Ucinak hidrolizata proteina uljne pogace sjemenki
lana na rast, produktivnost i metabolizam CHO DP-12
stanicne linije

Cavrié, Marija

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / Sveuciliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:786316

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-27

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:786316
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:4132
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:4132
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:4132

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, rujan 2021. Marija Cavrié¢
1312/MB



UCINAK HIDROLIZATA
PROTEINA ULJNE POGACE
SJEMENKI LANA

NA RAST, PRODUKTIVNOST I
METABOLIZAM CHO DP-12
STANICNE LINIJE



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije na Zavodu
za biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu pod

mentorstvom izv. prof. dr. sc. Igora Slivca te uz pomo¢ mag. ing. Marijana Logarusica.



Diplomski rad je izraden u sklopu HRZZ projekta 1P-2016-06-3848 ,,Primjena proteinskih

hidrolizata iz pogaca lana i konoplje u medijima za uzgoj Zivotinjskih stanica®.



Zahvaljujem se mentoru, izv. prof. dr. sc. Igoru Slivcu i Marijanu Logarusi¢u, mag. ing., na
ulozenom trudu i vremenu, danim savjetima te prenesenom znanju tijekom izrade ovog

diplomskog rada.

Takoder, hvala svim ostalim djelatnicima Laboratorija za tehnologiju i primjenu stanica i

biotransformacije na pomoci, ugodnoj radnoj atmosferi i pristupacnosti.

Veliko hvala mojoj obitelji na kontinuiranoj podrsci, bez njih sve ovo ne bi bilo moguce.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Diplomski rad

Sveuciliste u Zagrebu

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Zavod za biokemijsko inzenjerstvo

Laboratorij za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije

Znanstveno podrucje: Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

UCINAK HIDROLIZATA PROTEINA ULJNE POGACE SJEMENKI LANA NA RAST,
PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12 STANICNE LINIJE

Marija Cavri¢ 1312/MB

Sazetak: Zivotinjski serum je standardni dodatak mediju za uzgoj Zivotinjskih stanica. Medutim, zbog
odredenih nedostataka ve¢ vise od tri desetljeca istrazuje se upotreba biljnih hidrolizata proteina kao
zamjene serumu u biotehnoloskim postupcima proizvodnje rekombinantnih proteina pomoc¢u zivotinjskih
stanica. Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj hidrolizata proteina uljne pogace sjemenki lana, dobivenih
pomocu proteoliti¢kih enzima Alcalase, Neutrase i Protamex, na rast, produktivnost i metabolizam CHO
DP-12 stani¢ne linije. Osim utjecaja hidrolizata ukupnog sadrzaja peptida, ispitan je i utjecaj peptidnih
frakcija veli¢ine do 10 i do 1 kDa kao dodataka mediju za uzgoj u koncentraciji od 2i 0.5 g L . Rezultati
su pokazali kako dodani hidrolizati i njihove frakcije nemaju znacajan utjecaj na rast stanica, dok je pokazan
pozitivan utjecaj na produktivnost. Dodatak hidrolizata dobivenog pomocéu enzima Protamex u

koncentraciji 2 g L rezultirao je visokom produktivno$¢u dok je istovremeno usporio rast stanica.

Kljuéne rijedi: uljna pogaca lana, proteinski hidrolizat, hranjivi medij, CHO DP-12 stani¢na linija,
monoklonsko protutijelo

Rad sadrzi: 62 stranice, 22 slike, 7 tablica, 39 literaturnih navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroni¢kom obliku (pdf format) pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: lzv. prof. dr. sc. Igor Slivac

Pomo¢ pri izradi: Marijan Logarusi¢, mag. ing.
Stru¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:

1. Prof. dr. sc. Visnja Gaurina Sréek

2. lzv. prof. dr. sc. Igor Slivac

3. Doc. dr. sc. Marko Obranovi¢

4. Doc. dr. sc. Andreja Lebos§ Pavunc (zamjena)

Datum obrane: 24. rujan, 2021.



BASIC DOCUMENTATION CARD
Graduate thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Biochemical Engineering
Laboratory for Cell Technology, Application and Biotransforamation

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

EFFECT OF FLAXSEED OIL CAKE PROTEIN HYDROLYSATES ON GROWTH,
PRODUCTIVITY AND METABOLISM OF CHO DP-12 CELL LINE

Marija Cavri¢ 1312/MB

Abstract: Animal serum is a standard media supplement for animal cultures, but because of its
disadvantages, for more than three decades, the use of plant protein hydrolysates as a serum replacement in
biotechnological processes for the production of recombinant proteins with cell cultures is researched. This
study aimed to determine the influence of flaxseed oil cake protein hydrolysates, obtained by proteolytic
enzymes, Alcalase, Neutrase and Protamex, on growth, productivity and metabolism of CHO DP-12 cell
line. In addition to the influence of hydrolysates of the total peptide content, fractions of peptides size up to
10 kDa and 1 kDa were tested as culture media supplements in concentrations of 2 and 0.5 g L. Research
showed that the added hydrolysates and their fractions did not have a significant impact on cell growth while
a positive effect on productivity was shown. The addition of hydrolysate obtained with Protamex in a

concentration of 2 g L™ resulted in high productivity while at the same time slowing down cell growth.

Keywords: flaxseed oil cake, protein hydrolysate, medium, CHO DP-12 cell line, monoclonal antibody
Thesis content: 62 pages, 22 figures, 7 tables, 39 references

Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the Faculty
of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb

Mentor: PhD. Igor Slivac, Associate professor

Technical support and assistance: Marijan Logarusi¢, mag.ing.
Reviewers:

1. PhD. Visnja Gaurina Srcek, Full professor

2. PhD. Igor Slivac, Associate professor

3. PhD. Marko Obranovi¢, Assistant professor

4. PhD. Andreja Lebo$ Pavunc, Assistant professor (Substitute)

Defence date: 24 September, 2021.



Sadrzaj

IR0 AV | PP 1
2. TEORIJSKI DIO ..eeeeiiuiiieeeieeeetis e e ettt s e e e e et e et s e e e e e e ee e sa et e e e e e e eeess b s e e e e e eeeesnbnna s seaeaeaennnns 3
2.1. KULTURA ZIVOTINISKIH STANICA .. ..cttiieitieiteeiesteesteaseesseesteassesseesseassesseessesssessaessessssssesssesses 3
2.1.1. Uvjeti uzgoja zivotinjskih stanica t KUITULT ........ccoviiiiiiiiie e 5
2.1.2. Faze rasta ZivotinjsKih STANICA .........ciiueiiiiiiii i 6
2.1.3. Metabolizam u kulturi ZivotinjskKih StaniCa...........ccouvverieiieiirie e 8
2.1.3.1. Metabolizam nusprodukata, laktata i AMONTJAKA .....vvveeerreeeeiiiiiiiiee e e e s ssarrrreee e 10

2.1.4 CHO SEaNiENA T ovevevevriiiisceeetetesis ettt ss et b st sa st b s b s e s bbb bt s e st s s ss s 11

2.2. MEDIJ ZA UZGOJ ZIVOTINISKIH STANICA ....oiitiiiieiieieie sttt sttt sbe bbb nens 11
2.2.1 MBI DBZ SEIUMA ...ttt bbbttt bbbt 13
2.2.2. Hidrolizati proteina kao sastojci medija DEZ SErUMA ........ccooiriiiiieiiieee e 14

2 T I P 15
2 T B oo Tt T 1 OSSPSR 16

3. EKSPERIMENTALNI DIO ..oiiniiiiiiii e e e e e s e s e s et e e e e s e s e e s e e s enaennenns 18
BRI 1V =t N PP 18
3L L KEMIKAIHE vttt 18

R @ o] 11 1= RPN 19
I B B 0 <Te 8 B 0] 0103 1 0 T PO PRSP UPP PR UPPPPTO 21
3.1.4. Stanicna linija CHO DP-12 ..ottt b e b e e sne e sre e e 22

3.2. METODE RADA ..ottt ettt e e e e e et e e e e s e e e bbb e s e e s e e n b e e s 23
3.2.1. Priprava proteinskog izolata IANA .............cccovueveiiuiiiieieiiieie e 23
3.2.2 Priprava proteinskog Nidrolizata lana............ccoeeieiiiieni e 24
3.2.3. FTAKCIONITANE ... ..ottt ettt bbbt 24
3.2.4. Odredivanje koncentracije proteina metodom PO LOWIY-U.......coeeuererevieecerrereeeresiseeeeeaesesesesesesssssesesennns 26
3.2.5. Odredivanje StUPNja NIAIOLIZE. ..........ceviviveiircieieic ettt 28
3.2.6. SDS-PAGE elektroforeza proteina iz uzoraka proteinskih hidrolizata lana...........ccccooeieiiniiiinne. 28
3.2.7. Uzgoj CHO DP-12 stanica u Erlenmeyerovim tikvicama za uzgoj Stanica.........ccoccvererierneneneneneeeeenn 29
3.2.8. Utjecaj dodatka hidrolizata i frakcija proteina iz uljne pogace lana na rast i produktivnost CHO DP-12
STANMICA. 1.1ttt sttt bbb s st h e h s b A b A bbbttt 29
3.2.9. Odredivanje broja stanica metodom TryPaN BIUE ...........c.ccveireuriiviiiiiieiiceseee et 30

3.2.10. Odredivanje koncentracije glukoze u uzorcima hranjivog medija za UZZO0j .......c.cceveviverrierersireeriinenans 30



3.2.11. Odredivanje koncentracije laktata u uzorcima hranjivog mediju za UZgoj .........ccoevvreneienensieneneenen, 31

3.2.12. Odredivanje koncentracije amonijaka u uzorcima hranjivog medija za UzZgoj ........cc.ccoovevvererineresnnnn. 32
3.2.13. Odredivanje koncetracije IgG u hranjivom mediju Za UZJO] ........cccoveerrieueirireeerireesiesessese s 33
3.2.14. IzraGunavanje parametara rasta CHO DP-12 StANICA..........cccceivrerieiienieisieneesee e 34
3.2.14.1. Odredivanje najvece specificne brzine rasta StANICA (Lmax) .« eeeesrererrnseerernirrererinreererineeerennnns 34
3.2.14.2. Odredivanje sprecificne produktiviosti (OP) ....vveivveiniiiniiniii s 35
3.2.14.3. Odredivanje volumetrijske produktivaoSti .........cociviiiniiiiiiiiiiii 35

4. REZULTATI FRASPRAVA ..ot aee 37
4.1. ODREPIVANJE STUPNJA HIDROLIZE PROTEINSKOG IZOLATA ULJNE POGACE LANA
DJELOVANJEM PROTEAZA ALCALASE, NEUTRASE | PROTAMEX .....cccvutuiiiieriieeeiniieeeenneeeeenn e eens 39
4.2. ANALIZA PROTEINSKIH HIDROLIZATA | PEPTIDNIH FRAKCIJA ..o 40
4.3. UCINAK PROTEINSKOG HIDROLIZATA INJEGOVIH FRAKCIJA DOBIVENIH ENZIMOM ALCALASE
NA RAST, PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12 STANICA. . ..o 43
44. UCINAK PROTEINSKOG HIDROLIZATA I NJEGOVIH FRAKCIJA DOBIVENIH ENZIMOM
NEUTRASE NA RAST, PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12 STANICA .....ccccccoviviiininien, 48
4.5. UCINAK PROTEINSKOG HIDROLIZATA I NJEGOVIH FRAKCIJA DOBIVENIH ENZIMOM
PROTAMEX NA RAST, PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12 STANICA .....ccoovviviininiinnnns 53

5. ZAKLJIUCCT .....ocuiiiiiiiii bbb bbb bbb bbb 58

B. LITERATURA L. r e e e e s e s e e s e et e ea e e e s e e r e e r e e 59



1. UvVOD

Kulture Zzivotinjskih stanica se ve¢ dugi niz godina koriste u svrhu proizvodnje
farmaceutika, hormona, monoklonskih protutijela, cjepiva itd. Ova grana biotehnologije od
iznimne je vaznosti jer su zahtjevi za proizvodnjom sve veéi te ju je potrebno razvijati u svrhu
dobivanja $to kvalitetnijih proizvoda u visokom prinosu, osim toga, bitan je faktor smanjenje
troskova proizvodnje. Za uspjesan rast i produktivnost kultura zivotinjskih stanica bitno je osigurati
optimalne uvjete mikrookoli$a u in vitro uvjetima. Osim uvjeta temperature, pH i sastava zraka,
bitan faktor kod uzgoja kultura zivotinjskih stanica je odgovarajuci hranjivi medij. Medij za uzgoj
stanicama osigurava sve bitne nutrijente poput izvora ugljikohidrata, aminokiselina, soli, vitamina
i minerala. Zivotinjski serum je takoder jedna od komponenti medija za uzgoj Zivotinjskih stanica
koja je izmedu ostalog izvor hormona i faktora rasta koji poticu proliferaciju i rast stanica, medutim
zadnjih desetlje¢a sve se viSe pridodaje vaznosti negativnih aspekata koristenja Zivotinjskog
seruma. Osim §to ima neujednacen sastav, takoder je izvor kontaminacija i otezava procis¢avanje
proizvoda (Merten, 1999). Stoga, iako ima svojih prednosti, Zivotinjski serum nastoji se zamijeniti
koristenjem alternativnih izvora koji bi imali jednak ili bolji u¢inak na proliferaciju stanica i
produktivnost procesa.

Kao zamjena zivotinjskom serumu, zadnjih desetljeca sve se viSe ispituje utjecaj biljnih
hidrolizata proteina, medu njima nasli su se i hidrolizati lana koji imaju svoj potencijal za upotrebu
kao dodatak hranjivom mediju. Lan je biljka koja se dugi niz godina istrazuje zbog potencijalnih
benefita na ljudsko zdravlje koriStenjem u prehrani. Lan se, osim u prehrambene svrhe, koristi i u
tekstilne svrhe i za dobivanje sjemena. Dobivanjem lanenog ulja zaostaju velike koli¢ine jeftinog
nusprodukta, uljne pogace lana na koju se djelovanjem raznim proteolitickim enzimima dobivaju
hidrolizati proteina koji mogu pronaci svrhu kao dodatak uzgoju kultura stanica zbog kompleksnog
sastava.

Zbhog svega navedenog, cilj ovog rada bio je prouciti djelovanje proteinskih hidrolizata
uljne pogace sjemenki lana na rast, produktivnost i metabolizam CHO DP-12 stanicne linije koja
proizvodi rekombinantno humano protutijelo, imunoglobulin (IgG)anti IL-8. Ispitani su hidrolizati
dobiveni djelovanjem tri proteoliticka enzima, Alcalase, Neutrase i Protamex. Osim testiranja

utjecaja hidrolizata ukupnog sadrzaja peptida, testirane su i peptidne frakcije veli¢ina ispod 10 kDa



te ispod 1 kDa u dvije razli¢ite koncentracije od 2 i 0.5 g L™ kao dodatak hranjivom mediju bez

seruma (eng.serum free media, SFM).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KULTURA ZIVOTINJSKIH STANICA

Kultura stanica je proces u kojem prokariotske, eukariotske ili biljne stanice rastu u
kontroliranim uvjetima, a izraz se najceS¢e odnosi na kulturu zivotinjskih stanica. Kultura
zivotinjskih stanica proces je kojim se humane, zivotinjske ili stanice insekata uzgajaju u idealnom
'umjetnom' okolisu, odnosno umjetnom hranjivom mediju. Stanice koje se koriste mogu poteéi iz
mnogostani¢nih eukariota, ve¢ uspostavljenih stani¢nih linija ili stani¢nih sojeva. Kultura
zivotinjskih stanica postala je Cesto koriStena tehnika u laboratorijima tek sredinom 20. stoljeca,
medutim sama tehnika uzgajanja stanica odvojenih od njihovog prirodnog stanista, otkrivena je na
pocetku 20. stoljeca, kada je Ross Harrison izmedu 1906. i 1910., koriste¢i tehniku visece kapi i
limfe zabljeg srca, pokusao objasniti nastanak zivéanog vlakna. Svojim eksperimentom potvrdio
je kako su stanice primarna razvojna jedinica visestani¢nih organizama (Alves i sur., 2008). Kultura
zivotinjskih stanica je prvi puta koristena u industrijskom mjerilu i za komercijalne svrhe 1950-ih
godina kada je proizvedeno cjepivo za djecju paralizu iz inaktiviranih virusa. Mnoge Zivotinjske
stanice mogu rasti izvan primarnih organa ili tkiva uz zadovoljavajuée uvjete in vitro, koje ¢ine
medij s nutrijentima i faktorima rasta te odgovarajuce vrijednosti pH, temperature, COz, Kisika i
osmolalnosti.

Kultura zivotinjskih stanica koristi se u razli¢itim podru¢jima, od bazi¢nih do primjenjenih
istrazivanja, gdje se pokazala kao odli¢an modelni sustav za:

e Proucavanje biologije stanica, stani¢nog ciklusa, specijaliziranih funkcija stanica te
stanica-stanica i stanica-matriks interakcija,

e testove toksi¢nosti za proucavanje utjecaja novih lijekova,

e gensku terapiju,

e karakterizaciju tumorskih stanica, ulogu raznih kemikalija, virusa i zracenja kod
tumorskih stanica,

e proizvodnju cjepiva, monoklonskih protutijela, farmaceutika i

e proizvodnju virusa u svrhu proizvodnje cjepiva.

Danas je kultura Zivotinjskih stanica preduvjet za proizvodnju terapeutika poput hormona,
protutijela, interferona, faktora zgrusavanja i cjepiva. (Verma i sur., 2020)



Kulture stanica dobivaju se razgradnjom tkiva mehanickim, enzimskim ili kemijskim
putem. Dijele se na:

e primarne kulture,
e stani¢ne linije i
e staniCne sojeve.

Kod primarnih kultura, stanice se izuzimaju direktno iz tkiva i organa. Stanice se zatim
uzgajaju u primjerenim staklenim ili plastiénim posudama u kompleksnom mediju za uzgoj.
Uobicajeno imaju usporen stani¢ni rast te su heterogene, ali su i dalje preferirane u odnosu na
stani¢ne linije jer zadrzavaju svojstva tkiva iz kojeg su izuzete zbog ¢ega su najbolji model za
opisivanje in vivo uvjeta. Uz ograni¢eni kapacitet rasta, ove stanice imaju i ogranicen zivotni vijek
te ih je u svrhu dugotrajnije uporabe potrebno subkultivirati ¢ime se dobivaju stani¢ne linije.
Primarne kulture stanica mogu se podijeliti na adherentne i suspenzijske, ovisno o tipu stanica u
kulturi. Adherentnim stanicama potrebna je stabilna, netoksi¢na i inertna podloga za rast te ih je
teSko uzgojiti u suspenziji. Suspenzijske stanice ne trebaju ¢vrstu povrSinu za rast ve¢ se mogu
kontinuirano uzgajati u teku¢em mediju. (Verma i sur., 2020)

Stani¢ne linije dobivaju se subkultivacijom primarne kulture stanice. Mogu biti kona¢ne
(netransformirane) i1 kontinuirane (transformirane). Netransformirane stani¢ne linije imaju
ograniCen broj generacija te su najéeS¢e dobivene iz normalnog tkiva, dok kulture dobivene iz
tumorskih stanica mogu rezultirati kontinuiranim stani¢nim linjjama. Medutim, kontinuirane
stani¢ne linije mogu se dobiti iz normalnog, netumorskog tkiva spontanim putem, §to je rjede, ili
nakon procesa transformacije koji moze biti potaknut kancerogenim kemijskim agensima,
virusnom infekcijom ili umetanjem virusnog gena ili onkogena u genom stanice. (Alves i sur.,
2008) Glavne prednosti kontinuiranih stani¢nih linija su: brzi stani¢ni rast, dostizanje visokih
gustoc¢a stanica (posebice u bioreaktorima), moguénost koristenja definiranog hranjivog medija
(najcesce medija bez seruma i medija bez proteina) te imaju potencijal da se uzgajaju u suspenziji
u velikom mjerilu. Glavni nedostaci kontinuiranih stani¢nih linija su: kromosomska nestabilnost,
varijacije u fenotipu u odnosu na tkivo donora te promjena specifi¢nih i karakteristicnim tkivnih
markera. (Verma i sur., 2020) Selekcijom ili kloniranjem primarne kulture ili stani¢ne linije moze
se razviti stanicni soj.

U danasnje vrijeme u laboratorijima se uzgajaju stanice dobivene iz raznih tkiva i organa,

dok je prije glavni fokus istraZivanja bio promatranje stani¢nog ciklusa, stani¢nog rasta i potreba



stanica za rast, danas su istrazivanja na homogenim kulturama usmjerena na dobivanje umjetnog

tkiva te proucavanje porijekla i biologije stanica.

2.1.1. Uvjeti uzgoja zivotinjskih stanica u kulturi

Uvjeti uzgoja zivotinjskih stanica u kulturi in vitro su poprili¢no zahtjevni s obzirom na to
da stanice potjecu iz kompleksnih visestani¢nih organizama. Bitno je odrzavanje asepti¢nih uvjeta
kako bi se sprijecio nastanak kontaminacija te je bitno stanicama osigurati Sto sli¢nije uvjete onima
in vivo. Najveéa opasnost je upravo kontaminacija mikroorganizmima, posebice bakterijama S
obzirom na to da je njihovo generacijsko vrijeme 30 minuta, dok je za zivotinjske stanice prosjek
24 sata. Kontaminacije naj¢eS¢e uzrokuju pad u pH vrijednosti medija §to se brzo ocitava
mijenjanjem boje indikatora fenol-crveno u narancastu, zatim Zutu te naposljetku dolazi do
zamucenja kulture. Kako bi se stanice mogle odrzavati kroz dug vremenski period, bitno je
osigurati odgovarajucu opremu za rad i primjenjivati asepti¢nu tehniku rada. Ono $to je osnovno
za uzgoj zivotinjskih stanica u kulturi su komora za sterilan rad (laminar), CO inkubator koji
osigurava konstantnu temperaturu, koncentraciju CO2 i vlaznost, autoklav i svjetlosni mikroskop.
(Slivac i sur., 2016)

pH medija za uzgoj je vrlo bitan faktor za rast 1 gustocu stanica. Optimalan pH za vecinu
stanica je oko pH 7, ali stanice mogu relativno dobro rasti od pH 5.5 do 8.5. pH koji ide izvan ovih
okvira, vrlo ¢e negativno utjecati na stanicni rast te moze uzrokovati stani¢énu smrt (Oyeleye i sur.,
2016). pH medija ovisi o njegovim komponentama, stani¢nom metabolizmu, puferima te o aeraciji.
On se moze kontrolirati luzinama (NaOH, KOH) ili kiselinama (HCI), ali odrzavanje pH vrijednosti
konstantom u najvecoj mjeri se postiZe koriStenjem COz i najcesc¢e natrijevog bikarbonata. (Verma
i sur., 2020) Bitnu ulogu ima i sastav atmosfere koji se kontrolira u inkubatoru i postavlja na 5 %
CO21 95 % zraka.

Optimalna temperatura za kulture stanica ovisi 0 temperaturi domacina iz kojeg su stanice
izuzete. Za veéinu humanih i Zivotinjskih stanica optimalna je temperatura 36-37 °C, za stanice
insekata je 27 °C, Zivotinjske stanice koje potjeCu iz hladnokrvnih Zivotinja imaju optimalnu
temperaturu u rasponu od 15 do 26 °C, dok je za ptice ona 38.5 °C (Anonymus 3, 2021).
Temperaturu je potrebno drzati konstantnom (+ 0.5 °C) kako bi rezultati bili ponovljivi. Za kulturu

stanica, pregrijavanje je puno veci problem od pada temperature, zbog ega je Cesto temperatura u



inkubatoru postavljena na neSto nizu od optimalne. Uzgajanje pri nizim temperaturama od
optimalne moze pridonijeti vecoj proizvodnji proteina od interesa S obzirom na to da se stani¢ni
rast pri nizim temperaturama obustavlja, a metabolizam se usmjerava prema proizvodnji (Kumar i
sur., 2008).

Osmolalnost je vrlo bitan faktor jer regulira protok tvari u i van stanice. Raspon optimalnih
vrijednosti osmolalnosti je dosta uzak za pojedini tip stanica. Kod stani¢nih linija prihvatljive
vrijednosti su izmedu 260 i 320 mosmol kgX. Ono $to je bitno je da se stanice drze na konstantnoj
osmolalnosti, = 10 mosmol kg, posebice u odsutnosti seruma i makromolekularnih komponenti
medija. (Freshney, 2005)

Osim navedenih uvjeta, za uzgoj kulture stanica bitan je hranjivi medij koji sadrzi glukozu,
aminokiseline, vitamine, anorganske soli te dodatak seruma sisavaca koji osigurava prisutnost

hormona, faktora rasta i drugih hranjivih komponenti u mediju.

2.1.2. Faze rasta zivotinjskih stanica

Rast je povecanje u biomasi 1 moze se posti¢i povecanjem mase stanica ili pove¢anjem
broja stanica, medutim rast stanica najceS¢e predstavlja proliferaciju stanica, odnosno poveéanje
broja stanica. Rast stani¢ne kulture, ako su zadovoljeni svi uvjeti, prikazivat ¢e sigmoidalnu
krivulju rasta koja je odraz adaptacije stani¢ne kulture, okoliSnih uvjeta, dostupnosti nutrijenata, te
za adherentne stanice, dostupnosti slobodne adherentne povrsine (Leo i sur., 2008). Standardna
kinetika rasta stani¢ne kulture zapocinje lag fazom, slijedi eksponencijalna (log faza), zatim

stacionarna faza te na kraju faza odumiranja stanica sto je prikazano na slici 1.
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Slika 1. Krivulja rasta stanica (Davis, 2011).

Lag faza je period adaptacije stanica na novi okoli§, zapocinje inokulacijom stanica i u ovoj
fazi nema diobe stanice ili se ona dogada rijetko. Trajanje faze ovisi o najmanje dva faktora: fazi u
kojoj su stanice bile izuzete za inokulaciju te o koncentraciji u kojoj su inokulirane. Primjerice,
stanice koje su izuzete iz faze eksponencijalnog rasta imaju kracu lag fazu od stanica izuzetih iz
stacionarne faze. Takoder, lag faza je dulja ako je poc¢etna koncentracija stanica nakon inokulacije
manja. (Leo 1 sur., 2008) Ako ova faza potraje duze, moZze do¢i do visokog postotka mrtvih stanica.

Eksponencijalna faza ili log faza je faza tijekom koje se stanice aktivno dijele te se broj
stanica eksponencijalno povecava. Postotak stanica u diobi mozZe dosti¢i 90-100 %, pri ¢emu se
stanice nalaze u najboljem fizioloSkom stanju te se upravo te stanice najceS¢e koriste za
proucavanje stani¢nih funkcija. Faktori koji utjeCu na trajanje log faze su koncentracija inokuluma,
brzina rasta, te za adherentne stanice, bitan je faktor slobodna povrSina za rast. Brzina proliferacije
stanica nije odredena samo karakteristikama stani¢ne linije, ve¢ i uvjetima uzgoja, 0dnosno
sastavom medija, dostupnosti kisika, temperaturom itd. (Davis, 2011).

Nakon log faze, zbog nedostatka nutrijenta, posebice faktora rasta, ali i zbog inhibitornog
djelovanja stani¢nih metabolita, stanice ulaze u stacionarnu faza koja je obiljezena smanjenjem
rasta stanica gdje je manje od 10 % stanica u diobi. Rast stanica jednak je brzini odumiranja stanica
¢ime nema znacajne promjene u broju stanica. U stacionarnoj fazi moze do¢i do povecéane Sinteze
specifi¢nih proteina U odnosu na strukturne proteine §to se onda moze prolongirati dodatkom

svjezeg hranjivog medija (Freshney, 2005).



Stacionarnu fazu slijedi faza odumiranja stanica gdje stani¢na smrt nije kompenzirana
stanicama u diobi. Stani¢na smrt moze nastupiti apoptozom ili nekrozom. Apoptoza je
programirana stani¢na smrt, proces koji se zasniva na aktivnosti cisteinskih aspartat-specifi¢nih
proteaza koje nazivamo kaspazama. Nekroza je nekontrolirani oblik stani¢ne smrti, najcesce je
rezultat patofizioloskog stanja poput infekcija i upala gdje takav stres za stanicu uzrokuje
nemogucnost obavljanja njenih normalnih funkcija kao §to su odrzavanje osmotske ravnoteze,
membranski transport i proizvodnja energije Sto dovodi do gubljenja normalne homeostaze.
(Bursi¢, 2018)

Definiranje stani¢nog rasta za pojedinu stani¢nu liniju bitno je za identificiranje specifi¢nih
karakteristika. PonasSanje stanica i metabolizam mijenjaju se u svakoj fazi rasta, zato je vrlo bitno
poznavati krivulju rasta pojedine stani¢ne linije kako bi se uspostavili optimalni uvjeti
koncentracije inokuluma, predvidanje duljine trajanja pojedine faze i eksperimenta te poznavanje

optimalnog vremena uzorkovanja. (Leo i sur., 2008)

2.1.3. Metabolizam u kulturi zivotinjskih stanica

Metabolizam ¢ini skup reakcija Kataliziranih enzimima koje se dogadaju unutar stanica
zivih organizama. Proces metabolizma ukljucuje razne stani¢ne puteve kojima se nastoji osigurati
energija stanicama za njihovo normalno funkcioniranje. Kod eukariota, metabolicki putevi odvijaju
se u citosolu 1 mitohondriju gdje se vecina energije dobiva iz glukoze i masnih kiselina.
Metabolizam je organiziran na naéin da se proizvodi velika koli¢ina energije ili smanji njena
potro$nja, ovisno 0 potrebama stanice. Moze se podijeliti u dva dijela prema tipu reakcije, a to su
katabolizam i anabolizam. U anabolizmu se trosi energija za sintezu makromolekula i biopolimera,
dok se cijepanjem istih molekula u manje, u katabolizmu, energija oslobada. (Judge i Dodd, 2020)
Stanice uklonjene iz Zivotinjskog tkiva ili organa, rasti ¢e ako im se pruzi zaliha nutrijenata i faktora
rasta §t0 omoguéuje stanicama da se neovisno dijele procesom mitoze. Zivotinjskim stanicama su
potrebni ugljikohidrati kao izvor energije, preferirano glukoza i aminokiselina glutamin. Njihovom
katabolickom razgradnjom nastaju dva koenzima, ATP i NADH, koji su esencijalni za vijabilnost
stanica. Mediji za uzgoj stanica, osim izvora ugljikohidrata, sadrze raspon aminokiselina potrebnih
za rast stanica, osim toga, lipidi su vazni kao izvor energije i prekursor za sintezu komponenti

stanicnih membrana. Stanice u kulturi nemaju u potpunosti jednak metabolizam kao in vivo,



primjerice dolazi do velike konzumacije glukoze i glutamina na pocetku uzgoja $to se kasnije
smanjuje, kao i specifi¢na brzina rasta. Koncentracija nutrijenata je visa nego S§to je potrebno za
zadovoljavanje potrebe stanica za prekursorima i energijom, $to dovodi do stvaranja nusprodukata
poput laktata, amonijaka i alanina. (Amable i Butler, 2008)

Glukoza je glavni izvor ugljika za uzgoj zivotinjskih stanica, obzirom da transporteri
heksoza imaju visok afinitet za nju, iako se, od drugih Seéera, mogu koristiti jo§ i galaktoza,
fruktoza i manoza. Glukoza moze uci u proces glikolize, ciklus limunske kiseline ili pentoza
fosfatni put te time osloboditi energiju, ali i osigurati prekursore za druge metaboli¢ke puteve.
Procesom glikolize, iz jedne molekule glukoze nastat ¢e dvije molekule piruvata, dvije molekule
ATP-a i dvije molekule NADH, te velik broj prekursora za biosintezu. U aerobnim uvjetima,
proizvedeni piruvat transportirat ¢e se u mitohondrij i potpuno ¢e oksidirati do CO2i H20 procesom
zvanim ciklus limunske kiseline. Potpuna oksidacija dvije molekule piruvata u mitohondriju
rezultira dobivanjem 36 molekula ATP-a. Dok se prilikom nepotpune oksidacije glukoze, odnosno
u anaerobnim uvjetima, piruvat prevodi u laktat ¢ime se regenerira NAD" molekula. Tada se
oslobadaju samo dvije molekule ATP-a. Stanice se ne ponaSaju kao u in vivo uvjetima, ne mogu u
potpunosti oksidirati visoke koncentracije glukoze zbog ¢ega velika koli¢ina nastalog piruvata ne
ulazi u citratni ciklus ve¢ nastaju velike koli¢ine laktata. Sam odnos konzumacije glukoze i
proizvodnje laktata ovisi o dostupnoj koli¢ini glukoze, jer se pri nizim koncentracijama glukoze,
stanice okre¢u prema proizvodnji energije, odnosno ne proizvode laktat. U eksponencijalnoj fazi
stani¢nog rasta, proizvede se najvise laktata, ¢ak 60-80 % piruvata prevodi se u laktat. U vecini
medija kori$tenih za Uzgoj zivotinjskih stanica, koncentracije glukoze je 10-25 mM, kako bi se
smanjila proizvodnja laktata, glukoza se moze postepeno dodavati tijekom odvijanja procesa.
(Amable i Butler, 2008)

Glutamin je izvor energije, ugljika i dusika za zivotinjske stanice. Od svih aminokiselina,
glutamin se najvi$e konzumira te moze pruziti 35-70 % stani¢ne energije ¢ime moze biti i glavni
izvor energije za zivotinjske stanice. Glutamin prolazi proces glutaminolize. Glutamin ulazi u
ciklus limunske kiseline prethodnom konverzijom u a-ketoglutarat. Glutaminolizom dolazi do
potpune oksidacije glutamina do CO: ¢ime se oslobadaju 24 molekule ATP-a i 3 molekule
NADPH. Ovaj metabolicki put je posebice preferiran kada glukoza ne moze zadovoljiti potrebe za
energijom. (Tayi i Butler, 2014) Glutamin se uobic¢ajeno dodaje u koncentraciji 1-5 mM, §to je vise

od svih ostalih aminokiselina. Nedostatak upotrebe glutamina je $to njegovom deaminacijom



nastaje amonijak koji se nakuplja u kulturi stanica i ve¢ u koncentraciji 2-4 mM moze inhibirati
rast stanica, takoder moze do¢i do spontane razgradnje glutamina pri 37 °C S$to dovodi do
nakupljanja amonijaka u mediju (Amable i Butler, 2008). Problem se moze smanjiti postupnim

dodavanje glutamina tijekom uzgoja.

2.1.3.1. Metabolizam nusprodukata, laktata i amonijaka

Kao §to je spomenuto u prethodnom odjeljku, laktat je jedan od glavnih nusprodukata kod
uzgoja zivotinjskih stanica zbog njihove konzumacije velikih koli¢ina glukoze. Pokazalo se da
koncentracija laktata iznad 20 mmol Lt ima negativan utjecaj na produktivnost i rast stanica. Jedan
od razloga je $to visoke koncentracije laktata snizavaju pH medija za uzgoj Sto negativno utjece na
rast stanica. Akumulacija laktata moze se umanjiti zamjenom glukoze galaktozom koja se
razgraduje sporije zbog malog afiniteta heksokinaza Sto rezultira puno manjom koncentracijom
proizvedenog laktata. Faktori koji utjeCu na proizvodnju laktata su metabolizam Secera,
NAD*/NADH omijer, aktivnost razli¢itih enzima te komponente medija za uzgoj. (Tayi i Butler,
2014)

Amonijak ima jaci negativan utjecaj od laktata jer ve¢ pri puno nizim koncentracijama
djeluje negativno na stanicni rast. In vivo, amonijak koji nastaje transportira se u mitohondrij
hepatocita gdje ulazi u urea ciklus i prevodi se u ureu. In vitro, sav amonijak koji nastaje izlucuje
se iz stanica i nakuplja se u mediju. (Tayi i Butler, 2014) Kao §to je spomenuto u prethodnom
odlomku, amonijak nastaje kod metabolizma aminokiselina, posebice u prva dva koraka
glutaminolize te nastaje termalnom degradacijom glutamina pri 37 °C. Neki od negativnih utjecaja
amonijaka su: inhibicija enzima (u glikolizi, citratnom ciklusu, glutaminolizi i pentoza fosfatnom
putu), promjene u transcelularnom ionskom gradijentu, modifikacije unutarstani¢nog pH, utjecaj
na kvalitetu proizvedenih rekombinantnih proteina te povecanje sekrecije alanina. (Amable i
Butler, 2008) Pokazalo se kako dodatak odredenih aminokiselina, treonina, prolina i glicina u
medij, moze umanjiti toksi¢an uc¢inak amonijaka na stani¢ni rast, produktivnost i kvalitetu proteina.
(Chen i Harcum, 2005)
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2.1.4 CHO stanicna linija

CHO (eng. Chinese Hamster Ovary) stanice izolirane su iz ovarija kineskog hr¢ka te postale
kontinuiranom stani¢nom linijom 1950-ih godina u laboratoriju Dr.Theodore Puck-a i aktivno se
koriste ve¢ preko 60 godina. Primarna stani¢na linija bila je CHO-K1 te su se druge varijacije
pojavile s vremenom. Prednost CHO stanica, u odnosu na tada koriStene HeLa stanice je malen
broj kromosoma (22) zbog ¢ega je lakSe raditi s njima u proucavanju genetike, takoder, obzirom
da su zivotinjskog porijekla, rizik kontaminacije humanim virusima je manji. Uz navedeno, imaju
stabilan rast i mogu rasti suspenzijski ili adherentno te se mogu uzgajati u kemijski definiranom
mediju $to omogucava ponovljivost rezultata i kvalitetnije eksperimente.

Stanice sisavaca su glavni domacini za proizvodnju komercijalnih terapeutskih proteina.
lako postoje druge stani¢ne linije poput HEK-293 i NSo, 70 % svih rekombinantnih terapeutskih
proteina te gotovo sva monoklonska protutijela proizvedena danas, dolaze od CHO stanica (Kim i
sur., 2012), jer osim §to su prilagodljive raznim uvjetima uzgoja, lako ih je genetski modificirati u
svrhu proizvodnje proteina od interesa. Naprednim tehnikama kloniranja i amplifikacije gena,
razvijene su visokoproduktivne stani¢ne linije koje mogu proizvesti do 10 g L proteina od
interesa. Osim toga, proizvedeni rekombinantni proteini funkcionalno su i strukturno sli¢ni
nativnima jer CHO stanice mogu uspje$no provoditi posttranslacijske modifikacije koje su
kompatibilne i bioaktivne u ljudima. (Tihanyi i Nyitray, 2021)

2.2. MEDIJ ZA UZGOJ ZIVOTINJSKIH STANICA

Kemijski sloZen teku¢i medij za uzgoj stanica najvaznija je komponenta u umjetnom
okolisu stanica. Osim §to regulira pH i osmolalnost kulture stanica, on osigurava potrebne
nutrijente, faktore rasta i hormone neophodne za prezivljavanje i proliferaciju stanica. U pocetnim
eksperimentima s kulturama stanica, koristeni medij uziman je iz tkiva i tjelesnih tekuéina, ali kako
je s vremenom rasla potraznja ali i potreba za standardizacijom i visokom kvalitetom medija,
razvijen je kemijski definiran medij koji se temeljio na analizama prethodno koristenih medija. Tri
glavne vrste medija su bazalni medij, medij sa smanjenim udjelom seruma i SFM.

Cesto koristeni mediji u kulturi stanica, MEM ( Eagle's medium) i DMEM (Eagle's medium

modified by Dulbeco), uvedeni su 1955. te 1959. godine, oni su suplementirani s humanim,
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konjskim i govedim serumom, proteinskim hidrolizatima i ekstraktima embrija. Razvoj novih
medija okrenuo se pronalasku medija s manjim udjelom potrebnog seruma te pronalasku idealnog
medija za druge tipove stanica, tako je razvijen RPMI 1640 za stani¢ne kulture limfocita 1
hibridoma stanica. (Freshney, 2005)
Glavne komponente hranjivog medija za uzgoj su :

e Ugljikohidrati

e Aminokiseline

e Anorganske soli

e Vitamini i minerali

e Antibiotici

e Serum (proteini, lipidi, hormoni)

Ugljikohidrati su najéesci izvor energije, medu kojima se pretezito koristi glukoza koja se
dodaje u medij u koncentraciji 5-25 mM. Glukoza se uglavnom metabolizira glikolizom pri ¢emu
nastaje piruvat koji se metabolizira do laktata i acetil-CoA koji ulazi u ciklus limunske kiseline.
Metabolizmom glukoze mogu nastati velike koli¢ine laktata, cak 80% glukoze se konvertira do
laktata anaerobnom glikolizom. Manji dio glukoze metabolizira se pentoza-fosfatnim putem.
Laktat negativno utjece na pH i osmolalnost $to u konac¢nici ima toksi¢an efekt na stanice. Kako bi
se reduciralo nakupljanje laktata u mediju, moguce je supstituirati dio glukoze drugim Secerima
poput manoze, sukroze ili galaktoze. (Moraes i sur., 2008)

Za rast stanica potrebne su dvije vrste aminokiselina, esencijalne i neesencijalne.
Esencijalne aminokiseline, za razliku od neesencijalnih, stanica ne moze sama sintetizirati stoga ih
je potrebno uvijek dodavati u medij. Esencijalne aminokiseline za kulture stanica su arginin,
histidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, treonin, triptofan, valin, cistein, tirozin i
glutamin. Neesencijalne aminokiseline koje se dodaju u medij su: alanin, asparagin, asparaginska
kiselina, prolin, glutaminska kiselina, glicin i serin. (Price, 2017) Aminokiseline su bitne za sintezu
proteina, lipida i nukleotida, a mogu posluziti i kao izvor energije. Svaka pojedina aminokiselina
se dodaje u koncentraciji od 0.1 do 1mM, osim glutamina koji se obi¢no dodaje u vecoj
koncentraciji (1-5SmM), jer sluZzi kao izvor ugljika, dusika i energije. (Moraes i sur., 2008)

Soli koje se najéesé¢e dodaju u medij su Na*, K*, Mg?*, Ca?*, CI', SO4*, PO,* i HCOs".
Navedeni ioni vazni su za uspostavljanje ionske ravnoteze i osmotskog pritiska, uz ulogu enzimskih

kofaktora. Kod suspenzijskih kultura, vazno je imati nisku koncentraciju kalcija i magnezija kako

12



bi se sprijecila agregacija i adhezija stanica. Drugi metali, poput Zeljeza, magnezija, selena, cinka,
bakra, vanadija i molibdena se takoder dodaju u hranjivi medij u niskim koncentracija, pretezito
kada se radi o SFM.

Vitamini se obi¢no dodaju u vrlo malim koli¢inama te sluze kao enzimski kofaktori koji su
esencijalni za op¢i metabolizam stanica. Vecini stanica potreban je kompleks B vitamina, dok su
zalihe drugih vitamina zadovoljene dodatkom seruma u hranjivi medij. Ako se koristi SFM,
potrebno je dodati vitamine topive u vodi, ali i vitamine topive u mastima, poput biotina, folne
kiseline, niacina, tiamina, pantotenske i askorbinske Kiseline, kao i vitamine B12, A, D, E i K.
(Moraes i sur., 2008)

Kako bi se sprijecile potencijalne kontaminacije, u medij za uzgoj Stanica Cesto se dodaju
antibiotici. Medutim koristenje antibiotika ima svoje negativne strane poput razvoja rezistentnih
organizama, sakrivanja kontaminacije mikoplazmom, poticanje losih asepti¢nih uvjeta itd.

Vecina stani¢nih linija dobro raste u bazalnom mediju koji je izvor aminokiselina, vitamina,
anorganskih soli te izvora ugljika poput glukoze. Medutim, bazalni medij mora biti suplementiran

serumom.

2.2.1 Medij bez seruma

Serum je bezstani¢na krvna komponenta koja se dobiva zgruSavanjem krvi zivotinjskog
porijekla, njegov sastav nije u potpunosti definiran ali je on vrlo bitan izvor faktora rasta, hormona,
lipida, vitamina, proteina, aminokiselina i minerala u bazalnom mediju. lako su proteini vazna
komponenta seruma, njihova funkcija je uglavnom nepoznata. Medu vaznije proteine ubrajamo
albumin, globulin, fibronektin i transferin, od hormona inzulin, hidrokortizon i hormon rasta.
(Freshney, 2005) Najéesce koristen serum je fetalni tele¢i serum (FBS) uz kojeg se jo§ Koriste
govedi i konjski serum. Glavna funkcija seruma je da stimulira rast, proliferaciju i druge stani¢ne
funkcije kao izvor hormona i faktora rasta, takoder regulira propusnost stani¢ne membrane i sluzi
kao nosa¢ hormona, lipida, enzima, mikronutrijenata i elemenata u tragovima. FBS je postao ¢esto
koristen serum zbog visokog udjela faktora rasta te niskog udjela y-globulina, u vecini slucajeva
dodaje su u koncentraciji od 10 % (v/v). (Brunner i sur., 2010)

Medutim, serum ima i svoje nedostatke u koje spadaju: visoka cijena, nepoznavanje to¢nog

sastava s§to dovodi do problema sa standardizacijom i varijabilnostima u eksperimentima, takoder
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moze biti izvor endotoksina, kontaminacije mikoplazmom, virusima i prionima. Osim toga, serum
moze imati negativan ucinak na stimulaciju, odnosno inhibiciju rasta ili drugih stani¢nih funkcija
kod odredenih stani¢nih kultura.

Upravo zbog nepoznavanja sastava i varijabilnosti koncentracija pojedinih komponenti
seruma $to dovodi do neponovljivosti eksperimenata, ali i ostalih navedenih mana upotrebe seruma,
pozeljno je izbjegavati medije suplementirane serumom te se okrenuti upotrebi hranjivog medija
bez seruma. Upotreba SFM-a takoder umanjuje eticke probleme patnje Zivotinja. 2002. godine,
proizvedeno je oko 600 000 L FBS-a, od ¢ega je samo 1/3 zadovoljila potrebne uvjete za upotrebu
u stani¢noj terapiji, a potreba za serumom godi$nje raste za 10-15% zbog ¢ega uskoro nece biti
moguce zadovoljiti povecane potrebe za serumom. (Karnieli i sur., 2016)

Kod SFM-a, serum se zamjenjuje s odgovarajuéim nutritivnim i hormonalnim
formulacijama. Ve¢ postoje SFM za mnoge primarne kulture stanica i stani¢ne linije, ukljucujuéi i
rCHO. Jedna od glavnih prednosti koriStenja ovakvog medija je moguénost priprave najidealnijeg
medija za odredeni tip stanica S odgovaraju¢im kombinacijama faktora rasta. (Anonymus 3, 2021)
SFM se najceScée sastoji od bazalnog medija suplementiranog s definiranim i/ili nedefiniranim
sastojcima, s obzirom na to da su bazalni mediji ¢esto u deficitu vecine nutritivnih komponenti. Tu
spadaju antioksidansi, elementi u tragovima, lipidi, masne kiseline (kolesterol, fosfolipidi), proteini

(albumin, transferin), inzulin, hormoni te faktori rasta. (Karnieli i sur., 2016)

2.2.2. Hidrolizati proteina kao sastojci medija bez seruma

lako su zbog navedenih nedostataka seruma, hranjivi mediji bez seruma pozeljni, ne postoji
univerzalni SFM za sve stanicne linije, stoga je potrebno razviti medij za pojedinu stani¢nu liniju
kako bi se optimirao uzgoj, rast i produktivnost. Samostalno koristenje kemijski definiranih medija
bez seruma cesto dovodi do pada u rastu i proizvodnji proteina, ali i je sam proces razvoja medija
za pojedinu stani¢nu liniju dugotrajan te skup. To se pokusava premostiti koristenjem hidrolizata
proteina. Hidrolizati proteina mogu biti dobra opcija kao alternativa serumu jer sadrze oligopeptide,
peptide i aminokiseline dobivene hidrolizom kazeina, biljnog i Zivotinjskog tkiva ili kvasca.

Kako je jedan od nedostataka koriStenja seruma otezan proces prociS¢avanja proizvoda,
koriStenje hidrolizata moze olakSati taj dio procesa na nafin da umanji moguénost pojave

kontaminacija ali i agregata te nepozeljnih glikoformi proteina, stoga je prilikom upotrebe

14



hidrolizata potrebno staviti fokus i na nizvodni dio biotehnoloskog procesa kao i na uzvodni.
Dodatak hidrolizata soje, pSenice i kvasca moze utjecati na glikozilaciju interferona proizvedenih
u CHO stanicama (Ho i sur., 2016).

Sve se viSe paznje pridodaje biljnim hidrolizatima proteina kao dodacima mediju bez
Seruma, jer osim S§to su izvor nutrijenata (peptida, aminokiselina, ugljikohidrata, lipida),
osiguravaju stanicama faktore rasta i antiapoptoticke faktore te stimulirajuée faktore za
proizvodnju proteina (Moraes i sur., 2008). Procesom enzimske hidrolize dobije se prvotni
proizvod a to je hidrolizat proteina jer sadrzi smjesu peptida koji se razlikuju u duljini,
aminokiselinskom sastavu i bioaktivnosti. Tome Cesto slijedi korak membranske ultrafiltracije
kako bi se peptidi razdvojili po veli¢ini frakcija, medutim, moze se dogoditi da prvotni hidrolizati
proteina imaju bolja bioaktivna svojstva od frakcija. Park i sur. (2010) pokazali su kako manji
peptidi iz soje (<3 kDa) imaju bolja antioksidativna svojstva od vec¢ih peptida (> 30 kDa). Dok su
Franek i sur. (2000) pokazali kako hidrolizati proteina ne sluze samo kao izvor aminokiselina veé¢
peptidi dobiveni frakcioniranjem mogu djelovati kao signalne molekule oponasajuci faktore rasta
i prezivljavanja. Istrazivanje koje su proveli Lee i sur. (2009) eksperimentiralo je s nekoliko
razli€itih izvora hidrolizata proteina (za koje se prethodno pokazalo kako imaju pozitivan utjecaj
na stanicni rast) te pokazalo kako smjese hidrolizata imaju pozitivan utjecaj na rast i vijabilnost
CHO stanica. Takoder su dosli do zakljucka kako dodatak smjese frakcioniranih i nefrakcioniranih
biljnih hidrolizata mediju, moZe poboljSati stani¢ni rast 1 vijabilnost CHO stanica u usporedbi s
medijem kojem je dodan jedan hidrolizat.

S obzirom na to da kemijski definirani medij i hidrolizati proteina dijele neke zajednicke
komponente, moguce je da ¢e njihova suplementacija negativno utjecati na sustav zbog prevelikog
doziranja pojedinih komponenti zbog ¢ega je potrebno ispitati 1 odrediti pravilnu dozu hidrolizata

za pojedini medij kako bi imala pozitivan efekt.

2.3. LAN

Lan (lat. Linum usitatissimum) je jednogodisnja biljka s kratkim vretenastim korijenom
koja se vec stoljecima koristi u svrhu ekstrakcije ulja. Osim u svrhu dobivanja ulja, lan se uzgaja
u tekstilne svrhe te za proizvodnju sjemena. Za uzgoj lana pogodna su plodna, fino teksturirana tla
te ilovacka tla. Sjemenke lana (slika 2.), koje su smjestene u gornjim dijelovima biljke u okruglim

plodovima, izvor su visoko kvalitetnih proteina, topivih vlakana te visokog udjela polinezasi¢enih
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masnih kiselina. Prosje¢no, lipidi zauzimaju 30-40 % sastava sjemenki lana, proteini 20-25 %,
vlaga 4-8 %, pepeo 3-4 % i vlakna 20-25 %, od kojih su 10 % topiva vlakna. Lan je vazan izvor
fenolnih kiselina koje imaju antioksidativno, antimikrobno i antikancerogeno djelovanje. Takoder
je vazan izvor masnih kiselina i minerala, od kojih su najzastupljenije masne kiseline linolenska,
linolna i oleinska. Najzastupljeniji minerali u sjemenkama lana su kalcij, mangan, fosfor i kalij.
Lanene sjemenke, kao i mnoge druge sjemenke, imaju visok udio globulina, 18.6% i sadrze protein
sli¢an albuminu koji ¢ini 17.7% ukupnih proteina. Proteini lana su bogati argininom, asparaginom
i glutaminom, dok su limitirane aminokiseline lizin, metionin i cistein. (Gutierezz i sur., 2010) lako
se lan odavno Koristi u ljudskoj populaciji, pokazalo se kako proteini lana imaju potencijal da se

koriste kao izvor bioaktivnih peptida, (Nwachukwu i Aluko, 2018)

Slika 2. Prikaz sjemenki lana (lat. Linum usitatissimum). (Anonymus 1, 2021)

2.3.1. Pogaca lana

Pogaca lana je kruti ostatak dobiven nakon presanja sjemenki lana prilikom proizvodnje
lanenog ulja koji se donedavno smatrao otpadom. U najboljem slucaju se koristi kao sto¢na hrana,
ali ima veliki potencijal u prehrani ljudi te moze sluziti za izolaciju lignana, proteina i polisaharida.
Pogaca lana sadrzi mjeSavinu polisaharida koja se sastoji od ksiloze, glukoze, galaktoze, arabinoze,
ramnoze, fukoze i galakturonske kiseline. Raznovrsnost polisaharida pobudila je interese

farmaceutske industrije zbog vlakana topivih u vodi. Pogac¢a lana spada u 8 uljanih pogaca koje
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dominiraju svjetskim trziStem s udjelom proteina od 32 %. Prema kemijskom sastavu lanena
pogaca sadrzi 11-14 % vode, 30-34 % proteina, 6-9 % masti, 31-35 % ekstrahiranih tvari bez dusika
1 9-10 % celuloze. Od bioloski vaznih aminokiselina sadrzi 22,5 % arginina, 8,7 % lizina, 3,1 %

cisteina i 5,4 % triptofana od ukupnog aminokiselinskog udjela u pogaci. (Mikolaj, 2017).

Pogaca lana se uglavnom koristi kao sto¢na hrana te kao aditiv u pekarskim proizvodima,
aima i potencijal za primjenu u ljudskoj prehrani. S obzirom nato da sadrzi zna¢ajne koncentracije
proteina, vlakana i bioloski aktivnih spojeva sve se vise ispituje njen potencijal u industriji i
znanstvenoj zajednici, pa tako i kao zamjena za serum ili dodatak hranjivom mediju u tehnologiji

zivotinjskih stanica (Logarusic i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

3.1.1 Kemikalije
Govedi serumski albumin (BSA), Sigma-Aldrich, 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
B-merkaptoetanol, LKB, Bromma, Svedska
Bromfenol plavo, Kemika, Zagreb, RH
Folin-Ciocalteu-ov reagens, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
EDTA (Kompleksal 111), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Octena kiselina, Kemika, Hrvatska
Trikloroctena kiselina (TCA), Fisher Scientific, Leicestera, UK
Klorovodi¢na kiselina, Kemika, Hrvatska
Glicerol, Kemika, Zagreb
TRIS [Tris(hidroksimetil)aminometan], Kemika, Zagreb, Hrvatska
SDS (natrijev dodecilsulfat), LKB, Bromma, Svedska
Protein Markers, Lonza Rockland, Maine, SAD

Mini-Protean® TGX™ gelovi, Bio-Rad, Hercules, SAD
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Enzimi Alcalase, Neutrase, Protamex, Sigma Aldrich, SAD

Medij PowerCHO®-2 CD, Chemically Defined Selective Medium, Lonza, Verviers,

Belgija

Rh-inzulin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Metotreksat (MTX), Cerilliant, SAD

Anti-Clumpin Agent, Gibco, SAD

Ala-GlIn, Sigma-Aldrich Handels GmbH, Be¢, Austrija

Antibiotik antimikotik, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

L-Lactic Acid (L-Lactate) Assay Kit, Megazyme, Bray, Co. Wicklow, Irska
L-Glutamine/Ammonia Assay Kit (Rapid), Bray, Co. Wicklow, Irska
Turbitex® 1gG-2, Analyticon® Biotechnologies AG , Njemacka

Glucose GOD-PAP, BIOLABO SAS, Maizy, Francuska

3.1.2.0topine

Reagens A

Natrijev hidroksid
Natrijev karbonat
Destilirana voda

Reagens B1
Bakrov sulfat pentahidrat

Destilirana voda

29
109

do 500 mL

1g

do 100 mL
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Reagens B2

Kalij natrij tartarat 290

Destilirana voda do 100 mL
Reagens C

Reagens A 50 mL

Reagens B1 0.5mL

Reagens B2 0.5mL

Otopina TCA (0.44 M)

Triklor-octena kiselina 7,189¢
Destilirana voda 100 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) B-merkaptoetanol

50 mM Tris-HCI pH=6,8

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
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50 % glicerol

destilirana voda

3.1.3. Uredaji 1 oprema

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO> , Memmert, Njemacka

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

Inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka

Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

Neubaerova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright- Line, Njemacka
Erlenmeyerove tikvice za uzgoj stani¢nih kultura, 125 mL, Corning, New York, SAD
Ploce s jaZzicama, Corning, SAD

Laboratorijski pribor (pipete, nastavci za pipete, laboratorijske ¢ase, menzure, odmjerne

tikvice, kivete, epruvete)

Laboratorijska vaga, Boeco, Njemacka

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

Hladnjak (-80 °C), DF 290, NUVE, Turska

Tresilica, Biosan shaker PSU-10i, Biosan, Riga, Latvija

Centrifuga, ECEN-205, MRC Lab, Izrael

Centrifuga, Falcon 6/300, MSE, London, Ujedinjeno Kraljevstvo
Centrifuga, Z 446 K, HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka
Sistem za vertikalnu elektroforezu CVS10D, Clever Scientific Ltd., Rugby, Velika
Britanija

Sustav napajanja za elektroforezu, Consort, Turnhout, Belgija
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Amicon®[] Ultra Centrifugal Filters — 10K, 50K, Merck Millipore Ltd., Cork, Irska
Amicon® Stirred Cell 50 mL, EMD Millipore Corporation, Billerica, SAD
Stericup® Quick Release Durapore®, 0.22 um PVDF, 500 mL , Merck, SAD
Ultracel® 1 kDa Ultrafiltration Discs, EMD Milipore Corporation, SAD
Liofilizator, Alpha 1-2 LDplus, Martin Christ, Njemacka

Filtar za $pricu, CHROMAFIL® CA-20/25 (S), MACHEREY-NAGEL, Njemacka

Membrana za dijalizu- SnakeSkin® Dyalisis Tubing 10K MWCO, Thermo Scientific,
SAD

Spektrofotometar Thermo Scientific Genesys 10 S UV/VIS, SAD
Digitalna magnetna mjeSalica Model 682/1
SevenCompact pH/lon, Mettler-Toledo

MF-Millipore® Membranski filteri, 0.22 pm veli¢ina pora, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Svicarska

3.1.4. Stani¢na linija CHO DP-12

Tijekom izrade ovog rada koriStena je Zivotinjska stani¢na linija fibroblasta ovarija
kineskog hréka, CHO DP-12, sa sposobnos¢u proizvodnje rekombinantnog humanog
monoklonskog protutijela, anti-IL8. Pohranjenja je u American Type Cell Collection (slika 2.)
banci 8 Manassas, Virginia, SAD, pod oznakom (ATCC®CRL 12444TM). Stani¢na linija izvorno
je adherentna, a naknadno je adaptirana na suspenzijski rast u mediju bez seruma u Laboratoriju za

tehnologiju i primjenu stanica i bioransformacija.
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ATCC Number: CRL-12444
Designation:  CHO DP-12

4\\\
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High Density " Scale Bar = 100pm

°y

Low Density » Scale Bar = 100pm

Slika 3. CHO DP-12 stani¢na linija pohranjena u American Type Cell Collection. (ATCC, 2021)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprava proteinskog izolata lana

Kod pripreme proteinskog izolata lana koristeno je brasno uljne pogace lana (Nutrimedica).
U 1400 mL deionizirane vode otopljeno je 70 g brasna (5 % w/v), nakon ¢ega je pH vrijednost
podesena na 5,0 pomocu 2 M HCI te je smjesa zagrijana na 37 °C i stavljena na mije$anje na
magnetskoj mijesalici tijekom 4 sata. Smjesi je dodano 0,7 g celulaze ( 1 % wi/v). Tijekom
mijesanja potrebno je odrzavati navedene vrijednosti pH i temperature. Nakon 4 sata, mijeSanje je
zaustavljeno te je smjesa ohladena na sobnu temperaturu , nakon ¢ega joj je pH vrijednost podesena
na 10,0 pomoc¢u 2 M NaOH. Slijedilo je centrifugiranje smjese pri 8000xg tijekom 30 minuta pri
10 °C nakon Cega je izuzet supernatant kojem je podesena pH vrijednost na 4.2 pomo¢u 2M NaOH.
Tome je uslijedilo mijeSanje na magnetskoj mijesalici 20 minuta te je Smjesa ostavljena preko noci
u hladnjaku. Nakon toga, smjesa iz hladnjaka je centrifugirana pri 8000xg tijekom 30 minuta pri

10 °C, nakon ¢ega je izdvojeni talog homogeniziran malom koli¢inom destilirane vode ¢iji je pH
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prethodno podeSen na 4.2 pomoc¢u 2 M HCI. Slijedilo je centrifugiranje pri 8000xg tijekom 30
minuta pri 10 °C, izuzet je talog koji je homogeniziran malom koli¢inom destilirane vode i
podesena mu je pH vrijednost na 7.0 dodatkom 2 M NaOH. Tako pripremljena suspenzija stavljena
je na dijalizu preko no¢i, veli¢ina pora membrana je 10 kDa. Nakon dijalize, smjesa je stavljena na

-80 °C te je provedena liofilizacija nakon ¢ega je dobiven proteinski izolat.

3.2.2. Priprava proteinskog hidrolizata lana

Hidrolizat lana dobiven je iz proteinskog izolata lana enzimski, koristenjem komercijalnih
mikrobnih proteaza Alcalase, Neutrase i Protamex. Odvagano je 6.5 g liofiliziranog proteinskog
izolata lana i otopljeno u 130 mL destilirane vode, nakon §to su postignuti idealni uvjeti
temperature i pH za odredeni enzim, oni su dodani 5 % (w/v) prema supstratu. Za Alcalase, idealni
uvjeti su 55 °C i pH 8.5, za Neutrase su 55 °C i pH 7.0 te 50 °C i pH 7.7 za Protamex. Hidroliza je
provodena 240 minuta te su prilikom procesa uzimani uzorci za odredivanje stupnja hidrolize.
Uzorci su uzeti prije dodatka enzima, te za vrijeme djelovanja u 5', 30", 60', 90', 120", 180" i 240".
Prilikom izuzimanja, uzorci su inkubirani 10 minuta na temperaturi vrenja kako bi se deaktivirali
enzimi. Nakon procesa hidrolize, smjesa je inkubirana na temperaturi vrenja tijekom 15 minuta te
je ohladena na sobnu temperaturu. Zatim joj je podeSena pH vrijednost na 7.4 nakon Cega je
centrifugirana pri 5000xg tijekom 50 minuta i sterilno filtrirana kako bi se uklonile ,,necistoce* te

sprijecila pojava kontaminacije do sljedece uporabe. Filtrat je zatim spremljen na 4 °C.

3.2.3. Frakcioniranje

Proces frakcioniranja proveden je u svrhu dobivanja frakcija proteinskih hidrolizata manjih
od 10i 1 kDa. Dio hidrolizata dobivenih nakon tretiranja enzimima Alcalase, Neutrase i Protamex
je sacuvan, dok je ostatak volumena rasporeden u Amicon® tube za ultracentrifugiranje s filterima
veli¢ine 50 kDa, hidrolizati su zatim centrifugirani kroz navedeni filter u periodima od po 15
minuta pri 4500xg dok sav volumen nije bio filtriran. Uslijedilo je centrifugiranje kroz filtere koji

ne propustaju molekule ve¢e od 10 kDa koje je provedeno po istom principu kao prijasnje te je na
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kraju dobiveno 27 mL frakcija hidrolizata Alcalase, 24 mL frakcija hidrolizata Neutrase te 36 mL
frakcija hidrolizata Protamex. Od navedenih volumena, uzeto je pola u svrhu dobivanja frakcija
molekula manjih od 1 kDa. Frakcije veli¢ine manje od 1 kDa dobivene su pomo¢u Amicon®
Stirred Cell uredaja za filtraciju pod tlakom (4.5 bar). Dobiveno je 10 mL frakcija hidrolizata
Alcalase, 11 mL frakcija hidrolizata Neutrase te 16 mL frakcija hidrolizata Protamex. Pripremljene

frakcije su sterilno filtrirane kroz filtere veli¢ine pora 0.22 um i spremljena na -80 °C.

Tablica 1. Prikaz koriStenih hidrolizata i njihovih frakcija proteina uljne pogace lana dobivenih
djelovanjem proteoliti¢kih enzima Alcalase, Neutrase i Protamex, koriStenih u dvije razlicite

koncentracije kao dodatak hranjivom mediju tijekom suspenzijskog uzgoja CHO DP-12 stani¢ne

linije.
Uzorak Kratica
uzorka
Hidrolizat dobiven djelovanjem enzima Alcalase u koncentraciji od 2 g L HLA UK 2

Hidrolizat dobiven djelovanjem enzima Alcalase u koncentracijiod 0.5gL?* HLA UK 0.5
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Alcalase veli¢ine ispod
10 kDa u koncentraciji od 2 g L HLA <102
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Alcalase veli¢ine ispod
10 kDa u koncentraciji od 0.5 g L™ HLA <100.5
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Alcalase veli¢ine ispod 1
kDa u koncentraciji od 2 g L™ HLA<12
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Alcalase veli¢ine ispod 1
kDa u koncentraciji od 0.5 g L HLA<10.5
Hidrolizat dobiven djelovanjem enzima Neutrase u koncentraciji od 2 g L HLN UK 2
Hidrolizat dobiven djelovanjem enzima Neutrase u koncentracijiod 0.5gL> HLN UK 0.5
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Neutrase veli¢ine ispod
10 kDa u koncentraciji od 2 g L HLN <102
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Neutrase veli¢ine ispod
10 kDa u koncentraciji od 0.5 g L™ HLN <10 0.5
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Neutrase veli¢ine ispod
1 kDa u koncentracijiod 2 g L HLN <12
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Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Neutrase veli¢ine ispod
1 kDa u koncentraciji od 0.5 g L™ HLN <1 0.5
Hidrolizat dobiven djelovanjem enzima Protamex u koncentraciji od 2 g L™ HLP UK 2
Hidrolizat dobiven djelovanjem enzima Protamex u koncentracijiod 0.5gL" HLP UK 0.5
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Protamex veli¢ine ispod
10 kDa u koncentraciji od 2 g L HLP <10 2
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Protamex veli¢ine ispod
10 kDa u koncentraciji od 0.5 g L™ HLP <10 0.5
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Protamex veli¢ine ispod
1 kDa u koncentraciji od 2 g L HLP <12
Frakcija hidrolizata dobivenog djelovanjem enzima Protamex veli¢ine ispod

1 kDa u koncentraciji od 0.5 g L™ HLP <105

3.2.4. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Lowry-u

Lowry metoda za odredivanje koncentracije proteina se temelji na reakciji bakrenih iona
vezanih na amino skupine peptidnih veza i fenolne skupine bocnog ogranka aminokiseline tirozin
u proteinu s Folin-Ciocalteu reagensom, pri ¢emu nastaje kompleks plavo-ljubicastog obojenja sa

aporspcijskim maksimumom pri 740 nm.

Folin-Ciocalteu reagens sadrzi fosfovolframatnu i fosfomolibdensku kiselinu koje bakreni
ioni, koordinirano vezani na amino skupinu peptidne veze i fenolna skupina tirozina reduciraju u

volfram i molibden plavilo.

Kako bi se odredila nepoznata koncentracija proteina i uzoraka prvo je potrebno konstruirati
bazdarni dijagram. Bazdarni dijagram je konstruiran pripremom otopina razli¢itih koncentracija
BSA (Bovine Serum Albumin) iz ishodigne otopine, y(BSA) = 1 mg mL™. Pripremljeno je po 1

mL standardnih otopina (tablica 2.), te je konstruiran bazdarni dijagram (slika 4.)
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Tablica 2. Priprema standardnog niza otopina BSA.

Uzorak Koncentracija (mg mL?)  Volumen BSA Volumen vode
(mL) (mL)
SO 0,00 0,00 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 0,08 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
1
0,9
0,8
0,7
. 0,6
20,5 y =2,0828x + 0,0339
< 04 R? = 0,9906
0,3
0,2
0,1
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
¢ (mg mL1)

Slika 4. Bazadarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina metodom po Lowry-u.

U epruvetu je pipetirano po 1 mL reagensa C te je dodano 200 pL otopina standardnog niza
i uzorka (medij s dodatkom hidrolizata), nakon ¢ega je smjesa promijesana na vortex mijesalici.
Nakon 15 minuta na sobnoj temperaturi, u svaku epruvetu dodano je i brzo promijesano 100 pL
smjese Folin-Ciocalteu reagensa 1 dH,O (1:2) te je smjesa ostavljena 45 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku. Nakon termostatiranja ocitana je apsorbancija standardnog niza i uzoraka pri

valnoj duljini od 740 nm, uz slijepu probu (SO0).
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3.2.5. Odredivanje stupnja hidrolize

Stupanj hidrolize (DH, degree of hydrolysis) izrazava se kao postotni udio topljivih proteina
u 0.22 M otopini trikloroctene kiseline (TCA) u odnosu na ukupnu koli¢inu proteina u uzorku.
Ukupna koli¢ina proteina u uzorku odreduje se metodom po Lowry-u opisanoj u poglavlju 3.2.4.
Topljivi proteini u otopini TCA odredivani su tako da je uzorak hidrolizata proteina pomijesan s
0,44 M otopinom TCA u omjeru 1:1, smjesa je zatim inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi
nakon Cega je slijedilo centrifugiranje smjese 10 minuta pri 10000 rpm. Nakon centrifugiranja,
izdvojen je supernatant u kojem je odredena koli¢ina topljivih proteina metodom po Lowry-u. Iz

dobivenih vrijednosti, stupanj hidrolize izracunat je prema matematickom izrazu [1].

koncentracija topljivih proteina (g L™1)u 0.22 M TCA
DH(%) =

x 100 [1]

koncentracija ukupnih proteina (g L=1)

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

SDS-PAGE elektroforeza koriStena je u svrhu povjere ucinkovitosti prethodno provedene
hidrolize i postupka frakcioniranja. Pomocu elektroforeze razdvojeni su proteini prisutni u
uzorcima ukupnih proteinskih hidrolizata te dobivenih frakcija manjih od 10 i 1 kDa. Takoder su
na gel stavljeni uzorci uzeti tijekom provodenja hidrolize kako bi se vizualizirao tijek postupka
provodenja hidrolize proteina lana pomocu razli¢itih enzima. Uzeto je 12 pL svakog uzorka i
pomijesano s 3 uL Laemmli pufera za uzorke nakon ¢ega je smjesa ostavljena 3 minute u vodi
zagrijanoj na 100 °C. Zatim su uzorci naneseni na komercijalni Bio-rad gel (10 uL uzorka po
jazici), zajedno sa smjesom standardnih proteina (5 pL). Elektroforeza je provodena u SDS-puferu
za elektroforezu 50 minuta, pri naponu od 180 V. Nakon zavrSetka, gel je obojen otopinom
Comassie plavo tijekom jednog sata kako bi se vizualizirale proteinske vrpce, odbojavanje gela

provedeno je pomoc¢u 7 %-tne otopine octene kiseline.
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3.2.7. Uzgoj CHO DP-12 stanica u Erlenmeyerovim tikvicama za uzgoj stanica

Uzgoj stanica zapocinje odmrzavanjem ampule iz radne banke stanica s -80 °C naglim
uranjanjem u vodenu kupelj zagrijanu na 37 °C. Ampule su volumena od 1 mL i koncentracije
1x10" stanca mL"%. Odmrznuti sadrzaj ampule prenesen je u Erlenmeyerovu tikvicu za uzgoj u koju
je prethodno dodano 20 mL medija za uzgoj (PowerCHO®-2 CD). U medij se dodaje 1 %
antibiotika, 4 % glutamax-a, 0.25 % AC-s (anticlumping agens) te inzulin (0.02 %) i MTX 0.009
% (selekcijski reagens). Stanice su zatim stavljene u inkubator na tresilicu pri temperaturi od 37
°C uz odgovarajucu atmosferu (95 % zraka + 5 % CO3). Stanice su uzgajane pri brzini mijesanja
od 160 rpm do koncentracije 4x10° stanica mL™, nakon &ega se stanice precjepljuju u svjezi hranjivi
medij na po&etnu koncentraciju od 250 000 stanica mL™*. Potrebno je pratiti zamuéenje medija jer

ukoliko dode do promjene, to ukazuje na pojavu kontaminacija u kulturi.

3.2.8. Utjecaj dodatka hidrolizata i frakcija proteina iz uljne pogace lana na rast i produktivnost
CHO DP-12 stanica

Stanice su nacijepljene u Erlenmeyerove tikvice za uzgoj u pocetnoj koncentraciji od 250
000 stanica mL™? u ukupnom volumenu od 20 mL. 20 mL &ine medij, staniéna suspenzija te
potrebni volumeni hidrolizata i njihovih frakcija. Hidrolizati proteina, odnosno frakcije dodane su
u koncentracijama od 0.5 g L™ te 2 g L™t. Nakon $to je izra¢unat potreban volumen stani¢ne
suspenzije za Zeljenu pocetnu koncentraciju stanica te volumen hidrolizata i frakcija proteina
zeljene koncentracije, dodaje se ostatak medija do krajnjeg volumena od 20 mL. Kao kontrola
koriSten je medij s navedenim dodacima, bez dodataka hidrolizata proteina ili frakcija. Dinamika
rasta stanica pracena je svakodnevno brojanjem dok stanice nisu usle u fazu odumiranja, stanice su
brojane pomoc¢u Neubauerove komorice uz dodatak boje tripan-plavo. Tijekom procesa brojanja
stanica, izuzeta je suspenzija koja se sastoji od hranjivog medija i stanica, centrifugiranjem
suspenzije dobiva se supernatant kojeg ¢ini hranjivi medij koji je spremljen u Eppendorf kivete na

-20 °C radi daljnje obrade i analiza.
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3.2.9. Odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue

Za odredivanje broja stanica koristi se metoda tripan-plavo. Uzorak za brojanje pripremljen
je tako da je izuzeto 0.2 mL suspenzije stanica iz Erlenmeyerovih tikvica koje smo prethodno
malo promijesali kako bi uzorak bio reprezentativan. Izuzeta suspenzija stanica je resuspendirana
te je odvojeno 10 pL i pomijeSano s 10 pL tripan-plavo bojila. Od tako pripremljenog uzorka uzet
je alikvot od 10 uL i nanesen na Neubauerovu komoricu. Ona se sastoji od 9 kvadrata povrSine
0,0025 mm2 i dubine 0,1 mm (slika 5). Stanice se broje u 4 kvadrata koji se nalaze u kutevima
velikog kvadrata. Kvadrati u kojima se broje stanice, podijeljeni su na 16 (4x4) manjih kvadrata.
Kod ove metode, mrtve se stanice razlikuju od zivih po tome §to ¢e biti obojene plavo zbog
oSte¢ene membrane, za razliku od zivih stanica koje neée biti obojene. Broj stanica se racuna prema

formuli [2]:

broj stanica mL™* suspenzije = broj stanica izbrojenih u sva 4 kvadrata X 5000 x faktor razrjedenja [2]

S o 0
¥

==
=
e

o goEBI

Slika 5. Prikaz Neuebaureove komorice za brojanje stanica. (Anonymus 2, 2021)

3.2.10. Odredivanje koncentracije glukoze u uzorcima hranjivog medija za uzgoj

Koncentracija glukoze odredena je kolorimetrijsko-enzimskom PAP (fenol i
aminoantipirin) metodom koja sluzi za in vitro odredivanje koncentracije glukoze u krvi, plazmi,
serumu, urinu i likvoru. Koncentracija glukoze u uzorcima hranjivog medija za uzgoj odredena je

spektrofotormetrijski prema specificnim reakcijama:
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glukoza oksidaza

glukoza + 0, + H,0 glukonska kiselina + H,0, [3]

. .. . peroksidaza L
2 H,0, + fenol + 4 — aminoantipirin ——— crveni kinon + 4 H,0, [4]

Standard: glukoza 5,55 mmol/ L

Uvjeti odredivanja:

T: 37°C
Valna duljina: 500 nm
Reakcija: porast apsorbancije

Uzorak za mjerenje apsorbancije je pripremljen na naéin da je u epruvetu uzeto 10 pL
uzorka medija za uzgoj, standarda glukoze ukoliko se priprema uzorak standarda ili 10 pL
destilirane vode ukoliko se priprema uzorak slijepe probe, te 1 mL Glucose GOD-PAP reagensa.
Uzorci su zatim inkubirani na temperaturi od 37 °C kroz 10-15 minuta. Koncentracija glukoze
proporcionalna je koncentraciji crvenog kinona koja se odreduje spektrofotometrijski na temelju
intenziteta obojenja njegove otopine. Mijerenje se provodi pri valnoj duljini od 500 nm.

Koncentracija glukoze u mediju za uzgoj izracunata je prema formuli:

Auzorak

Cglukozalmmol L1 = X Cstandara X faktor razrjedenja [5]

" Astandard

3.2.11. Odredivanje koncentracije laktata u uzorcima hranjivog mediju za uzgoj

Laktat u uzorcima hranjivog medija za uzgoj odreden je pomoc¢u komercijalnog Megazyme
testa. Koncentracija laktata u uzorcima hranjivog medija za uzgoj odredena je spektrofotometrijski

pri valnoj duljini od 340 nm. Megazyme test temelji se na sljede¢im enzimskim reakcijama:

L-laktat dehidrogenaza

L — laktat + NAD* piruvat + NADH + H*  [6]

D—glutamat piruvat transaminaza

piruvat + D — glutamat D — alanin + 2 — oksoglutarat [7]
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U prvoj reakciji se djelovanjem L-laktat dehidrogenaze, L-laktat oksidira do piruvata pri
¢emu nastaje NADH. Prva reakcija je reverzibilna te je potrebno pomaknuti ravnoteZzu u smjeru
sinteze piruvata. U drugoj reakciji nastali piruvat se u prisutnosti D-glutamata, kataliziran D-
glutamat-piruvat transaminazom, prevodi u D-alanin i 2-oksoglutarat. Koncentracija nastalog
NADH proporcionalna je koncentraciji laktata, a NADH se mjeri na temelju povecanja
apsorbancije pri 340 nm. Uzorci se pripremaju prema uputama proizvodaca, Volumeni svih otopina

navedenih u protokolu umanjeni su % $to je prikazano u tablici 3.

Tablica 3. Postupak pripreme uzoraka i mjerenja koncentracije L-laktata.

Slijepa proba (uL) Uzorak (uL)
Destilirana voda ( 25°C) 400 375
Uzorak - 25
Otopina 1 125 125
Otopina 2 25 25
Suspnzija 3 5 5
Promijesati, izmjeriti A1 nakon otprilike 3 minute
Suspenzija 4 5 E
Promijesati, izmjeriti A2 na kraju reakcije, nakon 10 minuta

Nakon izmjerenih apsorbancija, odredi se razlika apsorbancija (A2-A1l) za slijepu probu i uzorak,
te se od razlike apsorbancija uzorka oduzme razlika apsorbancija slijepe probe ¢ime se dobije

AAjqrear- KONcentracija laktata zatim se ra¢una prema sljedecoj formuli:

Claktat Immol L™1] = 0.3204 X AA;gxar X 11.1 X faktor razrjedenja [8]

3.2.12. Odredivanje koncentracije amonijaka u uzorcima hranjivog medija za uzgoj

Amonijak u uzorcima hranjivog medija za uzgoj odreden je pomocu komercijalnog
Megazyme testa. Koncentracija amonijaka odredena je spektrofotometrijski prema sljede¢im

specifi¢nim reakcijama:

glutaminaza

L — glutamin + H,0 —— L — glutamat + NH, *  [9]

glutamat dehidrogenaza

NH,* + 2 — oksoglutarat + NADPH

L — glutamat + NADP* + H,0 [10]
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Koli¢ina formiranog NADP* proporcionalna je koli¢ini amonijaka, a konzumacija NADPH
mjeri se spektrofotometrijski smanjenjem apsorbancije pri 340 nm. Uzorci su pripremljeni prema
protokolu navedenom u uputama proizvodaca. Svi volumeni umanjeni su za ¥ kako bi se povecala

iskoristivost Kita $to je prikazano u tablici 4.

Tablica 4. Postupak pripreme uzoraka i mjerenja koncentracije amonijaka.

Slijepa proba (uL) | Uzorak (uL)
Otopina 1 (pufer) - -
Uzorak - 25
Suspenzija 4 - -
Promijestai, inkubirati 5 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim dodati:

Destilirana voda ( 25 °C) 455 430
Otopina 2 75 75
Otopina 3 50 50
Promijesati, izmjeriti Al na kraju reakcije, nakon otprilike 4 minute
Suspenzija 5 5 5

Promijesati, izmjeriti A2 na kraju reakcije, nakon otprilike 5 minuta

Koncentracija amonijaka odredena je prema sljede¢im formulama:
AAgmonijax = (A1 — A2)uzorak — (A1 — A2)slijepa proba [11]
Camonijak[mmol L] = 0.06325 X AAgmonijax X 58.72 X faktor razrjedenja  [12]

3.2.13. Odredivanje koncetracije IgG u hranjivom mediju za uzgoj

Koncentracija proizvedenog 1gG-a u hranjivom mediju za uzgoj odredena je pomocu
imunodetekcijskog kita Turbidex® 1gG-2 testa koji sluzi za kvantitativnu detekciju IgG-a u
humanom serumu, plazmi i cerebrospinalnoj tekucini. Uzorci su pripremljeni prema protokolu
navedenom u uputama proizvodaca. Kao slijepa proba koriSten je pocetni medij za uzgoj stanica,
te su svi volumeni navedeni u protokolu umanjeni za 1/3 kako bi se povecala iskoristivost kita kao

Sto je prikazano u tablici 5.
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Tablica 5. Postupak pripreme uzoraka i mjerenja koncentracije 1gG-a.

Slijepa proba (uL) Uzorak (uL)
Reagens 1 500 500
Uzorak - 20
Medij 20 -
Promijestai, inkubirati 5 minuta na 37 °C te ocitati A1l pri 340 nm.
Reagens 2 40 40
Destilirana voda 60 60
Promijestai, inkubirati 5 minuta na 37 °C te ocitati A2 pri 340 nm.

Koncentracija nastalog 1gG-a racuna se kao AA (A2-A1l) te se vrijednost o€itava pomocu

prethodno konstruiranog bazdarnog dijagrama s poznatim koncentracijama protutijela.

3.2.14. Izraunavanje parametara rasta CHO DP-12 stanica

3.2.14.1. Odredivanje najvece specificne brzine rasta stanica (tmax)

Najveca specifi€na brzina rasta stanica u eksponencijalnoj fazi rasta SarZnog uzgoja racuna se

prema jednadZbi:

Hmax = N dt [13]

gdje je:

N-broj stanica

dN- povecanje broja stanica
dt- vremenski interval

Integracijom gornje jednadzbe, dobiva se izraz jednadzbe pravca koja se dobije odredivanjem broja

stanica u kulturi u ovisnosti o vremenu:

InN = InNy + u(t — ty) [14]
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Nagib pravca, odnosno njegov koeficijent smjera predstavlja najvecu specificnu brzinu rasta

stanica;

__InN-InNO

Hmax = At [15]
N- broj stanica u 1 mL na kraju eksponencijalne faze
No- broj stanica u 1 mL na pocetku eksponencijalne faze

At- vremenski interval eksponencijalne faze (dan)

3.2.14.2. Odredivanje sprecificne produktivnosti (QOp)

Q_ (o

T Atx AN

[16]

— : -1
AN = Nkraj eksponencijalne faze ~ Npoéetak eksponencijalne faze (Stanlca mL )

At = tkraj eksponencijalne faze tpoéetak eksponencijalne faze (dan)

c- koncentracija protutijela (mg mL™?)

3.2.14.3. Odredivanje volumetrijske produktivnosti

Volumetrijska produktivnost = %

c- koncentracija protutijela (mg mL™)

t- trajanje uzgoja (dan)
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3.2.15. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao aritmeticke sredine (xsr) odredenog broja mjerenja (n):

1
Xor == Diieq Xi
Sr n 1=1"

s pripadaju¢im standardnim devijacijama (s):

1
S = — ?:1(xi_xsr)2

[18]

[19]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kulture zivotinjskih stanice veoma su vazne za proizvodnju velikog broja terapeutika poput
hormona, protutijela, interferona, faktora zgruSavanja i cjepiva. Vrlo je bitno optimizirati uvjete
uzgoja kako bi se dobile vece koli¢ine visoko kvalitetnog proizvoda s najve¢om ekonomskom
isplativosti. Kako bi se postigli $to bolji uvjeti uzgoja, potrebno je obratiti veliku pozornost
hranjivom mediju kao najvaznijoj komponenti u uzgoju stanica, a kao bitan sastojak hranjivog
medija, istiCe se serum. Serum, osim §to je bogat proteinima, bitan je izvor faktora rasta i hormona
koji poti¢u rast i proliferaciju stanica, medutim, koriStenje Zzivotinjskog seruma nosi brojne
probleme poput visoke cijene, neujednacenog sastava, povecanog rizika od kontaminacije te
otezanog procis¢avanja. (Merten, 1999) Zbog navedenih nedostataka, nastoje se naci prigodne
zamjene serumu koje trebaju imati jednak ili bolji utjecaj na rast i produktivnost kultura

zivotinjskih stanica. Biljni hidrolizati se u navedenu svrhu proucavaju ve¢ nekoliko desetljeca

Projekt Hrvatske zaklade za znanost ,,Primjena proteinskih hidrolizata iz pogaca lana i
konoplje u medijima za uzgoj“ u sklopu kojeg je izraden ovaj diplomski rad, istrazuje upravo
utjecaj biljnih hidrolizata lana i konoplje kao zamjene serumu i dodatku hranjivom mediju za uzgo;j.
U prijasnjim eksperimentima ispitan je, medu ostalim, utjecaj hidrolizata ukupnih proteina lana na
rast i produktivnost adherentne stani¢ne linije CHO DP-12. Ovim radom nastojao se ispitati utjecaj
hidrolizata ukupnog sadrzaja peptida, ali i peptidnih frakcija ispod 10 i ispod 1 kDa na rast i
produktivnost suspenzijske stani¢ne linije CHO DP-12 kako bi se dobio bolji uvid u djelovanje

lanenih hidrolizata kod uzgoja kultura zivotinjskih stanica te jesu li dostojna zamjena serumu.

Hidrolizati ukupnih proteina i njihove frakcije dobivene su djelovanjem tri proteoliticka
enzima, Alcalase, Neutrase i Protamex, te je ispitan njihov utjecaj na rast, produktivnost i
metabolizam CHO DP-12 stani¢ne linije u dvije razli¢ite koncentracije. Rast stani¢ne linije pracen
je Trypan-plavo metodom, dok je produktivnost, odnosno koncentracija proizvedenog
rekombinantnog proteina mjerena pomocu komercijalnog Turbidex kita. Istrazen je i utjecaj
dodataka hidrolizata na metabolizam stani¢ne linije. Pracena je potros$nja glukoze kao glavnog
izvora energije kod uzgoja zivotinjskih stanica kao i nastanak laktata, nusprodukta koji u velikim
koli¢inama nastaje upravom metabolizmom glukoze, a ima negativan ucinak na rast i produktivnost

stanica u koncentracijama iznad 20 mmol L™ (Tayi i Butler, 2014). Osim laktata, pracena je i
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promjena koncentracije amonijaka, nusprodukta koji nastaje metabolizmom glutamina kao i

spontanom termalnom degradacijom navedene aminokiseline pri 37 °C (Amable i Butler, 2008).
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4.1. ODREDPIVANIJE STUPNJA HIDROLIZE PROTEINSKOG IZOLATA ULINE POGACE
LANA DJELOVANJEM PROTEAZA ALCALASE, NEUTRASE | PROTAMEX

Proteinski izolati uljne pogace lana hidrolizirani su djelovanjem proteolitickih enzima
Alcalase, Neutrase i Protamex u 3 zasebna eksperimenta. Enzimi su dodani 5 % (w/v) u odnosu
na supstrat te je hidroliza provodena 240 minuta. Uzorci za odredivanje stupnja hidrolize uzeti su
prije dodatka enzima te u 240'. Stupanj hidrolize izraCunat je prema izrazu [1] te su dobiveni

rezultati prikazani u tablici 6.

Tablica 6. Prikaz vrijednosti stupnja hidrolize (DH) proteinskog izolata uljne pogace lana

djelovanjem proteoliti¢kih enzima Alcalase, Neutrase i Protamex.

DH (%)
Alcalase 56,61
Neutrase 44,63
Protamex 47,92

Iz rezultata je vidljivo kako se najvisi stupan;j i u¢inkovitost hidrolize proteinskog izolata
uljne pogace lana postize djelovanjem enzima Alcalase i iznosi 56,61 %. Tome slijedi djelovanje
enzima Protamex kojim je postignut stupanj hidrolize od 47,92 % dok je najnizi stupanj hidrolize
postignut djelovanje enzima Neutrase (44.63 %). Uc¢inkovitost hidrolize ovisi 0 uvjetima u kojima
se provodi hidroliza, temperaturi, pH vrijednosti, omjeru enzim/supstrat, vremenu i vrsti enzima.
Dobiveni rezultati slazu se s prijasnje provedenim eksperimentima (Logarusi¢ i sur., 2020;
Logarusic¢ 1 sur., 2021) hidrolize lana koriStenjem navedenih proteoliti¢kih enzima koji su takoder
dodani u koncentraciji od 5 % (w/v) prema supstratu gdje je najvisi stupanj hidrolize postignut
djelovanjem enzima Alcalase, zatim Protamex, te je najnizi stupanj hidrolize dobiven djelovanjem

enzima Neutrase.
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4.2. ANALIZA PROTEINSKIH HIDROLIZATA | PEPTIDNIH FRAKCHJA

Nakon provedene hidrolize proteinskog izolata uljne pogace lana proteolitickim enzimima
te frakcioniranja dobivenih hidrolizata (postupak opisan u 3.2.3.), uzeti su uzorci koji su koristeni
za odredivanje koncentracije proteina metodom po Lowry-u. Kako bi se mogla odrediti
koncentracija proteina u uzorcima, prvo je Kkonstruiran bazdarni dijagram s poznatim

koncentracijama (slika 4.).

Tablica 7. Prikaz vrijednosti koncentracije proteina izmjerenih u ukupnim hidrolizatima i

frakcijama hidrolizata proteina uljne pogace lana.

Ukupni hidrolizat proteina c(gL?)
HLA 69,002
HLN 62,840
HLP 70,202

<10 kDa
HLA 70,602
HLN 53,638
HLP 60,039
<1 kDa
HLA 46,036
HLN 18,749
HLP 32,19

U tablici 7. prikazane su vrijednosti dobivenih koncentracija proteina odredenih u uzorcima
ukupnih hidrolizata (UH) i frakcija hidrolizata (FH) proteina uljne pogace lana. Iz dobivenih
vrijednosti vidljivo je kako je najvisa koncentracija proteina u uzorcima UH te se ona smanjuje sa
stupnjevima frakcioniranja, §to je ocekivano S obzirom na to da su odredeni proteini u postupku
frakcioniranja eliminirani veli¢inom pora filtera. Koncentracija proteina u uzorcima frakcija ispod
10 kDa ne razlikuje se puno od uzoraka UH §to moZemo pripisati tome da dolazi do blagog
ukoncentriravanja uzoraka s obzirom na to da volumen uzorka uzet za frakcioniranje nije u
potpunosti centrifugiran ve¢ je malen udio zadrzan iznad filtera, drugi razlog je uspjesnost hidrolize

proteinskog izolata §to dovodi do malenog udjela proteina u uzorcima UH koji su veli¢ine iznad
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10 kDa zbog ¢ega su uspjesno filtrirani. Smanjenje koncentracije proteina kod uzoraka ispod 1 kDa
u odnosu na uzorke ispod 10 kDa govori kako postoji odredena koli¢ina proteina koji se nalaze u
rasponu veli¢ina od 1 do 10 kDa. Koncentracija proteina ispod 10 kDa, a pogotovo ispod 1 kDa
najniza je kod Neutrase $to se slaze s dobivenim stupnjem hidrolize, koji je najmanji te se takoder
poklapa s rezultatima SDS PAGE gel elektroforeze naslici 6. gdje su u uzorku ukupnog hidrolizata
hidrolize (slika 7., uzorci 'N') vidi najmanja uc¢inkovitost hidrolize djelovanjem enzima Neutrase.
Isto tako, na prikazu gela neSto su slabije vidljivi bendovi kod uzorka ukupnog hidrolizata
dobivenih enzimom Protamex (slika 6., uzorak 7), medutim vidljivi su u odnosu na uzorke
dobivene enzimom Alcalase sto se poklapa s rezultatom stupnja hidrolize gdje je Protamex na
drugom mjestu po uc¢inkovitosti. Isto tako, na prikazu tijeka hidrolize pomoé¢u SDS PAGE gel

kDa [ A\
‘1

95- ‘
55-

42- b

26-

17-

41:2: e~ =5

Slika 6. Prikaz gela nakon provedene SDS elektroforeze. Prikazani su uzorci redom: ukupan
hidrolizat proteina nakon djelovanja enzima Alcalase (1) te frakcija ispod 10 kDa (2) i ispod 1
kDa(3), ukupan hidrolizat proteina nakon djelovanja enzima Neutrase (4) te frakcija ispod 10 kDa

(5) i ispod 1 kDa (6), ukupan hidrolizat proteina nakon djelovanja enzima Protamex (7) te frakcija

ispod 10 kDa (8) i ispod 1 kDa (9).
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1z slike 6. vidljivo je kako se rezultati stupnja hidrolize podudaraju s rezultati SDS PAGE
gel elektroforeze gdje je enzim Alcalase proveo najucinkovitiju hidrolizu (uzorci 1-3), Protamex
koji ima nesto manji stupanj hidrolize pokazuje bendove u uzorku ukupnog hidrolizata (7) te
najvidljivije bendove ima UH dobiven djelovanjem enzima Neutrase koji ujedno ima najmaniji
stupanj hidrolize. Frakcije veli¢ine ispod 1 kDa nisu vidljive na gelu $to znaci da je frakcioniranje

uspjesno provedeno. Svi uzorci na gelu razrijedeni su 10x.

A0 A10 A6 A240 NoO Ni1o N6 N240 Po P10 Ps0 P40
kDa

95-
72-
55-

42-
26-
17-

10-
4.6-

Slika 7. Prikaza tijeka hidrolize proteinskog izolata brasna uljne pogace lana tijekom 240 minuta

djelovanjem proteolitickih enzima Alcalase, Neutrase i Protamex (‘A’, ‘N’ i ‘P’ redom na slici).

Potrebno je napomenuti kako su svi uzorci razrijedeni 10x, osim uzorka ‘No0’’ koji je
razrijeden 100x. Rezultati prikaza tijeka hidrolize slazu se sa stupnjevima hidrolize gdje je
naju¢inkovitije djelovanje imao enzim Alcalase. Vidljivo je kako se s duljim vremenom djelovanja
enzima smanjuje broj i vidljivost bendova, §to je najvidljivije u uzorcima Alcalase i Protamex. Na
prikazanom gelu, takoder je vidljivo kako nema prevelike razlike u uzrocima uzorkovanim u 60’ i
240’ sto znaci da se vecina peptidnih veza pocijepala u prvih sat vremena hidrolize $to odgovara
rezultatima istrazivanja koje su proveli Tang i sur. (2009) gdje je provedena hidroliza izolata

konoplje sa Sest razli¢itih proteaza.
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4.3. UCINAK PROTEINSKOG HIDROLIZATA I NJEGOVIH FRAKCIJA DOBIVENIH
ENZIMOM ALCALASE NA RAST, PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12
STANICA.

Hranjivi medij je, umjesto serumom, supstituiran ukupnim hidrolizatima i frakcijama
proteina uljne pogaCe lana dobivenih djelovanjem proteolitickog enzima Alcalase. Medij je
supstituiran ukupnim hidrolizatima ( HLA UK), frakcijama proteina ispod 10 kDa (HLA <10) te
frakcijama ispod 1 kDa (HLA <1). Ispitan je dodatak hidrolizata i frakcija u dvije koncentracije, 2
g L'1i 0.5 g Lt Pracenjem krivulje rasta, potrosnje glukoze te nakupljanja laktata i amonijaka

moze se dobiti uvid u ponasanje stani¢ne linije tijekom uzgoja.
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Slika 8. Krivulja rasta CHO DP-12 stanica tijekom 9 dana uzgoja u hranjivom mediju (kontrola) i
hranjivom mediju s dodatkom hidrolizata i frakcija uljne pogac¢e lana dobivenih djelovanjem
enzima Alcalase. Desno se nalazi prikaz vrijednosti najvecih specifi¢nih brzina rasta (umax) za

pojedini uzorak.

Iz krivulje rasta vidljivo je kako dodani hidrolizati lana dobiveni djelovanjem Alcalase
imaju blago negativan utjecaj na rast stani¢ne linije CHO DP-12. Najbolji rast ostvaren je u
kontroli, odnosno SFM bez dodataka hidrolizata dok su ostali uzorci imali nesto slabiji rast,

medutim nema puno razlike medu njihovim krivuljama rasta. Kod vec¢ine uzoraka faza prilagodbe
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(lag faza) trajala je 3 dana, nakon Cega su stanice usle u eksponencijalnu fazu rasta. Kraj te faze
bio je za vecinu uzoraka 6.dan, nakon ¢ega su stanice usle u stacionarnu fazu i fazu odumiranja.
Prva dva dana uzgoja nema razlike u rastu medu svih sedam uzoraka, zatim kontrola i uzorci HLA
<10 u obje koncentracije te HLA <1 u koncentraciji 2 g L™ ulaze u eksponencijalnu fazu, ostatak
uzoraka usao je u eksponencijalnu fazu dan kasnije. Od ¢etvrtog dana postaje vidljivija razlika u
krivulji rasta uzoraka s hidrolizatima u odnosu na kontrolu koja pokazuje bolji rast, ostatak uzorak
je dosta sli¢an gdje uzorci s manjom koncentracijom od 0.5 g L™ pokazuju nesto bolji rast od 3. do
5.dana, nakon &ega krivulje rasta postaju opet sli¢nije. Uzorak HLA <1 2 g L pokazuje najvisu
koncentraciju stanica 7.dan nakon ¢ega ulazi u fazu odumiranja te ima veéi pad broja stanica u
odnosu na druge uzorke. Vrijednosti najvecih specifi¢nih brzina rasta podudaraju se s krivuljama
rasta gdje kontrola ima vec¢u vrijednost u odnosu na ostale uzorke (0.61 dan), uzorak UK 0.5
pokazuje vrijednost sli¢nu kontroli (0.62 dan™), razlog tome je, iako je koncentracija stanica niza

nego kod kontrole, eksponencijalna faza je kod navedenog uzroka trajala krace.
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Slika 9. Prikaz promjene koncentracije glukoze u hranjivom mediju tijekom uzgoja stanica.

Na grafickom prikazu vidljiva je podjednaka potroSnja glukoze za vrijeme uzgoja tijekom
9 dana. Kontrola ima najvecu krajnju potrosnju glukoze koja se slaze s najvisom koncentracijom

stanica postignutom u tom uzorku, takoder na kraju uzgoja kontrola ima najvisu koncentraciju
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stanica (5.5 *10° stanica mL™) te najnizu koncentraciju glukoze (0,41625 mmol L™?). Ostatak
uzoraka ima ne$to manju potros$nju glukoze Sto se slaze s krivuljom rasta (slika 8.) gdje je vidljiv
malo slabiji rast u odnosu na kontrolni uzorak. Krivulja potro$nje glukoze potvrduje o¢ekivanja, a

to je njena konstantna potro$nja kao hranjive tvari za rast i stani¢nu diobu.
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Slika 10. Prikaz promjene koncentracije laktata u hranjivom mediju tijekom uzgoja stanica.

Iz krivulje promjene koncentracije laktata vidljivo je kako prva Cetiri dana sve krivulje prate
isti trend proizvodnje laktata, nakon ¢ega kontrolni uzorak postize vecu proizvodnju laktata Sto se
slaze s krivuljom rasta (slika 8.) gdje stanice u kontroli tada pocinju bolje rasti te postizu vecu
koncentraciju stanica od ostalih uzoraka. Koncentracija laktata u kontroli najvisa je 6.dan §to se
slaze s koncentracijom stanica koja je tada najvisa, medutim koncentracija laktata kod ostalih
uzoraka pocinje stagnirati od 4. dana §to nije o¢ekivano s obzirom na to da su uzorci s dodanim
hidrolizatima proteina tada i dalje u eksponencijalnoj fazi rasta. Na kraju uzgoja, kontrolni uzorak
ima najvisu koncentraciju laktata od 14,05 mmol L. Pad koncentracije laktata pri kraju uzgoja
poklapa se s literaturnim navodima jer je moguce da dolazi do promjene u metabolizmu te stanice
poc¢inju koristiti laktat kao izvor energije (Mulukutla i sur., 2012). Konzumacija laktata dogada se
kada je njegova koncentracija visoka dok je koncentracija glukoze niska kao i brzina njene

potrosnje.
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Osim laktata, kao nusprodukt tijekom uzgoja stanica, nastaje i amonijak. Prikaz promjene
koncentracije amonijaka u mediju za vrijeme uzgoja CHO DP-12 stanica s dodanim hidrolizatima
lana i kontrolnim uzorkom prikazan je na slici 11. Sve krivulje prate isti trend, amonijak je
podjednako nastajao u svim uzorcima te je dostigao najviSu koncentraciju 6. dan, nakon ¢ega
koncentracija pocinje padati te od 7. dana stagnira, $to se¢ ne podudara s literaturnim navodima.
Pokazano je kako koncentracija amonijaka iznad 3 mM L™ inhibira stani¢ni rast (Tayi i Butler,
2014), navedena koncentracija postignuta je otprilike Cetvrtog dana medutim gledajuci krivulju
rasta (slika 8) nije vidljiva inhibicija rasta u tim danima s obzirom na to da su tada svi uzorci bili u
eksponencijalnoj fazi rasta. Nesto visa koncentracija amonijaka nastala je u uzorcima s dodanom
koncentracijom hidrolizata i frakcija od 0.5 g L™ za razliku od onih s dodanom koncentracijom od
2 g L. Stagniraju¢a koncentracija amonijaka od otprilike 6 mM L imala je negativan utjecaj na

rast kada je vidljiv pad koncentracije stanica te ulazak u fazu odumiranja (slika 8).
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Slika 11. Prikaz promjene koncentracije amonijaka u hranjivom mediju tijekom uzgoja stanica.
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Slika 12. Prikaz koncentracije proizvedenog protutijela (1), relativne volumetrijske produktivnosti
(2) i relativne specificne produktivnosti (3) CHO DP-12 stani¢ne linije u uzorcima hranjivog

medija s dodatkom hidrolizata i njegovih frakcija dobivenih djelovanjem enzima Alcalase.

Koncentracija 1gG-a mjerena je na kraju uzgoja, iz uzoraka uzetih devetog dana. 1z
prikazanih rezultata (1) vidljivo je kako je kontrola postigla najviSu koncentraciju proizvedenog
protutijela od 201,6 mg L $to je i oekivano s obzirom na to da je brojnost stanica bila najvisa u
tom uzorku. Nesto niZa koncentracija postignuta je u uzorcima gdje su dodane frakcija hidrolizata
ispod 10 kDa i ispod 1 kDa u koncentraciji od 0.5 g L. Kada se uzme u obzir trajanje uzgoja,
dobiju se vrijednosti volumetrijske produktivnosti. Kod prikaza grafa relativne volumetrijske
produktivnosti (2) vidljivo je kako je produktivnost svih uzoraka manja od kontrole. Uzimajuci u

obzir koncentraciju stanica i trajanje eksponencijalne faze rasta, dobivene su vrijednosti specifi¢ne
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produktivnosti. Na grafu relativne specificne produktivnosti (3) vidljivo je kako najmanju
specifi¢nu produktivnost ima kontrola, dok najvisu ima uzorak ukupnog hidrolizata, koncentracije
0.5g L (UK 0.5) gdje je postignuta skoro 2x veéa specifi¢na produktivnost u odnosu na kontrolu.
Iz rezultata mozemo vidjeti da je najveca koncentracija protutijela postignuta u kontrolnom uzorku,
za $to je zasluzna postignuta visoka koncentracija stanica, dok je vidljivo kako svaka stanica
zasebno proizvodi vise protutijela u uzorcima s dodanim hidrolizatima i frakcijama nego stanice u
kontroli. Dakle, hidrolizati dobiveni djelovanjem enzima Alcalase imaju pozitivan utjecaj na
produktivnost CHO DP-12 stani¢ne linije.

4.4. UCINAK PROTEINSKOG HIDROLIZATA I NJEGOVIH FRAKCIJA DOBIVENIH
ENZIMOM NEUTRASE NA RAST, PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12
STANICA
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Slika 13. Krivulja rasta CHO DP-12 stanica tijekom 9 dana uzgoja u hranjivom mediju (kontrola)
i hranjivom mediju s dodatkom hidrolizata i frakcija uljne pogace lana dobivenih djelovanjem

enzima Neutrase. Desno se nalazi prikaz vrijednosti najveéih specificnih brzina rasta (pmax) za

pojedini uzorak.
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Iz krivulje rasta (slika 13.) vidljivo je kako nema prevelikih razlika medu uzorcima s
dodacima hidrolizata proteina dobivenih djelovanjem enzima Neutrase u odnosu na krivulju rasta
kontrolnog uzorka. Stanice su kod svih uzoraka prva dva dana bile u lag fazi, nakon ¢ega stanice
kre¢u u eksponencijalnu fazu rasta. Kod uzoraka s frakcijama manjih od 1 kDa u obje koncentracije
te u uzorku s ukupnim hidrolizatom, koncentracije 0.5 g L™, stanice kreéu s eksponencijalnom
fazom dan kasnije. Uzorci s frakcijama ispod 10 kDa u obje koncentracije te uzorak HLN UK 0.5
imaju nesto bolji rast u odnosu na druge uzorke i kontrolu, medutim vecina uzoraka postize sli¢nu
maksimalnu koncentraciju stanica. Najniza koncentracija stanica postignuta je dodatkom frakcija
<1 kDa u koncentraciji od 2 g L™, navedeni uzorak je takoder najranije usao u fazu odumiranja.
Stanice su uzgajane 9 dana. 1z vrijednosti najvecih specifi¢nih brzina rasta (umax) vidljivo je kako
krivulje frakcija ispod 10 kDa koje pokazuju najbolji rast, imaju i najvise vrijednosti pumax. Uzorak
frakcija ispod 1 kDa, koncentracije 0.5 g L ima najnizu vrijednost pmax, razlog tome je produljeno
vrijeme eksponencijalne faze.
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Slika 14. Prikaz promjene koncentracije glukoze u hranjivom mediju tijekom uzgoja stanica.

Iz krivulje potrosnje glukoze (slika 14.) vidljivo je kako svi uzorci prate isti trend,
koncentracija glukoze pada s vremenom provedbe eksperimenta. Svi uzorci imaju sli¢ne krivulje,

vidljivo je kako u prva Cetiri dana trajanja uzgoja, uzorak HLN <I 2 ima neSto viSu potro$nju
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glukoze od ostalih uzoraka $to se ne slaze s krivuljom rasta s obzirom na to da je vidljivo kako
navedeni uzorak postiZze najnizu koncentraciju stanica. Od 4. dana pa do kraja uzgoja svi uzorci

imaju veoma sli¢ne vrijednosti koncentracije glukoze.
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Slika 15. Prikaz promjene koncentracije laktata u hranjivom mediju tijekom uzgoja stanica.

Na slici 15. prikazana je promjena koncentracije laktata u uzorcima tijekom 9 dana uzgoja.
Prva Cetiri dana uzgoja nema razlike u koncentraciji laktata medu uzorcima, nakon ¢ega je vidljivo
kako u kontrolnom uzorku nastaje nesto vise laktata do 7.dana, nakon ¢ega koncentracija laktata
pocinje padati uslijed njegove konzumacije. Ostatak uzoraka vecinski stagnira od 4. do 6., ponegdje
7.dana nakon cCega koncentracija laktata takoder pada. Od 8. dana kod svih uzoraka s dodacima
hidrolizata ponovno dolazi do povecéanja koncentracije laktata, moguci je razlog odumiranje stanica
koje vi$e nisu u mogucnosti konzumirati laktat, te takoder zbog raspada membrane stanica dolazi
do otpustanja laktata u okolni medij. lako u uzorcima nije dostignuta kriticna koncentracija laktata
od 20 mmol L-1, pokazano je kako laktat pri nizoj koncentraciji, ve¢ od 12 mmol L zajedno s
amonijakom u koncentracijama od 1 do 4 mmol L sinergisti¢ki djeluju na stanice te inhibiraju
njihov rast (Hassell i sur., 1991).
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Slika 16. Prikaz promjene koncentracije amonijaka u hranjivom mediju tijekom uzgoja stanica.

Na grafickom prikazu promjene koncentracije amonijaka tijekom uzgoja stanica vidljivo je
kako sve krivulje prate isti trend osim uzorka HLN UK 2 gdje koncentracija amonijaka postupno
raste do 7.dana nakon ¢ega ulazi u fazu stagnacije. Vidljivo je kako je uzorak HLN <1 2 proizveo
najvisu koncentraciju amonijaka, koja je dostigla vrhunac 6.dan, §to je negativno utjecalo na rast
stanica koje su tada pocele odumirati (slika 13.). Stagniraju¢a koncentracija amonijaka od 7.dana

negativno je utjecala na stanice koje su usle u stacionarnu fazu te fazu odumiranja.

Iz prikaza dobivenih vrijednosti koncentracije 1gG-a na kraju uzgoja (slika 17., 1), najvise
proizvedenog protutijela imao je uzorak s dodanim frakcijama hidrolizata ispod 1 kDa u
koncentraciji od 0.5 g L™, nesto niza koncentracija protutijela izmjerena je u uzorku s dodanim
frakcijama hidrolizata ispod 10 kDa u istoj koncentraciji. U navedenim uzorcima su i vrijednosti
relativne volumetrijske produktivnosti (2) bile bolje jer je u obzir uzet broj dana uzgoja. Uzorci s
dodanim ukupnim hidrolizatima u obje koncentracije, dodanim frakcijama ispod 10 kDa u
koncentraciji 2 g L te frakcijama ispod 1 kDa u koncentraciji 2 g L™ imaju niZi titar od kontrolnog
uzorka. Iz vrijednosti relativne specifi¢ne produktivnosti vidljivo je kako svi uzorci osim UK 2
imaju bolju specificnu produktivnost u odnosu na kontrolu. 1z dobivenih vrijednosti moze se
zakljuciti kako hidrolizati proteina dodani u navedenim uzorcima imaju pozitivan utjecaj na

produktivnost stani¢ne linijje CHO DP -12, dok uzorak UK 2 ima negativan utjecaj na
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produktivnost. Uzorak HLN <1 2 postigao je najnizu koncentraciju stanica (slika 13) medutim ima
najvecu specificnu produktivnost §to moze znaciti da navedeni hidrolizat ima negativan utjecaj na

rast stani¢ne linije, ali pozitivan utjecaj na produktivnost.
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Slika 17. Prikaz koncentracije proizvedenog protutijela (1), relativne volumetrijske produktivnosti
(2) i relativne specifiéne produktivnosti (3) CHO DP-12 stani¢ne linije u uzorcima hranjivog

medija s dodatkom hidrolizata i njegovih frakcija dobivenih djelovanjem enzima Neutrase.
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4.5. UCINAK PROTEINSKOG HIDROLIZATA I NJEGOVIH FRAKCIJA DOBIVENIH
ENZIMOM PROTAMEX NA RAST, PRODUKTIVNOST | METABOLIZAM CHO DP-12
STANICA
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Slika 18. Krivulja rasta CHO DP-12 stanica tijekom 9 dana uzgoja u hranjivom mediju (kontrola)
1 hranjivom mediju s dodatkom hidrolizata i frakcija uljne pogace lana dobivenih djelovanjem
enzima Protamex. Desno se nalazi prikaz vrijednosti najveéih specifi¢nih brzina rasta (imax) za

pojedini uzorak.

Iz krivulje rasta (slika 18.) vidljivo je kako su svi uzorci prva dva dana bili u lag fazi, nakon
¢ega kontrolni uzorak, HLP UK 0.5 te HLP <I 0.5 krecu u eksponencijalnu fazu, ostatak uzoraka
kre¢e s eksponencijalnom fazom dan kasnije. Uzorci HLP <10 u obje koncentracije, zajedno s
kontrolom pokazuju najbolji rast te najviSe postignute koncentracije stanica u kojoj prednjaci
uzorak HLP <10 2. Navedeni uzorci postizu maksimalnu koncentraciju stanica 6.dan nakon ¢ega
imaju blagi pad koncentracije te ulaze u fazu odumiranja. Uzorci s dodanim frakcijama ispod 1
kDa imaju nesto slabiji rast od uzoraka s frakcijama ispod 10 kDa, medutim bolji rast od uzoraka
s dodanim ukupnim hidrolizatima. Vidljivo je kako uzorak HLP UK 2 ima najslabiji rast te je

moguce da je dodatak navedenih hidrolizata negativno utjecao na rast stanica. Uzgoj je trajao 9
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dana. Vrijednosti najvec¢ih specificnih brzina rasta poklapaju se s prikazanim krivuljama rasta,
uzorci frakcija ispod 10 kDa te kontrola pokazuju najvise vrijednosti specifi¢nih brzina rasta kao i

najbolji rast na grafickom prikazu. Kod ostalih uzoraka nije zabiljeZen posebno negativan utjecaj

na brzinu rasta.
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Slika 19. Prikaz promjene koncentracije glukoze u hranjivom mediju tijekom uzgoja stanica.

Iz prikazanog grafa potrosnje glukoze, vidljivo je kako sve krivulje imaju sli¢an trend
potrosnje glukoze koji se slaze s o¢ekivanim. Vidljivo je kako krivulja HLP UK 2 ima ne$to manju
potrosnju glukoze te je na kraju uzgoja koncentracija glukoze najvisa u navedenom uzorku,
rezultati se slazu s krivuljom rasta gdje je vidljivo kako navedeni uzorak ima najslabiji rast u
eksponencijalnoj fazi (slika 18.).

Krivulja promjene koncentracije laktata (slika 20.) prati sli¢an trend kao i1 kod prethodna
dva enzima. Sve krivulje stagniraju do 7. dana nakon ¢ega dolazi do pada koncentracije laktata Sto
prati opet stagnacija ili blagi porast koncentracije laktata. Vidljivo je kako krivulja HLP UK 2 malo
odstupa, u navedenom uzorku dolazi do najviSe koncentracije proizvedenog laktata §to je moguce

negativno utjecalo na rast stanica u navedenom uzorku.
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Slika 20. Prikaz promjene koncentracije laktata u hranjivom mediju tijekom uzgoja stanica.
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Slika 21. Prikaz promjene koncentracije amonijaka u hranjivom mediju tijekom uzgoja stanica.

Na prikazanoj krivulji promjene koncentracije amonijaka (slika 21.) tijekom 9 dana uzgoja
vidljivo je kako je amonijak dostigao najvisu koncentraciju 6. dan nakon ¢ega njegova
koncentracija pada te od 7. dana stagnira. Najmanja koncentracija amonijaka postignuta je u uzorku

HLP UK 2 sto se moze pripisati najslabijem rastu stanica u navedenom uzorku. Nakon stabilizacije
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koncentracije amonijaka vidljiv je negativan utjecaj na stanice i ulazak u fazu odumiranja sto je

prikazano na slici 18.
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Slika 22. Prikaz koncentracije proizvedenog protutijela (1), relativne volumetrijske produktivnosti
(2) 1 relativne specifiéne produktivnosti (3) CHO DP-12 stani¢ne linije u uzorcima hranjivog

medija s dodatkom hidrolizata i njegovih frakcija dobivenih djelovanjem enzima Protamex.

Najveca koncentracija nastalog protutijela zabiljeZena je u kontrolnom uzorku (1) dok se
kod uzoraka s dodanim hidrolizatima ne vidi posebno negativan, ali ni pozitivan utjecaj na
koncentraciju proizvedenog protutijela. Najniza koncentracija zabiljezena je u uzorku UK 2 §to se

slaze s rezultatima krivulje rasta jer je navedeni uzorak imao najslabiji rast (slika 18). Medutim, na

56



prikazu relativne specificne produktivnosti (3) je vidljivo kako, iako uzorak UK 2 ima najslabiju
koncentraciju proizvedenog protutijela zbog slabog rasta stanica u navedenom uzorku, specifi¢na
produktivnost je najvisa te gotovo 2x veéa od kontrolnog uzorka. 1z navedenog se moze zakljuciti
kako dodatak hidrolizata u uzorku UK 2 ima negativan utjecaj na rast stanica, ali vrlo pozitivan
utjecaj na produktivnost. Navedena pojava spomenuta je u radu koji su proveli Kumar i sur. (2007)
gdje odredene promjene u metabolizmu stanica dovode do inhibicije rasta, a posljedicno do
povecane specifi¢ne produktivnosti. Na grafu 3 vidljiv je pozitivan utjecaj dodanih hidrolizata i u
ostalim uzorcima osim kod uzorka <1 0.5 gdje je vidljiv negativan utjecaj na produktivnost. Na
grafu relativne volumetrijske produktivnosti (2) vidljiv je odnos proizvedenog protutijela po danu

uzgoja u odnosu na kontrolni uzorak koji pokazuje najbolju produktivnost.

Analizom rezultata, vidljiv je razli¢it utjecaj hidrolizata dobivenih enzimima Alcalase,
Neutrase i Protamex na rast i produktivnost stanica. Sto potvrduje rezultate istraZivanje koje su
proveli Chabanon i sur. (2008) da iako se radi o frakcijama jednakih veli¢ina peptida i istog
aminokiselinskog sastava, hidrolizati ne pokazuju istu uinkovitost u pogledu rasta stanica i
produktivnosti, Sto ukazuje na vaznost specifi¢nosti koriStenih enzima i sastava dobivenih

hidrolizata.
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5. ZAKLJUCCI

1. Rezultati provedene hidrolize s tri proteoliticka enzima, Alcalase, Neutrase i Protamex
podudaraju se s dosadaSnjim literaturnim navodima gdje je najucinkovitija hidroliza provedena
djelovanjem enzima Alcalase, dok je najmanje ucinkovit enzim Neutrase. Rezultati prikazani

pomoc¢u SDS PAGE gel elektroforeze potvrduju rezultate dobivenih stupnjeva hidrolize.

2. Proteinski hidrolizati uljne pogace lana dobiveni pomocu enzima Alcalase, Neutrase i Protamex,
kao i peptidne frakcije hidrolizata, dodani u medij za uzgoj stanica u koncentraciji od 2 i 0.5 g L,

nemaju znacajan utjecaj na rast stani¢ne linije CHO DP-12.

3. Proteinski hidrolizat i njegove frakcija, dobiveni pomocu enzima Alcalase imaju pozitivan
utjecaj na produktivnost CHO DP-12 stani¢ne linije, dok imaju blago negativan utjecaj na rast

stanica.

4. Frakcije dobivene pomoéu enzima Neutrase u koncentracijama 2 i 0.5 g L%, kao i hidrolizat u
koncentraciji 0.5 g L™ pozitivno su utjecali na produktivnost CHO DP-12 staniéne linije. Frakcija

hidrolizata <1 kDa nepovoljno je djelovala na rast stanica pri koncentraciji od 2 g L™.

5. Hidrolizat proteina dobiven pomoc¢u enzima Protamex, kao i njegove frakcije veli¢ine <10 kDa
u obje koncentracije te frakcija <1 kDa u koncentraciji 2 g L™, pozitivno su utjecali na
produktivnost CHO DP-12 stanica. Pritom je dodatak hidrolizata u koncentraciji 2 g L%, gdje je
vidljivo skoro 100 %-tno povecanje specifi¢ne produktivnosti, istovremeno usporio rast stanica $to

je moguce pozitivno utjecalo na brzinu biosinteze rekombinantnog protutijela.
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