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1.UVvOD

Za uspjeSan rast, odrzavanje i produktivnost kultura Zzivotinjskih stanica potrebno je
osigurati mikrookolis koji omogucuje optimalan rast kulture stanica u in vitro uvjetima. Stoga medij
za uzgoj mora sadrzavati hranjive tvari, soli, hormone, faktore rasta te serum zivotinjskog porijekla.
Tijekom zadnjih desetlje¢a, uoceni su ozbiljni rizici vezani uz koriStenje sastojaka zivotinjskog ili
humanog porijekla u proizvodnji terapeutika, a uglavhom su povezani s prijenosom infektivnih
supstancija poput virusa i priona te otezanu izolaciju proizvoda (van der Valk et al., 2010). Kako bi
se prevladali nedostaci uporabe seruma, pristupilo se oblikovanju medija bez seruma kao i
formuliranju potpuno kemijski definiranih medija. Prednosti proizvodnje u uvjetima bez seruma
poput smanjenja varijabilnosti sastava medija za uzgoj, eliminacija potencijalnih izvora bioloskog
zagadenja te pojednostavljen postupak procis¢avanja proizvoda od vaznosti su za biofarmaceutsku
proizvodnju. No, mediji bez seruma su opéenito specificniji i skuplji nego oni sa serumom, pa ih je
potrebno posebno razvijati za pojedine tipove stanica i pojedine proizvode (van der Valk i sur.,
2004).

Razvoj medija bez seruma potaknuo je interes za primjenom hidrolizata proteina dobivenih iz
tkiva zivotinja, mlijeka, kvasca te biljaka poput soje, pSenice, rize i graska (Farges-Haddani i sur.,
2006). Njihovim dodatkom nadomjesStaju se proteini uobiCajeno sadrzani u serumu, a kako
regulatorni zahtjevi nalazu uklanjanje tvari animalnog porijekla iz medija za uzgoj stanica, prednost
u primjeni imaju biljni hidrolizati. Hidrolizati proteina dobivaju se enzimskom, kiselinskom ili
mikrobnom hidrolizom bioloskog materijala, a sadrze razliCite hranjive tvari kao S§to su
aminokiseline, oligopeptidi, lipidi, elementi u tragovima, vitamini i minerali te ostale spojeve koji

poticu proliferaciju i utje¢u na povecanje aktivnosti stanica (Franek i sur., 2000; Sung i sur., 2004).



Posljednjih nekoliko desetlje¢a prisutan je porast koristenja organskih ostataka nakon prerade
proizvoda iz razli¢itih sektora poljoprivrede i industrije. Dodavanje vrijednosti takvom materijalu
potice ekonomsku odrZivost prehrambene industrije te umanjuje rizike onecis¢enja okolisa. Takvi
nusproizvodi prehrambene industrije koji izmedu ostalog sadrze i proteine, predstavljaju novu
potencijalnu sirovinu s mogu¢om primjenom i za kulture zivotinjskih stanica. Veliki potencijal
primjene imaju ostaci iz proizvodnje jestivog ulja tzv. uljne pogace koje zaostaju nakon ekstrakcije
ulja 1 danas se uglavnom koriste kao sto¢na hrana ili gnojivo. Iz uljnih pogaca se danas proizvode i
proizvodi s dodanom vrijedno$éu kao $to su aminokiseline, enzimi, organske kiseline, jednostani¢ni
proteini (SCP), bioloski aktivni sekundarni metaboliti i sl. Pogaca lana postala je poznata kao
funkcionalna hrana zbog svog sastava koji ukljucuje alfa-linolensku kiselinu, lignane i polisaharide
te pokazuje pozitivne ucinke na prevenciju razli¢itih bolesti. Pogaca, sjemenke i sjemeno brasno

konoplje predstavljaju izvrstan izvor prehrambenog ulja, vlakana i proteina.

U literaturi su opisani postupci priprave i karakterizacije proteinskih izolata i hidrolizata iz pogace
uljane repice (Chabanon i sur., 2007) te je odreden njihov ucinak na proliferaciju CHO stanica te
prinos i kvalitetu rekombinatnog proizvoda. Medutim, priprava i karakterizacija proteinskih izolata
i hidrolizata iz uljnih pogaca lana i konoplje kao i njihov moguc¢i uéinak na proliferaciju i

proizvodnost stani¢nih linija zivotinjskih stanica do sada nije temeljito istrazen.

Na temelju svega navedenog cilj ovog rada bio je izolirati i karakterizirati proteinsku komponentu
(izolat) iz pogaCa lana i1 konoplje te ispitati kako razli¢ite koncentracije izolata utjeCu na

proliferaciju HEK 293T stanic¢ne linije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Medij za uzgoj stanica

Za uspjesan rast, odrzavanje i ekspresiju diferenciranih metaboli¢kih funkcija in vitro, bilo
da se radi o ljudskim ili Zivotinjskim stanicama, primarnoj kulturi ili kontinuiranoj stani¢noj liniji,
potrebno je odrzavati odgovarajuce uvjete uzgoja kao Sto su temperatura, pH, osmolarnost i
koncentracija kisika, a koji oponasaju fizioloske uvjete in vivo. Zbog toga se u in vitro uvjetima
mora osigurati mikrookoli§ koji omogucéuje optimalan rast kulture stanica i tkiva. Kako bi rast
stanica bio §to bolji potrebno je osigurati podlogu koja omogucuje prihvacanje i rast stanica te medij
za uzgoj koji sadrzi hranjive tvari, soli, hormone, faktore rasta kao §to je prikazano na slici 1 (Lindl

I Gstraunthaler, 2008).

topljive komponente:

hranjive tvari
faktori rasta i hormoni

Ca?*, Mg**
O,/ CO>
l staniéna arhitektura
stanica-stanica i
interakcije: o polaritet stanice:
i ) <+
gustoca stanica -} (> epitelno tkivo
povezanost 11 11 11 11 111 opskrbljenost
stanica hranjivim tvarima

!

stanica-ekstracelularni
matriks interakcije:

kemija prihvadanja stanica
vrsta naboja
sastav ekstracelularnog
matriksa

Slika 1. Parametri koji utjecu na rast, proliferaciju i ekspresiju diferenciranih funkcija u

kulturi stanica in vitro (Lindl i Gstraunthaler, 2008).



Medij za uzgoj stanica ima veliki znacaj za kulturu stanica i tkiva, a sadrzi hranjive tvari
potrebne za rast, metabolizam i proliferaciju stanica. Osim navedenog, medij sadrzi i
biosintetske prekursore potrebne za odvijanje niza metabolickih puteva sinteze slozenih
molekula tj. anabolizam, odnosno kataboliCke supstrate koji se razgraduju i osiguravaju
stanicama energiju. Medij sadrzi 1 vitamine i elemente u tragovima, koji imaju kataliticku
funkciju te anorganske ione (elektrolite) s katalitickim 1 fizioloskim djelovanjem kao Sto je npr.
odrzavanje pH 1 osmolarnosti.

U cilju odrzavanja stanica zivima kroz duzi vremenski periodi i kako bi se odvijala
proliferacija, migracija i diferencijacija stanica, osnovnom mediju moraju se dodati jo$ neke
komponente koje to pospjeSuju. U tu se svrhu najceSce koriste serumi animalnog porijekla, a
standard medu serumima je fetalni govedi serum (Fetal Bovine Serum, FBS) koji se najc¢esce
koristi za uzgoj Zivotinjskih stanica. FBS je kompleksna mjesavina velikog broja razlicitih
komponenti poput faktora rasta, proteina, vitamina, elemenata u tragovima i hormona, a koji su
esencijalni za rast i odrzavanje stanica. Tijekom zadnjih desetljeca, uoceni su ozbiljni rizici
vezani uz koristenje sastojaka zivotinjskog ili humanog porijekla u proizvodnji terapeutika, a
uglavnom su povezani s prijenosom infektivnih supstancija poput virusa i priona te otezanu
izolaciju proizvoda (van der Valk i sur., 2010). Naime, serumi koji se koriste u proizvodnji
biofarmaceutika su zapravo nedefinirane smjese seruma individualnih donora, te njihov sastav
varira od Sarze do Sarze. Posljedi¢no, proizvodi ekstrahirani iz razlicitih smjesa seruma takoder
su heterogeni. Ova varijabilnost zahtijeva dodatne stupnjeve osiguranja kvalitete u

proizvodnom procesu, $to negativno utje¢e na produktivnost i troskove proizvodnje.

2.1.1. Razvoj medija bez seruma

Kako bi se uklonio serum iz osnovnog medija i pri tome zadrzala adhezija, rast i
proliferacija stanica, potrebno je u razvoj medija bez dodatka seruma ukljuciti velik broj
komponenata. Shema postupka zamjene seruma potrebnim sastojcima prikazana je na slici 2.
Na pocetku uzgoja (dno piramide) nalazi se osnovni medij koji sadrzi DMEM/Ham F-12 medij
(50:50 v/v) obogacen dodatkom inzulina, transferina i selena (ITS). U ovoj fazi razvoja u obzir
treba uzeti 1 dodavanje faktora koji omogucuju prihvacanje stanica na povrsinu posude u kojoj
se uzgajaju. Sljedeci korak u prelasku na medij bez dodatka seruma je dodavanje specificnih
hormona i faktora rasta, jer se u serumu ti spojevi prirodno nalaze u razli¢itim koncentracijama.

U vecini medija potreban je dodatak glukokortikoida i epidermalnog faktora rasta, dok se ostali



hormoni dodaju ovisno o specificnim potrebama stanica (npr. nervni faktor rasta za neurone).
Vrh piramide predstavlja povecanu specifi¢nost sastava medija bez seruma: dodatak lipida,
antioksidansa i vitamina. Vitamin A (retinol) potreban je za kulturu raznih epitelnih stanica, a
vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (askorbat), f-merkaptoetanol i selen vazni su antioksidansi
(van der Valk i sur., 2010). Ovaj tip piramide pokazuje kako se povecava specificnost u

dodavanju komponenata bazalnom mediju za uzgoj stanica.

Witarnini
retinoifna
kizelina

Witamim koji djeluju
kao_antiolesidansi
a-tokoferol,
askorbinska kiselina

povecanje
specifidnosti
komponenata
medija

Lipidi:

B-ME masne kiseline,
kolesterol,

. etanclamin
Hormoni
glukckortikoidi,
tiroidni hormoni, Faktori rasta
ADH, PTH, PGEZ, EGF, FGF, MNGF,
glukagon IGF-1, FDGF, | |

VEGF, TGF-f

Pred premaz posuda kulture s:
kolagen tip I, tipa IV, larminin, fibroneltin

Osnovnt medij: DMWMEMMHam F-12 (50050, wv) + IT2

Slika 2. Shematski prikaz razvoja medija bez dodatka seruma (preuzeto iz van der Valk i sur.,
2010)

2.1.2. Hidrolizati proteina kao sastojci medija bez seruma

Upotreba medija bez seruma, proteina ili kemijski definiranih medija ima ograni¢enu

primjenu zbog:

» odredenih komponenti koje mogu imati negativan utjecaj na stanice,

A\

produZenog vremena prihvacanja stanica za podlogu,
» povecanja rizika od proteoliti¢ke razgradnje zbog nedostatka inhibitora proteaza
prisutnih u serumu,

» smanjenja specifi¢ne brzine rasta i produktivnosti stanica ( Sung i sur., 2004).



Kako bi se prevladali ovi nedostaci, u medijima bez seruma ¢esto se dodaju hidrolizati
proteina, a posebice oni biljnog podrijetla. Hidrolizati proteina dobivaju se enzimskom,
kiselinskom ili mikrobnom hidrolizom bioloskog materijala izoliranog iz tkiva Zivotinja,
biljaka, mikroorganizama ili mlije¢nih proizvoda koji su bogati razli¢itim hranjivim tvarima,
kao §to su aminokiseline, oligopeptidi, lipidi, elementi u tragovima, vitamini i minerali te
tvarima koje poticu proliferaciju i utje¢u na povecanje aktivnosti stanica (Franek i sur., 2000;
Sung i sur., 2004). U pocetku su se hidrolizati proteina koristili kao dodatni izvor dusika u
mediju za uzgoj, dok danas imaju Siroku primjenu u razli¢itim podru¢jima biotehnologije te se

primjenjuju u:

» kulturama Zivotinjskih stanica za proizvodnju monoklonskih protutijela, terapeutskih
proteina i enzima,

kulturama biljaka i insekata za dobivanje razlicitih proizvoda,

posebnim medijima za rast i ekspresiju gena geneticki modificiranih mikroorganizama,

proizvodnji terapeutskih lijekova i cjepiva,

YV V V V

stocnoj hrani kako bi prinos mlijeka bio veci, za dobivanje kvalitetnijeg mesa te za
povecanje tjelesne mase u Sto kra¢em vremenu,

» za povecanje prinosa i produktivnosti usjeva (Pasupuleti i Demain, 2010).

Navedene primjene hidrolizata proteina zahtijevaju hidrolizate visoke kvalitete za
razliku od ,,sirovih* preparata koji su se prije upotrebljavali. Kako bi se zadovoljila potreba za
visoko kvalitetnim hidrolizatima proteina, industrija je zapocela s proizvodnjom nutritivno
visoko vrijednih hidrolizata koji sadrze di-, tri-, oligopeptide i aminokiseline, a koji utjecu na
fizioloSku funkciju stanica i time povecavaju produktivnost i poboljSavaju fermentacijske
sposobnosti kulture stanica. Zbog nize cijene i vece sigurnosti primjene tj. smanjene
mogucénosti kontaminacije, kao potencijalni aktivatori rasta stanica sve se viSe koriste
hidrolizati proteina mikrobnog (npr. kvascev hidrolizat), biljnog (npr. hidrolizat soje, pSenicnog
glutena, rize, uljane repice) ili zivotinjskog podrijetla (npr. Primatone™ RL) (Pasupuleti i

Demain, 2010).

Ovisno o koncentracijama i podrijetlu, hidrolizati proteina mogu imati pozitivan ili
negativan utjecaj na rast, proliferaciju i diferencijaciju stanica te na sintezu razli¢itih proizvoda.
Tako je medij bez dodatka seruma, ali s dodatkom hidrolizata proteina soje pokazao pozitivan

utjecaj na rast i vijabilnost stanica CHO (Chun i sur., 2007), dok je dodatak peptidnih frakcija

6



hidrolizata uljane repice pokazao pozitivan ucinak na rast stanica CHO i produktivnost
rekombinantnog interferona (Farges-Haddani i sur., 2006). S druge pak strane, vrlo visoke
koncentracije hidrolizata proteina mogu imati inhibitoran utjecaj na rast stanica jer se
pretpostavlja da dolazi do narusavanja ravnoteze hranjivih tvari u mediju zbog vrlo visoke

koncentracije aminokiselina i oligopeptida (Chun i sur., 2007).

2.2. Uljne pogace i njihova primjena u biotehnologiji

Uljne pogace su nusproizvodi koji nastaju pri presanju sjemena uljarica kao $to su
suncokret, uljana repica, lan i konoplja. Pogace se koriste za ishranu Zivotinja poput svinja,
peradi i riba, a sadrze niz vrijednih sastojaka od kojih su najvazniji proteini. Uz lipidne tvari u
sastav pogace ulaze celuloza, mineralne tvari i proteini. Sadrzaj proteina daje nutritivnu
vrijednost pogaci pa se stoga pogace koriste izravno kao krmiva za ishranu Zivotinja ili pak za
pripremu krmnih smjesa. Uljne pogace mozemo podijeliti na dvije skupine: jestive i nejestive.
Jestive uljne pogace imaju visoku nutritivnu vrijednost pri ¢emu sadrzaj proteina moze
varirati izmedu 15 i 50%. Njihov sastav ovisi 0 vrsti, na¢inu uzgoja uljarice te procesu kojim
su dobivene. Zbog visokog sadrzaja proteina koriste se kao hrana za zivotinje, posebice kod
riba i prezivac¢a (Ramachandran i sur., 2006). Nejestive uljne pogace poput onih dobivenih iz
biljke Neem ili Karanja se zbog visokog udjela dusika, fosfora i kalija koriste kao organska
dusi¢na gnojiva. Neki od uljnih pogac¢a se koriste kako bi se povecao unos dusika u biljku te
kako bi se smanjila nitrifikacija tla. Takoder, provedeno je istrazivanje utjecaja nejestivih
uljnih pogaca na insekticide i nametnike u tlu. Naime, to moze biti od iznimne vaznosti
prilikom uzgoja hrane na tlu koje je sklono infekcijama ili bolestima koje mogu unistiti

usjeve (Ramachandran i sur., 2006).

Najpoznatije uljne pogace koje su nasle svoju primjenu u biotehnologiji su: kokosova
pogaca, pogaca uljane repice, pogaca suncokreta, sezamova pogaca, pogaca soje, pogaca
masline, te pogace lana i konoplje. Kokosova pogaca se koristi najvise pri proizvodnji enzima
i to lipaze pri ¢emu sluzi kao supstrat za rast organizama iz porodice gljiva. Ova pogaca sadrzi
visoke koncentracije ugljika i dusika koji vazni sastojci za rast prilikom uzgoja gljiva. Osim
kokosove pogace, u proizvodnji enzima fitaze, amilaze, glukoamilaze te proteaze koriste se jo$
sezamova pogaca te pogaca masline. U proizvodnji antibiotika, uljne pogace se koriste zbog
povecéanja prinosa na kraju samog procesa proizvodnje, ali i radi boljeg iskoriStenja procesa.

Tako npr. koriStenjem pogace suncokreta mozemo dobiti veée koncentracije klavulanske
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kiseline ili cefamicina c prilikom proizvodnje u velikom mijerilu. Kada se radi o proizvodnji
drugih kemikalija, najzanimljivije je dobivanje snaznih antioksidacijskih spojeva poput
glukozida i to procesom fermentacije sezamove pogace pomocu mikroorganizma Bacillus

circulans. (Ramachandran i sur., 2006).

Kao dodaci prehrani, uljne pogace se preporucuju zbog visokog udjela proteina, vliakana
i masnih kiselina. Pogace se koriste za ishranu zivotinja poput svinja, peradi i riba pri ¢emu
poboljsavaju metabolizam i opce stanje tretiranih zivotinja. Takoder su provedena istrazivanja
gdje su uljne pogace koriStene kao izvor energije zbog dobrog omjera C:N i to u fermentorima
pri mezofilnom procesu proizvodnje bioplina. Ulje dobiveno iz sezamove pogace moze sluziti
kao obnovljivi izvor energije pa tako sporom pirolizom pogace suncokreta mozemo dobiti
gorivo sli¢nih svojstava koja se koriste danas za pogon automobila i strojeva u industriji. Novija
poznata primjena u biotehnologiji je i upotreba uljnih pogac¢a kao biokontrolnih agenasa. Pod
pojmom biokontrolni agensi smatra se upotreba mikroorganizama za suzbijanje bolesti ¢ime se
nastoji poboljsati cjelokupno zdravlje biljke. Omogucéavanje da se mikroorganizmima
kolonizira korijenje biljaka domacina predstavlja ekolosku alternativu skupim pesticidima u
borbi protiv korova, kao i protiv gljivicnih i bakterijskih infekcija. Bakterije koje poticu rast
biljaka su autohtone u tlu te stoga imaju vaznu ulogu u biokontroli biljnih patogena. Isto tako
mogu suzbiti Siroki spektar bolesti uzrokovane bakterijama, gljivicama i nematodama.

(Varvodi¢, 2015.)

2.2.1. Vaznost proizvodnje i sastav lana

Lan je jednogodi$nja biljka iz obitelji Linaceae koja ukljucuje deset rodova i vise od
150 vrsta. Raste do visine od 0,3 do 1 metra te se uzgaja za proizvodnju tekstilnih vlakana i
ulja. Sorte lana koje se koriste za proizvodnju tekstilnih vlakana obi¢no imaju duzu stabljiku,
80-120 cm visoku i manje sjeme. Sorte koje se koriste za dobivanje ulja imaju krace i jako
razgranate stabljike, 60-80 cm visoke i veci broj sjemenki. Istrazivanja su pokazala da je za rast
i razvoj lana najpogodnije plodno tlo fine teksture i ilovacka tla (pijesak, mulj i glina).

Prije viSe od 60 godina, prosjecna svjetska proizvodnja lana je bila oko 3,4 mil. tona,
Sto je bilo vise od suncokreta (2,5 mil. t) i neSto manje od uljane repice (3,8 mil. t). Od tada,
svjetska proizvodnja lana varira izmedu 2 i 3 mil. t dok je proizvodnja ostalih uljarica znatno

porasla.



Laneno sjeme pa tako i lanena pogaca su najveci izvor lignana. Osim lignana, lan je vaZan izvor
fenolnih kiselina ¢ija se vaznost oc€ituje u njihovoj bioloskoj aktivnosti kao $to su npr.
antioksidacijsko, antimikrobno i antikancerogeno djelovanje. Osim lignana i fenolnih kiselina,
laneno sjeme je vazan izvor minerala i masnih kiselina. Najzastupljeniji minerali u sjemenkama
lana su: kalcij, mangan, fosfor i kalij pri ¢emu se koncentracija kalcija kreée od 3,3-3,8 mg g™,
mangana od 4,8-5,9 mg g, fosfora od 6,4-8,2 mg g* te kalija od 9,0-10,1 mg g*. Sto se tice
masnih kiselina, najzastupljenija je linolenska sa udjelom od 58,5-59,7% a slijede je linolna sa
15,8-16,9% i oleinska sa 15,0-15,6%.0sim za ekstrakciju lignana, minerala i masnih kiselina,
iz pogace lana se mogu izolirati proteini i polisaharidi. Odmascena pogaca se centrifugira te se
iz tekuceg dijela dobivaju proteini, a iz krutog polisaharidi. Udio proteina iznosi 27,3%, a
polisaharida 10,7% Kao i mnoga druga ulja, laneno ulje ima visoki sadrzaj globulina, 18,6%, i
sadrzi protein slican albuminu koji ¢ini 17,7% ukupnog proteina. Proteini iz lana su relativno
bogati argininom, asparaginskom kiselinom i glutaminskom kiselinom, a sadrzi manje koli¢ine

lizina, metionina i cisteina. (Capin, 2016.)

Druga vazna komponenta pogace lana su pektini. Dobivaju se vodenom ekstrakcijom, a
njihov sastav predstavlja heterogenu smjesu polisaharida koji se sastoje od ksiloze, glukoze,
galaktoze, arabinoze, ramnoze, fukoze i galakturonske kiseline (75% neutralne i 2 kiselinske
frakcije). Raspon polisaharida koji se moze ekstrahirati iz lanenog sjemena izazvao je veliko
zanimanje, ne samo zbog ocitih zdravstvenih prednosti zbog sadrzaja topljivih vlakana, ve¢ i
zbog potencijalne primjene lanenog sjemena kao funkcionalne hrane, iskoristavanjem njegovih
fizikalnih svojstava kao zgusnjivaca i emulgatora. Takoder, neki oligosaharidi i polisaharidi su
opisani kao aditivi za hranu s antimikrobnim svojstvima, djelotvorni protiv patogenih bakterija
i gljiva. Grupa oligosaharida s antimikrobnim uc¢incima su tzv. hito-oligosaharidi koji ujedno
posjeduju antitumorska i antioksidacijska svojstva te sposobnost hvatanja slobodnih
radikala. Jo§ jedna zanimljiva znaCajka ovih polisaharida je da potiCu rast i razvoj
gastrointestinalne mikroflore, pri ¢emu se opisuje probioticki ucinak. Tako su npr.
galaktooligosaharidi, fruktooligosaharidi i ciklodekstrini poznati su kao prebioti¢ke tvari.
(Capin, 2016.)



2.2.2.1. Pogaca lana

Pogaca lana je nusproizvod, odnosno kruti ostatak nakon preSanja sjemenki lana koji
se donedavno uglavnom smatrao otpadom i beskorisnim ostatkom. Danas privla¢i interes
industrije i znanstvene zajednice jer se moze Koristiti kao obnovljivi izvor energije te kao
sirovinska osnova za izolaciju proteina, vlakana i ostalih bioaktivnih komponenti. Nakon
ekstrakcije ulja (s prinosom od priblizno 30%) ostaje velika koli¢ina presane pogace lana, koja
se odbacuje i jo§ uvijek se smatra otpadom, ili u najboljem slucaju nusproizvodom. Pogaca lana
se uglavnom Koristi kao sto¢na hrana, kao aditiv u pekarskim proizvodima (Gutierezz i

sur.,2010), a ima i potencijal za primjenu u prehrani ljudi.

Tablica 1. Kemijski sastav pogace lana (Guttierez i sur., 2010.)

Komponente pogace lana %
Vlaga 8,30
Proteini 21,34
Lipidi 43,90
Vlakna 6,21
Pepeo 2,66
Ekstrakt (bez prisustva dusika) 17,59
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2.2.2. Vaznost proizvodnje i sastav konoplje

Konoplja ( Cannabis sativa L.) predstavlja vazan izvor prehrane ve¢ tisucama godina
u kulturama starog svijeta. Vrste kanabisa koje se ne koriste kao lijek, obi¢no se nazivaju
konopljom i posljednjih godina njihov nutritivni potencijal nije se znacajno proucavao niti se
pretjerano koristi u industrijskim procesima 20. stolje¢a. Tehnicki, konoplja obi¢no sadrzi
vise od 30% ulja i oko 25% proteina, s znatnim koli¢inama dijetalnih vlakana, vitamina i
minerala. Ulje konoplje sadrzi vise od 80% polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) i
izuzetno je bogat izvor dvije linoleinske kiseline (18: 2 omega- 6) i alfa-linolenske kiseline
(18: 3 omega- 3). Omjer Omega 6 /omega-3 (n6 / n3) u ulju konoplje obi¢no je izmedu 2: 1 1
3: 1, $to se smatra optimalnim za ljudsko zdravlje. Takoder, prisutni su i bioloski metaboliti
dvije esencijale masne Kkiseline, gama- linolenske kiseline (18: 3 omega- 6; 'GLA") i
stearidonske kiseline (18: 4 omega- 3; 'SDA"). Dva glavna proteina u konoplji su edestin i
albumin. Oba su visokokvalitetni proteini, lako se probavljaju i sadrze nutritivno znacajne
koli¢ine svih esencijalnih aminokiselina. Osim toga, konoplja sadrzi iznimno visoke koli¢ine
aminokiselina arginina i najcesce se koristi za lijeCenje razli¢itih poremecaja ali i u
tradicionalnoj orijentalnoj medicini. Nedavna klini¢ka ispitivanja identificirala su konopljino
ulje kao funkcionalnu hranu, a istrazivanja vezana za ishranu Zivotinja pokazala su brojne

prednosti konoplje kao dodatka prehrani (Callaway,2004)

Sjeme konoplje, usitnjeno ili cjelovito, vrlo je vazno u tradicionalnoj azijskoj hrani i
lijekovima. U Sjevernoj Americi, sjeme konoplje koristi se u industriji boja i lakova te se uvozi
kao hrana za ptice. U proteklih 10 godina, konoplja se legalno koristi kao hrana za ljude u
Kanadi i Sjedinjenim Americkim DrZavama, ali uzgoj konoplje i dalje nije legalan u vecini

drzava svijeta (Callaway,2004).

Nedavna dostupnost i uporaba ulja konoplje u Europi i Sjevernoj Americi potaknula je
price o poboljsanju zdravlja, lijeCenju akutnih i1 kroni¢nih stanja te brzog izlijecenja
jednostavnih rezova i opekotina, raznih koznih problema, alergijskih reakcija i upalnih bolesti
te ¢ak i gripe. Vecina, ako ne i svih, ovih tvrdnji moze se povezati s jedinstvenim profilom
masnih kiselina ulja konoplje i njegovog izravnog utjecaja na metabolizam esencijalnih masnih
kiselina (EFA) te eikozanoida, koji ukljucuju prostaglandine i druge vazne metabolite. Stoga,
dodatak ulja koja sadrze visoku razinu EFA i drugih polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA)
u prehranu se moze koristiti za poboljsanje ljudskog zdravlja, osobito ukoliko se ne unose u

dovoljnim koli¢inama u organizam putem hrane. PUFA su takoder izravno uklopljeni kao
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fosfolipidi u stani¢nim i organelnim membranama. Ugradivanje PUFA-a u membranski
fosfolipidni dvosloj neophodno je za odrzavanje fluidnosti staniéne membrane, narocito kod
formiranja neuronskih membrana unutar sredi$njeg zivcanog sustava. PUFA i njihovi bioloski
metaboliti mogu pozitivno utjecati na profil masnih kiselina u lipoproteinima male gustoce
(LDL) , koji su snazno povezani s kroni¢nom bolesti srca. Dakle, hrana koja ima dovoljnu
razinu PUFA-e moze smanjiti i razine LDL-kolesterola i krvnog tlaka kod ljudi. PUFA takoder
smanjuje agregaciju trombocita, $to rezultira smanjenjem perifernog krvnog tlaka i stvaranje

ugruska. (Callaway,2004)

Albumin, globulin, edestin,i legumin su glavni proteini u sjemenu konoplje te su bogati
aminokiselinama vaznim odrzavanje ljudskog zdravlja. Izravna usporedba sastava proteina
aminokiselina iz bjelanjka, sjemenke konoplje i soje pokazuje da su proteini konoplje

usporedivi s drugim visokokvalitetnim proteinima (Tablica 2).

Proteini konoplje imaju velike koli¢ine aminokiselina koje sadrze sumpor-metionin i cistein,
kao i visoku razinu arginina i glutaminske kiseline. Brasno konoplje bogati je izvor proteina i

polinezasi¢enih masnih kiselina i Uz to sadrzi znacajne koli¢ine vitamina i korisnih minerala.

Tablica 2. Kemijski sastav pogace konoplje (Callaway, 2004)

Komponente sjeme konoplje (%) | pogac¢a konoplje (%0)
Ulje 35,5 111

Protein 24,8 33,5

Ugljikohidrati 27,6 42,6

Vlaznost 6,5 5,6

Pepeo 5,6 7,2

Energija (kJ/100g) 2200 1700

Ukupna vlakna 27,6 42,6

Probavljiva vlakna 54 16,4

Neprobavljiva vlakna | 22,2 26,2
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Za pripravu proteinskih izolata tijekom ovog istrazivanja koriSteni su brasno odmascéene

pogace lana i konoplje ustupljeno od strane OPG Jankovi¢ (Www.opg-jankovic.com).

3.1.1. Kemikalije

Fetalni tele¢i serum (FBS), Gibco 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

Apsolutni etanol, Kemika, Hrvatska

S-merkaptoetanol, LKB, Bromma, Svedska

Bromfenol plavo, Kemika, Zagreb, RH

Coomassie plavo, Sigma, St. Louis, SAD

EDTA (Kompleksal I11), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Glicin, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Octena kiselina, Kemika, Zagreb

Klorovodic¢na kiselina, Kemika, Zagreb

Glicerol, Kemika, Zagreb

Metanol, Kemika, Zagreb

TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin), LKB, Bromma, Svedska
Smjesa standardnih proteina niskih molarnin masa (LMW Calibration Kit), GE
Healthcare, SAD

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

Bisakrilamid (N,N'-metilenbisakrilamid), Fluka, Buchs, Svicarska

Amonijev persulfat, LKB, Bromma, Svedska
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Sve kemikalije upotrijebljene u ovom radu bile su p.a., a voda koriStena za pripravu otopina i

pufera bila je destilirana, demineralizirana ili mili Q voda.

3.1.2. Otopine
1 M NaOH
Natrijev hidroksid 209
Destilirana voda do 500 mL
1 M HCI
Klorovodi¢na kiselina(37 % w/w) 41,75 ml
Destilirana voda do 500 mL
Reagens A
Natrijev hidroksid 290
Natrijev karbonat 109
Destilirana voda do 500 mL
Reagens Bl
Bakrov sulfat pentahidrat 19
Destilirana voda do 100 mL
Reagens B2
Kalij natrij tartarat 29
Destilirana voda do 100 mL
Reagens C
Reagens A 50 ml
Reagens B1 0,5 mi
Reagens B2 0,5ml
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PBS pufer (pH=7.4)

Natrijev klorid 8,04¢g
Kalijev klorid 0,29
Dinatrijev hidrogenfosfat 1,44 g
Kalijev dihidrogenfosfat 0,24 g
Destilirana voda do 100 mL

0.4 % otopina tripan-plavo

Boja tripan plavo 0,049
PBS pufer 10,00 mL

Pufer za uzorke za SDS elektroforezu
2mM EDTA I

2% (m/v) SDS

10% (v/v) glicerol

0,001% (v/v) bromfenol plavo

5% (v/v) p-merkaptoetanol
50 mM Tris-HCI pH=6,8

Gel za sabijanje

4,5% (m/v) akrilamid

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 razdvajanje (12 %)

12% (m/v) akrilamid

0,32% (m/v) N, N' — metilenbisakrilamid
0,066% (v/v) TEMED

0,086% (m/v) APS

0,5 M Tris-HCI pufer pH=8,8

15



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

Coomassie otopina za bojanje gelova

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

destilirana voda

3.1.3. Uredaji i oprema

- inkubator s kontroliranom atmosferom CO>, Iskra PI1O, Slovenija

- magnetska mjesalica sa grijanjem, MM-510 TEHTNICA, Zelezniki, Slovenija

- centrifuga Beckman Model J-21B, Brea, Kalifornija

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

- inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka

- svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

- T-boce od 25 cm?i 50 cm?, Corning, SAD

- ploce s jazicama, Corning, SAD

- laboratorijski pribor (pipete, nastavci za pipete, laboratorijske ¢ase, menzure, odmjerne
tikvice, kivete,tarionik )

- laboratorijska vaga,Boeco,Njemacka

- Neubauerova komorica za brojanje stanica

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

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

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

- sistem za vertikalnu elektroforezu CVS10D, Clever Scientific Ltd., Rugby, Velika
Britanija

- sustav napajanja za elektroforezu, Consort, Turnhout, Belgija

- sterilni filteri, Sigma, St. Louis, SAD
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3.1.4. Stanic¢na linija HEK 293T

U ovom radu kori$tena je humana stanic¢na linija HEK 293 T, dobivena iz radne banke stanica
American Type Culture Collection (ATCC). HEK 293T stanice dobivene su transformacijom
humanih embrionalnih stanica bubrega s DNA adenovirusom 5. Ranih 70-ih godina proslog
stoljeca, Alex Vander Eb je uzgojio stani¢nu liniju, dok je transformaciju izveo Frank Graham
po ¢ijoj metodi dobivaju ime. HEK je skracenica engleskog naziva ove stani¢ne linije (eng.
Human Embryotic Kidney), dok 293 predstavlja redni broj eksperimenta kojim je nastala ova
stani¢na linija. Stanice se Cesto koriste jer se brzo i jednostavno umnazaju i odrzavaju, a daju
se lako i transfektirati zbog ¢ega se Cesto se koriste u biolo§kim istraZivanjima. Glavna
primjena im je u proizvodnji egzogenih proteina ili virusa, za farmaceutsku i biomedicinsku

namjenu te u raznim istrazivanjima.

3.2. Metode rada

3.2.1. Priprava proteinskog izolata lana

Pri pripremi proteinskog izolata lana koristena je odmasc¢ena pogaca lana dobivena od strane
OPG Jankovi¢. Odvagano je 75 g brasna koje je otopljeno u 1500 mL deionizirane vode (5 %
w/v), nakon Cega je pH vrijednost smjese podesena na 5,0 pomocu 1 M HCI te je smjesa
zagrijana na 37 °C i ostavljena da se mijesa na magnetskoj mijesalici tijekom 4 sata. Smjesi je
takoder dodan enzim celulaza u omjeru 1% w/w. Nakon 4 sata, smjesa je ohladena na 4 °C i
podesena joj je pH vrijednost na 10,0 pomoc¢u 1 M NaOH. Nakon toga smjesa je centrifugirana
pri 4000xg , tijekom 30 minuta na 20 °C pri ¢emu je izdvojen supernatant kojem je podesena
pH vrijednosti na 4,2 pomoc¢u 1 M HCI. Zatim je slijedilo jos jedno centrifugiranje pri 4000xg,
10 minuta te je pritom odvojen talog koji je homogeniziran deioniziranom vodom i podesena
mu je pH vrijednost na 7,0 dodatkom 1 M NaOH. Tako pripremljena suspenzija je ostavljena
na susenje pri 45 °C preko noci (slika 3.). Osuseni izolat je usitnjen u tarioniku, izvagan i

spremljen u kivetu te ostavljen na 4 °C do koriStenja.
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Brasno odmascene pogace lana

mijeSanje na magnetskoj mijeSalici
(4h)

Dodatak deionizirane vode, T=37° C
podeSavanje pH na 5,0

Dodatak celulaze,1% w/w, 1.44 U/mg
hladenjena4°C

podesavanje pH na 10,0 sa
0,5 M NaOH

centrifugiranje 4000 g, 30 min

taloZenje sa 0,5
MHCI (pH4,2)

centrifugiranje 4000 g, 20 min

talog supernatant

pode3avanje pHna 7,0 sa

resuspendiranje u deioniziranoj vodi 0,5 M NaOH

suspenzija

suSenje (45 ° C) Proteinski izolat

Slika 3. Shema priprave proteinskog izolata iz pogace lana

3.2.2. Priprava proteinskog izolata konoplje

Pri pripremi proteinskog izolata konoplje koristena je odmaséena pogaca konoplje dobivena
takoder od strane OPG Jankovi¢. Odvagano je 300 g brasna koje je otopljeno u 1500 mL
deionizirane vode (20 % w/v), nakon ¢ega je pH vrijednost smjese podeSena na 10,0 pomocu
1 M NaOH te je smjesa zagrijana na 35 °C i ostavljena da se mijeS$a na magnetskoj mijesalici
tijekom 1 sata. Nakon sat vremena, smjesa je centrifugirana pri 5000xg , tijekom 30 minuta
na 20 °C pri ¢emu je izdvojen supernatant kojem je podeSena pH vrijednosti na 5,0 pomocu
1 M HCI. Zatim je slijedilo jos jedno centrifugiranje pri 5000xg , 20 minuta te je pritom

odvojen talog koji je homogeniziran deioniziranom vodom i podesena mu je pH vrijednost na
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6,8 dodatkom 1 M NaOH. Tako pripremljena suspenzija je ostavljena na susenje pri 45 °C

preko noci (slika 4.). OsuSeni izolat je usitnjen u tarioniku, izvagan i spremljen u kivetu te

ostavljen na 4 °C do koristenja.

Brasno odmascene pogace konoplje

Dodatak deionizirane vode=20% (w/v)

mijeSanje na magnetskoj mijeSalici e . T=35°C
(1h) PodeSavanje pH na 10,0 sa2 M NaOH
centrifugirane 5000 g, 30 min
, l
supernatant talog

|
podesavanje pH na 5,0 sa

2MHCI
|
centrifugiranje - 5000 g, 20 min
talog supernatant
|
homogenizacija

Resuspendiranje u deioniziranoj vodi
podeSavanje pH na 6,8 sa | M NaOH

suspenzija
|
suenje (45 ° C) = - Proteinski izolat

Slika 4. Shema priprave proteinskog izolata iz pogace konoplje
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3.2.3. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Lowry-u

Lowry metoda za odredivanje koncentracije proteina se temelji na reakciji (a) bakrenih iona
vezanih na amino skupine peptidne veze i (b) fenolne skupine bo¢nog ogranka aminokiseline
Tyr u proteinu sa Folin-Ciocalteau reagensom, pri ¢emu nastaje kompleks plavo-ljubicastog
obojenja sa apsorpcijskim maksimumom pri 740 nm (slika 5).
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Slika 5. Princip odredivanja koncentracije proteina Lowry metodom.Na slici lijevo je
prikazana kovalentna veza iona bakra sa Cetiri dusikova atoma peptidne veze, a na slici desno

hidroksilna skupina aminokiseline tirozin u proteinu

Bakreni ioni kovalentno vezani na amino skupine peptidne veze i fenolna skupina tirozina
(Tyr) reduciraju fosfovolframatnu i fosfomolibdensku kiselinu Folinovog reagensa u volfram
i molibden plavilo. Folin-Ciocalteau (Folinov) reagens sadrzi fosfovolframatnu i
fosfomolibdensku kiselinu koje bakreni ioni kovalentno vezani na amino skupine peptidne

veze i fenolna skupina tirozina (Tyr) reduciraju u volfram i molibden plavilo.

Iz otopine BSA, y(BSA) = 1 mg/mL, pripremljeno je po 1 mL standardnog niza, kako bi se

napravio bazdarni dijagram, prikazano u tablici 3.
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Tablica 3. Priprema standardnog niza razrjedenja BSA

Uzorak Koncentracija (mg/mL) | Volumen BSA (mL) | Volumen vode (mL)
SO 0,00 0 1,00
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 0,10 0,10 0,90
S6 0,16 0,16 0,84
S7 0,20 0,20 0,80
S8 0,40 0,40 0,60

U epruvete se pipetira po 100 pL otopina standardnog niza i uzorka (izolata iz pogaca lana i

konoplje) doda se 1 mL reagensa C, smjesa se promijesa na vortex mijesalici i ostavi 10

minuta na sobnoj temperaturi. Nakon 10 minuta, u svaku epruvetu naglo je dodano 100 pL

Folin-Ciocalteau reagensa na vortexu te je smjesa ostavljena 40 min na sobnoj temperaturi.

Nakon termostatiranja oCitana je apsorbancija standardnog niza kao i uzoraka proteinskih

izolata pri valnoj duljini 740 nm, uz slijepu probu (S0).

3.2.4. Odredivanje sadrzaja proteina metodom po Kjeldahlu

Odredivanje proteina metodom po Kjeldahlu temelji se na pretpostavci da svi proteini

sadrze u prosjeku 16% dusika, pa se nakon razgradnje organske tvari odreduje proteinski dusik

izrazen kao amonijak. Medutim, gotovo svi prirodni spojevi koji sadrze dusik reagiraju po ovoj

metodi, pa je uporabljivost Kjeldahlove metode ogranicena.

Kuhanjem uzorka s koncentriranom kiselinom provodi se tzv. ,,mokro spaljivanje* kojim se

organski dio razori u COz i vodu, a dusik amino-skupine prelazi u amonijak koji s prisutnom

kiselinom daje amonijev sulfat. Amonijak iz amonijevog sulfata oslobada se kuhanjem s

koncentriranom natrijevom luzinom, destilira i hvata u zasi¢enu otopinu borne kiseline.

Amonijak se potom kvantificira titracijom s kloridnom kiselinom.
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Organski spojevi s dusikom + H2SO4 — (NH4)2SO4+ H20 + CO: + ostali nusprodukti

(NH4)2S0O4 +2 NaOH — 2 NH3 1 + Na2SO4 + 2 H20

Amonijak, odnosno dusik kao produkt razgradnje proteina, odreden titracijom koristi se za
raCunanje mase proteina. Masa dusika pomnozi se s pribliznim empirijskim faktorom Koji
iznosi 6,25 i dobije se masa proteina u uzorku. Ovaj faktor raCuna se na temelju pretpostavke
da u proteinima ima oko 16% dusika (inace udjel dusika u proteinima varira od 13 do 19%,

ovisno 0 aminokiselinama od kojih su sastavljeni proteini).

Opis postupka odredivanja proteina metodom po Kjeldahlu:

U Kjeldahlovu tikvicu odvaze se 1 g uzorka (odnosno 10 mL za tekuée uzorke) i doda se
1,5 mL sulfatne kiseline (koncentracije 1 mol/L) tako da se kiselinom ovlazi cijeli uzorak (u
protivhom dolazi do gubitaka jer suhim spaljivanjem izlazi duSik u elementarnom obliku).
Sadrzaj tikvice upari Se na plameniku preko azbestne mrezice i to tako da se u pocetku grije na
slabom plamenu oko 5 minuta a zatim se plamen pojaca da otopina dobro vrije. Nakon §to
reakcijska smjesa potamni, dodaje se katalizator (Kjeldahl-tablete) i 15 mL koncentrirane
sulfatne kiseline te se nastaviti zagrijavanje. Po zavrSetku reakcije, otopina poprimi svijetlo
zelenu boju te se uzorak kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni

destiliranom vodom do oznake.

Za destilaciju u aparaturi po Parnas-Wagneru (slika 6.) uzme se 10 mL tako razrijedenog
uzorka. Prije destilacije uzorak se zaluzi natrijevim hidroksidom (koncentracije 500 g/L), kako
bi se oslobodio vezani amonijak. Destilat se uvodi u Erlenmeyerovu tikvicu od 100 mL u kojoj
se nalazi 10 mL otopine borne kiseline (koncentracije 40 g/L), pomijeSane s nekoliko kapi
indikatora metil-oranz. Destilacija se prekida kada se predestilira 40 mL uzorka. Destilat se
zatim titrira s otopinom kloridne kiseline (koncentracije 0,01 mol/L) do pojave boje pokozice
luka. Isti postupak se ponovi i sa slijepom probom, koja umjesto uzorka sadrzava 10 mL
destilirane vode.

Koli¢ina proteina izra¢una Se prema formuli:
V =a-b [1]

pri ¢emu je:
a = volumen utroSene HCI koncentracije 0,01 mol/L za titraciju uzorka [mL]

b = volumen utrosene HCI koncentracije 0,01 mol/L za titraciju slijepe probe [mL]
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m (proteina) = ¢ (HCI) x V x M(N) x 10 x 6,25 [g] [2]

A — okrugla tikvica (sluzi za razvijanje vodene
pare)

B — recipijent-posuda za praznjenje destilacijske
posude

C — destilacijska tikvica

D - vodeno hladilo

E — lijevak

F - Erlenmeyer-ova tikvica

Slika 6 . Skica destilacijske aparature po Parnas-Wagneru (preuzeto iz skripte vjezbi modula

“Proizvodnja bioplina iz obnovljivih sirovina” na PBF-u)

3.2.5. SDS-PAGE elektroforeza proteinskih izolata iz pogaca lana i konoplje

Proteinski izolati iz lana i konoplje razdvojeni su SDS-elektroforezom po Laemmli-ju
(Leammli, 1970). Uzorcima proteina dodano je 5 uL pufera za uzorke za elektroforezu po
Laemmli-ju te su tretirani 2-3 minute u kipu¢oj vodenoj kupelji. Potom su uzorci i smjesa
standardnih proteina male molarne mase naneseni na prethodno pripremljenu 12%-tnu
poliakrilamidnu plocu za elektroforezu. Elektroforeza je provedena 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, a po zavrSetku elektroforeze gel je
skinut s ploce za elektroforezu i obojan Coomassie plavo otopinom za bojanje preko noci.

Odbojavanje gelova provedeno je u otopini za odbojavanje u kojoj se gelovi 1 Cuvaju.
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3.2.6. Uzgoj HEK 293T stanica u T-bocama

Stanice se cuvaju u mediju za zamrzavanje na -80 °C, a smrzavaju se u koncentraciji od
oko 1 x 107 stanica/mL. Ampula sa stanicama se prvo odmrzne naglim uranjanjem u vodenu
kupelj na 30 °C. Nakon odmrzavanja stanica slijedi centrifugiranje 3 minute na 1000
okretaja/min. Supernatant se ukloni, a zaostali talog stanica se resuspendira u 10 mL medija
bez dodatka seruma. Stanice se potom prebace u T-bocu koja se stavlja u inkubator na 30 °C i
u odgovarajucu atmosferu koja sadrzi 95 % zraka 1 5 % CO.. Brojnost stanica, njihovo opce
stanje i morfologija se svakodnevno kontrolira inverznim mikroskopom. Prati se i boja medija,

bududi da njena nagla promjena ukazuje na pojavu kontaminacije.

3.2.7. Utjecaj dodatka izolata proteina na rast stanica i odredivanje broja
stanica metodom tripan-plavo

Stanice iz eksponencijalne faze rasta nacijepljene su u ploc¢e s 12 jazica u pocetnoj
koncentraciji od 2x10° st/mL u 1 mL medija za uzgoj te su dodani prethodno pripremljeni i
sterilno profiltrirani proteinski izolati (koncentracija proteina 5 g/L). Dinamika rasta stanica
pracena je tijekom 96 h brojanjem u Neubaerovoj komorici uz dodatak boje tripan-plavo.
Tijekom uzgoja stanica uzimao se uzorak kako bi se odredio broj poraslih stanica. Buduéi da
stanice rastu prihvacene za dno jazica, najprije je potrebno ukloniti medij za uzgoj. Potom se
na stanice dodaje 0,5 mL tripsina koji djeluje kroz desetak minuta, Sto je vrijeme potrebno da
se stanice odvoje od povrsine na kojoj rastu. Zatim se dodaje 0,5 mL medija da se inhibira
djelovanje tripsina i daljnje razaranja stani¢nih struktura. U¢inak tripsina provjerava se pod
inverznim mikroskopom kako bi bili sigurni da su se sve stanice odvojile od povrsine. Uzima
se 10 pL uzorka stanica koji se pomijesa s 10 pL boje tripan-plavo i tako pripremljen uzorak
se stavlja na Neubaerovoj komoricu za brojanje stanica. Komorica je podijeljena na 4 velika
kvadrata, a u svakom velikom kvadratu nalazi se 16 malih kvadratica u kojima se broje
stanice (slika 7. ).

Pod mikroskopom se odreduje broj zivih stanica brojanjem u Cetiri sredisnja kvadrata komorice.
Mrtve se stanice razlikuju od zivih po tome §to se zbog oStecene membrane boje plavo, dok se

Zive stanice ne oboje.
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Broj zivih stanica po mL suspenzije racuna se na sljedeci nacin:
Broj stanica/mL suspenzije= X x faktor razrjedenja x 5 x 10° [3]

pri ¢emu je Xsr - srednja vrijednost broja stanica unutar 4 sredi$nja kvadrata komorice.

1.00 mm.

0.05 am. T

SRSsaaas tans
!'t;m;:n::ﬂ
1221

1.00 mu.

Slika 7 . Neubaerova komorica za brojanje stanica (Anonymous 1, 2017)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Proteinski hidrolizati dobiveni iz soje, rize i pSeni¢nog glutena ve¢ su niz godina
prisutni na trziStu i koriste se za povecanje ucinkovitosti procesa s mikrobnim i stani¢nim
kulturama, ¢ime ujedno doprinose povecanju iskoriStenja ishodnog biljnog materijala. Porast
konkurentnosti proizvodnje poglavito na trziStu prehrambenih proizvoda, povecao je interes
proizvodaca za boljim iskoriStenjem izvornih sirovina kao 1 proizvedenog otpadnog materijala.
Dodavanjem vrijednosti takvom materijalu potice se ekonomska odrzivost prehrambene
industrije te umanjuje rizike onecis¢enja okolisa. Takvi nusproizvodi prehrambene industrije
koji izmedu ostalog sadrze 1 proteine, predstavljaju novu potencijalnu sirovinu s moguc¢om
primjenom i za kulture zivotinjskih stanica. Veliki potencijal pritom imaju ostaci iz proizvodnje
jestivog ulja tj. uljne pogace koje zaostaju nakon ekstrakcije ulja i danas se uglavnom koriste
kao stocna hrana ili gnojivo. Prema izvjescu Svjetske organizacije za hranu i poljoprivredu
(www.fao.org) iz 2014., proizvodnja uljnih pogaca je u stalnom porastu i dostize godiSnju
proizvodnju od skoro 130 milijuna tona (viSe od 90% se iskoristi u daljnjoj obradi za razliCite
namjene). Uz Kinu, EU je najve¢i uvoznik uljnih pogaca $to ukazuje na gospodarsku vaznost
ovog industrijskog nusproizvoda kao sirovine. Obzirom na porijeklo, najzastupljenije su
pogace soje (57%), uljane repice (15%) 1 pamuka (10%). Uljne pogace ostalih vrsta uljarica,

poput lana i konoplje zastupljene su manje od 10%.

U literaturi su opisani postupci priprave i karakterizacije proteinskih hidrolizata iz pogace
uljane repice (Chabanon i sur., 2007) te je odreden njihov ucinak na proliferaciju CHO stanica
te prinos i kvalitetu rekombinatnog proizvoda (Chabanon i sur., 2008). Uljne pogace lana (Linus
usitatissimum) i industrijske konoplje (Cannabis sativa) sadrze 30-35% proteina i kao takve
I karakterizacija proteinskih hidrolizata iz uljnih pogaca lana i konoplje kao i njihov moguci
ucinak na proliferaciju i proizvodnost stani¢nih linija zivotinjskih stanica do sada nije temeljito
istrazen. S obzirom da uljna pogaca lana sadrzi 30-40% proteina (Mueller i sur., 2010), a uljna
pogaca konoplje oko 35% proteina (Callaway, 2004), proteini koji zaostaju u pogacama nakon
ekstrakcije ili preSanja ulja zbog izbalansiranog sadrzaja aminokiselina mogu se koristiti kao
nadomjestak za dio seruma ili dodatak medijima bez seruma. S obzirom da pogace sadrze i
tvari ne-proteinskog karaktera, one se moraju ukloniti kako bi se uklonilo i njihovo moguce

nepozeljno biolosko djelovanje na stanice (Fran€k i sur. 2000). Da bi se optimizirala kvaliteta
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hidrolizata, prije samog postupka hidrolize potrebno je izdvojiti proteinski izolat, a sto je ujedno

i prvi korak u pripravi hidrolizata te postavljeni cilj ovog diplomskog rada.

4.1. Priprava proteinskih izolata iz pogaca lana i konoplje i odredivanje

sadrZaja proteina

U ovom radu pripremljeni su proteinski izolati iz odmas¢enih pogaca lana i konoplje prema
protokolu opisanom u poglavljima 3.2.1. 1 3.2.2. i na slikama 3. i 4. Tijekom priprave izolata,
dobiveni talozi proteinskih izolata su otopljeni u demineraliziranoj vodi i uzeti su uzorci koji
su koriSteni za odredivanje proteina metodom po Lowryju. Kako bi se mogao odrediti sadrzaj
proteina u izolatima, najprije je napravljen bazdarni dijagram s poznatima koncentracijama
govedeg albumina (BSA) (slika 8).
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Slika 8. Bazdarni dijagram za odredivanje proteina po Lowryju
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U tablici 4 . prikazane su koncentracije proteina odredene u pripravljenim izolatima i
izrazene u mg/mL te je izraunat i udio proteina izraZzen kao % s obzirom na pocetnu masu

brasna pogaca lana i konoplje.

Tablica 4. Koncentracije i udio proteina u izolatima pripravljenim iz pogaca lana i konoplje

odredeni metodom po Lowryju

Proteinski izolat Koncentracija proteina (mg/mL) | Udio proteina (% w/w)
Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 1 Uzorak 2

Lan (FPI) 45,80 69,41 43,71 60,42

Konoplja (HPI) 50,71 70,64 27,72 48,12

Tijekom priprave proteinskih izolata napravljena su dva odvojena pokusa u kojima je u
izolatima lana dobiveno 45,8 mg/mL i 69,41 mg/mL proteina odnosno u izolatima konoplje
dobiveno je 43,71 mg/mL i 60,42 mg/mL proteina. Guttierez i suradnici (2010.) su takoder
izolirali proteine iz lana kako bi dobili komponente koje se mogu dalje preradivati i koristiti
kao dodaci prehrani kod ljudi. Kao pocetni materijal koristili su smede laneno sjeme kojem su
najprije pomocu prese uklonili lipidnu komponentu tj. ulje i u kojem je odreden udio proteina
od 21,34%. Takoder, u svom su istrazivanju odredili pocetni udio sadrzaja proteina i u pogaci
lana koji je iznosio 27,78%. Za usporedbu, Mueller i sur. (2010.) su u uljnoj pogaci lana odredili
43.3% proteina, a S$to se objasnjava loSijom ekstrakcijom lipida ¢iji udio je iznosio 1,67% u
usporedbi s 29,37% lipida koje su u svom uzorku odredili Guttierez i sur. (2010.). S obzirom
na pocetnu koncentraciju proteina u pogaci lana, Guttierez i sur. (2010) su dobili udio proteina
od 53%, dok je u naSem istrazivanju u 2. uzorku dobiven udio od 60,4 %. Nadalje, tijekom
priprave proteinskih izolata iz pogaca lana i1 konoplje, dobivene su razli¢ite koncentracije
proteina uz koriStenje istog poCetnog materijala. Razlog tomu je to $to je brasno pogace lana i
konoplje u ta dva puta uzeto iz razli¢itih pakiranja pri ¢emu mozemo zakljuciti da je postojala
razlika u obradi odmaséene pogace lana i konoplje u razli¢itim vremenskim razdobljima i

uvjetima.
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Vezano za odredivanje koncentracije proteina u izolatu iz pogace konoplje, Callaway (2004)
navodi da udio proteina iznosi 33,5% dok su Poji¢ 1 sur. (2014) u svom istrazivanju odredili
udio od 27,4% proteina u uljnoj pogaci konoplje. S druge pak strane Tang i sur. (2006) navode
kako su u brasnu pogace konoplje odredili 50,2% proteina pri ¢emu je vazno napomenuti da je
u polaznom materijalu izolacija ulja konoplje provedena ekstrakcijom superkriticnim CO> Koji
je zasigurno superiornija metoda ekstrakcije u usporedbi s ekstrakcijom otapalima ili dobivanja
ulja presanjem kada u pogaCama zaostaje znatno vise ulja, a §to ima utjecaja na rezultate
odredivanja kemijskog sastava brasna pogaca. Stoga se moze zakljuéiti da razlike u udjelu
proteina u pocetnom materijalu tj. brasnu pogace konoplje ovise i o nacinu i iskoriStenju
ekstrakcije ulja konoplje. Nadalje, Tang i sur. (2006.) su u proteinskom izolatu pogacée konoplje
odredili udio proteina od 86,9% dok je u naSem uzorku udio proteinske komponente iznosio
48,12%. Ovo relativno visoko odstupanje od literaturnih podataka je uvjetovano i razlikama u
udjelu proteina u pocetnom materijalu, a jedan od uzroka moze biti i razlika u metodologiji
izolacije. Naime Tang i sur. (2006.) su u svojoj metodi priprave proteinskog izolata

centrifugiranje provodili pri 8000, a $to je zasigurno utjecalo na bolji udio proteina u izolatu.

Osim metodom po Lowryju sadrzaj proteina u pocetnom brasnu pogaca lana 1 konoplje te

uzorcima proteinskih izolata odredeni su metodom po Kjeldahlu i prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Koncentracije proteina u ishodnom materijalu i izolatima pripravljenim iz pogaca

lana 1 konoplje odredeni metodom po Kjeldahlu

Uzorak Koncentracija proteina (mg/100 mL)
Brasno lana (FM) 14,68
Brasno konoplje (HM) 24,75
Izolat lana (uzorak 1) 37,0
Izolat lana (uzorak 2) 42,7
Izolat konoplje(uzorak 1) 48,4
Izolat konoplje (uzorak 2) 42,5

Metoda po Kjeldahlu je indirektna metoda odredivanja sadrzaja proteina buduéi se oni
odreduju na temelju koli¢ine duSika u uzorcima. Odstupanja u sadrzaju proteina izraZenija su
kod uzoraka lana i konoplje u drugom postupku prijave, a $to se moze objasniti razlikama u

principa obiju metoda odnosno provodenja analitiCke metode.
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4.2. Karakterizacija proteinskih izolata iz pogaca lana i konoplje SDS-PAGE

elektroforezom

U cilju odredivanja proteinskih profila izolata proteina iz pogaca lana i konoplje napravljena
je SDS-PAGE elektroforeza 10x razrjedenih (FPIr i HPIr) i originalnih uzoraka izolata lana i
konoplje (FPI'i HPI) koji su prikazani na slici 9.

kDa S FPIr FPI HPIr HPI

974 |
66,2 (—
50-58 kDa
. -t T E&O
32-35 kDa @( ) .

31— —

22- 25 kDa
21,5
14.4

<144 kDa

Slika 9. SDS-PAGE elektroforeza proteinskih izolata iz pogace lana (FPI) i pogace konoplje
(HPI); S-standardni proteinski markeri; FPIr i FP1-10x razrijedeni i originalni uzorci izolata

lana; HPIr i HPI- 10x razrijedeni i originalni uzorci izolata konoplje

Kao §to mozemo vidjeti na slici 9., 10x razrijedeni uzorci proteinskih izolata izrazeniji su na
gelu zbog vece pocetne koncentracije proteina dok su uzorci FPI i HPI napravljeni tako da
sadrze 20 pg ukupnih proteina. U elektroforegramu uzoraka proteinskih izolata lana
najizrazenije su vrpce Mr oko 48.5 kDa, dvije vrpce 32-35 kDa te vrpce 22-25 kDa te frakcija
ispod 14,4 kDa. Dobiven proteinski profil je karakteristiCan za proteine lana u reduciraju¢im
uvjetima (Karamac 1 sur, 2016.). Proteinske vrpce u rasponu 20-48 kDa najvjerojatnije potjecu
od a- i B- podjedinica 11S globulina koji su dominantni proteini leguminoza i ¢ine oko 66%

ukupnih proteina. Albumini proteinskih izolata lana (2S protein) su zbog reducirajucih uvjeta
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bez prisutnih disulfidnih mostova 1 predstavljaju frakcije ispod markera od 14,4 kDa za ¢iju

to¢niju identifikaciju treba provesti elektroforezu na gus¢em gelu.

Zbog prisustva [3-merkaptoetanola u puferu za elektroforezu kod uzoraka konoplje tj. HPIr i
HPI mozemo vidjeti 2 podjedinice: kiselu (33 kDa) i baznu (22 kDa) koje odgovaraju proteinu
edestinu. Naime, edestin se sastoji od 6 podjedinica pri ¢emu svaka sadrzi kiselu i baznu
podjedinicu medusobno povezanih disulfidnom vezom, a koju je u ovom slucaju razorio f3-
merkaptoetanol. Edestin je najzastupljeniji protein u proteinskom izolatu konoplje, a dobiveni

rezultati su korelaciji s rezultatima koje su objavili Tang i sur. (2006).

4.3. Biolo$ka aktivnost proteinskih izolata iz pogac¢a lana i konoplje na
HEK 293T stanicama

Kao bi se ispitao u€inak pripravljenih proteinskih izolata iz pogaca lana i konoplje u kulturi
HEK 293T stanica, stanice su najprije nacijepljene u pocetnoj koncentraciji od 2x10°
stanica/mL. Nakon 24 h od nacjepljivanja i nakon sto su se stanice prihvatile za podlogu,
medij za uzgoj je zamijenjen novim koji je sadrzavao 5% seruma (kontrolne stanice) te
medijem u koji je uz 5% seruma sadrzavao i 5 g/L proteinskog izolata lana i konoplje. Stanice
su inkubirane kroz 96 h i svakih 24 h stanice su brojane u komorici za brojanje stanica uz

dodatak boje tripan-plavo (slika 10.)
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Slika 10 . Krivulja rasta HEK 293T stanica uz dodatak 5 g/L proteinskih izolata iz pogaca
lana i konoplje

Kao $to mozemo vidjeti iz slike 10. , najbolji rast je ostvaren u standardnom mediju za
uzgoj s 5% seruma. Stanice kojima je bio dodan izolat lana su rasle tijekom 96 sati uzgoja, ali
njihova koncentracija nakon 96 h uzgoja bila je skoro 2x niza nego u standardnom mediju sa
serumom (6x10* st/mL vs. 11x10* st/mL). U uzorku kojem je bio dodan izolat konoplje do 72.

sata je bio prisutan rast HEK 293T stanica, nakon ¢ega su stanice pocele odumirati. U uzorcima
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se pojavilo zamuéenje medija zbog kontaminacije ili taloZzenja komponenti izolata koje su imale
inhibicijski u¢inak na rast HEK 293T stanica. U literaturi je opisan u¢inak ekstrakata slanutka
na tumorske CaCo-2 i normalne J774 stanice porijeklom iz makrofaga (Giron-Calle i sur.,
2004). Tijekom 96 h rasta, ispitani uzorci su pokazali i proliferativno i inhibicijsko djelovanje
na obje stani¢ne linije ovisno o na¢inu priprave uzorka (ekstrakcija vodom, precipitacija pri pl
tzv. proteinski koncentrat te tretman proteinskog koncentrata smjesom etanol/aceton).
Neosporno je da proteinski izolati uz proteine sadrze i druge tvari koje pokazuju stimulacijsko
djelovanje na proliferaciju stanica (bioaktivni spojevi) kao i anti-nutritivne komponente koje

imaju inhibicijsko djelovanje na rast stanica i koje bi bilo pozeljno ukloniti iz ovih pripravaka.

Ovi preliminarni rezultati djelovanja proteinskih izolata iz poga€a lana i1 konoplje na
HEK 293T stanice ne bi trebali biti obeshrabrujuci s obzirom da se moguce djelovanje na
proliferaciju stanica oc¢ekuje od enzimskih hidrolizata za ¢iju pripravu je potrebno najprije
izdvojiti 1 karakterizirati proteinski izolat. Takoder, u meduvremenu su u Laboratoriju za
tehnologiju 1 primjenu stanica i biotransformacije napravljeni pokusi utjecaja 10X manjih
koncentracija izolata lana i konoplje pri ¢emu su dobiveni rezultati koji ukazuju na stimulacijski
ucinak na proliferaciju HEK 293T stanica. Takoder, ovi rezultati jo§ jednom dokazuju kako je
potrebno napraviti veliki broj pokusa kako bi se odredio u¢inak na kulturama stanica i odabrala

optimalna koncentracija proteina sadrzanih u izolatima.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata u ovom radu moze se zakljuciti
sljedece:

1. Pripravljeni su proteinski izolati iz pogaca lana i konoplje koji su sadrzavali 69,41

odnosno 70,64 mg/mL proteina odredenih metodom po Lowryju.

2. Udio proteina u izolatima iz pogaca lana ovisi o ishodnom materijalu, i iznosio je

60,42 % w/w za lan i1 48,12 % w/w za konoplju.

3. Metodom SDS-PAGE elektoforeze odreden je proteinski profil u pripravljenim
izolatima. U izolatu lana odredene su globulinske frakcije, a u izolatu konoplje kao

dominantan protein odreden je edestin.

4. Ispitivanjem ucinka dodatka izolata proteina lana i konoplje u koncentraciji od 5 g/L
proteina utvrdeno je da izolat lana nije stimulirao rast HEK 293T stanica u usporedbi sa
standardnim medijem s 5% seruma. Izolat konoplje pokazao je inhibicijski u¢inak na
rast HEK 293T stanica.
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