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Kultura zivotinjskih stanica je uzgoj stanica koje su izolirane iz tkiva zivotinja u
umjetnom hranjivom mediju. Tako se moZe dobiti homogena populacija, tj.klonovi koji se
uzgajaju u kontroliranim uvjetima. Naime, uspostavljene su kulture stanica koje relativno
jednostavno i1 neogranieno rastu u suspenziji §to je omogucilo uzgoj u ve¢em volumenu,
odnosno u bioreaktorima koji su ve¢ bili poznati iz bakterijskog uzgoja. Genetickim
inZenjerstvom, tj. upotrebom tehnologije rekombinantne DNA moguce je proizvesti Siroku
paletu proizvoda pomoc¢u kultura Zivotinjskih stanica $to uklju¢uje monoklonska protutijela i

glikolizirane proteine.

Stani¢ne linije podrazumijevaju kulturu koja se sastoji od stanica originalno prisutnih
u primarnoj kulturi. Obzirom na zivotni vijek razlikujemo konacne (netransformirane) i
kontinuirane (transformirane) stani¢ne linije (Nema i Khare, 2012.). Konac¢ne stani¢ne linije
karakterizirane su ograni¢enim brojem generacija (20-80), a karakteristike kontinuirane
stanic¢ne linije su uspjeSna proliferacija, smanjena potreba za serumom, brzi rast, promijenjena

morfologija stanica (Freshney, 2000.).

Stani¢na linijja CHO (Chinese Hamster Ovary) jedna je od najce$¢e koriStenih
stani¢nih linija u istrazivanjima i proizvodnji. To su epitelne stanice koje prekrivaju organe i
Supljine, rastu kao pojedinacne stanice tvore¢i monosloj i karakteristi¢nu strukturu i relativno
se lako odrzavaju u kulturi. CHO stani¢na linija je tumorska stani¢na linijja i moze se

neograni¢eno umnazati sve dok su joj osigurane potrebne hranjive tvari i uvjeti uzgoja.

Rast CHO stani¢ne linije u ovom radu praceni je u dvjema suspenzijama. Prva je
sadrzavala medij s: 5% fetaknog govedeg seruma (FBS), a druga: 1% FBS, i 4% SH sojin
hidrolizat (SH). Dodatak seruma za uzgoj ima nedostatke, npr. mogucénost kontaminacije

virusima, varijacije u Sarzama te visoka cijena ukupnog medija u kojem je dodan serum.

Cilj ovog rada bio je ispitati rast stani¢ne linije CHO u razli¢itim koncentracijama seruma,
utroSak glukoze u mediju za uzgoj te moguénost zamjene seruma hidrolizatom soje.
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2.1. Kultura Zivotinjskih stanica

Kulturu zivotinjskih stanica opisuje laboratorijska tehnika in vitro uzgoja
stanica koje su izolirane iz razli¢itih Zivotinjskih tkiva. Metoda je razvijena u cilju istrazivanja
ponasanja zivotinjskih stanica. Najveci uspon u razvoju ova metoda je dozivjela sredinom
20.stoljeca, a zapocinje 1880.godine kada je Wilhem Roux odrZavao pile¢e embrije u otopini

soli.

Koncept kulture zasniva se na tome da se najprije stanice izoliraju direktno iz
zivotinjskog tkiva ili organa te se mehanicki usitne ili se stanica razgradi proteolitickim
enzimima. Nakon toga slijedi izolacija odredenih stanica od ostatka tkiva te se uspostavlja
primarna kultura. Stanice zahtjevaju ¢vrstu podlogu (npr. Petrijeve zdjelice) za prihvacanje
prije nego dode do njihovog rasta. Stanice koje se koriste mogu biti epitelne, limfoblastne ili
fibroblastne. One ¢e se umnazati sve dok ne potroSe nutrijente potrebne za rast ili im prostor u

kojem rastu postane premalen.

Stani¢ne linije dobivaju se iz primarnih ili sekundarnih kultura. Primarnu kulturu ¢ine
pripravljene stanice iz tkiva, precjepljivanjem dobiva se sekundarna stani¢na kultura, a
daljnjim precjepljivanjem stani¢na linija ulazi u fazu odumiranja. Takve stanice zovemo
kona¢nom ili smrtnom stani¢nom linijom, a da bi dobili kontinuiranu ili besmrtnu stani¢nu

liniju trebamo provesti postupak imortilizacije.

.....

dvije osnovne skupine: adherentne stanice, tj.stanice koje rastu jedino ako su pricvr§éene za

povrsinu, 1 suspenzijske stanice koje mogu rasti neovisno o povrsini.

2.1.1. Mediji za uzgoj Zivotinjskih stanica

Mediji za wuzgoj zivotinjskih stanica su kompleksne smjese ugljikohidrata,
aminokiselina, soli, vitamina, hormona i faktora rasta, a za in vitro uzgoj zivotinjskih stanica

kroz duzi vremenski period, medij se mora dopuniti razli¢itim sastojcima (Butler, 2004.).

Serum zivotinjskog ili humanog porijekla uobicajen je dodatak za tu svrhu. Najcesce

se koristi FBS, supernatant zaostao nakon koagulacije proteina krvi fetusa goveda. To je
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slozena smjesa velikog broja sastojaka — faktora rasta, proteina, vitamina, elemenata u
tragovima, hormona itd., esencijalnih za rast 1 odrzanje stanica u kulturi koji se u medij za
uzgoj dodaje u rasponu 5-20% (v/v) (van der Valk i sur., 2010.). Serum je ujedno i najskuplja
komponenta medija za uzgoj zivotinjskih stanica, a obzirom na svoj izvor postoji mogucnost
od prijenosa bakterija, virusa i priona kao i odredenih razlika u sastavu koje ovise o seriji
proizvodnje. Razlika u kemijskom sastavu izmedu Sarzi seruma, mogucénosti njegove
kontaminacije te kemijska nedefiniranost njegove su glavne mane. Poteskoce pri

prociS¢avanju i izdvajanju proizvoda predstavljaju proteini prisutni u serumu (Butler, 2004.)

Kako bi se prevladali nedostaci uporabe seruma tzv. serum-free mediji (SFM) kojima
se u Cistom obliku dodaju hormoni, faktori rasta i ostale komponente sadrzane u serumu.
Medutim, SFM su opcenito specifi¢niji nego mediji sa serumom pa ih je stoga potrebno
razvijati za odredene tipove stanica i1 primjene (Butler, 2004.). Takoder, uzgoj stanica u mediju
sa smanjenim udjelom seruma ili SFM mediju predstavlja znaajan iskorak u smanjivanju
troskova procesa s kulturama stanicama odnosno utjeCe na povecanje sigurnosti proizvoda
dobivenih ovom tehnologijom (van der Valk i sur., 2010.). Nedostatak uporabe medija bez
seruma ukljucuje sporiju proliferaciju satnica, nizu maksimalnu koncentraciju stanica te

visoku cijenu potrebnih dodataka te ogranicen vijek trajanja.

Najces¢e koriSteni mediji za uzgoj zivotinjskih stanica su: BME (Basal Medium
Eagle's), zatim EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium) oblikovan kao poboljsanje
BME, DMEM (Dulbecco's Modification of Eagle's Medium) 1 GMEM (Glasgow's
Modification of Eagles's Medium).

2.1.2. Uvjeti uzgoja zZivotinjskih stanica

Vrlo je bitno uskladiti uvjete uzgoja zivotinjskih stanica jer moraju zamijeniti in vivo
uvjete kako bi stanice rasle u Sto prirodnijem okoliSu. Uvjetu uzgoja ukljucuju manipulaciju

fizikalno kemijskih parametara kao Sto su:
° pH

Optimalan pH za vecinu zivotinjskih stani¢nih linija je 7,4. Ipak, neke transformirane stanicne

linije pokazale su bolji rast kod malo kiselijeg okoliSa (7,0-7,4), a neke stanice fibroblasta
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rastu bolje u bazi¢nijem okolisu (pH 7,4-7,7). Stani¢ne linije insekata kao Sto su Sf9 1 Sf21

rastu kod pH 6,1.

e CO2

Regulacija CO2 bitna je zbog toga jer pH vrijednoost ovisi 0 njemu, to¢nije, pH vrijednost
medija ovisi o ravnotezi izmedu otopljenog ugljicnog dioksida 1 bikarbonata. Vecina
znanstvenika upotrebljava 5-7% COz2, a postize se uzgojem u inkubatoru. Svaki medij ima
preporucenu koncentraciju ugljicnog dioksida i1 bikarbonata kako bi se odrzao pH 1

osmolarnost.
e Temperatura

Optimalna temperatura stani¢ne linije ovisi o temperaturi tijela domacina iz kojeg su izolirane
stanice. PoviSenje temperature iznad optimalne opasnije je stani¢nu liniju nego sniZavanje.
Zbog toga je temperatura u inkubatoru namjeStena na malo nizu vrijednost od optimalne

temperature. Optimalna temperatura za uzgoj humanih stani¢nih linija i stani¢nih linija
sisavaca je 36-37°C. Stani¢ne linije koje potjetu od hladnokrvnih Zivotinja (npr. ribe) podnose

temperature 15-26°C. Odstupanja od optimalnih vrijednosti ne smiju biti ve¢a od £0,5"C.

e Osmotski pritisak

Uzgoj zivotinjskih stanica optimalan je pri 260-320 mOsm/kg. Kad se osmolarnost uspostavi
vazno ju je odrzavati u rasponu od =10 % od te vrijednosti.

e Viskoznost

Kod sustava s mijeSanjem stanica ovaj parametar ima bitnu ulogu, ali nema utjecaj na rast
stanica u kulturi. Na viskoznost kompletnog medija uglavnom utjecu sastojci seruma.
2.2. Hidrolizati proteina kao dodatak medijima za uzgoj Zivotinjskih stanica

Za proizvodnju hidrolizata manjih molekulskih masa najpogodnija je enzimska

hidroliza. Postojanost fizikalno-kemijskih i nutritivnih karakteristika komercijalnih

proteinskih hidrolizata znatno ovisi o izboru prikladnog proteina, proteolitiCkih enzima te
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primjenjenih posthidrolitickih metoda. Najvazniji kriterij u odabiru supstrata su njihova
hranjiva vrijednost, cijena, antigenost, topivost i funkcionalnost. U tom smislu se najcesce
koriste kazein, proteini sirutke i soje. Biljni proteini (npr. soja i dr.), prikladan su supstrat za
proizvodnju hidrolizata s poZeljnim fizikalno-kemijskim 1 nutritivnim karakteristikama.
Odabir prikladne kombinacije enzima presudan je ¢imbenik kojim se, u osnovi, moze

osigurati zeljeni profil hidrolitickih produkata iz bilo kojeg proteinskog supstrata.

Kvaliteta hidrolizata proteina ovisi o pocetnoj sirovini, hidroliziraju¢em sredstvu,
parametrima procesa te stupnju hidrolize (omjer amoino duSika i ukupnog dusika) (Lobo-

Alfonso i sur., 2010.).

Uporaba hidrolizata proteina u mediju bez seruma ima svoje prednosti i nedostatke.

Neke od prednosti su:

e Proizvodne prednosti — hidrolizati proteina proizvode se u velikim mjerilima,

relativno su stabilni i mogu se skladistiti pod posebnim uvjetima.

e Regulatorne prednosti- upotrebljavanjem hidrolizata porijeklom od biljaka
moguce je izbje¢i kontaminacije do koje moze do¢i ukoliko se upotrebljavaju

hidrolizati zZivotinjskog podrijetla.
Neki od nedostataka su:
e Problem nabave — izvori su limitirani, a proces proizvodnje nije isplativ.

e Nedostatak biokemijski definiranog sastava — tezi se ujednadenom
biokemijskom sastavu jer on uvelike utjece na prinos produkta, a nedostatak

kemijske definicije moZe otezati proces proc¢is¢avanja i izolacije proizvoda.

2.2.1. Hidrolizati soje

Soja (lat. Glycinemax) se od davnina koristi za lijjeenje 1 prevenciju raznih
zdravstvenih problema. Soja je dio ljudske prehrane vise od 5000 godina, a sojini proizvodi
Cesto se koriste u prehrambenoj industriji, pogotovo za teksturiranje i emulgiranje proizvoda
te u obliku proteinskih punila. To je suptropska biljka podrijetlom iz jugoisto¢ne Azije koja
pripada porodici Fabaceae. U Europu je donesena oko 1700. godine, a u velikim razmjerima

soja se pocela proizvoditi 1800. godine u SAD-u.
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Osim visokog udjela proteina (37-50%) sadrzi i minerale (npr. soli kalcija, kalija,
fosfora, Zeljeza), vitamine (npr. tiamin, riboflavin, folnu kiselinu, pantotensku kiselina, niacin,
vitamin B6, C, E, D i1 K) vlakna, esencijalne masne kiseline (npr. omega-3 masne kiseline),
fitoestrogene poput izoflavona (npr. genistein, daidzein, glicitein) itd. Sojini proteini su visoko
kvalitetna hrana jer su odlicno izbalansirani po sastavu aminokiselina i kao takvi se lako

metaboliziraju.

Hidrolizat soje danas se uvelike koristi kao dodatak mediju bez seruma jer ima ulogu
poboljSanja vijabilnosti stani¢ne gustoce, titara rekombinantnih proteina, povecanja

dugovjecnosti kulture te redukcije apoptioze. (Hartshorn i sur., 2010.).

2.2.2. Gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Pod pojmom elektroforeza oznacavamo gibanje Cestica u elektricnom polju, a njihova
pokretljivost ovisi o: jakosti elektricnog polja, svojstvima cestica (neto naboju, veli€ini,
obliku), sredini u kojoj se Cestice gibaju (ionska jakost, viskoznost, temperatura). Vecina
Cestica koje elektroforetski razdvajamo, pa tako 1 proteini, amfoterne su molekule. Najveci dio

naboja proteina potjece od ionizacije karboksilnih i amino skupina.

Elektroforetska pokretljivost proteina ovisi o gusto¢i njihovog naboja, tj. 0 omjeru
naboja i mase. Sto je ovaj omjer visi, pokretljivost je ve¢a. Primijeni li se elektri¢no polje na
otopinu proteina, razliCite ¢e se molekule, ovisno o gustoci svojeg naboja, gibati razliCitim
brzinama prema anodi ili katodi. Ukoliko je uzorak na pocetku prisutan kao vrlo uska zona,
proteini razli¢ite pokretljivosti putovat ¢e kao zasebne zone i razdvojit ¢e se. Ovakav pristup
poznat je kao zonalana elektroforeza. Elektroforetski razdvojene Cestice u slobodnoj se
tekucini, zbog difuzije, opet izmijesaju ¢im prestane djelovanje elektricnog polja. Stoga se
koriste nosaci koji omogucuju da razdvojene komponente ostanu u ostro odvojenim zonama.
Najcesce rabljeni nosaci su papir, Skrob, celuloza acetat, agaroza 1 akrilamid. Bez obzira koji
koristimo, vazno je da bude inertan, ¢ime se sprijeCava pojava elektroosmoze koja smanjuje
kvalitetu razdvojenosti pruga. Agarozni gelovi najviSe se primjenjuju u analizi nukleinskih
kiselina, no ¢esto se upotrebljavaju i za izoelektri¢no fokusiranje proteina. Poliakrilamidni gel
nastaje vinilnom polimerizacijom monomera akrilamida (CH2=CH-CO-NH2) u duge lance
poliakrilamida, te njihovim unakrsnim povezivanjem (cross linking) ugradnjom

odgovarajuceg ko-monomera N, N'-metilen-bis-akrilamida (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-
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CH=CH2). Reakcija polimerizacije katalizirana je kemijski dodatkom amonij persulfata i
TEMED-a (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin), ili fotokemijski, dodatkom riboflavina i
TEMED-a. U polimerizacijskoj reakciji nastaju lanci poliakrilamida u koje se u malom
postotku ugraduju molekule Bis-a koje onda reagiraju s grupama drugih lanaca, te tvore

trodimenzionalnu mrezu.

Polkiakrilamidni gelovi sluze u razdvajanju molukula molekularne mase 1000-200000
Da. U vertikalnom sustavu za elektroforezu proteini putuju kroz gel od vrha do dna kroz
plocasti gel odredene debljine, koji je lijevan izmedu dvije ploce od stakla ili pleksiglasa
odvojenih razmaknicama kojima je definirana debljina gela, a koja se krec¢e od 0,5 do 1,5 mm.
Gelovi imaju utore za nanoSenje uzoraka na vrhu gela, a oblikuju se tijekom polimerizacije
pomocu ¢eslja koji se uklanja po zavrSetku polimerizacije. Gelovi se najcesce sastoje od od 2
dijela: gela za sabijanje tj. kratkog gela vecih pora kojemu je svrha sabijanje molekula
proteina u oStru zonu debljine 1-100 pum, te gela za razdjeljivanje manjih pora u kojemu se
provodi razdjeljivanje proteina. Polimerizirani gel izmedu dvije staklene ploc¢e donjim dijelom
se uranja u donji rezervoar s puferom, a dio prostora iznad utora za nanoSenje uzorka ispuni se
puferom Sto ¢ini gornji rezervoar za pufer. U utore se potom nanese otprilike 30 puL uzorka,
aparatura se spoji sa izvorom struje te se molekule razdjeljuju, odredeno vrijeme, pri
definiranim uvjetima jakosti struje, napona i snage. Proces razdjeljivanja se zaustavlja kada
bromfenol plavo boja dostigne anodni kraj gela. Proteinske trake se potom detektiraju
specifi¢nim ili nespecifi¢nim bojanjem.

SDS-PAGE ili poliakrilamid gel elektroforeza u prisustvu Na-dodecil sulfata se koristi za
razdvajanje proteina na osnovi molekularne mase. Metoda se temelji na obradi proteina
otopinom anionskog detergenta natrij dodecil sulfata. SDS se svojim hidrofobnim grupama
veze na hidrofobne grupe proteinskih molekula, izaziva denaturaciju i razmotavanje molekula
koje tada nose negativan naboj koji potjece od SDS-a. Tada svi proteini imaju jednak omjer

mase 1 naboja, te putuju kroz gel razdvajajuci se samo obzirom na molekularnu masu. Manje
molekule putuju brze od vecih i u gelu dolazi do rasporedivanja u oStre proteinske vrpce.
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Stani¢na linija CHO

CHO stani¢na linija uspostavljena je 1957. iz ovarija odrasle Zenke kineskog hrcka.
Preporuceni medij za uzgoj CHO-K1 stanica je Ham-ovF-12 medij. Optimalna temperatura za
uzgoj je 37°C te atmosfera koju Cini 95% zraka i 5% CO2. Zahvaljujuéi brzom rastu stanica i
dobroj stabilnosti, CHO stanice su najceS¢e koriStene stanice sisavaca za industrijsku

proizvodnju rekombinantnih proteina.

Uzgoj stani¢ne linije zahtjeva strogo kontrolirane 1 sterilne uvjete. Izvori
kontamionacija mogu biti: bakterije, mikoplazme, kvasci i gljivice, a prenose se atmosferom,
preko radne povrsine ili osobljem. Zbog toga je potrebno osigurati sterilne uvjete radom u
laminaru. Radne povrSine 1 preparati se odrzavaju ¢istima pomocu 70 %-tnog etanola. Rad s
kulturama stanica zahtjeva dobro definiran medij. Kompletan medij sadrzi sve potrebne
komponente poput vitamina, aminokiselina, soli, glukoze i masnih kiselina .Za optimalan rast
stanica nuzan je dodatak seruma koji sadrzi proteine, hormone, minerale, lipide, faktore rasta,
adhezijske faktore, inhibitore enzima i hranjive sastojke. NajceS¢e se upotrebljavaju fetalni
govedi, tele¢i 1 konjski serum, a dodaju se u kolicini 5-20 % (najcesce 10 %) kao vazne
nadopune za hormonalni, hranidbeni i stromalni sustav in vivo organizma. Potrebe na kisiku
su razliCite za razlicite kulture. Za vecinu stanica je prihvatljiv atmosfeski kisik odnosno niske
koncentracije kisika (atmosfera: 95 % zraka 1 5 % CO2). pH podlloge je izrazito vazan faktor
buduéi da vecina stanica pocne gubiti vijabilnost pri padu pH vrijednosti. Promjena pH se
jednostavno uocava zbog promijene boje medija iz crvene u zutu. Zbog toga je za optimalan

rast stanica potrebno periodicno mijenjati medij.

3.1.2. Kemikalije

U radu su koristene slijede¢e kemikalije:

Dulbecco's MEM/F-12, GIBCO, SAD

Fetal Bovine Serum (FBS- fetalni govedi serum), GIBCO, SAD
0,25% Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK

Tripan-plavo, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD
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Hidrolizat soje UF Solution 50x, SAFC Biosciences, Andover, UK
Glukoza-PAP kolorimetrijski test, Dijagnostika, Sisak, Hrvatska
apsolutni etanol i izopropanol, Alkaloid, Skoplje

Coomassie Blue G250, Bio-rad Laboratories, UK
N,N,N,N-Tetramethylethylenediamin,SigmaAldrich

amonijev persulfat, Triton X-100, B-merkaptoetanol i Na- dodecilsulfat (SDS) — Fluka
(Buchs, Svicarska)

3.1.3. Otopine i puferi

Dulbecco's MEM/F12 (GIBCO) — medij za kultivaciju stanica

Sastojci s _koncentracijama (mg/L)

Aminokiseline:

Glicin 18,75

L-Alanin 4,45

L-Arginin hidroklorid 147,5
L-Asparagin x H20 7,5

L-Asparaginska kiselina 6,65

L-Cistein hidroklorid xH,O 17,56

L-Cistein 2HCI 31,29
L-Glutaminska kiselina 7,35

L-Glutamin 365

L-Histidin hidroklorid x H,O 31,48
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L-Izoleucin 54,47
L-Leucin 59,05

L-Lizin hidroklorid 91,35
L-Metionin 17,24
L-Fenilalanin 35,48
L-Prolin 17,25

L-Serin 26,25

L-Treonin 53,45
L-Triptofan 9,02
L-Tirozin 55,79

L-Valin 25,85

Vitamini:

Biotin 0,0035

Kolin klorid 8,98

D-Ca pantotenska kiselina 2,24
Folna kiselina 2,65
Niacinamid (nikotinamid) 2,02
Piridoksin hidroklorid 2,0
Riboflavin 0,219

Tiamin hidroklorid 2,17
Vitamin B12 0,68
I-inozitol 12,61

Anorganske soli:

CaCl, 116,6
CuSO4 x 5H,0 0,0013
FC(NOg)sX 9H,O 0,05

FeSO4 x TH,0 0,417
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MgCl>x 6H,0 61
MgSO, x TH,0 100
KCI311,8

NaHCO; 1200

NaCl 6995,5
Na,HPO, x 7TH,0 134
NaH,PO4x H,0 62,5
ZnSO,4 x 7TH,0 0,432
Ostali sastojci:
D-Glukoza 3151
HEPES 3075.,4
Hipoksantin Na 2,39
Linolna kiselina 0,042
Lipoic¢na kiselina 0,105
fenol crvenilo 8,1
Putrescin 2HCI 0,081
Na piruvat 55,0

Timidin 0,365

PBS ( Phosphate Buffer Saline) pufer pH=7.4

NaCl 8 g
KCI10,2 g
Na,HPO,4 1,44 g
KH,P0O,4 0,24 g

destilirana H,O do 1000 mL

0.4 %-tna otopina Trypan Blue
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Trypan Blue 25 mg

PBS pufer 5 mL

3.1.4 Uredaji i oprema

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO2, Kambic, Slovenija
Inverzni mikroskop, Carl Zeiss, Njemacka

Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

Komora za sterilni rad, Iskra PIO, Slovenija

Hladnjak (4 °C 1 -20 °C), Gorenje, Slovenija

Ploce s 12 jazica, Corning, SAD

T-boce od 25 cm2 , Corning, SAD

Spektrofotometar Thermo Scientific Genesys 10 S UV/VIS, SAD
Laboratorijsko posude (laboratorijske Case, pipete, nastavci za pipete)
Kadica za gel elektroforezu

Centrifuga; Centric 322A, Tehnica Zelezniki, Slovenija

Vibracijska mjesalica; Tehnica Zelezniki, Slovenija

3.2. Metode rada

3.2.1. Kultivacija CHO-K1 stanica

Uzgoj zapoc€inje odmrzavanjem stanica koje se cuvaju zamrznute na -80 °C u mediju
za zamrzavanje. Ampula sa stanicama (1mL) koje su zamrznute u koncentraciji od oko 1x10’
stanica/mL odmrzne se naglim uranjanjem u vodenu kupelj, na 37 °C. Supernatant se pazljivo
ukloni pipetom, a talog stanica se resuspendira u mediju za uzgoj koji sadrzi:
l.suspenzija - 5% FBS, a 2.suspenzija - 1% FBS + 4% SH. Stanice se u inkubator na
odgovarajucu temperaturu uz atmosferu s 95% zraka i 5% CO2. Tijekom uzgoja se takoder

prati i boja medija, jer nagla promjena boje ¢esto ukazuje na pojavu kontaminacije u kulturi.
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Slika 1. Neubaureova komorica i shematski prikaz mreZice u kojoj se odreduje broj stanica

3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom tripan — plavo

CHO stanice rastu u suspenziji pri razli¢itim koncentracijama seruma (FBS) 1 sojinog
hidrolizata (SH). Jedan medij je imao 5 % FBS, a drugi je imao 1% FBS 1 4% SH te se pratila
dinamika rasta stanica kroz * dana, metodom tripan-plavo. Osim ispitivanja utjecaja
koncentracije seruma(1%, 5%) na rast CHO stanica, ispitivali smo i utjecaj dodatka sojinog

hidrolizata (0% ili 4%) u DME mediju.

Za odredivanje broja stanica koristi se metoda bojanja otopinom tripan-plavo. Obojat
¢e se samo mrtve stanice, Cija je membrane propusna. Za brojanje se koristi Neubaureova

komorica.

3.2.3. Odredivanje broja stanica u Neubauerovoj komorici

Postupak:
1. suspenzije iz inkubatora prenijeti u laminar
2. 1z svake od dvije tikvice pipetom uzeti po 200 pL 1 prenijeti u 2 Eppendorf kivete
3. centrifugirati na 1000 okretaja/minuti tijekom 5 minuta; supernatante izdvojiti pipetom i
zamrznuti ih (za odredivanje sadrzaja glukoze); talog baciti
3. izdvojiti jo§ 200uL iz svake od dviju tikvica i prenijeti u Eppendorf kivete
4. pipetom iz svake kivete izdvojiti 20 pL uzorka 1 prenijeti u jazice mikrotitarske ploce te
dodati 20 pL bojila tripan-plavo.
5. resuspendirati
6. 20 uL suspenzije stanica 1 boje pazljivo prenijeti ispod pokrovnice na Neubauerovoj
komorici
7. komoricu staviti pod objektiv svjetlosnog mikroskopa

8. izbrojati stanice u 4 sredi$nja kvadrata mrezice, odrediti srednju vrijednost broja stanica
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Brojanje se vrsi unutar Cetiri srediSnja kvadratica a rezultat je aritmeticka sredina broja

stanica, prema formuli:
broj stanica /mL suspenzije=zbroj stanica izbrojenih u 4 kvadrati¢a x 5 x 10? [1]
3.2.3 Odredivanje koncentracije glukoze u mediju za uzgoj stanica

Metoda koju upotrebljavamo zove se glukoza PAP (fenol i aminoantipirin). Uzorak za
mjerenje apsorbancije priredi se tado da se u epruvetu doda 10uL uzorka medija i 1,35 mL
otopine reagensa. Svaki uzorak pripremljen je u 3 paralelne probe. Uzorci se ostave stajati na

sobnoj temperaturi 10 minuta, nakon ¢ega se ocitava apsorbancija. Slijepa proba umjesto

uzorka sadrzava 10 puL destilirane vode.

Radun za odredivanje koncentracije glukoze u uzorcima medija;

konc.glc. = konc. standarda(mM) * Asoo(uzorak) /Asoo(standard) [2]

Izracun specifi¢ne brzine potrosnje glukoze (gglc)

qglc =2x1073 [3]

1,35 mL Reagensa i 9 pL uzorka hranjivog medija inkubira se 10-15 minuta, a metoda

odredivanja koncentracije glukoze bazira se na slijede¢im reakcijama:
glukoza + O, + H,O — glukonska kiselina + H,0,

H,0, + 4-HBA + 4-APP — Kinominin + H,O

Sastav Reagensa: glukoza oksidaza, peroksidaza, 4-hidroksibenzojeva kiselina (4-

HBA), 4-aminoantipirin (4-APP), fosfatni pufer pH 7.5.

Koncentracija glukoze je proporcionalna koncentraciji kinonimina koji nastaje u
drugoj reakciji, a njegova se koncentracija odreduje spektrofotometrijski, pri apsorbanciji od

500 nm, na osnovi intenziteta obojenja otopine.
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3.2.4. Izracunavanje parametara rasta CHO stanicne linije

Odredivanje specifi¢ne brzine rasta (u )

Specifina brzinarastaje: : (4 = [h™] [4]
dX - povecanje biomase stanica
dt- vremenski interval

X - broj (koncentracija) stanica

Kada je brzina rasta konstantna, npr. tijekom eksponencijalne faze rasta, tada vrijedi:
InX = InX + ut [5]
Obzirom da je masa proporcionalna broju stanica, onda je:
p = (In Nt-InNo) /dt [6]
N - broj stanica na kraju log faze rasta
No - broj stanica na pocetku log faze rasta
t - vremenski interval (h)

3.2.5. Detekcija proizvodnje proteina tijekom uzgoja CHO stanica

Da bi detektirali proteinske vrpce nakon zavrSetka SDS-PAGE potrebno ih je
vizualizirati tehnikama bojanja, npr. bojanje Coomassie Brilliant Blue bojilom. Proteini se
trebaju fiksirati kako boja ne bi difundirala u okolni medij, a ova tehnika koristi svojstvo da se
anionski oblik boje Comassie modrila veze za bazi¢ne i hidrofobne bo¢ne ogranke proteina
tako da se nakon odbojavanja viska boje u bezbojnom gelu proteinske vrpce vidljive kao ostre
plave vrpce. Standard (uzorak s tocno poznatim molekularnim masama) omogucuje

kvalitativau usporedbu tj. odredivaje mase razdvojenih proteina.
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3. REZULTATI



4.1. Ucinak dodatka razlic¢itog volumnog udjela seruma i hidrolizata na rast CHO
stanica

CHO stanice nacjepljene su u 2 tikvice u Dulbecco MEM/F-12 medij s razli¢itim
volumnim udjelima FBS 1 SH. Broj poraslih stanica odredivan je svaka 24 sata tijekom 7 dana

od nacijepljivanja metodom Trypan-plavo (Slika 2.).

120 —e—\1+5% FBS

100 —o—N|+1%FBS+4%SH
80
60

40

broj stanica x 10 (st/mL)

20

1 2 3 4 5 6

vrijeme (dani)

Slika 2. Graficki prikaz broja stanica u ovisnosti o vremenu u mediju s razli¢itim volumnim
udjelom dodanog FBS i SH. Crvena linijja oznacava medij sa 1% seruma i1 4% sojinog
hidrolizata, a plava linija oznacava medij sa 5% seruma. Iz grafa se moze is¢itati da log faza u
mediju sa 5% FBS traje od 2.- 3.dana, nakon toga slijedi stacionarna faza koja traje 3.- 4.dana
te faza odumiranja.

Na temelju dobivenih krivulja rasta CHO linije pri razli¢itim volumnim udjelima FBS
u DMEM mediju izraCunata je specifi¢na brzina rasta stanica, a rezultati su prikazani u Tablici

l.

27



Tablica 1. Specifi¢na brzina rasta ((h™) CHO stanica u DMEM/F-12 mediju pri razli¢itim

volumnim udjelima FBS 1 SH

volumni udio FBS(%) Volumni udio SH (%) w(h™)
5 - 0,018
1 4 0,038

3.2. UtroSak glukoze u mediju pri dodatku razlicitih

hidrolizata soje

volumnih udjela seruma i

U uzorcima medija odreden je utroSak glukoze tijekom svaka 24 h uzgoja, a prikazan

je u Tablici 2.

Tablica 2. Utrosak glukoze pri razli¢itim volumnim udjelima FBS i1 SH u mediju

Volumni | Volumni

Koncentracija glukoze (mmol/L)

udio FBS udio 0.dan 2.dan 3.dan | 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan
(%) SH(%)

5 - 12,05 6,351 3,997 | 2,196 0,554 0,495 0,218

1 4 17,372 | 12,347 | 10,368 | 4,432 3,502 2,453 2,236

Graficki je prikazana koncentracija glukoze u medijima s dodanim razli¢itim volumnim

udjelima FBS i SH u ovisnosti o vremenu uzgoja (Slika 3.).

Slika 3. Graficki prikaz koncentracije glukoze u medijima s dodanim razli¢itim volumnim

udjelima FBS 1 SH u ovisnosti o vremenu. Crvena linija oznacava medij sa 1% seruma 1 4%

sojinog hidrolizata u kojem je koncentracija glukoze pala sa 16,5 mM na 2mM, a plava linija

oznacava medij sa 5% seruma u kojem j epotroSnja glukoze pala sa 12 mM na 0,2 mM.
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Uz odredenu koncentraciju glukoze i broj stanica u pojedinim danima uzgoja pomocu

formule [3] izraCunata je specifi¢na brzina potrosnje glukoze prikazana u Tablici 3.

Tablica 3. Specifi¢na potroSnja glukoze ¢(Glc) (mmol/Ldan stanici)

Volumni udio FBS (%) | Volumni udio SH (%) | q (Glc) *107° mmol/dan stanica)

5 - 3,948

1 4 6,104

4.3. Detekcija proizvodnje rekombinantnog proteina tijekom uzgoja CHO stanica

Proizvodnja rekombinantnog proteina u medijima s razli¢itim volumnim udjelom FBS

1 SH pracena je metodom SDS-PAGE te bojanjem Commassie brillian blue bojilom (Slika 5).

FBS (5%) FBS (1%) + SH (4%)
Mr H i
koay ™M i1 B 3 i1 2 3
97
60

45
r-protein {(34) —=
30

20,1

14,4

Slika 4. Gel nakon SDS-PAGE uzoraka medija uzetih 0. , 3. i 6. dan od nacijepljivanja. Na
slici je vidljivo da su prva tri stupca u kojima imamo 5% serum podebljana u odnosu na

preostala tri stupca. To mozemo objasniti time da serum sadrzi viSe proteina nego sojin
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hidrolizat. Rekombinantni protein nije detektiran metodom SDS — PAGE, a to mozZemo

objasniti time $to je mozda zasjenjen drugim proteinima sojinog hidrolizata ili seruma.

M.standard, medij s 5%FBS (1.-0.dan, 2.-3.dan, 3.-6.dan ), medij s 1% FBS i 4% SH (1.-
pocetak uzgoja, 2.-3.dan uzgoja, 3.-6.dan uzgoja).
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RASPRAVA



Uzgoj zivotnjske kulture stanica u medij za uzgoj dodali smo serum koji stanicama
osigurava sve sastojke potrebne za njihov rast, metabolizam i proliferaciju. Kako se serum
dobiva iz zivotinja, postoje odredeni zahtjevi za pouzdanije 1 znanstveno prihvatljivije metode
uzgoja stanica i tkiva ukljucujuéi i osiguranje kvalitete (Gupta i sur., 2005). Iako je
posljednjih godina napravljen veliki pomak u oblikovanju medija bez dodatka seruma i
istra¢ivanjima utjecaja dodatka biljunih hidrolizata kao izvora proteina, potrebno je ispitati
ucinak razli¢itih koncentracija seruma na rast CHO stani¢ne linije 1 u¢inak dodatka hidrolizata

soje na rast stanica te mogucnost zamjene dijela seruma hidrolizatom doje.

Ispitivali smo utjecaj volumnih udjela seruma od 5% 1 1% na proliferaciju CHO
stani¢ne linije u DME mediju. Suspenzija stanica nacijepljena je u 2 tikvice u pocetnoj
koncentraciji od 3x10° st/mL. U prvoj tikvici bio je prisutan medij sa 5% FBS, a u drugoj
tikvici medij sa 1% FBS i 4% SH. Dinamika rasta pracena je brojanjem tijekom 7 dana uz

dodatak tripan-plavo. Na temelju dobivenih krivulja rasta izracunata je specificna brzina rasta

prikazana u Tablici 1. Najveca specifi¢na brzina rasta (u=0,038h™") postignuta je u suspenziji

koja je sadrzavala 1% FBS 1 4%SH, dok je u drugoj suspenziji koja je sadrzavala 5% FBS

specifi¢na brzina rasta iznosila (¢=0,018h™).

Na kraju uzgoja CHO stani¢ne linije odredena je koncentracija glukoze (Tablica 2. 1
3.). Vidljivo je da se glukoza trosi u oba uzorka budu¢i da glukoza u mediju za uzgoj
predstavlja jedan od glavnih izvora energije (Butler, 2004.). Najve¢i utrosak glukoze od
17,372 mM bio je u mediju s 1% FBS 14% SH gdje je ujedno postignuta i najveca specifi¢na

brzina rasta.

Proizvodnja rekombinantnog proteina u medijima s razli¢itim volumnim udjelom FBS
1 SH pracena je metodom SDS-PAGE te bojanjem Commassie brillian blue bojilom. Iako je
svrha istrazivanja bila provjeriti uc¢inak hidrolizata soje na prinos proteina od interesa (POI)
metoda nije omogucila odredivanje razlike u prinosu. Prisutnost POI 1 razliku u koli¢ini u
medijima razli¢itog sastava nije moguce sa sigurnoscu utvrditi, a kao razlog moze se navesti
mala koli¢ina POI, tj. slaba produktivnost stani¢ne linije ili zasjenjenje tj. prekrivanje s
drugim proteinima prisutnim u sojinom hidrolizatu i serumu u suspenziji. Kao moguée
rjeSenje mogu se odrediti ukupna koli€ina proteina prisutna u serumu i sojinom hidrolizatu

nekom od kolorimetrijskih metoda prije odredivanja prisutnosti POI. Osim odredivanja
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ukupnih proteina kako bi se POI mogao razlikovati na gelu moguce rjesenje je koristenje neke
specificnije metode poput ELISA testa. U slucaju kada bi stani¢na linija bila u potpunosti
adaptirana na serum-free uvjete mogli bi lakSe odrediti prisutnost POI jer bi bilo manje

preklapanja proteina.

Navedeno istrazivanje predstavlja osnovu za razumijevanje nutritivnih zahtjeva CHO stani¢ne
linije uz naznake mogucénosti koristenja hidrolizata soje kao dodatka mediju sa serumom u
cilju proizvodnje biomase stanica.
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ZAKUJUCAK



o Najveca specificna brzina rasta postignuta je u DME mediju s 1% FBS i1 4% SH, dok

je najmanja specificna brzina rasta postignuta u mediju s 5% FBS.

e Najveci utrosak glukoze izmjeren je u mediju s 1% FBS i 4% SH, jer soja poti¢e vecu

potro$nju glukoze u odnosu na medij sa 5% FBS.

e Koristeni postupak pracenja proizvodnje rekombinantnog proteina metodom SDS-
PAGE te bojanjem Commassie blue bojilom nije omogucio odredivanje razlike
prinosa proteina u medijima s razli¢itim volumnim udjelom seruma i dodatkom sojina

hidrolizata.

POI proizveden ovim postupkom ne mozemo detektirati SDS-PAGE, a kao razlog moze se
navesti mala koli¢ina POI, tj. slaba produktivnost stani¢ne linije ili zasjenjenje, tj. prekrivanje
s drugim proteinima prisutnim u sojinom hidrolizatu i serumu u suspenziji.
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