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1. UvVOD

Kulture zivotinjskih stanica se sve viSe koriste za proizvodnju biofarmaceutika, jedna
od strategija koja moze osigurati visoku produktivnost i proliferaciju stanica je promjena
formulacije medija za uzgoj stanica. Dodatak seruma, hidrolizata animalnih tkiva i peptona
stanicama osigurava potrebne nutrijente i faktore za rast, no upotrebom nutrijenata
zivotinjskog porijekla javlja se rizik od kontaminacija virusima, prionima i mikoplazmama, a
moguce su I promjene u glikolizaciji sekretornih proteina. Kvaliteta i sastav ovakvih
suplemenata redovito varira, S$to je onda ,,usko grlo“ u primijeni tzv. dobre proizvodacke
prakse ili tzv. GMP. Pored toga ti dodaci sadrze brojne proteine koje treba ukloniti prilikom
procis¢avanja rekombinantno proizvedenog proteina Sto dodatno poskupljuje cijeli tehnoloski
postupak (Spearman i sur., 2014). Zbog navedenih nedostataka nutritivnih komponenti
zivotinjskog porijekla, traze se rjeSenja koja bi pomogla u optimizaciji medija za uzgoj
stanica. Jedan od znacajnih i u posljednje vrijeme najaktualnijih pristupa je promjena izvora
proteina (i njihovih derivata) odnosno primjena hidrolizata biljnog porijekla.

Proteinski hidrolizati su poznati kao potencijalni izvor metaboliziraju¢ih komponenti
ukljuéuju¢i aminokiseline, oligopeptide, soli zeljeza, neke lipide i elemente u tragovima. U
posljednje vrijeme sve se vise fokusira na upotrebu biljnih hidrolizata zbog niza pozitivnih
uCinaka na Zzivotinjske stani¢ne kulture (Chun i sur., 2007). Do sada su provedena brojna
istrazivanja, a Farges-Haddani i sur. (2006) su pokazali da hidrolizat uljne repice u
kombinaciji sa RPMI medijem rezultira jednim sigurnim serum-free medijem. Takav medij je
jednostavan, potpuno definiran i moze se koristiti za kultivaciju stanica u Sarznim uvjetima s
mijeSanjem, za brzu prilagodbu stani¢nih linija na serum-free medij te za bolju stani¢nu
vijabilnost i oporavak nakon smrzavanja.

Uljne pogace su nusproizvodi dobiveni nakon ekstrakcije ulja iz sjemenki, a zbog
visokog udjela proteina koriste se kao hrana za zivotinje. Zbog sve veée teznje za
ekonomskom 1 ekoloSkom odrzivo$¢u nastoje se naci 1 novi nacini za iskoriStavanje takvih
nusproizvoda. Stoga, uljne poga¢e imaju primjenu i u biotehnoloskoj industriji za proizvodnju
enzima, antibiotika, biopesticida, vitamina i drugih kemikalija. Osim toga koriste se i kao
dodaci hrani te za pripremu proteinskih hidrolizata (Ramachandran i sur., 2006). Jedan od

primjera nutritivno znacajnih pogaca je i lanena pogaca koja sadrzi proteine, lignane, topiva



vlakna, minerale i vitamine, te ostale bioaktivne komponente. Zbog toga se danas koristi u
razligite svrhe i privlaéi interes industrije (Capin, 2016).

Na temelju dosadasnjih istrazivanja i dokazanih ucinaka proteinskih hidrolizata
biljnog porijekla na rast i produktivnost stani¢nih linija, cilj ovog rada bio je ispitati u¢inak
proteinskog hidrolizata uljne pogace lana pripremljenog pomocu tri proteolitiCka enzima:
Alcalase, Neutrase i Protamex na rast i produktivnost stani¢ne linije CHO DP-12 koja
proizvodi rekombinantno humano protutijelo imunoglobulin (1gG) anti IL-8. Takoder,

ispitana je i moguénost zamjene dijela seruma pripravljenim hidrolizatima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KULTURA ZIVOTINJSKIH STANICA

Pod kulturom stanica podrazumijevamo proces u kojem prokariotske, eukariotske ili
biljne stanice rastu u kontroliranim uvjetima. Kultura Zivotinjskih stanica je uzgoj stanica koje
su izolirane iz razli¢itih tkiva Zzivotinja i prenesene u umjetni hranjivi medij. Takve
pojedinacne stanice izdvojene iz tkiva ili organa mogu se odrzavati u umjetnom okolisu i
smatrati zasebnim organizmom u in vitro uvjetima. Kulture zivotinjskih stanica obi¢no sadrze
stanice jednog tipa (npr. fibroblasti). Takoder, stanice u kulturi mogu biti geneticki identi¢ne i
takve nazivamo homogenom populacijom ili mogu pokazivati geneti¢ke varijacije, stoga je to
heterogena populacija. Homogena popuacija koja je potekla iz jedne roditeljske stanice naziva

se klon i sve su stanice iz klonalne populacije geneticki jednake.
Kulture Zivotinjskih stanica mogu se podijeliti na :

e primarne kulture
e stanicne linije

e stani¢ne sojeve

Primarne kulture stanica izoliraju se direktno iz organa ili tkiva kemijskom,
enzimskom ili mehani¢kom razgradnjom te se prenesu u medij za uzgoj. Takve stanice su
heterogene i zadrzavaju svojstva tkiva iz kojeg su izolirane te u in vitro uvjetima odrzavaju
svojstva in vivo. Zbog toga su najpogodnije za ispitivanje svojstava i odgovora koje daju
diferencirane stanice. S obzirom na to da primarne kulture imaju ograni¢en kapacitet rasta i
zivotni vijek, subkultiviranjem i1 imortalizacijom primarnih kultura postizu se stani¢ne linije.

Subkultivirane stanice dizajnirane su tako da formiraju populaciju stanica jednog tipa
te mogu biti konacne (netransformirane) ili kontinuirane (transformirane). Konaéne stani¢ne
linije su najceS¢e dobivene iz normalnog tkiva i imaju ograni¢en broj generacija, dok su
kontinuirane dobivene iz tumorskog tkiva i mogu tvoriti besmrtne stanice. Besmrtne stanice
mogu nastati spontano ili procesom tzv. neoplasti¢ne transformacije inducirane kemijskim
agensom ili fizikalnim postupkom. Najveca ucinkovitost imortalizacije stanica postize se ipak
viralnom infekcijom, integracijom virusnih gena ili onkogena u stani¢ni genom te

overkspresijom gena koji reguliraju stani¢ni ciklus ukljucujuéi i reaktivaciju telomeraznog



gena. Besmrtnost i klonalnost nuzne su za rad sa stanicama jer osiguravaju stabilnost i
predvidljivost u ponaSanju kulture. Obje vrste stani¢nih linija mogu se propagirati iz dobro
karakterizirane banke stanica u kojima se ¢uvaju krioprotektivnim tehnikama (Alves i sur.,
2008). Selekcijom i kloniranjem primarne kulture ili stani¢ne linije moZe se razviti stani¢ni
S0j.
podijeliti u dvije osnovne skupine ovisno o tome je li im za rast potrebno osigurati povrsinu
za prihvacanje ili ne. Dijelimo ih na adherentne stanice i suspenzijske stanice. Adherentne su
one koje rastu jedino prihvacene za ¢vrstu povrSinu, dok suspenzijske mogu rasti i Neovisno o
povrsini tj. kao suspendirane Cestice u teku¢em mediju, uz odgovaraju¢u dinamiku mijesanja.
Sve primarne kulture i veéina diploidnih stani¢nih linija raste pri¢vr§éeno za povrsinu.
Rast adherentnih stanica moze zapoceti tek nakon njihovog prihvacanja i vezanja na prikladnu
povrSinu. Za uspjesno prihvacanje i1 uzgoj adherentnih stanica koristi se mnogo razli¢itih
materijala poput stakla (aluminij-borsilikatno), plastike, Zelatine (kolagen) ili metala (titan,
celik). Vrlo je bitno da ti materijali ne ugrozavaju stanicu, da nisu toksicni, te da pruzaju
mehanicku sigurnost. NajceS¢e koriSteni su plasticne mase (polistiren, polietilen,
polikarbonat, PVC, teflon), dekstran, celuloza i kolagen (Freshney, 2010). Nakon S§to se
uspostavi pocetno prihvacanje za povrsinu prilikom kojeg stanice mijenjaju oblik iz kuglastog
u spljosteni, stanice poc¢inju rasti i razmnozavati se.

Kulture Zivotinjskih stanica danas se koriste u :

e uistraZzivanjima fiziologije ili biokemijskih procesa u stanicama

e testiranjima razliitih tvari na specifiénim tipovima stanica, poput metabolita,
hormona ili faktora rasta

e proizvodnji umjetnih tkiva kombinacijom specificnih tipova stanica u nizu (npr.
umjetna koza)

e sintezi visokovrijednih proizvoda u vecoj koli¢ini (virusna cjepiva, monoklonska

protutijela, terapijski rekombinantni glikoproteini)

Prednosti primjene kulture Zivotinjskih stanica su dobivanje ponovljivih i pouzdanih
rezultata zbog mogucnosti koriStenja istog tipa stanica ili ¢ak homogene populacije tj.
klonova; bolja moguénost kontrole stani¢nog okoliSa (temperatura, pH, kisik, hranjive tvari,
proizvodi metabolizma), razumijevanje procesa za pojedini tip stanica, manja koli¢ina
reagensa 1 smanjenje broja pokusnih zivotinja. Nedostaci su visoki troSkovi pocetnih ulaganja,

nabava medija i seruma za uzgoj, diferencijacija stanica tijekom vremena i njihov gubitak
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proizvodnih svojstava te potrebno znanje i iskustvo te posebno obuceno osoblje za rad s
kulturama stanica (Butler, 2004).

Prvu animalnu kulturu je uspjesno uspostavio Ross Harrison 1907. godine, no one su
tek nakon 40-ak godina zaista postale dostupne znanstvenicima. Razlog tomu je i razvoj
antibiotika koji su olaksali i rijeSili problem kontaminacije, te razne metode i tehnike poput
koriStenja tripsina za odvajanje stanica. Zbog potrebe za cjepivima doslo je i do dizajniranja
procesa u velikom mjerilu za uzgoj stanica sisavaca, no jos$ veci interes za takve stani¢ne
kulture povezan je s razvojem tehnologije rekombinantnih proteina 1970-ih i 1980-ih godina.

Razvoj tehnologije zivotinjskih stanica krece jos 1880. godine kada je Wilhem Roux
odrzavao pile¢e embrije u otopini soli. Ross Harrison je 1907. godine bio jedan od prvih koji
je pokazao stani¢nu kulturu in vitro i razvio metodu viseée kapi pomocu koje je mogao
promatrati elongaciju zivéanih vlakna kroz nekoliko tjedana. 1zmedu 1910. i 1920. godine
Alexis Carrel je koristio asepti¢nu tehniku kako bi uspostavio dugotrajne stani¢ne kulture, a
Rous i Jones su koristili tripsin za odvajanje adherentnih stanica od podloge. Izmedu 1950. i
1960. godine vazniji dogadaji bili su uspostavljanje Hela stani¢ne kulture te Eagleovo

razvijanje kemijski definiranog medija za kulture stanica (Butler, 2004).

2.1.1. Uvjeti uzgoja Zivotinjskih stanica

Jedan od najveéih problema u radu s kulturama stanica je mogucnost kontaminacije
mikroorganizmima (naj¢eS¢e bakterije, plijesni 1 kvasci). Iz tog razloga treba poznavati
tehnike i ste¢i iskustvo u radu s kulturama stanica, te odrzavati asepti¢ne uvjete. Oprema za
rad dijeli se u osnovnu i dodatnu. Osnovna oprema podrazumijeva komoru za sterilan rad
(laminar), koja cirkulacijom zraka kroz HEPA filter omogucuje sterilne uvjete tijekom rada i
precjepljivanja stanica, CO> inkubator koji osigurava konstantnu temperaturu, koncentraciju
CO:21 vlaZnost tijekom uzgoja stanica, autoklav za sterilizaciju otopina i pribora, te svjetlosni
mikroskop za svakodnevno pracenje rasta stanica i opéeg stanja kulture. Dodatna oprema
ukljucuje hladnjake, zamrzivace, centrifuge, mijesalice, pipete, posude za uzgoj stanica itd.
Prije rada u laminaru potrebno je radnu povrSinu prebrisati 70 % etanolom 1 ukljuciti UV-
svjetlo, sterilizirati posude i1 reagense, nositi odgovarajucu zastitnu odjecu.

Osim sterilnih uvjeta, stanicama je potrebno osigurati i povoljan okoli$ u kojem ¢e
moci rasti i dijeliti se, $to ukljucuje i fizikalno-kemijske parametre poput optimalne

temperature, pH, hranjivog medija, osmolalnosti. Optimalna temperatura za stani¢nu kulturu



ovisi 0 tjelesnoj temperaturi Zivotinje iz koje su stanice izolirane. Preporu¢ena temperatura za
humane stanice i stanice potekle iz toplokrvnih zivotinja je 37 °C, za stanice ptica 38 °C, a
hladnokrvne zivotinje od 18-25 °C. Temperatura u inkubatoru se obi¢no namjesti na nesto
nizu od optimalne jer je pregrijavanje opasnije nego snizavanje temperature. Ukoliko je
temperatura niza od optimalne stanice ¢e sporije rasti jer ¢e do¢i do usporavanja metabolizma,
no dode li do povecanja temperature javlja se rizik od adaptivnog Soka kod stanica. Nuzno je
odrzavati konzistentnost temperature radi reproducibilnosti te su dozvoljena odstupanja od
+0,5 °C.

Optimalni pH za ve¢inu stanica je 7,4, iako se on razlikuje izmedu razli¢itih stani¢nih
sojeva, no uglavnom se podesava na vrijednost izmedu 7-7,4. Do promijene pH vrijednosti
moze do¢i zbog CO2 koji uzrokuje povisenje, dok prekomjerna proizvodnja laktata pri
visokim koncentracijama stanica uzrokuje snizenje pH. Kako bi se promjena lakSe uocila, u
hranjivi medij dodaje se indikator fenol crveno koji snizenjem pH ispod 7,0 mijenja boju iz
crvene u narancastu, pa u Zutu, a povisenjem pH iznad 7,6 u ruzicastu, zatim u ljubicastu. Za
bikarbonatni pufer zbog toga S$to nutritivno pridonosi kulturi, niske je toksi¢nosti i niske
cijene (Freshney, 2010).

Stanice ne bi mogle rasti i razmnozavati se bez hranjivog medija koji sadrzi hranjive
tvari poput ugljikohidrata 1 aminokiselina, tj. katabolicke supstrate koji se razgraduju te
stanicama pruZaju energiju. Osim navedenog medij mora sadrZavati i1 vitamine, anorganske
soli te serum sisavaca koji stanicama osigurava prisutnost hormona, faktora rasta i drugih
hranjivih komponenti (Ryan, 2008). Osmolalnost je vazna za protok supstanci u i van stanice,
te vrijednost koja je prihvatljiva za veéinu stanica je izmedu 260 mOsm kg* i 320 mOsm kg
Takoder, vaznu ulogu pri uzgoju stanica ima 1 sastav atmosfere, stoga se on kontrolira

uzgojem u inkubatoru, a sastav ¢ini 5 % CO2 i 95 % zraka.

2.1.2. Faze rasta zZivotinjskih stanica

Prilikom rasta, stani¢ne kulture pokazuju sigmoidalnu krivulju ukoliko su im
zadovoljeni uvjeti. Krivulja rasta odraz je adaptacije kulture, okolisnih uvjeta, dostupnosti

hranjivih tvari i povrSine za prihvacanje, te uc¢inkovitosti. Faze stani¢nog rasta su :

e Lag faza,



e Eksponencijalna (log) faza,
e Stacionarna faza,

e Faza odumiranja (slika 1.)

Stacionama faza

Faza odumdranja

Eksponencijalna faza

Broj stanica

0 24 48 2 96 120 144 168
Sati nakon nacjeplpvanja

Slika 1. Tipi¢na krivulja rasta stanica (Davis, 2011).

Lag faza, tijekom koje se stanice ne dijele, zapoc¢inje nakon nacjepljivanja i traje 2 do
24 sata. Tijekom ove faze adherentne stanice resintetiziraju elemente glikokaliksa izgubljene
tripsinizacijom, veZu se i Sire po povrSini za prihvacanje (Leo 1 sur., 2008). Trajanje ove faze
ovisi o nekoliko faktora, ukljucujuéi fazu rasta u kojoj su stanice bile prije nacjepljivanja na
novu povrSinu te o koncentraciji stanica koja se nacjepljuje. Stanice nacijepljene u vecoj
pocetnoj koncentraciji imat ¢e kraci period lag faze, dok ¢e onima nacijepljenim u manjoj
pocetnoj koncentraciji trebati vise vremena da se adaptiraju na medij (Davis, 2011).

Eksponencijalna (log) faza je period u kojem dolazi do aktivne proliferacije tijekom
kojeg se broj stanica povecava eksponencijalno. U log fazi, postotak stanica koje se nalaze u
stanicnom ciklusu je 90-100 %, te se smatra da su u ovom stadiju najvitalnije. Faktori koji
utjeCu na trajanje eksponencijalne faze su gustoca nacijepljenih stanica, brzina rasta te
dostupnost povrsine za rast. Takoder, vrlo bitni faktori su i sastav medija, dostupnost kisika,
temperatura itd. (Davis, 2011).

Nakon eksponencijalne faze rast stanica se usporava zbog postizanja konfluentnosti
i/ili nedostatka esencijalnih nutrijenata te one ulaze u stacionarnu fazu. Tijekom stacionarne

faze brzina rasta stanica jednaka je brzini odumiranja te znacajne promjene u broju stanica



nema. Osim zbog niske koncentracije nutrijenata, brzina rasta stanica smanjuje se i zbog
nakupljanja inhibitornih produkata metabolizma stanica. Takoder, dolazi i do kontaktne
inhibicije uslijed formiranja monosloja koji prekriva povrSinu za rast, te se nove stanice ne
mogu prihvatiti za podlogu. Stacionarna faza je poprili¢no bitna s obzirom da stanice tijekom
njezinog trajanja sintetiziraju specificne proteine. Stoga, dodatkom svjezeg hranjivog medija
mozemo ju produziti te osigurati vecu proizvodnju sekundarnih metabolita od interesa.
Posljednja faza je faza odumiranja u kojoj dolazi do pada gustoce stanica. Zbog
iscrpljenosti samih stanica, nedostatka nutrijenata, kisika, zbog kontaktne inhibicije i
inhibicije nastalim metabolitima, viSe stanica umire nego Sto nastaje. Dva su mehanizma
stani¢ne smrti, programirana stani¢na smrt tj. nekroza i apoptoza, stani¢na smrt pod utjecajem

vanjskih ¢imbenika (Leo i sur., 2008).

2.1.3. Metabolizam u kulturi zivotinjskih stanica

Metabolizam je skup svih kemijskih reakcija koje se odvijaju u stanici, a regulirane su
brojnim enzimima. Svrha metabolizma je osigurati kemijsku energiju pomocu svjetlosne
energije ili razgradnjom energetski bogatih nutrijenata iz okoli$a, pretvoriti nutrijente i
prekusorske molekule u makromolekule koje su potrebne za izgradnju stanice, polimerizirati
monomere u makromolekule (proteini, nukleinske kiseline, polisaharidi) te sintetizirati i
razgraditi biomolekule potrebne za posebne stani¢ne funkcije. Cijela ta mreza reakcija
funkcionira pomocu enzima koji ih kataliziraju te su svi metabolicki putevi regulirani na
nekoliko razina u stanici.

Stanice koje su izolirane iz animalnog tkiva nastavit ¢e svoj rast ukoliko ih se
opskrbljuje nutrijentima i faktorima rasta koji im dozvoljavaju da rastu kao nezavisne jedinice
i dijele se mitozom.

Animalne stanice kao izvor energije zahtijevaju ugljikohidrate, najcesée glukozu te
aminokiselinu glutamin. Katabolickom razgradnjom ovih supstrata nastaju dva koenzima
(ATP i NADH) koji su esencijalni za vijabilnost stanica. Koncentracija supstrata s ugljikom i
dusikom u hranjivom mediju takoder utjeCe na energetski status i metabolizam stanica, dok su
lipidi znacajni kao prekursori za sintezu komponenti stanicne membrane (Amable i Butler,
2008).

Metabolizmom mogu nastati primarni i sekundarni metaboliti. Primarni metaboliti

nastaju primarnim metabolizmom, koji se najée$¢e odvija za vrijeme log faze rasta. To su



spojevi koji mogu biti gradivne jedinice ili makromolekule, te se neke mogu ponaSati kao
enzimi, tj. bitni su za rast, razvoj, funkcioniranje i reprodukciju stanica (ugljikohidrati,
aminokiseline, organske kiseline, purini, pirimidini, vitamini). Sekundarni metaboliti su
spojevi koji nisu esencijalni za strukturu i funkciju stanice, ne utjecu direktno na njezin rast i
razvoj, ali imaju veliku ulogu kod odrzavanja metabolickih aktivnosti i zdravlja stanice.
Sekundarni metaboliti nastaju sekundarnim metabolizmom, uglavnom tijekom stacionarne
faze raste i neki od njih su antibiotici, hormoni, interferoni, polipeptidni faktori rasta te

terapeutski proteini (Sateesh, 2003).

2.1.3.1. Metabolizam glukoze u Zivotinjskim stanicama

Glukoza je monosaharid, Secer koji je vrlo bitan za metabolizam 1 stvaranje energije u
stanicama sisavaca. Glukoza se moze metabolizirati glikolizom, citratnim ciklusom ili
pentoza fosfatnim putem te na taj nain osloboditi energiju. Takoder, osim energije, 0vaj
monosaharid osigurava i prekusore za formiranje riboze, kroz pentoza fosfatni put, koja je
izuzetno bitna kao gradivna jedinica nukleinskih kiselina (Petch i Butler, 1994).

Tijekom glikolize iz jedne molekule glukoze nastaju dvije molekule piruvata, dvije
molekule ATP-a, dvije molekule NADH, te velik broj intermedijera za biosinteze. U
aerobnim uvjetima piruvat koji nastaje kao krajnji produkt glikolize oksidira se u acetat
(acetil-CoA) koji ulazi u citratni ciklus te se oksidira u CO2 i H20, pri ¢emu se sintetizira jo§
intermedijera za biosintezu te 36 molekula ATP-a. Medutim, tijekom nepotpune oksidacije
glukoze tijekom glikolize, tj. u prisustvu anaerobnih uvjeta glavni produkt bit ¢e laktat. Tada
nastaje puno manje energije tj. samo 2 molekule ATP-a. U ve¢ini stani¢nih kultura se samo
mala koli¢ina glukoze potpuno oksidira putem citratnog ciklusa.

Nakon S§to se stanice resuspendiraju u svjezem mediju koji obi¢no sadrzi 5-25 mM
koncentraciju glukoze moraju se prilagoditi novim uvjetima. Kao rezultat, stani¢na potro$nja
glukoze i1 proizvodnja laktata je najviSa u pocetnoj fazi kulture te se kasnije smanjuje.
Pocetkom eksponencijalne faze stanice imaju visoku specificnu brzinu utros$ka glukoze i
glutamina, te u sluc¢aju animalnih stanica i visoku proizvodnju laktata. Pove¢anjem vremena
uzgoja stanica potrosnja glukoze i1 formiranje laktata smanjuje se kako koncentracija
nutrijenata u mediju opada (Neerman i Wagner, 1996). Na metabolizam glukoze osim same
njezine koncentracije mogu jo$ utjecati 1 okoli$ni uvjeti kao $to su temperatura 1 pH (Petch i

Butler, 1994).



2.1.4. CHO stanic¢na linija

Stani¢na linija CHO (eng. Chinese Hamster Ovary) jedna je od najce$c¢e koriStenih
stani¢nih linija za proizvodnju rekombinantnih proteina. Ovu stani¢nu liniju ovarija kineskog
hr¢ka uspostavio je Theodor T. Puck 1957. godine. CHO stanice su epitelne stanice koje
prekrivaju organe i Supljine, rastu kao pojedinacne stanice, lako se odrzavaju u kulturi te su
stabilne. Jedne su od glavnih stanica koje se koriste zbog dobrog rasta kao adherentne, ali i
suspenzijske stanice. Podlozne su genetickim modifikacijama, a metode za transfekciju
stanica, ekspresiju rekombinantnih proteina i selekciju klonova dobro su karakterizirane.

Odobrena biotehnoloska primjena kroz tzv. dobru proizvodacku praksu (GMP, Good
Manufacturing Practice), od strane nadleznih nacionalnih regulatornih institucija (FDA, Food
and Drug Administration i EMA, The European Medicines Agency), relativno lagana
adaptacija na medij bez seruma i dobro prouceni i razvijeni procesi uzgoja CHO stanica u
velikim mjerilima samo su neki od razloga njihove Siroke uporabe. Takoder, uz sve
naprednije tehnike kloniranja i genomskih izmjena, razvijene su visokoproduktivne stabilne
stani¢ne linije koje mogu proizvesti do 10 g L rekombinantnog proteina (Wurm i Wurm,
2017). Proizvedeni proteini su sekretorni tj. bivaju izluceni u medij $to znatno olakSava
njihovu izolaciju i procis¢avanje kao proizvoda (Omasa, 2010). Osim toga, rekombinantni
proteini nastali u CHO stanicama su funkcionalno i strukturno sli¢ni nativnim jer su pojedini
stani¢ni sojevi izmijenjeni na nacin da provode posttranslacijske modifikacije (poglavito
glikozilaciju) nalik onoj u ljudskim stanicama. To ih ¢ini idealnim za proizvodnju proteina
dijagnosticke i terapeutske primjene. Preko 35 % rekombinantnih terapeutika danas se
proizvodi u CHO stanicama, u usporedbi s drugim ekspresijskim sustavima poput E. coli
(29 %) i S. cerevisiae (16 %), sam taj podatak dovoljno govori o vaznosti te stani¢ne linije
(Wurm, 2013).

2.2. HRANJIVI MEDIJ ZA UZGOJ STANICA

Zivotinjske stanice u kulturi zahtijevaju uvjete sli¢ne onima in vivo, a to se odnosi na
temperaturu, kisik, ugljikov dioksid, pH, osmolalnost i nutrijente. U in vivo uvjetima stanice
se opskrbljuju nutrijentima putem cirkulacije krvi, stoga za rast u in vitro uvjetima zahtijevaju

kompleksnu kombinaciju nutrijenata. Stani¢ne kulture su se na pocetku, iz prethodno
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navedenih razloga, uzgajale u prirodnom mediju baziranom na ekstraktima tkiva i tjelesnim
teku¢inama poput ekstrakata pile¢ih embrija, plazme, seruma i limfe (Moraes i sur., 2008).
Sve vedi razvitak tehnologije zivotinjskih stanica zahtijevao je vece koli¢ine medija $to je
konac¢no dovelo do uspostavljanja kemijski definiranog medija. Eagle's Basal Medium (BME)
i Eagle's Minimal Essential Medium (MEM) postali su Siroko prihvaceni i primjenjivani uz
dodatke govedeg, humanog ili konjskog seruma, proteinskih hidrolizata i ekstrakata embrija.
No, zbog daljnjeg razvoja tehnologije i uspostavljanja kultura razlicitih stanica bilo je nuzno
razviti slicne medije u svrhu prilagodavanja pojedinim stanicama. ZapocCeo je 1 proces
Ooptimizacije te zamjene seruma, stoga je jedan od najkoristenijih medija postao DMEM
(Dulbecco's modification of Eagle's medium) koji ima visok udio aminokiselina i vitamina
(Freshney, 2010).

Hranjivi medij stanicama mora osigurati esencijalne nutrijente, vitamine, kofaktore,
metabolicke supstrate, aminokiseline, anorganske ione te elemente u tragovima potrebne za
normalno funkcioniranje i razvoj novih stanica. Osim elemenata bitnih za rast u medij se
dodaje 1 pufer zbog odrzavanja optimalne pH vrijednosti. Na taj nacin eliminira se utjecaj
kiselih otpadnih produkata metabolizma poput CO: i laktata. Naj¢es¢i pufer koji se koristi je
bikarbonatni pufer koji se kombinira s atmosferom CO. od 5-10 % kako bi se odrzao pH
medija. U nekim sluc¢ajevima moze se Koristiti i neki drugi pufer poput HEPES-a, no s
obzirom da su bikarbonati potrebni stanicama i kao nutrijenti znanstvenici ih ¢eSée biraju
(Davis, 2011).

Voda je jedna od osnovnih komponenti medija i s obzirom da ona moZe biti jedan od
izvora kontaminacija zivotinjske stanice su poprilicno osjetljive na njezinu kvalitetu.
Potencijalni kontaminanti u vodi su anorganski spojevi (metali, zeljezo, kalcij, klor), organski
spojevi (detergenti), mikroorganizmi te njihovi proizvodi (endotoksini, pirogeni). Kako bi se
uklonile sve neZeljene Cestice voda se priprema i prociS¢ava posebnim standardiziranim
tehnikama (Moraes i sur., 2008).

Ugljikohidrati su glavni izvor energije koji koriste stani¢ne kulture, a glukoza je
sastavni dio vecine hranjivih medija. Metabolizira se glikolizom do piruvata koji se moze
prevesti u laktat ili acetoacetat tj. zavrsno do CO2, ovisno metabolizira li se aerobnim ili
anaerobnim putem. Oba produkta dovest ¢e do acidifikacije medija, a osim promijene pH,
ustanovljeno je 1 da laktat moZe biti toksi¢an za stanice. Osim glukoze, mogu se koristiti 1
SeCeri kao S§to su maltoza, saharoza, fruktoza, galaktoza i manoza te su neka istrazivanja

pokazala da se metabolizmom alternativnih Secera reducira nakupljanje laktata (Davis, 2011).
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Esencijalne aminokiseline su one koje se ne sintetiziraju u tijelu, a potrebne su
stanicama. Medu esencijalne aminokiseline ubrajamo arginin, cistein, histidin, izoleucin, lizin,
metionin, fenilalanin, treonin, triptofan i valin, a osim njih ¢esto se dodaju i cistein i tirozin, s
obzirom da razliCite stanice zahtijevaju i razliCite aminokiseline. One su bitne za sintezu
proteina, lipida, nukleotida, a mogu se Koristiti i kao izvor energije. Glavni izvori ovih
znacajnih komponenti su proteinski hidrolizati ili hidrolizati biljnog porijekla. Koncentracija
aminokiselina koja se dodaje u medij za uzgoj najces¢e iznosi izmedu 0,1 i 1 mM.
Koncentracija aminokiselina obi¢no limitira maksimalnu koncentraciju stanica i uravnotezuje
prezivljenje stanica i njihov rast. Glutamin je glavna aminokiselina koju zahtijevaju sve
stani¢ne kulture. Izvor je ugljika, dusika, energije i obi¢no se u medij dodaje u visokoj
koncentraciji od 1-5 mM. Jedan od problema koji se javlja prilikom dodavanja glutamina je
njegova spontana degradacija. Zbog svoje nestabilnosti radi temperaturne osjetljivosti, u
mediju za uzgoj stanica ima polu zivot od 3-5 dana, te dolazi do nakupljanja amonijaka kao
nusprodukta, a on moze biti toksi¢an. Kao alternativa umjesto glutamina dodaje se glutamax,
alanil-glutamin dipeptid koji je stabilan, a u slu¢aju dodavanja glutamina potrebno ga je
skladistiti zamrznutog i dodati u boce s medijem netom prije upotrebe (Davis, 2011).

Vitamini se u mediju koriste kao enzimski kofaktori, potrebni za glavni metabolizam u
stanici. Askorbinska kiselina je potrebna za sintezu kolagena, vitamin A utjeCe na rast i
diferencijaciju stanica, vitamin K je bitan za pravilno procesiranje proteina, dok vitamin D
regulira transport kalcija (Moraes i sur., 2008). Vecina stanica zahtijeva komplekse vitamina
B koji su znacajni za rast stanica i umnozavanje, te se ¢esto nalaze u osnovnom mediju zbog
topljivosti u vodi (Freshney, 2010).

Zbog uspostavljanja osmotskog pritiska, puferiranja medija, uspostavljanja
membranskog potencijala, te osiguravanja kofaktora enzimima u medij se dodaju i
uravnoteZene otopine soli. Najbitniji ioni su : Na*, K*, Mg?*, Ca?*, CI, SO4*, POs* i HCO3"
(Davis, 2011).

Antibiotici se dodaju u medij za uzgoj stanica radi reduciranja kontaminacija, najvise u
slu¢aju nemogucnosti sterilizacije materijala, izbjegavanja posljedica nepazljivog asepti¢nog
rada 1 sli¢no. No, postoji mnogo negativnih strana koristenja antibiotika u hranjivom mediju
poput razvitka rezistentnih organizama, moguénost prikrivanja infekcija mikoplazmama,

antimetabolicki u¢inak na stanice sisavaca itd. (Freshney, 2010).

12



2.2.1. Serum

Serum je bezstani¢na krvna komponenta koja se dobiva zgrusavanjem krvi
zivotinjskog podrijetla. To je kompleksna smjesa koja se dodaje u medij za uzgoj stanica jer
stimulira rast i1 druge staniCne aktivnosti, potiCe sposobnost adhezije stanica pomocu
specifi¢nih proteina (takoder inhibira djelovanje tripsina) te osigurava stanicama proteine
potrebne za transport hormona, minerala i lipida itd. Glavne sastavnice seruma su
aminokiseline, faktori rasta, vitamini, hormoni, proteini, lipidi i minerali (Moraes i sur.,
2008). Neki od vaznih proteina su albumin, transferin i fibronektin, od hormona inzulin,
glukagon, hormon rasta te prostaglandini, a od vitamina askorbinska Kiselina, vitamin A,
vitamini B skupine i vitamin E. Najvise se koristi govedi serum, posebno onaj fetalnog
podrijetla (FBS) zbog visokog udjela faktora rasta, a niske koncetracije protutijela (Davis,
2010). Obiéno se u medij za uzgoj dodaju koncentracije od 5-10 % (v/v) seruma.

Upotreba seruma zivotinjskog porijekla u staniénim kulturama ima i brojne
nedostatke. Gledano iz perspektive stani¢ne biologije jedan od problema moze predstavljati
varijabilnost sastava seruma, te zbog nepotpuno istrazenog i kemijski nedefiniranog sastava
seruma moze se javiti opasnost od toksi¢nosti za neke tipove stanica zbog prisutnosti
neprikladne koli¢ine specificnih faktora rasta. Takoder, postoji i opasnost od endotoksina i
mikrobnih kontaminacija (fungi, bakterije, mikoplazme, virusi, prioni), tako da svaku Sarzu
treba dodatno ispitati. Osim toga, s obzirom da se tijekom godine u svijetu proizvede 500 000
litara seruma za koje je potrebno visSe od 1 000 000 govedih fetusa javlja se i eticko pitanje
(Brunner 1 sur., 2010). Tijekom posljednjih desetlje¢a uoceni su rizici vezani uz koristenje
seruma u proizvodnji terapeutika pomocu kultura zivotinjskih stanica, stoga se sve vise nastoji
razviti medij bez dodatka seruma.

Hayashi i Sato su 1976. godine medu prvima zamijenili serum dodatkom odabranih
hormona koji su poticali rast i stimulirali diferencijaciju specifi¢nih stanica te na taj nacin
razvili kemijski definirani, serum-free medij. U posljednjih 10 godina proucavanje stani¢nih
funkcija dovelo je do spoznaje mnogih komponenti koje su vrlo korisne u formiranju medija
za uzgoj bez dodatka seruma. Priprava takvog medija zapocinje od osnovnog medija
DMEM/Ham's F-12 (50:50 %, v/v) obogacenog s inzulinom, transferinom i selenom (ITS).
Radi vezanja adherentnih stanica na povrSinu podloge dodaju se faktori za pri¢vrséivanje,

zatim hormoni i faktori rasta. Ovisno o tipu stanica mogu se dodati i stani¢no specifi¢ni
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faktori rasta poput nervnog faktora rasta kod neurona. Na kraju dodaju se i lipidi,

antioksidansi i vitamini ¢ime se povecava specificnost medija bez seruma (van der Valk i sur.,

2010).

2.2.2. Hidrolizati proteina kao sastojci medija bez seruma

Proteinski hidrolizati komercijalno su dostupni iz animalnih tkiva, mlijecnih
proizvoda, mikroorganizama i biljaka te su poznati kao potencijalni izvori metaboliziraju¢ih
komponenti ukljuc¢ujuéi aminokiseline, oligopeptide, soli Zeljeza, neke lipide i elemente u
tragovima. Smatra se da je to koncentrirana i izbalansirana smjesa nutrijenata koja djelomi¢no
ili potpuno moze zamijeniti serum. Neka istrazivanja su pokazala da su hidrolizati odli¢ni
dodaci nutrijenata koji pozitivno utjecu na rast stanica, produktivnost i kvalitetu proizvoda. U
posljednje vrijeme sve se viSe fokusira na upotrebu hidrolizata biljnog podrijetla jer njihove
frakcije imaju niz pozitivnih u¢inaka na Zivotinjske stani¢ne kulture (Chun i sur., 2007).

Biljni proteinski hidrolizati mogu biti izvor kratkih lancanih peptida s bioloskim
svojstvima koji uklju¢uju imunomodulaciju, antimikrobni, antitrombotski i antipiretski u¢inak
te u¢inak na inhibiciju proteaza, kao i na rast i aktivnost stanica sisavaca. Nekoliko studija
pokazalo je da biljni peptoni osim §to mogu biti dobri nutrijenti takoder mogu povecati
produktivnost stanica i suprimirati njihovu apoptozu. Oligopeptidi koji se nalaze u
hidrolizatima razlikuju se po velicini, hidrofobnosti 1 naboju, stoga ne pokazuju istu biolosku
aktivnost. Prije upotrebe potrebno je procistiti 1 frakcionirati hidrolizate jer je pokazano da
razli¢ite frakcije peptida ne utjecu jednako na produktivnost i kapacitet Zivotinjskih stanica.
No, cijeli taj proces moze biti skup pogotovo ukoliko se radi o ve¢im koli¢inama i
industrijskom mjerilu. Ispitivanje djelovanja nefrakcioniranog hidrolizata i frakcija hidrolizata
uljane repice pokazalo je da ukupni hidrolizat nije imao ucinak na kinetiku stanica dok su
frakcije pokazivale ili citotoksi¢ni ucinak ili bolju proliferaciju stani¢nih linija. Neke
proteinske frakcije hidrolizata uljane repice u kombinaciji sa RPMI osnovnim medijem
pokazale su vrlo jednostavan serum-free medij koji nije kompromitirao rast stanica, ve¢ je ¢ak
1 smanjio odumiranje stanica u usporedbi s medijem koji sadrzi animalni serum. Kao
posljedica pojavila se i povecana proizvodnja rekombinantnih proteina (Frages-Haddani i sur.,
2006). Trenutne spoznaje ne mogu potpuno odgovoriti na pitanje javlja li se pozitivan u¢inak

hidrolizata zbog malih peptidnih frakcija ili velikih peptida. Jako mali peptidi i slobodne
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masne kiseline pridonose nutritivnoj vrijednosti medija, dok oni ve¢i mogu djelovati kao
signalne molekule oponasajuci faktore rasta i prezivljavanja (Franek i sur., 2000).

Proteinski hidrolizati se rutinski koriste kao hranjiva dopuna stani¢nim kulturama, no
najprije je potrebno ispitati pravu dozu hidrolizata koja u kombinaciji s medijem najbolje
doprinosi rastu stanica, vijabilnosti i pove¢anoj proizvodnji proteina. Mogu djelomicno ili
potpuno zamijeniti serum u osnovnom mediju, a mogu se dobiti kiselinskom ili enzimskom
hidrolizom proteinskih izolata (Babcock i sur., 2010). Ukoliko se hidrolizati dobivaju pomocu
enzima, njihova priroda i sastav peptidne smjese ovisit ¢e o specificnosti enzima, uvjetima u
kojima on djeluje te trajanju postupka digestije. Istrazivanje koje su proveli Chabanon i
suradnici pokazalo je da je specificnost enzima vrlo bitna jer peptidi slicne veli€ine i istog
aminokiselinskog sastava nisu pokazivali istu u¢inkovitost (Chabanon i sur., 2008).

Istrazivanje u kojem su se usporedivala djelovanja hidrolizata soje, pSenice i sjemena
pamuka dodanih u kemijski definirani medij pokazalo je zanimljivo djelovanje hidrolizata
sjemena pamuka koji je produzio vijabilnost stanica. Osim toga, pokazano je da u nekim
slu¢ajevima kombinacija suplemenata koji se dodaju u kemijski definirani medij moze dati
bolji rezultat od pojedina¢nih. Primjer je dodatak pSeni¢nog hidrolizata i rekombinantnog
humanog albumina $to je rezultiralo znatno visom proizvodnjom 1gG-a CHO stanica. Sam
dodatak rekombinantnog humanog albumina poveca proizvodnju za vise od 30 %, dok je
ovom kombinacijom vrijednost porasla na nesto vise od 180 %. Uvodenje ovakvih
suplemenata koji djeluju sinergisticki postaje sve popularnije u razvoju i optimizaciji
upstream procesa. Danas, 6 do 10 biofarmaceutskih proizvodafa aktivno koristi proteinske

hidrolizate kao dodatke kemijski definiranim medijima (Babcock i sur., 2010).

2.3. LAN - PROIZVODNJA | SASTAV

Lan je jednogodisnja biljka iz obitelji Linaceae koja ukljucuje 10 rodova u vise od 150
vrsta, a uzgaja se za proizvodnju tekstilnih vlakana i sjemena. Sorte lana koje se Kkoriste za
proizvodnju tekstilnih vlakana imaju duzu stabljiku i manje sjeme, dok sorte koje se koriste za
dobivanje ulja imaju krace i jako razgranate stabljike te vec¢i broj sjemenki. Lan za rast i
razvoj zahtjeva plodno tlo fine teksture i ilovacka tla (pijesak, mulj i glina). Jedan je od
najbogatijih prehrambenih izvora esencijalne a-linolenske masne kiseline jer njegovo sjeme
sadrzi ¢ak 40 % ulja, a najviSe polinezasi¢enih masnih kiselina. Osim toga sadrzi i oko 20 %

proteina, 30 % topivih vlakna te je bogat lignanima, mineralima i vitaminima (Capin, 2016).
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2.3.1. Pogaca lana

U posljednjih nekoliko desetlje¢a povecano je iskoristavanje organskih ostataka iz
razli¢itih podrucja agrikulture i industrije. Ostaci usjeva poput mekinja, ostataka Secerne
trske, sjemenki voca i sliéno smatraju se potencijalnim sirovim materijalima u bioprocesima
jer pruzaju izvrstan supstrat za rast mikroorganizama i omogucuju im osnovne nutrijente.
Uljne pogace su nusproizvodi dobiveni nakon ekstrakcije ulja iz sjemenki. Postoje dva tipa
uljnih pogaca, jestive i nejestive. Jestive imaju visoku nutritivnu vrijednost, pogotovo udio
proteina od 15 % do 50 %, a sastav im ovisi 0 vrsti, uvjetima uzgoja i metodama ekstrakcije.
Zbog visokog udjela proteina koriste se kao hrana za Zivotinje, pogotovo prezivace 1 ribe.
Nejestive se koriste kao organska gnojiva bogata dusSikom i za neke je potvrdeno da
povecavaju udio dusika u biljkama, ali i Stite ih od nematoda, insekata i parazita. Sastav i
nutritivna svojstva uljnih pogaca variraju ovisno o kvaliteti sjemenki, tj. sirovine te metodi
ekstrakcije ulja, uvjetima skladistenja itd. Uljne pogace se koriste Siroko za proizvodnju
industrijskih enzima, antibiotika, biopesticida, vitamina i drugih biokemikalija. Takoder, ¢esto
se koriste i kao dodaci hrani te za pripremu proteinskih hidrolizata, izvor energije itd.
(Ramachandran i sur., 2006).

Lanena pogaca je nusproizvod, odnosno kruti ostatak koji je nastao hladnim preSanjem
lanenih sjemenki. Sve se viSe koristi u razli¢ite svrhe npr. kao obnovljivi izvor energije,
stocna hrana, sirovinska osnova za izolaciju proteina, vlakna 1 ostalih bioaktivnih komponenti.
Najzastupljeniji minerali u pogaci lana su kalcij, mangan, fosfor i kalij, a $to se tice masnih
kiselina, najzastupljenija je linolenska s udjelom od 58,5-59,7 %, a slijede ju linolna s 15,8-
16,9 % i oleinska s 15,0-15,6 % (Ogunronbi, 2011). Pogaca lana je i bitan izvor lignana i
fenolnih kiselina, te proteina i polisaharida. Odmas¢ena pogaca se podvrgava centrifugiranju,
pa se zatim iz tekuceg dijela dobivaju proteini, a iz krutog polisaharidi. Udio proteina iznosi

27,3 %, dok je udio polisaharida 10,7 % (Gutierrez, 2010).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Sigma, ST. Louis, SAD
Fetalni tele¢i serum (FBS), Gibco BRL, SAD
Anti-Anti antibiotik, Gubco BRL, SAD
Tripsin-EDTA, Sigma, St. Louis, SAD
Tripan-plavo, Sigma, St. Louis, SAD
Natrijev hidroksid, Kemika, Hrvatska
Natrijev karbonat, Kemika, Hrvatska
Bakrov sulfat pentahidrat, Kemika, Hrvatska
Kalij natrij tetrahidrat, Kemika, Hrvatska
f-merkaptoetanol, LKB, Bromma, Svedska
Bromfenol plavo, Kemika, Zagreb, RH
Coomassie plavo, Sigma, St. Louis, SAD
EDTA (Kompleksal 111), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Octena kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Glicerol, Kemika, Zagreb, Hrvatska

TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin), LKB, Bromma, Svedska

Smjesa standardnih proteina niskih molarnih masa (LMW Calibration Kit), GE

Healthcare, SAD

17



TRIS [Tris(hidroksimetil)aminometan], Kemika, Zagreb, Hrvatska
SDS (natrijev dodecilsulfat), LKB, Bromma, Svedska
Folin-Ciocalteu-ov reagens, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Akrilamid, Sigma, St. Louis, SAD 18

Bisakrilamid (N,N'-metilenbisakrilamid), Fluka, Buchs, Svicarska
Amonijev persulfat, LKB, Bromma, Svedska

D-glukoza, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Enzim Alcalase, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Enzim Neutrase, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Enzim Protamex, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

3.1.2. Otopine
Reagens A
Natrijev hidroksid 290
Natrijev karbonat 109
Destilirana voda do 500 mL
Reagens B1
Bakrov sulfat pentahidrat 19
Destilirana voda do 100 mL
Reagens B2
Kalij natrij tartarat 290
Destilirana voda do 100 mL
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Reagens C

Reagens A 50 ml
Reagens B1 0,5ml

Otopina TCA (0,22 M)

10 % triklor-octena kiselina (TCA)
90 % destilirana voda

Pufer za uzorke za SDS elektroforezu

2 mM EDTA I

2 % (m/v) SDS

10 % (v/v) glicerol

0,001 % (v/v) bromfenol plavo
5 % (v/v) B-merkaptoetanol

50 mM Tris-HCI pH=6,8

Gel za sabijanje

4,5 % (m/v) akrilamid 19
0,12 % (m/v) N, N' — metilenbisakrilamid

0,1 % (m/v) SDS

0,075 % (v/v) N, N, N', N'- tetrametiletilendiamin (TEMED)

7,5 % (m/v) amonijev persulfat (APS)
0,5 M Tris-HCI pufer pH=6,8

Gel za razdvajanije (12 %)

12 % (m/v) akrilamid

0,32 % (m/v) N, N' — metilenbisakrilamid
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0,066 % (v/v) TEMED
0,086 % (m/v) APS
0,5 M Tris-HCI pufer pH=8,8

Pufer za proteinsku elektroforezu

0,1 % (m/v) SDS
25 mM TRIS-glicin pufer pH=6,8

Coomassie otopina za bojanje gelova

0,25 % Coomassie plavo boja
10 % ledena octena kiselina
50 % glicerol

destilirana voda

Reaqgens za odredivanje glukoze

fosfatni pufer (pH 7.5) 0,1 mol L?
fenol 0,75 mmol L™
4-Aminoantipirin 0,25 mmol L*
glukozaoksidaza (GOD) >15kU L?
peroksidaza (POD) >1,5kU L

Standard za odredivanje glukoze

Glukoza 100 mg dL! (5,55 mmol L?)

Reagens za odredivanje laktata

Tris pufer (pH 7,5) 150 mmol L?
laktat oksidaza (LOD) >0,3kU L?

peroksidaza (POD) >1,0kuL?



4-Aminoantipirin
TBHB*
*Tribrom-3-hidroksibenzenska kiselina

Standard za odredivanje laktata

Laktat

Reagensi za odredivanje Imunoglobulina G2

R1:

Tris pufer (pH 7,8)

NaCl

Polietilenglikol

Konzervans

R2:

Anti-human IgG antitijelo (koza)
TRIS pufer (pH 7,8)

NaCl

Konzervans

3.1.3. Uredaji 1 oprema

0,3 mmol L*

2.5 mmol L1

30 mgdL?

200 mmol Lt
85 mmol L*
35%

<0,1%

200 mmol L
400 mmol L*

<0,1%

- inkubator s kontroliranom atmosferom CO- , Iskra P10, Slovenija

- komora za sterilni rad (laminar flow cabinet), Kambic, Slovenija

- inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka

- svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka
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- Neubaerova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright - Line, Njemacka
- T - boce od 25 cm? i 50 cm? , Corning, SAD
- ploce s jazicama, Corning, SAD

- laboratorijski pribor (pipete, nastavci za pipete, laboratorijske CaSe, menzure, odmjerne

tikvice, kivete, epruvete )

- laboratorijska vaga, Boeco, Njemacka

- hladnjak (4 °C i -20 °C), Gorenje, Slovenija

- hladnjak (-80 °C), TT 80 FRYKA, Njemacka

- spektrofotometar Thermo Scientific Genesys 10 S UV/VIS, SAD

- sistem za vertikalnu elektroforezu CVVS10D, Clever Scientific Ltd., Rugby, Velika Britanija
- sustav napajanja za elektroforezu, Consort, Turnhout, Belgija

- ¢ita€ ploc¢a, TECAN, Mannedorf, Svicarska

- digitalna magnetna mjeSalica Model 682/1

- SevenCompact pH/lon, Mettler-Toledo

3.1.4. Stani¢na linija CHO-DP12

Stani¢na linija CHO-DP12 je adherentna stani¢na linija fibroblasta ovarija kineskog
hrcka. Klon navedene stani¢ne linije proizvodi anti-IL8, rekombinantno humano
monoklonsko protutijelo, izotopa 1gG. Pohranjena je u American Type Cell Colletion banci 8
Manassas, Virginia, SAD, kao stani¢na linija (ATCC®CRL 12444 ™),
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3.2 METODE RADA

3.2.1. Priprava proteinskog hidrolizata lana

Proteinski hidrolizat dobiven je enzimski, iz proteinskog izolata lana, komercijalnim
mikrobnim proteazama Alcalase, Neutrase i Protamex. Odvagano je 4 g liofiliziranog
proteinskog izolata lana i otopljeno u 80 mL destilirane vode, a enzimi su dodani 5 % (v/w)
prema supstratu. Otopina proteinskog izolata je zagrijana, te joj je podesen pH na uvjete
optimalne za djelovanje pojedinog enzima, 55 °C i pH 8,5 za Alcalase, 55 °C i pH 7,0 za
Neutrase te 50 °C i pH 7,0 za Protamex. Vrijeme provodenja hidrolize bilo je 240 min, a
uzorci za odredivanje stupnja hidrolize uzeti su prije dodatka enzima, te za vrijeme djelovanja
u 5, 30, 60, 90, 120, 180 i 240 minuti. Svaki uzeti uzorak inkubiran je 10 minuta na

temperaturi vrenja zbog deaktivacije enzima.

3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Lowry-u

Metoda za odredivanje koncentracije proteina po Lowry-u temelji se na reakciji
bakrenih iona vezanih na amino skupine peptidne veze i fenolne skupine bo¢nih ogranaka
aminokiseline tirozin (Tyr) u proteinu s Folin-Ciocalteau reagensom. Prilikom te reakcije
nastaje kompleks plavo-ljubicastog obojenja s apsorpcijskim maksimumom pri 740 nm.

Folin-Ciocalteau (Folinov) reagens sadrzi fosfovolframatnu i fosfomolibdensku
kiselinu koje se reduciraju u volfram i molibden plavo djelovanjem bakrenih iona
koordinirano vezanih na amino skupine peptidne veze i fenolnu skupinu tirozina.

Za odredivanje koncentracije proteina iz uzoraka nepoznate koncentracije potrebno je
konstruirati bazdarni dijagram. U tu svrhu pripremljene su razli¢ite koncentracije otopina
BSA (Bovine Serum Albumin) iz ishodisne otopine, y(BSA) = 1 mg mL™. Pripremljeno je po
1 mL standardnih otopina (tablica 1.), te je konstruiran bazdarni dijagram (slika 2.).
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Tablica 1. Priprema standardnih otopina BSA

Koncentracija Volumen BSA VVolumen vode
Uzorak
(mg mLY) (mL) (mL)
SO 0,00 0 1,0
S1 0,01 0,01 0,99
S2 0,02 0,02 0,98
S3 0,04 0,04 0,96
S4 0,08 0,06 0,94
S5 0,1 0,1 0,90
S6 0,16 0,16 0,84
S7 0,2 0,2 0,80
S8 0,4 0,4 0,60
A740
0,7
0,6 *
y=1,6122x +0,0021
0,5 R2=0,9655
0,4 o
0,3 ¢

0 004 008 012 0,16 02 024 028 032 036 04
¢ (mg mL?)

Slika 2. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina po Lowry-u

U epruvete je otpipetirano po 200 pL otopina standardnog niza razrjedenja i uzorka
(hidrolizat lana ili hranjivi medij s razli¢itim koncentracijama hidrolizata lana) i 1 mL
reagensa C uz mije$anje na vrtloznoj mijesalici te je smjesa inkubirana 15 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon 15 minuta u svaku epruvetu je naglo na vortex-u dodano 100 pL Folin-

Ciocalteau reagensa te je smjesa inkubirana u mraku na sobnoj temperaturi 45 minuta.

24




Apsorbancija standarda i uzoraka proteinskih hidrolizata o¢itana je pri valnoj duljini 740 nm,

uz slijepu probu (S0).

3.2.3. Odredivanje stupnja hidrolize

Stupanj hidrolize (DH, degree of hydrolysis) odreduje se kao %-tni udio topljivih
proteina u 10 %-tnoj otopini trikloroctene kiseline (TCA) u odnosu na ukupnu koli¢inu
proteina u uzorku prema matematickom izrazu [1]. Ukupna koli¢ina proteina u uzorku
odreduju se metodom po Lowry-u opisanoj u poglavlju 3.2.2. Topljivi proteini se odreduju na
nacin da se hidrolizat proteina pomijesa s 0,22 M otopinom TCA u istom omjeru kako bi se
dobila topljiva i netopljiva frakcija proteina. Smjesa se najprije inkubira 30 minuta na sobnoj
temperaturi nakon ¢ega se centrifugira 10 minuta na 10000 rpm. Nakon centrifugiranja izdvoji

se supernatant u kojem se odredi koli¢ina topljivih proteina metodom po Lowry-Uu.

kolitina topljivih proteina(mg)u 0,22 MTCA % 100 [1]
koli¢inau kupnih proteina (mg)

DH(%) =

3.2.4. SDS-PAGE elektroforeza proteina iz uzoraka proteinskih hidrolizata lana

Proteini prisutni u uzorcima proteinskih hidrolizata lana razdvojeni su SDS-PAGE
elektroforezom po Laemmli-ju (Laemmli, 1970). Uzorcima je dodano 5 pl pufera za uzorke
za elektroforezu po Laemmli-ju, te su tretirani 2-3 minute u kipu¢oj vodenoj kupelji. Uzorci i
smjesa standardnih proteina male molarne mase su zatim naneseni na prethodno pripremljenu
12 %-tnu poliakrilamidnu ploc¢u za elektroforezu. Elektroforeza je provodena u puferu za
elektroforezu u aparatu za elektroforezu pri stalnom naponu od 200 V, uz hladenje
etanolskom pumpom. Tijek elektroforeze pracen je migracijom boje brom fenol plavo. Nakon
zavrSetka elektroforeze gel je skinut s plo¢e i obojan otopinom Coomassie plavo te ostavljen
preko no¢i. Odbojavanje gelova provedeno je u otopini za odbojavanje u kojoj se gelovi i

cuvaju.
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3.2.5. Uzgoj CHO-DP12 stanica u T-bocama

Uzgoj zapocinje odmrzavanjem stanica koje se Cuvaju zamrznute u mediju za
zamrzavanje na -80 °C. Ampule sa zamrznutim stanicama (1 mL) u koncentraciji od 1-10’
stanica mL* odmrznu se naglim uranjanjem u vodenu kupelj na 37 °C. Sadrzaj se prenese u
sterilnu Kivetu te se u nju doda 5-10 mL medija za uzgoj. Stanice se odvajaju centrifugiranjem
tijekom 5 minuta na 1000 okretaja min™t. Supernatant se zatim pazljivo ukloni, a talog stanica
se resuspendira u mediju za uzgoj koji sadrzi 5 % (v/v) FBS-a. Stanice se prebace u T-bocu
koja se stavlja u inkubator na temperaturu od 37 °C uz odgovarajucu atmosferu (95 % zraka +
5% CO»). Uzgoj u T-bocama predstavlja prvu fazu laboratorijskih Sarznih bioprocesa. Pod
inverznim mikroskopom se svakodnevno vrS§i provjera prihvacanja stanica za podlogu,
njihova morfologija, brojnost i opcée stanje. Nagla promjena boje DMEM medija, koji
standardno sadrzi fenolno crvenilo kao indikator, cesto ukazuje na pojavu kontaminacije u
kulturi, stoga je nuzno pratiti i boju tijekom uzgoja. Redovito prihranjivanje vazno je zbog
nadomjestaka sastojaka medija koji se iscrpljuju, te radi uklanjanja proizvoda metabolita kako

bi se eliminirao njihov Stetan u¢inak i odrzao optimalan pH kulture.

3.2.6. Utjecaj dodatka proteinskog hidrolizata lana na rast i produktivnost stanica CHO DP-12

Stanice su uzgajane u T-boci sve dok nije uspostavljen monosloj. Prvi korak je
uklanjanje medija za uzgoj iz T-boce sterilnom pipetom, a zatim dodavanje tripsina,
prethodno odmrznutog i zagrijanog na sobnu temperaturu. Dodano je 1,5 mL tripsina,
odnosno onoliko koliko je potrebno za prekrije cijeli monosloj stanica. Nakon 5 do 10 minuta
inkubacije s tripsinom njegovo djelovanje se provjeri pod inverznim mikroskopom. Ukoliko
su sve stanice zaokruzene 1 odvojene od podloge dodaje se volumen od 3 mL medija s
dodatkom seruma kako bi se zaustavilo djelovanje tripsina i sprijeCilo daljnje razaranje
stanica. Nakon toga, stanice u nacijepljene u ploce s 24 jazice u pocetnoj koncentraciji od
2:10* st mL™* u 0,5 mL DMEM medija za uzgoj s razli¢itim koncentracijama seruma i
proteinskog hidrolizata lana dobivenog pomoc¢u enzima Alcalase, Neutrase i Protamex.
Pripremljeni su DMEM mediji za uzgoj koji su sadrzavali 10 % FBS, medij s 9% FBS i 1%
hidrolizata lana, medij s 5% FBS i 1 % hidrolizata lana, medij s 5% FBS i 5 % hidrolizata
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lana, te mediji s 9% FBS i 5% FBS kojima su naknadno dodani hidrolizati tijekom rasta
stanica. Dinamika rasta stanica prac¢ena je kroz 10 dana brojanjem u Neubaerovoj komorici uz
dodatak boje tripan-plavo. Peti dan uzgoja, stanicama koje su se nalazile u mediju bez
hidrolizata, odnosno u mediju koji je sadrzavao 9 % FBS i 5 % FBS dodani su hidrolizati lana
u koncentracijama koje odgovaraju takvim prethodno pripremljenim medijima s odmah
dodanim proteinskim hidrolizatima. Svakih 24 sata hranjivi medij u kojem su se nalazile
stanice bio je izuzet i spremljen u Eppendorf kivete za daljnje postupke analize.

3.2.7. Odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue

Za odredivanje broja stanica koristi se metoda tripan-plavo. Mrtve se stanice razlikuju
od zivih po tome §to se zbog oSteCene membrane boje plavo, dok se Zive stanice na oboje.
Uzorak za brojanje priprema se tako da se sterilnom pipetom ukloni hranjivi medij iz jaZica te
doda 0,1 mL tripsina, proteolitickog enzima koji sluzi za odvajanje adherentnih stanica od
podloge za uzgoj. Ploca sa stanicama i tripsinom inkubira se na 37 °C 5 do 10 minuta. Nakon
inkubacije, pod reverznim mikroskopom se provjeri djelovanje tripsina, te ukoliko su stanice
odvojene od podloge bit ¢e kruznog oblika. Odvojenim stanicama dodaje se 0,2 mL medija sa
serumom kako bi se zaustavila reakcija tripsinizacije. Stanice se resuspendiraju te se uzme 10
uL suspenzije stanica te 10 uL boje tripan plavo. Od tako pripremljenog uzroka uzima se
alikvot od 10 pL i nanosi na Neubauerovu komoricu (slika 3.). Neubauerova komorica se
sastoji od 9 kvadrata (slika 3.) povrsine 0,0025 mm? i dubine 0,1 mm. Stanice se broje u 4
kvadrata koji se nalaze na kutevima velikog kvadrata i podijeljeni su na 16 (4x4) malih

kvadrata. Broj stanica se racuna prema formuli :

Broj stanica mL™* suspenzije = broj stanica izbrojenih u sva 4 kvadrata x 5000 [2]
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Slika 3. Neubaerova komorica za brojanje stanica (Anonymous 1, 2019)

3.2.8. Odredivanje koncentracije glukoze u hranjivom mediju

Koncentracija glukoze odredena je kolorimetrijsko-enzimskom PAP metodom koja
sluzi za in vitro odredivanje. Koncentracija glukoze u uzorcima hranjivog medija za uzgoj

odredena je spektrofotometrijski prema specifi¢nim reakcijama :

Glukoza oksidaza .
Glukoza + Oz + H.0 » glukonska kiselina + H20:

. o Peroksidaza o
2 H202 + fenol + 4-aminoantipirin » crveni kinon + 4 H20»

Standard: glukoza 5 mmol L*

Uvjeti odredivanja:

Temperatura 37 °C
Valna duljina 500 nm

Reakcija : porast apsorbancije

Uzorak je pripremljen na nacin da je u epruvetu otpipetirano 10 pL uzorka medija za
uzgoj ili standarda glukoze, te 1 mL otopine reagensa. Slijepa proba je umjesto uzorka
sadrzavala destiliranu vodu. Uzorci su zatim inkubirani na temperaturi od 37 °C kroz 10-15

minuta. Mjerenje se provodi u spektrofotometru pri valnoj duljini od 500 nm. Koncentracija
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crvenog kinona odreduje se na temelju intenziteta obojenja koje daje, a njegova koncentracija

je proporcionalna koncentraciji glukoze koja se izra¢una prema formuli :

Koncentracija glukoze = Auora o 5mM [3]

standarda

3.2.9. Odredivanje koncentracije laktata u hranjivom mediju

Laktat je u uzorcima hranjivog medija odreden pomoéu Fluitest® testa koji se koristi za
kvantitativno odredivanje u plazmi ili cerebrospinalnoj tekucéini. Radi na temelju reakcije
laktat oksidaze koja cijepa laktat u piruvat i vodikov peroksid koji u daljnjim reakcijama,

prikazanim ispod, daje crveno obojenje.

Laktat oksidaza
L-laktat + O » piruvat + H202
Peroksidaza
2 H>O2 + TBHB + 4-aminoantipirin > kinoneimin + 4 H20>

Uzorci su pripremljeni na nacin da je u eprivete dodano 4 puL uzorka ili kalibrotora i 0,5
mL reagensa. Slijepu probu ¢inilo je samo 0,5 mL reagensa. Uzorci su inkubirani 5 minuta na
37 °C nakon Cega je izmjerena apsorbancija na valnoj duljini od 540 nm. Koncentracija

laktata proporcionalna je razvijenom obojenju, a izraunata je prema izrazu :

AAuzorak

Tikatibratar < koncentracija kalibratora X 0,111 [4]

Koncentracija laktata (mmol L-1) =

3.2.10. Odredivanje koncentracije IgG u hranjivom mediju

Koncentracija proizvedenog IgG u hranjivom mediju odredena je pomocu
imunodetekcijskog kita Turbidex® IgG-2 testa koji sluzi za kvantitativnu detekciju IgG-a u
humanom serumu, plazmi i cerebrospinalnoj tekucini. Postupak je proveden prema protokolu

navedenom u uputama proizvodaca. Kao slijepa proba koriSten je pocetni medij za uzgoj
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stanica, a svi volumeni navedeni u protokolu umanjeni su za 1/3 kako bi se povecala

iskoristivost kita.

3.2.11. Izraunavanje parametara rasta CHO DP-12 stanica

3.2.11.1. Odredivanje specificne brzine rasta stanica

__ldx
‘u_xdt

[5]

X - masa stanica
dx - povecéanje biomase stanica

dt - vremenski interval

u je konstanta u lag fazi, a priblizno vrijedi 1 za fazu usporenog rasta pa vrijedi jednadzba:
Inx = Inxo + ut [6]

Obzirom da je masa proporcionalna broju stanica, tada je :

_ InN —I[nNO [7]
H= At

N - broj stanica u 1 mL na kraju log faze
NO - broj stanica u 1 mL na pocetku log faze

At - vremenski interval (h)

3.2.11.2. Odredivanje volumetrijske produktivnosti

L. , KoncentracijalgG
Volumetrijska produktivnost = 29

VolumenxVrijeme [8]
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3.2.12. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ke sredine (Xsr) odredenog broja mjerenja (n).

Srednja vrijednost Xsr=Yi Xi— X [9]
.. _ 1 n L

Varijanca s2 = —n Y, (Xi— X)? [10]

Standardna devijacija s = ﬁZ}Ll(Xi — X)2 [11]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Posljednjih nekoliko desetljeca sve se viSe nastoje iskoristiti industrijski organski nus-
proizvodi jer su potencijalni izvori nutrijenata za mikroorganizme koji mogu proizvoditi
visokovrijedne proizvode. Primjer nus-proizvoda kojima se sve viSe pridaje paznja i
vrijednost su uljne pogace, koje zaostaju nakon proizvodnje jestivih ulja. Uljne pogace se
dugo Koriste u prehrani peradi, riba i svinja. Bogate su proteinima pa se stoga smatraju dobrim
dodacima prehrani. Zbog teznje za smanjenjem troSkova u procesima proizvodnje ulja, uljne
pogace privukle su paznju kao dobar izvor proteina za proizvodnju vitamina, industrijskih
antibiotika, biopesticida i drugih biokemikalija (Ramachandran i sur., 2007).

Lan je ve¢ dugo izvor ulja koje se koristi u proizvodnji boja, no ujedno i u ljudskoj
prehrani. Posljednja istrazivanja su pokazala da pogaca lana ima potencijalnu upotrebu kao
izvor bioaktivnih peptida. U istrazivanjima je pokazano da takvi peptidi imaju antimikrobna,
antihipertenzijska, protuupalna, antioksidacijska i antidijabeticka svojstva (Nawachukwu i
Aluko, 2018). Lanene sjemenke su bogate proteinima, 31-50 % (w/w) te imaju visok udio
aspartatne kiseline, glutaminske kiseline, leucina i arginina (Karamac i sur., 2016).

Proteini iz sirovina najcesce se podvrgavaju enzimskoj hidrolizi kako bi se dobili
oblici koji omogucavaju lak$u apsorpciju aminokiselina. Enzimska hidroliza je pozeljnija od
kiselinske jer enzimi imaju veéu specifi¢nost vezanja na proteine i cijepanje veza te daju
konzistentne proizvode. Kiselinska hidroliza se provodi pri ekstremnim uvjetima temperature
i pH $to moze rezultirati nastajanjem nezeljenih spojeva koji mogu utjecati na sigurnost
proizvoda. Inicijalni produkt hidrolize je proteinski hidrolizat koji sadrzi peptide koji se
razlikuju u duljini i lanca, aminokiselinskim sekvencama i bioloskoj aktivnosti. Pokazano je
da brojni hidrolizati biljnog podrijetla poticu rast stanica u serum-free mediju te se sve vise
koriste u optimizaciji medija za uzgoj kultura zivotinjskih stanica, kako bi zamijenio §to veci
udio seruma (Chabanon i sur., 2008). Hidrolizati osiguravaju vazne nutrijente stanicama, a
osim §to mogu potaknuti rast stani¢nih linija, istrazivanja su pokazala da pozitivno utjecu i na
produktivnost CHO stani¢ne linije (Frages-Haddani i sur., 2006; Chun i sur., 2007; Babcock i
sur., 2010).

S obzirom na dosadaSnja istrazivanja i obecavajuce rezultate ucinaka proteinskih
hidrolizata biljnog porijekla te njihovu potencijalnu upotrebu u svrhu izbjegavanja dodataka
zivotinjskog podrijetla, u ovom radu cilj je bio ispitati djelovanje proteinskih hidrolizata lana
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dobivenih pomocu tri proteaze Alcalase, Neutrase i Protamex na rast i produktivnost stani¢ne
linijje CHO DP-12. Takoder, provedena je i optimizacija procesa hidrolize promjenom
koncentracije enzima sa svrhom pronalaska uvjeta za provedbu najuéinkovitije razgradnje
postupkom, s obzirom na koli¢inu koriStenog enzima, testirani su u stanicnoj kulturi kao

djelomicni supstituenti seruma.

4.1. ODREDIVANJE STUPNJA HIDROLIZE I OPTIMIZACIJA PROCESA LANA
POMOCU PROTEAZA ALCALASE, NEUTRASE | PROTAMEX

Proteinski izolati lana hidrolizirani su pomocéu proteolitiCkih enzima Alcalase,
Neutrase i Protamex u tri razli¢ita eksperimenta. Vrijeme provodenja hidrolize bilo je 240
min, a uzorci za odredivanje stupnja hidrolize uzeti su prije dodatka enzima, te za vrijeme
djelovanja u 5, 30, 60, 90, 120, 180 i 240 minuti. Za svaki enzim provedena je optimizacija
kako bi utvrdili koja koli¢ina enzima je dovoljna za postizanje najboljeg stupnja hidrolize.
Ispitivan je dodatak 5 %, 2,5 % u 1,25 % enzima u odnosu na masu proteinskog izolata lana.
Stupanj hidrolize izracunat je prema izrazu [1] te su rezultati prikazani graficki na slikama 4,

5i6.

LAN ALKALAZA

/" s
v i —————%
40
. 1 T - -
® i T 1
= 30
=)
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vrijeme (min)
enzim =—@—5% —@#—)75% 1,25%

Slika 4. Prikaz utjecaja razlicitih koli¢ina enzima Alcalase te razli¢itih vremena reakcija na

stupanj hidrolize (DH) proteinskog izolaza lana.
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LAN NEUTRAZA
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Slika 5. Prikaz utjecaja razli¢itih koli¢ina enzima Neutrase te razliitih vremena reakcija na

stupanj hidrolize (DH) proteinskog izolaza lana.

LAN PROTAMEX
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Slika 6. Prikaz utjecaja razlicitih koli¢ina enzima Protamex te razli¢itih vremena reakcija na

stupanj hidrolize (DH) proteinskog izolaza lana.

Iz grafova na slikama 4., 5. i 6. vidljivo je da je najveci stupanj hidrolize postignut s
2,5 % koncentracijom enzima. Takoder, veéi stupanj hidrolize u 240. minuti postignut je
djelovanjem enzima Alcalase i Protamex i iznosio je nesto vise od 40 %, dok je djelovanjem
Neutrase dobiveni stupanj hidrolize oko 35%. Za enzim Alcalase ve¢ nakon 5 minuta

djelovanja stupanj hidrolize bio je nesto nizi od 40 % $to znaci da je enzim hidrolizirao veéinu
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veza na samom pocetku. Dobiveni rezultati usporedivi su s rezultatima odredivanja stupnja
hidrolize enzimom Alcalase te jo$ pet proteaza pri ¢emu je zakljuceno da je Alcalase imala
najvedi ucinak hidrolize u prvih 30 minuta (Tang i sur., 2009). Medutim, prema istrazivanjima
u kojima se navodi da veca koncentracija enzima rezultira ve¢im brojem manjih peptida u
hidrolizatima (Gosh i sur., 2017), za daljnja istrazivanja kao optimalniji koriSteni su
hidrolizati lana dobiveni s 5% enzima. Slika 7. prikazuje profil proteina nakon provedene
elektroforeze (SDS-PAGE), te je na njoj vidljiva razlika u proteinskim vrpcama izolata
pogace konoplje (0'-prije dodatka enzima) i hidrolizata iste (240"). U uzorku izolata pogace
lana vidljivo vise vrpci nego u uzorku hidrolizata. Takoder, na slici 7. se vidi razlika u
proteinskom profilu hidrolizata dobivenih razli¢itim proteazama. Kod uzorka dobivenog
pomocu enzima Alcalase gotovo ni nema vrpci, kod hidrolizata dobivenog uz Protamex ih je
nesto vise, dok ih je najviSe vidljivo u uzorku dobivenom pomocéu Neutrase. Ovi rezultati
potvrduju da se dodatkom enzima Alcalase, a u jednakom trajanju postupka hidrolize, proteini

razgraduju do nizih molekulskih masa, manjih nego kod ostala dva enzima.

Ny N340 Po Pa10 Ay Azag
kDa 3 '

95 |
72

55

42

26

17

10
4,6

No- Lan neutraza 0 ,m!n Prije N, 40- Lan neutraza 240’ mfn Nakon
Py-Lan protamex 0'min | dodatka P,40- Lan protamex 240'min | zavrietka
Ao-Lanalkalaza 0’ min | enzima Ayq0- Lan alkalaza 240" min | reakadije

Slika 7. Usporedba dijelova gela nakon elektroforeze proteina (SDS-PAGE) izoliranih iz
pogace lana i hidrolizata istih dobivenih pomocu proteaza Neutrase (N), Protamex (P) i
Alcalase (A).
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4.2. RAST CHO-DP12 STANICA U MEDIJU S RAZLICITIM UDJELOM SERUMA

Da bi se ispitao u¢inak djelomi¢ne zamijene seruma proteinskim hidrolizatom lana u
kulturi stanica, potrebno je najprije utvrditi potrebu stanica za serumom. Za eksperiment je u
svaku jazicu nacijepljeno 30 000 CHO DP-12 st mL. Stanice su nacijepljene u DMEM
mediju s razli¢itim volumnim udjelima FBS; 1 %, 5%, 9% i 10 %. Rast stanica pracen je
tijekom 6 dana, broj poraslih stanica odredivan je svaka 2 dana metodom Trypan plavo, a

rezultati su prikazani na slici 8.

300000
250000 1
Udio

J 200000 seruma u
£ "
° mediju
[oX
3
£ 150000 - ——10%
©
o
© 100000 5%

50000

Vrijeme (dani)

Slika 8. Prikaz ovisnosti broja CHO DP-12 stanica o vremenu (h) tijekom rasta u mediju s

razli¢itim udjelom seruma.

Iz slike 8. je vidljivo da stanicama najbolje pogoduje medij s 5 % seruma jer je nakon 6
dana postignuta najveca koncentracija stanica. Najslabiji rast su postigle stanice koje su rasle
uz dodatak 1% seruma. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da dodatak FBS u
volumnom udjelu 5-10 % u hranjivi medij ima stimulativan u¢inak na rast stanica CHO DP-
12. Rezultat je u skladu s o¢ekivanjima jer se pri standardnim postupcima uzgoja CHO stanica

preporucuje dodatak seruma u rasponu od 5 do 10 %. Pritom je stani¢ni rast najbrzi, a s
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tehnoloskog aspekta, medij je sastava koji omogucuje isplativu 1 ucinkovitu izolaciju

rekombinantnog stani¢nog proizvoda (Ozturk i Palsson, 1991).

Tijekom uzgoja CHO DP-12, osim pracenja broja stanica, uzorkovan je i medij za
odredivanje glukoze, laktata i IgG. Rezultati dobiveni provedenim metodama prikazani su na

slici 9. te na slici 10.
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Slika 9. Graficki prikaz potrosnje glukoze (a), te nastajanja laktata (b) u kulturi CHO DP-12

stanica, tijekom uzgoja u mediju s razli¢itim udjelom seruma.

Koncentracija glukoze s vremenom se smanjuje jer ju stanice troSe za svoj rast, dok
koncentracija laktata raste. Najmanja potros$nja glukoze vidljiva je kod stanica kojima je za
rast u medij dodan samo 1 % FBS, s obzirom da je u tim uvjetima bilo najmanje stanica.
Najvise laktata proizvele su stanice koje su rasle u mediju 5 % i 10 % dodanog FBS $to je i

ocekivano s obzirom da je u tim uvijetima bilo najviSe poraslih stanica.
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Slika 10. Volumetrijska produktivnost IgG CHO DP-12 stanica u mediju s razli¢itim udjelom
seruma.

Iz slike 10. mozemo vidjeti da su najmanju koli¢inu IgG proizvele CHO DP-12 stanice
koje su rasle u mediju s 1 % seruma, $to je i o¢ekivano s obzirom na to da im je brojnost bila
najmanja u tom uvjetu. Najvecu statisticki znacajnu produktivnost pokazale su one koje su
rasle u uvjetima s 9 % i 10 % seruma. lako su najbolji rast pokazivale stanice u mediju s 5 %
seruma, moze se zaklju€iti da volumni udio seruma u mediju od 9 %, tj. 10 %, stanicama
osigurava nutrijente za vrlo dobar rast, ali i neSto bolje uvjete za proizvodnju rekombinantnog

proteina IgG od onih u mediju s 5 % seruma.
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4.3. UCINAK DODATKA RAZLICITIH VOLUMNIH UDJELA HIDROLIZATA
LANA DOBIVENOG POMOCU ENZIMA ALCALASE NA RAST,
PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12 STANICA

Za potrebe ispitivanja ucinka proizvedenog proteinskog hidrolizata uljne pogace lana

na rast, produktivnost i metabolizam CHO DP-12 stanica pripremljeni su DMEM hranjivi

mediji s razli¢itim udjelima seruma 1 hidrolizata te je tijekom 10 dana pracen njihov rast.

Krivulje koje su na grafu oznacene zvjezdicom prvih 5 dana rasle su bez dodatka hidrolizata,

te je on dodan u 5. danu kako bi se ispitao i uc¢inak naknadno dodanog hidrolizata. Rezultati

su prikazani graficki na slici 11. kao ovisnost broja stanica o vremenu rasta u danima. Na slici

12.a prikazana je koncentracija glukoze u ovisnosti 0 vremenu, a na slici 12.b koncentracija

laktata. Volumetrijska produktivnost IgG CHO DP-12 stanica prikazana je na slici 13.
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Slika 11. Prikaz ovisnosti broja CHO DP-12 stanica o vremenu (dani) tijekom uzgoja stanica

u mediju s razli¢itim udjelom seruma (S) i hidrolizata lana dobivenog pomodu enzima

Alcalase (H). Objasnjenje sastava medija: S10 = 10 % FBS; S5 = 5% FBS; S9-H1 = 9%
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FBS + 1% hidrolizata; S5-H5 = 5 % FBS + 5 % hidrolizata; S5-H1 = 5% FBS + 1%

hidrolizata. * oznacava dodatak hidrolizata u medij petog dana uzgoja.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da kontrolne stani¢ne linije u mediju bez ikakvog
dodatka proteinskog hidrolizata (S10 i S5) rastu najlosije u odnosu na ostale. Stoga, moze se
zakljuciti da dodatak proteinskog hidrolizata lana povoljno djeluje na rast CHO DP-12
stanica. Najbolji rast pokazale su stanice uzgajane u uvjetima s 9 % seruma i 1 % naknadno
dodanog hidrolizata u 5. danu, te su postigle velik broj od skoro 1 000 000 stanica u mL.
Stanice uzgajane u istim uvjetima, ali s hidrolizatom dodanim na pocetku uzgoja pokazale su
slabiji rast i ranije su usle u fazu odumiranja. Iz toga mozemo pretpostaviti da su stanice ranije
pocele trositi sastojke koji doprinose rastu. Takoder, postoji moguénost da proteinski
hidrolizati doprinose vijabilnosti stanica, a tu tvrdnju moZemo potkrijepiti rezultatima
istrazivanja koje su proveli Chun i suradnici (2007). Naime, oni su u suspenzijsku kulturu
stanica dodali hidrolizate biljnog porijekla §to je rezultiralo s vise od 50 % vijabilnih stanica
kroz vise od 8 dana. Najlo$iji rast pokazale su stanice u mediju s 5% seruma i 1%

proteinskog hidrolizata.
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Slika 12. Metabolizam CHO DP-12 stanica; potro$nja glukoze kroz vrijeme (a), te
proizvodnja laktata kroz vrijeme (b) u medijima s razli¢itom koncentracijom seruma i
proteinskog hidrolizata lana dobivenog enzimskom hidrolizom uz enzim Alcalase.
Objasnjenje sastava medija: S10 = 10% FBS; S5 = 5% FBS; S9-H1 = 9% FBS + 1%
hidrolizata; S5-H5 = 5% FBS + 5 % hidrolizata; S5-H1 = 5% FBS + 1 % hidrolizata. *

oznacava dodatak hidrolizata u medij petog dana uzgoja.
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Grafovi prikazuju o¢ekivane rezultate, odnosno koncentracija glukoze s vremenom se
smanjuje, a koncentracija laktata se povecava §to vrijedi za stanice uzgajane u svim uvjetima.
Proteinski hidrolizati znatno ne utjeCu na proizodnju glukoze i potro$nju laktata jer sve
krivulje imaju slican profil te su kona¢ne postignute koncentracije priblizno jednake. Takoder
je vidljivo da se stupanj metabolizma smanjuje nakon eksponencijalne faze te da stanice

tijekom faze odumiranja imaju isti metabolicki koeficijent (Ozturk i Palsson, 1991).
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Slika 13. Volumetrijska produktivnost IgG CHO DP-12 stanica u mediju s razli¢itim udjelom
seruma 1 proteinskog hidrolizata lana dobivenog pomocu enzima Alcalase. Objasnjenje
sastava medija: S10 = 10 % FBS; S5 =5 % FBS; S9-H1 = 9 % FBS + 1 % hidrolizata; S5-H5
= 5% FBS + 5 % hidrolizata; S5-H1 = 5% FBS + 1 % hidrolizata. * oznadava dodatak
hidrolizata u medij petog dana uzgoja.

Kao sto je vidljivo na slici 13., stanice rasle u uvjetima bez dodataka hidrolizata, tj.
kontrolne stanice i CHO DP-12 stanice uzgajane u uvjetima s 5 % seruma i 1 % proteinskog
hidrolizata lana imaju najmanju volumetrijsku produktivnost. Te su stanice pokazale najmanji
rast, pa posljedi¢no tome 1 manju proizvodnju IgG. Stanice uzgajane u ostalim uvjetima s
dodacima hidrolizata pokazale su produktivnost ve¢u od stanica kojima u medij nije dodan
hidrolizat iz ¢ega zakljucujem da proteinski hidrolizat lana dobiven enzimom Alcalase ima

pozitivan ucinak na produktivnost CHO DP-12 stani¢ne linije.
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4.4, UCINAK DODATKA RAZLICITIH VOLUMNIH UDJELA HIDROLIZATA
LANA DOBIVENOG POMOCU ENZIMA NEUTRASE NA RAST,
PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12 STANICA

Postupak opisan u poglavlju 4.3. ponovljen je i za ispitivanje ucinka proteinskog
hidrolizata uljne pogace lana dobivenog pomoc¢u enzima Neutrase na rast, produktivnost i
metabolizam CHO DP-12 stanica. Krivulje rasta prikazane su na slici 14., metabolizam

stanica na slici 15., te volumetrijska produktivnost IgG na slici 16.
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Slika 14. Prikaz ovisnosti broja CHO DP-12 stanica o vremenu (dani) tijekom uzgoja stanica
u mediju s razli¢itim udjelom seruma (S) 1 hidrolizata lana dobivenog pomocu enzima
Neutrase (H). Objasnjenje sastava medija: S10 = 10 % FBS; S5 =5 % FBS; S9-H1 =9 %
FBS + 1 % hidrolizata; S5-H5 =5 % FBS + 5 % hidrolizata; S5-H1 =5 % FBS + 1 %

hidrolizata. * oznacava dodatak hidrolizata u medij petog dana uzgoja.

Iz krivulja rasta prikazanih na slici 14. mozemo vidjeti da dodaci hidrolizata lana
pogoduju rastu stanica jer su stanice uzgajane u mediju s dodatkom hidrolizata postigle ve¢u

gusto¢u nego one uzgajane u mediju samo s dodatkom seruma. Najve¢i broj dostigle su
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stanice u mediju s 5% seruma i 5% pocetno dodanog proteinskog hidrolizata lana. Ostale
krivulje rasta pokazuju slican profil. Sli¢an uc¢inak pokazali su Chabanon i suradnici (2008) u
istrazivanju u kojem su ispitivali u¢inak proteinskog hidrolizata uljane repice na CHO stanice
u mediju bez seruma, te su dokazali da ima pozitivan utjecaj na rast. U nasem slucaju, jedino

je iznenadujce nisko porasla kontrolna kultura stanica s 5% seruma.
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Slika 15. Metabolizam CHO DP-12 stanica; potro$nja glukoze kroz vrijeme (a), te
proizvodnja laktata kroz vrijeme (b) u medijima s razli¢itom koncentracijom seruma i
proteinskog hidrolizata lana dobivenog enzimskom hidrolizom uz enzim Neutrase.
Objasnjenje sastava medija: S10 = 10 % FBS; S5 =5 % FBS; SO-H1 =9 % FBS + 1%
hidrolizata; S5-H5 = 5% FBS + 5 % hidrolizata; S5-H1 = 5 % FBS + 1 % hidrolizata. *

oznacava dodatak hidrolizata u medij petog dana uzgoja.
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Na slici 15. moze se vidjeti kako se koncentracija glukoze s vremenom smanjuje jer ju
stanice troSe za svoj rast, dok koncentracija laktata raste. Dodatak razli¢itih volumnih udjela
seruma 1 proteinskih hidrolizata lana nema znatan utjecaj na potro$nju odnosno proizvodnju
metabolita, te sve krivulje imaju sli¢an profil i u 8. danu postizu jednaku koncentraciju laktata

koja ostaje konstantna do kraja uzgoja.
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Slika 16. Volumetrijska produktivnost IgG CHO DP-12 stanica u mediju s razli¢itim udjelom
seruma 1 proteinskog hidrolizata lana dobivenog pomoc¢u enzima Neutrase. Objasnjenje
sastava medija: S10 = 10 % FBS; S5 =5 % FBS; S9-H1 =9 % FBS + 1 % hidrolizata; S5-H5
=59% FBS + 5 % hidrolizata; S5-H1 =5 % FBS + 1 % hidrolizata. * oznacava dodatak
hidrolizata u medij petog dana uzgoja.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti da najvec¢u volumetrijsku produktivnost imaju
CHO DP-12 stanice u mediju s 5 % seruma i 5 % hidrolizata. Jedino su one proizvele vise
IgG od stanica uzgajanih u DMEM mediju samo uz dodatak seruma. Iznenadujuce visoku
produktivnost u mediju s 5% seruma moguce je pripisati nesukladno malom stani¢nom
prinosu ostvarenom u tom mediju (slika 14.), a §to nije primje¢ivano u sli¢nim
eksperimentima s preostalim hidrolizatima. Ovakav zaklju€ak nalazi uporiste u istraZivanjima
koja tvrde da je u stacionarnoj fazi rasta proizvodnja rekombinantnih proteina, narocito 1gG,

najizdaSnija. Pretpostavlja se da je to vezano uz preusmjeravanje utroSka nutrijenata U
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metabolicke tokove razliCite od onih stanicne diobe (Templeton 1 sur.,, 2013).
Iz razloga neocekivano slabog porasta kontrolne skupine stanica (narocito S5) nije
jednozna¢no pokazan bolji ucinak dodanog hidrolizata na proizvodnju IgG-a. Naime
hidrolizat evidentno poboljsava produktivnost, ali taj u¢inak pritom nije statisti¢ki znac¢ajan.
Ponovljeni eksperimenti dat ¢e jasniji odgovor.
Sli¢éne rezultate pokazalo je istrazivanje gdje je koriStena mjesavina hidrolizata soje
i pSenice koja je dobro djelovala na rast CHO stani¢ne linije, no na produktivnost nije imala

znacajan utjecaj (Spearman i sur., 2004).

4.5. UCINAK DODATKA RAZLICITIH VOLUMNIH UDJELAHIDROLIZATA
LANA DOBIVENOG POMOCU ENZIMA PROTAMEX NA RAST,
PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12 STANICA

Za ispitivanje ucinka proteinskog hidrolizata uljne pogace lana dobivenog pomocu
enzima Protamex na rast, produktivnost i metabolizam CHO DP-12 stanica ponovljen je
postupak iz prethodna dva poglavlja te su rezultati prikazani na slikama ispod. Krivulja rasta
CHO DP-12 stanica u medijima s razli¢itim udjelima seruma i hidrolizata prikazana je na slici
17., a metabolizam CHO DP-12 stani¢ne linije na slici 18. Volumetrijska produktivnost koja

pokazuje koli¢inu proizvedenog 1gG nakon 10 dana na slici 19.

46



1200000

Udio
1000000 .
seruma i
hidrolizata u
800000 mediju
= |
£ -+ 510
=5
= 600000 ST
(&)
S —a—S5-H1
i
3 —>=55-H5
S 400000
7 | | o~ 4 7. < .\ | S SS
—e—S5-H1*
200000 ——55.H5*
——S9-H1*
0 5,
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vrijeme (dani)

Slika 17. Prikaz ovisnosti broja CHO DP-12 stanica o vremenu (dani) tijekom uzgoja stanica
u mediju s razli¢itim udjelom seruma (S) i1 hidrolizata lana dobivenog pomocu enzima
Protamex (H). Objasnjenje sastava medija: S10 = 10 % FBS; S5 = 5 % FBS; S9-H1 = 9 %
FBS + 1 % hidrolizata; S5-H5 = 5% FBS + 5% hidrolizata; S5-H1 = 5% FBS + 1%

hidrolizata. * oznacava dodatak hidrolizata u medij petog dana uzgoja

Iz slike 17. vidljivo je da ponovno stanice uzgajane uz dodatak hidrolizata rastu bolje
nego kontrolne stanice, kao i u prethodna dva eksperimenta s proteinskim hidrolizatima lana
dobivenim uz Alcalase i Neutrase. Najbolji rast pokazala je stani¢na linija CHO DP-12 u
mediju s dodatkom 5% seruma i 5% na pocetku dodanog proteinskog hidrolizata lana.
Slijede ih i sve stanice kojima je naknadno dodan proteinski hidrolizat. 1z krivulje koja
prikazuje rast stanica u ovisnosti 0 vremenu u mediju s 9 % seruma i 1 % naknadno dodanog
hidrolizata 5. dan, moze se vidjeti da je iz usporenog rasta 5. i 6. dan, 7. dan postignuta brza
proliferacija i znatno veci broj stanica. Pretpostavka je da su stanice naglo potrosile nutrijente
iz seruma, a dodatkom hidrolizata medij je obogacen novima koji su im omogudili daljnje
razmnozavanje. Dodatak hidrolizata sjemena pamuka u kemijski definirani medij uzrokuje
produZenu vijabilnost stanica (Babcock 1 sur., 2010), stoga to moze biti slu¢aj i u ovom

eksperimentu.
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Slika 18. Metabolizam CHO DP-12 stanica; potro$nja glukoze kroz vrijeme (a), te
proizvodnja laktata kroz vrijeme (b) u medijima s razli¢itom koncentracijom seruma i
proteinskog hidrolizata lana dobivenog enzimskom hidrolizom uz enzim Protamex.
Objasnjenje sastava medija: S10 = 10 % FBS; S5 = 5% FBS; S9-H1 = 9% FBS + 1%
hidrolizata; S5-H5 = 5% FBS + 5 % hidrolizata; S5-H1 = 5% FBS + 1 % hidrolizata. *

oznacava dodatak hidrolizata u medij petog dana uzgoja.
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Koncentracija glukoze prikazana na slici 18.a s vremenom se smanjuje kako stanice
rastu i troSe ju za razmnozavanje i metabolizam. Stanice koje su postigle najmanji broj
tijekom 10 dana uzgoja, o¢ekivano su potrosile i najmanje glukoze. Koncentracija laktata s
vremenom se povecava te na kraju dostize vrijednost koja ostaje konstantna zadnjih nekoliko

dana uzgoja. Povecanjem vremena uzgoja stanica potrosnja glukoze i formiranje laktata

12

smanjuje se kako koncentracija nutrijenata u mediju opada (Neerman i Wagner, 1996).
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Slika 19. Volumetrijska produktivnost IgG CHO DP-12 stanica u mediju s razli¢itim udjelom
seruma 1 proteinskog hidrolizata lana dobivenog pomocu enzima Protamex. Objasnjenje
sastava medija: S10 = 10 % FBS; S5 =5 % FBS; S9-H1 =9 % FBS + 1 % hidrolizata; S5-H5
= 5% FBS + 5 % hidrolizata; S5-H1 = 5% FBS + 1 % hidrolizata. * oznadava dodatak
hidrolizata u medij petog dana uzgoja.

Volumetrijska produktivnost prikazana na slici 19. najveca je kod stanica u mediju s
5% seruma i 1 % naknadno dodanog hidrolizata. U ostalim uvjetima stanice nisu proizvele
puno vise IgG od kontrolnih stanica. Proteinski hidrolizat lana dobiven enzimskom
hidrolizom ne djeluje znatno na produktivnost CHO DP-12 stanica. Peptidi dobiveni
cjepanjem ovim enzimom pogoduju rastu stanica, dok na produktivnost djeluju pozitivno, ali

ipak ne statisticki znacajno.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i rezultata moze se zakljuciti:

1. Serum je sastavni dio hranjivog medija za uzgoj CHO DP-12 stanica i potreban im je
za proliferaciju i rast u DMEM mediju. Smanjenjem postotka seruma u mediju

smanjuje se i prinos stanica u uzgoju.

2. Djelomi¢na zamjena seruma proteinskim hidrolizatima uljne pogacée lana u mediju za
uzgoj CHO DP-12 stanica poticajno djeluje na rast. U cilju povecanja prinosa stanica
u kulturi, hidrolizati lana se stoga mogu koristiti kao djelomi¢na zamjena za serum s
obzirom da je dodatkom i najmanjeg volumnog udjela hidrolizata postignut poboljsani

stani¢ni rast.

3. Proteinski hidrolizat lana dobiven pomocu enzima Alcalase ima pozitivan u¢inak na
produktivnost CHO DP-12 stani¢ne linije, dok hidrolizati dobiveni enzimima Neutrase

i Protamex imaju poboljsano djelovanje, ali koje nije statisticki znacajno.

4. Sto se ti¢e sastava medija, opaza se trend prema kojem najbolji u¢inak hidrolizata na
stani¢nu produktivnost daju mediji kojima je polovica standardne koli¢ine seruma
(10 % v/v) zamijenjena hidrolizatima (serum 5% + hidrolizat 5 %), te kod medija
dvostruko umanjene kolic¢ine seruma kojima je hidrolizat dodan usred eksponencijalne

faze stani¢nog rasta, narocito sastava serum 5 % + hidrolizat 1 %.
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