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to occur in 65.12% of cows in the nearby area and
in 53.15% of the cows from the distant area, while
osteofluorosis appeared in 2047% and 12.60% res-
pvectively, During the two years after the plant
stopped operating there was a drop in {fluorcsis in
the cows, particularly in the young animals. Among
the voung, none were affected by osteofluorosis whi-

le dentofluorosis occurred in 25.93% of the animals
from the nearby region and in the more distant re-
gion only 6.67% of the young cows. The values of
other health symptoms in the first stage of the
study were: 50.93% in the nearby area and 15.33%
in the more distant area and in the second stage
33.67% and 5.76%, respectively.
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Przeciwciata monoklonalne
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Przeciwciala ofrzymywane metods klasycz-
ng przez uodpornianie organizmu odpowied-
nim antygenem, sa mieszaning immunoglobu-
lin, z ktorych kazda skierowana jest przeciw-
ko poszczegélnym determinantom antygeno-
wym uzytego antygenu. Rozdzielenie i oczysz-
czenie immunoglobulin na drodze chemicznej
jest procesem ztozonym, ktéry zwykle obniza
aktywno$¢é immunologiczng uzyskanych prze-
ciwcial. Otrzymane metodg klasyczng przeciw-
ciala sg zawsze niepowtarzalne.

Przeciwciala bedgce biatkami odporno$cio-
wymi — produkowane sg przez limfocyty B,
zawarte w tkance limfoidalnej (gléwnie w $le-
dzionie i wezlach chionnych). Poszczegbdlny
limfoeyt produkuje jeden rodzaj bialka jako
odpowiedz na wtargniecie do ustroju jednej
czgsteczki biatka antygenu. Gdyby udalo sie
z kazdej poszczegodlnej komoérki limfocytarnej
uzyskaé¢ hodowle komorek in witro, otrzymanie
linii komérkowej wytwarzajacej jednorodne
swoiste biatko odpornosciowe — przeciwcialo
monoklonalne byloby sprawg prosta. Limfo-
cyty nie dajg sie jednak namnazaé¢ in vitro.
Potrzebne sg wiec kombérki laczgce wilasciwg
limfocytom B zdolnos¢ do produkeji przeciw-
cial ze zdolnoscig do namnazania sie in vitro.
Taks zdolno$é posiadaja komoérki szpiczakéw.
Sztuczne polgczenie, czyli fuzja tych dwoch
komoérek prowadzi do powstania komérki-hy-
brydy (hybrydycznej) spelniajgcej powyzsze
wymagania.

Badania, ktére doprowadzily do pierwszej
fuzji limfocytu z komoérksg szpiczaka (8) doty-
czg wezesnych lat 60, kiedy to Potter rozpo-
czgl badania nad szpiczakami u myszy. Nastep-
nie uzyskano linie komédrek szpiczaka myszy,
ktorej jednak nie udalo sie utrzymaé i wresz-
cie Horibata i Harris (7) wprowadzili liczne
linie komoérek szpiczaka myszy (m.in. linia
MOPC-21 i jej pochodna BALB/c stosowana
do dzi$ jako podstawowa). Badali wtedy muta-
cje wplywajace na specyfike przeciwcial, do
czego szpiczak byl dogodnym modelem. W
1973 r. Cotton i Milstein (3) prowadzac bada-
nia nad wylgcznoscig alleli (gendéw alternatyw-
nych) dokonali fuzji komoérek szpiczaka my-
szy i szczura. Stwierdzili przy tym, ze komor-
ki hybrydyczne posiadaja chromosomy pocho-
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dzgce od obu komérek macierzystych i produ-
kuja przeciwciala wlasciwe dla obu. Wreszcie
w 1975 r. Kohler i Milstein (8) wydzielili z
linii szpiczaka MOPC-21 linie zmutowang, nie
wytwarzajgcg przeciwcial. Nastepnie przepro-
wadzili pierwsze klasyczne juz dzi§ polgcze-
nie limfocytu pochodzgcego ze $ledziony myszy,
uczulonego erytrocytami barana, z komorkg
linii szpiczaka otrzymujac komorki hybrydycz-
ne produkujgce przeciwciala monoklonalne.
Hybrydyzacje uczulonych limfocytéw prze-
prowadza sie in vitro (5, 17). Opis techniki
przedstawia rye. 1. Dawca komorek Sledziony
stuzacych do fuzji jest zazwyczaj mysz. Od 2
lat bywaja do tego celu uzywane rowniez
szczury. Myszy immunizuje sie wedlug przy-
jetego schematu, zaleznie od stosowanego an-
tygenu. Nastepnie pobiera sie sledzione i wezly
chionne, rozdrabnia i przeplukuje kilkakrotnie
pltynem wzrostowym. Zawiesing komoérek sle-
dziony miesza sie z komodrkami szpiczaka; po-
niewaz komorki $ledziony sg znacznie mniej-
sze niz komérki szpiczaka, dla ulatwienia ich
przylegania podczas fuzji uzywa sig wigcej

Hodowla komorek
dinis rrpicTaka

o s

A
T furm o glikolu
Ledyiannmym 1

=

Aormtrkl Sroie sak

L]

& - [l

Aomerdi ooy k"gj
AN

podtaie ,HAT® E‘ﬂﬁmﬁﬁﬁl Js/en,a’ komorek

mianowanie preecincial l

—————————» zamraionie

P e
L #lonowanie
. P
/
m

-
l/‘v\ wa
E ,
L] e

&
8
\ \—(
v
0] |
maanowonie preecimeiat l

AN
rextonomanie r\ ‘|
— (&l

wybcr wariante
selekcii

o3RGy ih kiondw A
w‘ Y —

zamratance

zamrafanie
oomratanie

przecimcialo prrecimciato

Ryc. 1. Otrzymywanie przeciwcial monoklonalnych

71



Nr 2

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XL

komérek sledziony niz szpiczaka. Najczesciej
stosowana jest proporcja 4:1 (19). Nastepnie
dodaje sie czynnik sprzyjajacy potaczeniu. Do
1975 roku uzywany byt w tym celu inaktywo-
wany wirus Sendai, obecnie stosuje sie glikol
polietylenowy (PEG), zmieniajgcy strukture
blon komérkowych i utatwiajacy fuzje (15).
Nastepnie komorki zawiesza sie w plynie wzro-
stowym, rozmieszcza w zaglebieniach mikro-
plytki i inkubuje w temp. 37°C. Oprécz opi-
sanej wyzej metody klasycznej, stosowana by-
wa metoda fuzji na filtrach membranowych
(1), pozwalajgca na uzyskanie $cislejszego kon-
taktu miedzy komérkami, przez co zwieksza sig
czestotliwoéé fuzji. Stosowana tu proporcja ko-
moérek $Sledziony i szpiczaka wynosi 2,5:1. Po
uplywie 24 godz. rozpoczyna sie selekeja. Za-
wiesina zawiera trzy rodzaje komoérek: komor-
ki wyjsciowe (limfocyty i komorki szpiczaka),
ktore nie ulegly fuzji, oraz komoérki hybry-
dyczne. Dla oddzielenia tych ostatnich zawie-
sine inkubuje sie na podlozu wybidrczym, po-
zwalajacym na przezycie wylacznie komorek
hybrydycznveh i komérek szpiczaka (limfo-
cyty obumierajg samoistnie, jako-nie posiada-
jace zdolnosci do namnazania sie in vitro). Za-
warta w podlozu aminopteryna jest inhibitorem
syntezy puryn (adenozyno-monofosforanu —
AMP i guanino-monofosforanu GMP). Komor-
ki zawierajace enzvmy TK (kinaza tvmidvno-
wa) oraz HGPRT (hipoksantyna-guanina-fosfo-
rybozyl-transferaza) majg mozliwos¢ zastenczei,
badz egzogennej syntezy nukleotvdow pury-
nowych i tyminy w sytuacii, gdy normalna
droga ich syntezy jest zablokowana. Dzieki
obecnosci w vodlozu tymidyny i hipoksantynv
mozliwa: jest svnteza tymino-monofosforanu
TMP- przez TK. oraz synteza AMP i GMP
przez HGRPT. Limfocytv zawieraja zardwno
TK, jak i HGPRT, a wiec rowniez komorki
hvbrydyczne zawieraig te enzymy. Nie posia-
daja ich natomiast komoérki szpiczaka, przez
co ging w wybidrezym podlozu. Przezvwaig
i moga sie rozwija¢ jedynie komorki hybry-
dyczne.

Podloze selektywne dodawane jest do kazde-
go zaglebienia mikroolytki jednorazowo, badz
tez wspomagaijace ijego dawki dodaie sie co
kilka dni wedlug ustalonego schematu. W cig-
gu jednego tveodnia hodowania na podtozu se-
lektywnym obserwuie sie postepujace obumie-
ranie komorek S$ledziony i szviczaka. Przezy-
waijace komérki hvbrvdyezne obserwuje sie w
7—14 dni po fuzii iako malte kolonie rosnace
na grubej warstwie komarek ocbumartvch. Wte-
dy przystepuie sie do klonowania komdrek
hybrydycznych. Klonowanie ma na celu wy-
izolowanie komorek hyhryvdveznych, preduku-
jacych jeden rodzaj immunoglobuliny i daja-
cych poczatek klonowi, u ktérego zdolnoé¢ do
produkeji tej immunoglobuliny bedzie cechg
stala. Jak wiadomo immunoglobuliny skladaja
sie z dwodch lancuchéw polipeptydowych —
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lekkiego i ciezkiego. Komérki hybrydyczne za-
wierajg chromosomy obu komorek macierzy-
stych i dzieki temu majg zdolno$¢ do produ-
kowania dwéch rodzajow immunoglobulin, a
wice dwdch lancuchéw lekkich i dwéch cigz-
kich. Jednoczes$nie jednak majg sklonnos$é do
stopniowej utraty czesci chromosoméw, co
ogranicza liczbe produkowanych l!ancuchow.
Zazwyczaj komoérka najpierw zaprzestaje pro-
dukeji lancucha ciezkiego (H lub G), nastep-
nie za$ laacucha lekkiego (L lub K). Klono-
wane sa glownie komorki HL, czasem réowniez
HK. Zastosowanie zmutowanych linii szpicza-
ka, wytwarzajgcych jedynie tancuch lekki K,
badz w ogble nie wytwarzajacych immunoglo-
buliny bardzo przyspiesza przebieg klonowa-
nia (9, 17). O przeciwcialach monoklonalnych
mozna moéowié dopiero wodwcezas, gdy dana ko-
morka, czy tez klon komoérek produkuje tyl-
ko jeden rodzaj immunoglobuliny — HL, HK,
itd. (17).

Klonowanie przeprowadza sie metoda gra-
nicznych rozcienczen (b). Klonowane komor-
ki, po osiggnieciu 50% pokrycia w poszczegol-
nych zaglebieniach mikroplytki przenosi do no-
wej mikroplytki, z wyliczeniem, aby objeto$é
plynu wzrostowego zawierajgca przypuszczal-
nie jedna komorke hybrydyczng zdolng do za-
inicjowania klonu przypadla na 4 zaglebienia
mikroptytki (19).

W celu intensyfikacji namnazania sie klo-
now do komorek hybrydycznych dodawane sa
tzw. komorki odzywecze (feeders) (2, 10). Jest
to zawiesina $wiezo pobranych tymocytow my-
szy (10), komdrek Sledziony (12) lub komorek
otrzewnowych. Komoérki odzywcze stabo prze-
zywaja w warunkach hodowli komorek hy-
brydycznych, sg jednak niezbednym skladni-
kiem podioza.

Po uzyskaniu wzrostu przeprowadza sie ba-
dania aktywno$ci poszczegdlnych klonéw. W
tym celu stosowane sg nastepujace metody:
autoradiografia, immunoprecypitacja, elektro-
foreza w zelu, immunofluorescencja, odczyn
cytotoksyczny, test ELISA (5, 19). Srednio 10%
klonow wykazuje aktywno$¢ w wydzielaniu
przeciwcial (przy czym stopien tej aktywnosci
bywa bardzo rozny). Procent ten wypada uz-
naé za wysoki zwazywszy, ze tylko 1% komé-
rek $ledziony uzywanej do fuzji wykazuja ta-
kg aktywno$é. Wedlug Milsteina (17) mogg tu
wchodzi¢ w gre dwa czynniki. Po pierwsze
zdolnosé wydzielnicza wydaje sie by¢ zwiek-
szona poprzez fakt, ze limfocyty, ktére w nor-
malnych warunkach syntetyzuja przeciwciala
lecz ich nie wydzielajg, dajg poczatek komor-
kom hybrydycznym, zdolnym zaréwno do syn-
tezy, jak i do wydzielania przeciwcial (przy
czym jest prawdopodobne, ze mechanizm wy-

dzielniczy, ktérego brak niektérym plazmocy-

tom, pochodzi od komoérki szpiczaka). Po dru-
gie w warunkach, w jakich odbywa sie fuzja,
jedynie limfocyty B sposrod wszystkich ko-
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moérek $ledziony daja poczatek trwalym ko-
moérkom hybrydycznym.

W celu dalszego zwiekszenia procentu klo-
noéw wydzielajagcych swoiste przeciwciala prze-
prowadza sie powtorne klonowanie (reklono-
wanie). Zazwyczaj po dwukrotnym klonowa-
niu otrzymuje sie 100% klondw komérek pro-
dukujgcych przeciwciala, co oznacza, ze wlas-
ciwosci genetyczne komorek hybrydycznych
ustalily sie. W ten sooséb otrzymuje sie stalg
linie kombrkowa zdolng do produkeji in vitro
z gory okreS$lonych przeciwcial, w ilosci rze-
du 3—5 pg przeciwciala na cm?® plynu z ho-
dowli komorkowej (19).

Obecnie istnieje mozliwosé znacznego uprosz-
czenia techniki hybrydyzacji dzieki zastosowa-
niu urzadzenia zwanego cytofluorografem lub
FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter),
rozpoznajgcego i selekecjonujacego komorki w
danej povulacii, w zaleznosci od natezenia flu-
orescencjl tych komérek oraz ich wielkosei (13,
29). Zasada dzialania FACS jest nastepujaca:
zawiesine kombrek kieruje sie pod ciénieniem
do dyszy o $rednicy kilkudziesieciu mikronow,
poddawanej drganiom o wysokiei czestotliwos-
ci (rzedu 40 000/sek). Za kazdym drganiem
tworzy sie kropla, ktéra spada w pole §wietlne
wigzki promieni laserowych. Pod ich wplywem
nastepuje fluorescencia komoérek, mnatezenie
ktérej odnotowuije odpowiedni czytnik. Inny
czytnik mierzy stopien rozproszenia wiazki pro-
mieni, wprost provorcionalny do wielkosei da-
nej komérki. Uklad elektroniczny analizuje oba
wymienione onarametry, w wyniku czego elek-
trodv nadaia odpowiedni ladunek elektryczny
kroplom, ktére odchylaja sie od swojej trajek-
torii 1 wpadaja do wlasciwego odbieralnika.

W ten sposdb mozliwe jest rozdzielenie po-
szezegdlnych komérek hybrydycznych i roz-
mieszczenie ich, po jednej, w zaglebieniach mi-
kroptytki. Przy badaniu aktywnosci wydziel-
niczei klondow mozliwe jest znakowanie anty-
genu fluoresceina, dzieki czemu aparat wykry-
wa 1 klonuje jedynie kombérki aktywne.

W przypadku degeneracji klonu (spowodo-
wanej ocbumieraniem %komérek, badz utrata
zdolnosci wydzielniczei niektorych komoérek)
cytofluorograf umozliwia ponowne klonowanie,
w wyniku ktoérego komoérki zywe zostajg od-
dzielone od martwych (jedne i drugie w roz-
nym stopniu rozpraszaja wigzke promieni la-
sera), a klon moze hyé nadal pasazowany.
Ovisano przypadek, w ktéorym klon zawieral
jedynie jedng komérke zywg na 3200 martwvch
(20). Bez uzycia cytofluorografu takie rozdzie-
lenie nie byloby mozliwe.

Niektore klony komoérek hybrydycznych za-
chowuig zdolno$é do wydzielania przeciwcial
przez wiele lat. Moga one byé zamrazane i
przechowywane w cieklym azocie, a w miare
potrzeby rozmrazane i pasazowane in wvitro
(5, 17) (w sposdb uprzednin opisany), jak row-
niez in vitro. Zawiesine komérek hybrydycz-

nych z hodowli wstrzykuje sie wtedy do jamy
otrzewnowej myszy. Uzyta do tego celu mysz
powinna posiadac¢ ten sam antygen H (antygen
zdolno$ci tkankowej), co mysz bedgca dawca
§ledziony do hybrydyzacji, oraz komorka szpi-
czaka. Dzieki temu wstrzykniete komérki hy-
brydyczne mogg sie namnaza¢. Po 2—3 tyg.
w jamie otrzewnowej powstaja nowotwory,
skiadajace sie z komorek hybrydycznych. Naj-
czescie] towarzyszy temu produkcja plynu
otrzewnowego w ilosci 0,5—3 cm?3¥/mysz. Za-
rowno ten plyn, jak i surowica myszy zawie-
rajg przeciwciala monoklonalne w ilosei 5—
20 mg/cms3, przy czym dodatkowe podanie pel-
nego adiuwantu Freunda znacznie zwicksza po-
ziom przeciwcial.

Analiza serologiczna surowic wykazata, ze
aktywnose takich przeciwcial jest wielokrot-
nie wyzsza niz surowic myszy Immunizowa-
nych metody klasyczng, np. przy immunizacji
wirusem biataczki mysiej (MuLV) aktywnosé
przeciweial monocklonalnych  jest 75—100-
-krotnie wyisza niz przeciwcial uzyskanych
metoda klasyczng (19).

Zastosowanie

Wprowadzenie przeciweial monoklonalnych
zostalo okreslone jako ,rewolucja w immuno-
logii” (13). Po uplywie blisko oémiu lat ter-
min ten nie stracit na aktualnosci, Przeciw-
ciata monoklonalne znalazly zastosawanie m.in,
w badaniach struktury hialek, technikach diag-
nostycznych (RIA 1 ELISA), immunoterapii,
bakteriologii, wirusologii, parazytologii, trans-
plantologii, w badaniach nad diaghostyks i te-
ravia nowotwordw 1 w wielu innych dziedzi-
nach, pozwalajac na przelamanie barier ist-
niejacych przy dotychczasowych technikach
badawczych. O wszystkich zastosowaniach nie
sposob tu wspomnie¢, ograniczymy sie wice do
podania jedynie kilku przykladow.

W immunologii za pomocg przeciwcial mo-
noklonalnych mozna selektywnie oczyszczaé i
bada¢ malo poznane czasteczki, jak np. inter-
feron (13, 17, 22), gdy chodzi o otrzymanie du-
zych jego ilosci. Zawiesine zawierajgcg inter-
feron w ilosci 0,1—1% cczyszeza sie na kolum-
nie immunoadsorpcyjnej, zawierajgcej prze-
ciwcialo monoklonalne skierowane przeciwko
interferonowi (zrédiem ich jest surowica oczysz-
czona myszy, ktérej podskoéornie wstrzyknieto
komorki klonu wyizolowanego w nastepstwie
immunizacji innej myszy badang zawiesing).
Wigza sie one wybidrezo z interferonem, ktory
jest nastepnie wymywany z kolumny. Jed-
nokrotne oczyszczenie interferonu tg metoda
zwieksza jego aktywno$¢ o okolo 5000 razy
(22)

W podobny sposdb, stosujac chromatografie
powinowactwa, mozna w szeregu postepuia-
cych po sobie reakeji oczyscié nieznane mie-
szaniny antygenowe i oznaczaé¢ ich sklad (17).
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W transplantologii zastosowanie przeciwciat
monoklonalnych uzyskanych dla kazdego po-
szczegdlnego antygenu zgodnoici tkankowej
moze w perspektywie pozwoil¢ na.opracowa-
nie miedzynarodowej standaryzacji mianowa-
nia tkanek (16, 17).

Stwarza to takze nadzieje na wprowadzenie
nowych metod selekcji genetycznej zwierzat
opornych na pewne choroby, np. u kur zespot
antygenow zgodnosci tkankowej — locus B
wydaie sie by¢ zwigzany z naturalng ooornos-
cia m.in. na chorobg Mareka (14, 15), przy czym
jedne allele tego genu warunkuja silng opor-
noé¢, inne za$ stabg, badz Srednig. Otrzymanie
przeciwcial monoklonalnych przeciwko poszcze-
golnym allelom umozliwiatoby przy zastosowa-
niu prostego testu aglutynacji (16) szybkxa se-
lekcje ptakow genetycznie najbardziej przy-
datnych.

W parazytologii zastosowanie przeciwcial
monoklonainych pozwala na badanie struktur
antygenowych poszezegdinych form rozwojo-
wych pasozytdéw, co stwarza nadzieje na uzys-
kanie skutecznych immunopreparatow przeciw-
pasozytniczych. Przykladem jest uzyskanie
przeciwecial monoklonalnych dla wywolujacych
malarie u myszy sporozoitdéw i merozoitéw
Plasmodium yoelli; surowica myszy, na ktorej
namnazano klony podana innej myszy chroni-
la ja przed zakazeniem zjadliwym P. yoelli (4).

Stosunkowo najwicksze zainleresowanie bu-
dzi zastosowanie przeciwcial monoklonalnych
w badaniach nad diagnostyka, a szczegolnie
terapia nowotworéow. W oslatnich latach
otrzymano przeciwciala monoklonalne przeciw-
ko antygenom zwigzanym z komdrkami nie-
ktorych nowotworow, jak np. chioniaka lim-
faktycznego (18) (oirzymane przeciwcialo mo-
noklonalne reagowalo z komorkami chloniaka,
nie reagowalo zas z normalnymi komoérkami
limfoida’'nymi tego samego pacjenta), ostrej
biataczki limfoblastycznej i przewleklej bia-
taczki myelocytarnej (21), a takze chloniaka
Burkitta (23). Wykazano takze, ze wstrzyk-
niecie duzej ilosci przeciwciata monoklonal-
nego skierowanego przeciwko komoérkom raka

okreznicy hamowato przez kilka dni wzrost te-
go nowotworu u myszy (6). Krotkotrwalos¢
efektu terapeutycznego zdaje sie wskazywac na
fakt, ze same przeciwciala monoklonalne nie
sa w stanie zniszczy¢ szczepu komoérek nowo-
tworowych (13).

Drugi kierunsk badan ma na celu wigzanie
przeciwcial monoklonalnych z substancjami
antynowotworowymi. Opisano m.in. technike
onlaszezania liposomdéw przeciwceialem mono-
klonalnym skierowanym przeciwko okreslo-
nym komdrkom. Liposomy takie kierowaly sie
wybiorczo do tych wlasnie komérek (11).

Zastosowanie przeciwcial monoklonalnych
znakowanych pierwiastkami promieniotworczy-
mi pozwaia na precyzyjng diagnostyke prze-
rzutdw nowotworowych (13).
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EHODGES R. T., FRASER A, J.: Obsetwacje nad ste-
zeniemm miedzi w watrobie $win w pélnocnej czesSci
Nowej Zelandii. (Seme observations on the liver co-
pper status of pigs in the northern part of New Zea-
land). New. Z. Vet. J. 31, 96—100, 1983 (6).

Badania przeprowadzono mna 347 $winiach (203 od
urodzenia do 5 lat — przypadki laboratoryjne, 144 w
wieku 20—30 tygodni — przypadki rzezniane). U
6,9% ¢$win z przypadkéw laboratoryjnych i u 9,0%
z przypadkéw rzeznianych stezenie miedzi w watro-
bie nie przekraczalo 12 mg/kg suchej masy. Tak ni-
ski poziom miedzi w watrobie wskazuje na niedobér
tego pierwiastka w orgamiZmie $§win. Poziom miedzi
ponize] 20 mg/kg suchej masy watroby stwierdzono
u 21,6% swin z przyvpadkdw laboratoryjnych { u
31,6% Swin z przypadkéw rzeinianyeh.
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ELLINGHAUSEN JR. H. C.: Wzrost, wlaSciwosci ho-
dowlane i wrazliwo§é na leki przeciwbakteryjne Lep-
tospira interrogans serovar. hardjo. (Growth, cultu-
ral characteristics, and antibacterial sensitivity of
Leptospira interrozans serovar. hardjo). Ccrnell Vet.
73, 225—239, 1983 (3).

Leptospira interrogans serovar, hardjo dobrze ros-
nie na podlozach wzbogaconych 1% albuminy suro-
wicy bydlecej, Tween 80 lub Tween 40. Witamina
B12 wzmaga wzrost L. hardjo. Ponadto szczepy tego
zarazka izolowane od chomikéw wymagaja do wzro-
stu oprécz witaminy B12 takze witaminy Bl. Badane
szezepy byly mnajbardziej wrazliwe mna tetracykliny
(1,0 ug/ml podioza).
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