméné jednou vodorozpustnou
sloudeninou Zeleza, nap¥fklad sfiranem zeleznatym, citronanem
Yelezitym, chloridem Zelezitym nebo ferikyanidem draselnym,

Suplement ddle miZe obsahovat 2 x 164 az 2 x 10° mg
sloudeniny stopovych biogennich prvkid, 1 x 107! az 5 x 10
mg kyseliny askorbové, 1 x'lo"5 az 5 x‘lO"'1 mg steroidni
ldtky a 1 x loizzai 7,5 x 102 mg amind na 1 mmol vodorozpust-

3

nych sloudenin Zeleza.
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Suplement se pf¥id4vd do kultiva&nfho média v mno¥stvi
odpovidajicim vysledné koncentraci 2 xflo-5 ai'lo-2
dorozpustné sloueniny'%eleza na 1 1 kulﬁivaénihé média,

mold vo=-

Bylo totiZ zjisténo, Ze jedinou nepostradatelnou sloZkou
bilkovinnich'suplementﬁ je transferin (Kovd¥ J,, Frandk F.,
Methods in Enzymology 121: 277, 1986). Transferin funguje jako
pfenasel Zeleza z kultivadnfiho prostfédi do bunky. Jeho funkci
lze nahradit pfitommosti vodorozpustné sloudeniny Zeleza
vy$s8{ koncentraci.

Rada autord (nap¥fklad Phillips P.D., Cristofalo V.J.,

Exp. Cell Res,.,, 134: 297, 1981; Perez-Infante Ver Mathef‘J.P.,
Exp. Celi‘Res;, 142; 325, 1982; Taetle R,, Rhynér K., Castagnola
Jey To D., Mendelsohn J., J. Clin, Invest.,.75:'1061, 1985)
pouzila jako ndhradu transferinu vodorozpustné sloudeniny Ze-

6 az 20 x 107°
trace jsou v8ak v p¥{padé hybridomi a myelomovych bundk ne~-

leza v koncentracfch 1 x 10 mol/l, Tyto koncen-
dostatedné,

" Bylo zjisténo, Ze slouceniny Zeleza v koncentraci vy3s{
nez 2 x 107° mol/l umo¥Aujf rist hybridomi a myelomovych bun&k
a nejsou pro hybridomy a myelomové bunky toxické a¥ do kon-
centrace 1 x 10> mol/1. 7

Vy¥hodou ndhrady bilkovinnych suplementd suplementem podle
vyndlezu je podstatné snifeni ceny kultivad&nfho média a snadnd
isolace biflkovinnych produktl vyloudenych hybridomy nebo‘myelo-‘
movymi bufitkami, nebof jsou jedinou bilkovinou nachdzejicf se
po kultivaci v kultivadénim médiu,

PouZit{ wodorozpustnych sloudenin Zeleza podle vyndlezu
je dokumentov&no ndsledujicimi p¥iklady.

pP¥fklad 1

Kultiva&ni médium obsahovalo jak z&kladn{ slo¥ky RPMI 1640
v némZ byl rozpuZtén L-glutamin (300 ug/ml), N-2~hydroxyethyl-
piperazin-N"-2-ethansulfonové kyselina (1,5 x 1072 mol/1), pe-
nicilin (100 jednotek/ml); streptomycin (100 pg/ml) a gentamycin
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(40 pg/ml), 260 806

Jako suplement obsahovalo kultivaén{ médium 5 x 154 mol/1
citronanu Zelezitého, 1 x 10"6 mol/l siranu zine¢natého, 2,5
x‘lo—g"mol/l vanadi¢nanu amonného, 2,5 x 10'-10 mol/1l chloridu

cinatého, 2 x 10-7 mol/l k¥emi&itanu sodného, 4 x 10-8 sele~
ni¢itanu sodného, 2,5 x’lO-lo'SIranu nikelnatého, 5 x'lo_lomol/l
-10 8

chloridu manganatého, 5 xilo molybdenanu amonného, 1 x 10"
mol/1l sfranu m&dnatého, 1 x 10~° mol/1 chloridu kobaltnatého,
5 x 10~° sfranu kademnatého, 5 x 10> mol/l hydrokortisonu,
2 x‘lO"5 mol/1 kyseliny askorbové a 2 x 107° mol/l ethanolaminu,
V tomto médiu byly kultivovdny hybridomy PLV-01 a PGG-05.
Po 4 dnech kultivace vzrostl poéet bunék z plvodniho podtu 60
b 103 bunék v 1 ml na 819 x‘lO3 bunék/1 ml u hybridomu PLV-01
a na 675 x 10° bun&k/1 ml u hybridomu PGG-05.
Koncentrace monoklondlni protildtky stanovenéAs pomoc{
~ enzymoimunologického testu zaloZeného na stanoveni peroxidasové
aktivity a vyjéd¥end v relativnich jednotkdch absorbance do-
sdhla hodnoty A490- 0,298 é:o hybridom PLV=01 a hodnoty

A 50" 1,32 pro hybridom PGG~05,

P¥fklad 2

Kultiva&nf médium obsahovalo z&kladn{ sloZky stejné jako
v p¥fkladu 1. Pro srovndni b&l pfiddn suplement, ktery obsahoval
5 mg/l transferinu a 10 mg/l insulinu,

V tomto médiu byly kultivovdny hybridomy PLV-Ol a PGG-O5.
Po & dnech kultivace vzrostl po&et bunék z plvodniho pocétu
60 x103 bun&k/ml na 706 x 103 bun&k a hodnota A490= 0,310
u hybridomu PLV-0Ol, U hybridomu PGG-05 vzrostl pofet bunék

: . 3 - g
na 731 x 10”7 a hodnota Ay g90= 1,26.
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Bunky PLV-0l byly inokulovény v poétu 10 x 103 bunék do

0,1 ml kultivadnfho média, které obsahovalo z4k1ladn{ sloZky
stejné jako v p¥ikladu 1 a jako suplement obsahovalo siran

Yeleznaty v koncentraci 5 x 10-5 mol/l. Po 3 dnech kultivace

se builky namno#ily na 26 x'103.

pREDMET VYNLKLEGZU

1. Suplement kultiva&nich médif{ hybridomd a myelomovych
bunék,vyznaéujiCI se tim, Ze je tvofen nejméné jednou
vodorozpustnou sloudeninou Zeleza, vyhodne - sfranem
Eeleénatfm, citronanem ¥elezitym, chloridem Zelezitym
nebo ferikyanidem draselnym. ‘

2. Suplement podle bodu 1, sznaéujicI se. tim, Ze obsahuje

2 x 10-4 aZz 1 x 102 mg sloudenin stopovfch biogennich

prvki, 1 x 107 az 5 x 103

az 5 x 107} mg steroidnfich ldtek a 1 x 19 2 az 7,5 x 10
g aminﬁAna 1 mmol vodorozpustnych sloudenin Zeleza.

mg kyseliny askorbové, 1 x 10° =3

2.
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