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1. UVOD

Zivotinjske stanice imaju sposobnost pravilnog smatanja proteina i provodenja
posttranslacijskih modifikacija zbog ¢ega proteini dobiveni kulturom Zivotinjskih stanica imaju
bolju biolosku aktivnost od onih sintetiziranih u mikroorganizama. Stoga kulture zivotinjskih
stanica predstavljaju najvazniji sustav za proizvodnju terapeutskih proteina i ostalih proizvoda
koristenih u klinicke svrhe (Wurm, 2004). Siroku primjenu pronasle su u proizvodnji virusnih
cjepiva, imunologiji, toksikologiji te tkivnom inzenjerstvu.

Pojedine stani¢ne linije mogu imati neogranic¢en broj stanicnih dioba i rasti u suspenziji,
Sto omogucava laksi uzgoj u ve¢im volumenima koristenjem metoda jednakih onima kod
kultura mikrobnih stanica (Ozturk, 2005).

Za uspjesSan rast i proliferaciju stanica, a ujedno i vecu produktivnost potrebno je
prilagoditi uvjete kultivacije /in vitro i osigurati optimalnu temperaturu, pH vrijednost, sastav
zraka i hranjivog medija. Hranjivi medij mora osigurati Sto ve¢u gustocu i vijabilnost kulture te
potaknuti sintezu i transport proizvoda izvan stanice (Ritacco i sur., 2018). Medij ima ulogu
opskrbiti stanice hranjivim tvarima, stoga mora sadrzavati ugljikohidrate, aminokiseline,
vitamine, hormone i anorganske soli. Kao izvor faktora rasta, hormona i elemenata u tragovima
uglavnom se koristi serum Zivotinjskog porijekla, najéesée FBS (eng. Fetal Bovine Serum).
Serum predstavlja potencijalni izvor bioloskih kontaminanata, njegov nedefinirani sastav varira
od SarZe do Sarze, a visoki udio proteina otezava prociS¢avanje proizvoda. Uz to, cijena seruma
je vrlo visoka, a zbog nacina prikupljanja predstavlja i eticki problem. Zbog toga se sve vise
primjenjuju mediji bez seruma i potpuno definiranog kemijskog sastava (Butler, 2013).

Sastav medija utjeCe na rast stanica i njihovu produktivnost, ekspresiju gena, kvalitetu
produkta te metabolizam laktata i amonijaka.

Na trzistu postoji nekoliko kemijski definiranih hranjivih medija, razliCito dizajniranih za
ubrzavanje rasta i postizanje vece gustole stanica, produzenu vijabilnost ili povedanje
produktivnosti. Ne postoji univerzalni medij koji odgovara i jednako utjece na sve stanice, vec¢
se sastav medija razlikuje ovisno o tipu stanica u kulturi. RazliCite stanice imaju razlicite
nutritivne potrebe, stoga je potrebno uloZiti dosta vremena i znanja za konstrukciju i odabir
odgovarajuéeg hranjivog medija (Pan i sur., 2017).

Kako bi se utvrdilo na koji nacin razli¢iti mediji utjeCu na rast i produktivnost stani¢ne
linije CHO DP-12, u ovom radu stanice su uzgajane u Cetiri razli¢ita kemijski definirana medija.
Tijekom uzgoja stanica pratio se njihov rast, vijabilnost, potrosnja glukoze te proizvodnja

laktata i rekombinantnog humanog monoklonskog protutijela anti-IL8.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kultura Zivotinjskih stanica

Kultura Zivotinjskih stanica je metoda uzgoja stanica izoliranih iz razliitih tkiva Zivotinja
u umjetnom i kontroliranom okoliSu, izvan tkiva iz kojeg originalno potje¢u (Khanal, 2017).
Stanice u kulturi mogu se smatrati zasebnim organizmom, poput stanica mikroorganizama
(Butler, 2004).

Prva kultura zZivotinjskih stanica uspostavljena je 1907. godine, kada je Ross Harrison
uzgojio stanice zivaca embrija Zabe i dokazao da stanice u Zabljoj limfi mogu prezivjeti, ali i
rasti (Bhatia i sur., 2019). Danas se kultura Zivotinjskih stanica smatra neizostavnim alatom u
razliCitim biotehnoloskim procesima te se koristi za istrazivanje fiziologije i stanicnih
biokemijskih procesa, testiranje razlicitih tvari na specificnim tipovima stanica (hormoni, faktori
rasta, potencijalno toksi¢ne ili mutagene tvari), proizvodnji umjetnih tkiva ili sintezi
visokovrijednih proizvoda u vecoj koli¢ini (virusna cjepiva, monoklonska protutijela, terapijski
rekombinantni proteini) (Butler, 2004).

Kulture stanica pripremljene iz tkiva izoliranih neposredno iz organizma, mehanickim
putem ili enzimskom razgradnjom, nazivaju se primarnim kulturama. Takve stanice imaju malu
specificnu brzinu rasta, heterogene su i posjeduju svojstva tkiva iz kojeg su izolirane.
Subkultiviranjem primarne kulture nastaje stanicna linija. Ako stani¢na linija nakon nekoliko
subkultiviranja odumire radi se o konacnoj stani¢noj liniji, medutim imortalizacijom ili
transformiranjem moze se postic¢i neogranicen broj stani¢nih dioba i uspostaviti kontinuirana
stanicna linija (Bhatia i sur., 2019). Glavna prednost kontinuiranih stanicnih linija je veéa brzina
rasta i veca gustoca stanica te mogucnost rasta u suspenzijama i u medijima bez seruma.
Medutim takve kulture pokazuju veéu kromosomsku nestabilnost, fenotipski se razlikuju od
tkiva iz kojeg su izolirane i ne posjeduju specificne tkivne markere (Alves i sur., 2008).
Selekcijom ili kloniranjem stanica odredenih karakteristika iz stanicnih linija nastaju stani¢ni
sojevi koji zadrzavaju osnovna svojstva stanicne linije, ali se po nekom svojstvu od nje ipak
razlikuju (Khanal, 2017).

Zbog mogucénosti koristenja istog tipa stanica i homogene kulture dobivaju se ponovljivi
i pouzdani rezultati, a primjenom kulture Zivotinjskih stanica omogucava se bolje razumijevanje
utjecaja pojedinih tvari na odredeni tip stanica. Kontrola stani¢nog okolisa znatno je bolja, a
smanjuje se koli¢ina potrebnih reagensa i pokusnih Zivotinja. Glavni problem predstavljaju
visoki troskovi i potreba za posebno obucenim osobljem te promjena karakteristika stanica
tijekom kontinuiranog uzgoja, ¢ime se gube proizvodna svojstva (Butler, 2004).



2.1.1. Faze rasta zivotinjskih stanica

Stanice u kulturi prolaze razliCite faze rasta koje se graficki mogu prikazati kao
sigmoidalna krivulja rasta (Slika 1.). Oblik krivulje ovisi o uvjetima uzgoja i dostupnosti
hranjivih tvari. Poznavanije krivulje rasta vazno je za uspostavljanje protokola eksperimenta, a
ona se sastoji od lag faze, faze eksponencijalnog rasta (log faza), stacionarne faze i faze

odumiranja.

10°

Stacionarna faza

Faza odumiranja

Broj stanica

Lag faza

| | 1 | 1 1 |
0 24 48 72 96 120 144 168

Sati nakon nacjepljivanja

Slika 1. Krivulja rasta stanica (Davis, 2011)

Nakon nacjepljivanja na novi medij, stanicama je potrebno odredeno vrijeme kako bi
se na njega prilagodile. Taj period naziva se lag fazom, tijekom koje ne dolazi do porasta broja
stanica ili je porast vrlo malen. Trajanje lag faze ovisi o fizioloSkom stanju stanica, njihovoj
brojnosti i fazi u kojoj se nalaze tijekom precjepljivanja. Stanice precijepljene u vecoj pocetnoj
koncentraciji ili one koje su precijepljene u fazi eksponencijalnog rasta imat ¢e kraci period
prilagodbe (Davis, 2011).

Log fazu karakterizira aktivna proliferacija i eksponencijalno povecanja broja stanica.

Brzina rasta u ovoj fazi ovisi o karakteristikama stanicne linije i uvjetima u kojima se ona uzgaja
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(sastav medija, dostupnost kisika, temperatura...) (Davis, 2011). Kontinuirano
udvostrucavanje broja stanica traje sve dok u mediju ima dovoljno hranjivih sastojaka ili dok
koncentracija proizvoda metabolizma ne dosegne vrijednost toksi¢nu za stanice. (Maric i
Santek, 2009).

U stacionarnoj fazi brzina rasta izjednacava se s brzinom odumiranja, zbog ¢ega nema
znacajne promjene u broju stanica (Davis, 2011). Nakon stacionarne faze slijedi faza
odumiranja u kojoj stanice umiru brze nego Sto nastaju nove te vijabilnost kulture znacajno

opada.

2.1.2. Uvjeti uzgoja

Kako bi se stanice u kulturi mogle dijeliti i odrzavati svoj metabolizam potrebno je
parametri koji utjeu na metabolizam stanica su temperatura, pH medija, udio CO; i O, te
osmotski pritisak.

Nedostatak kisika uzrokuje smanjeni rast stanica, medutim prevelika koncentracija
moze dovesti do oksidativnog stresa, stoga se udio kisika od 30 d0 60% smatra optimalnim za
uzgoj Zivotinjskih stanica (Amable i Butler, 2008).

Optimalna pH vrijednost medija ovisi o vrsti stanice te za veéinu stanica iznosi izmedu
7,0i7,4. Za puferiranje medija koristi se bikarbonatni pufer koji u ravnotezi sa CO; iz atmosfere
odrzava vrijednost pH unutar optimalnih vrijednosti. Buduci da CO; ima vaznu ulogu u uzgoju
animalnih stanica, kontrolira se njegov udio u atmosferi i postavlja na vrijednost od 2 do 10%.

Optimalna temperatura uzgoja, takoder, ovisi o vrsti stanica i o fizioloSkoj temperaturi
domacina iz kojeg su izolirane, stoga se stanice porijeklom iz sisavaca uzgajaju pri temperaturi
od 36 °C do 37 °C, dok je za stanice hladnokrvnih zivotinja optimalna temperatura znatno
manja i iznosi izmedu 18 °Ci 25 °C.

Osmotski pritisak ima ulogu u regulaciji prolaska tvari kroz stanichu membranu, a
kontrolira se dodatkom soli.

Vaznu ulogu ima i sastav hranjivog medija koji mora sadrzavati glukozu, aminokiseline,
vitamine, minerale i hormone potrebne za regulaciju rasta i funkcionalnih karakteristika stanica
(Ryan, 2008).



2.1.3. CHO stanicna linija

Stanice ovarija kineskog hrcka (eng. Chinese Hamster Ovary, CHO) najceSée su
koriSteni ekspresijski sustav u proizvodnji terapeutskih proteina. Danas se gotovo 70%
terapeutskih proteina proizvodi pomoc¢u CHO stanica (Jayapal i sur., 2007). Zbog kvalitete i
visokih prinosa proizvoda nadmasile su primjenu mikrobnih stanica i mogu se koristiti bez
straha od prijenosa uzrocnika razli¢itih zaraza (Wurm, 2013).

Mala produktivnost animalnih stanica moZe se poboljSati koriStenjem recesivnih
markera dihidrofolat reduktaze (DHFR) i glutamin sintetaze (GS), ¢ime se postize amplifikacija
gena od interesa i povecanje prinosa proizvoda. Posttranslacijskim modifikacijama u CHO
stanicama, proizvode se rekombinantni proteini koji su strukturno i funkcionalno identicni
nativnim proteinima. Stanice ove stanine linije mogu se jednostavno prilagoditi na
suspenzijski rast u serum-free medijima, u kojima postizu veliku gusto¢u (Kim i sur., 2012).

Zbog malog broja kromosoma (2n=22), kineski su hrcci intenzivno koristeni u razlicitim
istrazivanjima. Dr. Theodore T. Puck 1957. godine izolirao je ovarij Zzenke kineskog hrcka i
uspostavio stabilnu i otpornu stani¢nu kulturu, kratkog generacijskog vremena, danas poznatu
kao CHO (Jayapal i sur., 2007).

2.1.4. Suspenzijski rast

Vecina stanicnih linija uzgaja se kao adherentna kultura, u kojoj stanice rastu jedino
ako su prihvacene za podlogu. Svojstvo rasta hematopoetskih stanica neovisno o podlozi i
prisutnosti drugih stanica iskoriSteno je za uspostavu suspenzijskih kultura stanica koje
originalno nemaju tu mogucnost. Fenotipskim se promjenama i modifikacijom povrsine stanica
razvijaju stanicne linije koje mogu rasti neovisno o podlozi. Tijekom procesa takve se kulture
uzgajaju u tikvicama ili bioreaktorima, u kojima se hranjivi medij mijeSa kako ne bi doslo do
stvaranja agregata i prihvacanja za stijenke posuda. Suspenzijske kulture animalnih stanica
mogu se tako uzgajati poput suspenzijskih kultura mikroorganizama kao Sto su kvasci i
bakterije.

Suspenzijske kulture uspostavljene su zbog lakSe kontrole procesa, vece dostupnosti
hranjivih tvari stanicama, lakSeg prijenosa u ve¢e mijerilo, a time i mogucnosti masovnije
proizvodnje. Faza prilagodbe (lag faza) suspenzijskih stanica znatno je kraca zbog cega je
moguce postici visoke koncentracije stanica i stani¢nog produkta (Bhatia i sur., 2019).



2.2. Hranjivi mediji za uzgoj stanica

Hranjivi medij je vazan cimbenik u tehnologiji kulture stanica buduci da osigurava
preZivljavanje stanica, potice rast i proliferaciju te regulira stani¢ne funkcije, ¢ime direktno
utje¢e na produktivnost stanica i kvalitetu konacnog proizvoda (Yao i Asayama, 2017).

Hranjivi mediji razvijeni su za razliCite vrste stanica i razlikuju se ovisno o kulturi i
potrebama industrije za postizanje visoke gustoce stanica ili produzenu vijabilnost. Osnovne
komponente hranjivog medija koje se koriste, a koje poticu rast i proizvodnju rekombinantnih
proteina su izvor ugljika, aminokiseline, vitamini, hormoni, faktori rasta, anorganske soli te
elementi u tragovima i voda.

NajceS¢e se kao izvor ugljika i energije koristi glukoza, koja se procesom glikolize
prevodi u piruvat, i dalje iz piruvata metabolizira do acetil-CoA. Acetil-CoA ulazi u citratni ciklus
kojim se dobiva energija u obliku ATP-a. Povecana koncentracija glukoze, a time i piruvata
dovodi i do povecanja koncentracije laktata koji zbog toksi¢nog djelovanja inhibira rast stanica.
Kako bi se smanjile koli¢ine nastalog laktata, kao alternativni izvor ugljika mogu se koristiti
ugljikohidrati poput galaktoze, fruktoze ili manoze.

Prisutnost aminokiselina, kao prekursora u sintezi proteina, neophodna je za rast i
produktivhost stanica. Iako se u hranjivi medij dodaju i esencijalne i neesencijalne
aminokiseline, najveca je potreba stanica za esencijalnim kiselinama (koje ne mogu same
proizvoditi): histidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, treonin, triptofan i valin.
Glutamin se dodaje u znatno vecoj koncentraciji jer se osim u sintezi proteina koristi i u sintezi
nukleotida te kao izvor energije, a njegov nedostatak uzrokuje odgadanje pocetka
eksponencijalnog rasta stanica.

Peptidi, mali proteini i hormoni imaju ulogu faktora rasta i dodaju se hranjivom mediju
kako bi se stimulirao rast i proliferacija stanica. NajceSce se kao faktor rasta koristi inzulin
(Ritacco i sur., 2018).

Vitamini djeluju kao koenzimi i prostetske skupine mnogih enzima, a buduéi da ih
stanice ne mogu sintetizirati potrebno ih je, u malim koncentracijama, dodati u hranjivi medij.
Najcesce se za stimulaciju rasta koriste vitamini B skupine.

Anorganske soli sudjeluju u odrzavanju ionske ravnoteze, osmotskog tlaka i pH (Arora,
2013). Najcescée se dodaju soli Na*, K+, Mg?*, Ca?*, Cl;, SO4*, PO4* i HCOs (Burgener i Butler,
2005). Elementi u tragovima, poput mangana, bakra, cinka i selena vazni su za normalno
funkcioniranje enzima i rast stanica, a dodaju se u vrlo malim koncentracijama, najéesée ako

medij ne sadrZi serum (Arora, 2013).



Kako bi se sprijecio rast nepozeljnih mikroorganizama (kontaminacija), moguée je u
hranjivi medij dodati antibiotik. Medutim, koriStenje antibiotika potrebno je Sto je moguée vise
izbjegavati jer ponekad moze imati antimetabolicki ucinak i uzrokovati promjenu genotipa ili
fenotipa stanica (Nema i Khare, 2012). Osim navedenih sastojaka, zbog osjetljivosti stanica
potrebno je obratiti paznju na Cisto¢u vode koja se koristi u pripremi medija.

Ovisno o dodanim suplementima, sintetski se mediji mogu podijeliti na medije koje
sadrzavaju serum, medije bez seruma (eng. serum-free media), medije bez proteina (eng.
protein-free media) i kemijski definirane medije (eng. chemically defined media) (Yao i
Asayama, 2017).

2.2.1. Serum-free hranjivi mediji

Serum je bezstani¢na komponenta krvi, kompleksnog sastava koja sadrzi smjesu
razliCitih proteina, hormona, faktora rasta, vitamina i tvari u tragovima vaznih za rast stanica
(van der Valk, 2018). Buduc¢i da je sastav seruma kemijski nedefiniran te kvalitativno i
kvantitativno odstupa od Sarze do Sarze moze uzrokovati odstupanja u rezultatima i smanjenu
reproducibilnost procesa. Najc¢eSce se koristi fetalni govedi serum (FBS, eng. Fetal Bovine
Serum) koji zbog nacina proizvodnje i porijekla predstavlja eticki problem i potencijalni izvor
mikrobnih kontaminanata poput bakterija, virusa, priona i mikoplazmi (Yao i Asayama, 2017).

Iako se u sastavu serum-free medija ne nalazi serum, medij i dalje moze sadrzavati
komponente nedefiniranog sastava. Tako medij bez dodanih komponenti animalnog porijekla
moZe sadrzavati kvasCeve, bakterijske ili biljne ekstrakte. Medij bez dodanih proteina moze
sadrzavati peptidne frakcije, ali ne i proteine, Sto znacajno olakSava proces izolacije i
prociS¢avanja konacnog proizvoda. Kemijski definirani hranjivi mediji ne sadrze proteine,
hidrolizate niti ostale komponente neodredenog sastava, a hormoni i faktori rasta koji se
dodaju u ovaj medij moraju biti visoke Cistoc¢e (van der Valk i sur., 2010).

Osnovu serum-free medija €ini smjesa DMEM/Ham F-12 (50:50 v/v), u koju se dodaju
hormoni, faktori rasta, vitamini, masne kiseline i elementi u tragovima, uz neophodan dodatak
inzulina, transferina i selena (Gstraunthaler, 2003).

Eagle-ov osnovni medij (Eagle's Basal Media) prvi je kemijski definirani hranjivi medij,
koji s dodatkom seruma Zivotinjskog porijekla osigurava potrebne faktore rasta, 13
aminokiselina, 8 vitamina i 6 ionskih skupina. Dulbeccova modifikacija Eagle-ovog osnovnog
medija (DMEM), s 4 puta vecom koncentracijom aminokiselina i vitamina omogucava

postizanje znatno vece gustoce stanica. Ham's F-12 medij svojim slozenim sastavom



omogucava uzgoj klonskih kultura stanica, a kombinacijom ovih dvaju medija nastaje osnovni
medij koji se koristi za uzgoj brojnih stanicnih linija (Butler, 2013).

Mediji koji ne sadrze serum specifi¢ni su za odredeni tip stanica (Barnes i sur., 1987.),
stoga nadomjestak seruma komponentama odredenog sastava zahtijeva mnogo vremena,
znanja i iskustva te koristenje velikog broja tvari visoke Cistoce, koje komercijalno nisu lako
dostupne, Sto znacajno povecava cijenu u odnosu na medije koji sadrze serum. Medutim,
mediji bez seruma mogu pospjesiti rast, povecati produktivnost stanica i olaksati proces
izolacije proizvoda, zbog ¢ega je potraznja za takvim medijima sve veca, Sto smanjuje njihovu
cijenu (van der Valk i sur., 2018.)



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Mediji

Tijekom izrade ovog rada koriStena su Cetiri razliCita kemijski definirana medija:

e Dynamis™ AGT™ Medium, Gibco, SAD (Dynamis)

e CD CHO Medium (1X), Chemically Defined Medium, Gibco, SAD (CD CHO)

e EX—CELL ® CD CHO Serum — Free Medium for CHO Cells, Chemically Defined, Sigma-
Aldrich, St. Louis, SAD (EX-CELL)

e PowerCHO ®-2 CD, Chemically Defined Selective Medium, Lonza, Verviers, Belgija
(PowerCHO)

3.1.2. CHO stanicna linija

U ovom je radu koristena CHO DP-12 stanicna linija fibroblasta ovarija kineskog hrcka
adaptirana na suspenzijski rast. Ova staniCna linija proizvodi rekombinantno humano
monoklonsko protutijelo anti-IL8, izotip IgG. Pohranjena je u American Type Cell Collection
(ATTC) banci 8 Manassas, Virginia, SAD, pod oznakom (ATCC®CRL 12444TM).

3.1.3. Kemikalije

Tripan-plavo, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Rh-inzulin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Metotreksat (MTX), Cerilliant, SAD
GlutaMAX™, Gibco, SAD

Anti-Clumping Agent, Gibco, SAD



Antibiotik antimikotik, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Bmerkaptoetanol, LKB, Bromma, Svedska
Bromfenol plavo, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Coomassie plavo, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
EDTA (Kompleksal III), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Octena kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Glicerol, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Protein Markers, Lonza Rockland, Maine, SAD

Mini-Protean® TGX™ gelovi, Bio-Rad, Hercules, SAD

3.1.4. Otopine i puferi

Reagens za odredivanje glukoze (Glucose GOD-PAP, BIOLABO, Maizy, Francuska)

fosfatni pufer (pH 7,5) 0,150 mol L*
klor-4-fenol 2 mmol L*
4-aminoantripin (PAP) 0,8 mmol L!
glukozaoksidaza (GOD) >20kUL?
peroksidaza (POD) >1,0kuL?

Standard za odredivanje glukoze

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

Reagens za odredivanje laktata (L-Lactic Acid Assay Kit, Megazyme, Bray, Irska)

R1:  pufer (pH 10)
D-glutamat

NaN3
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R2: NAD*/PVP
R3:  D-glutamat transaminaza
R4:  L-laktat dehidrogenaza

Standard za odredivanje laktata

L-laktat 0,15 mg mL!

Pufer za uzorke za SDS elektroforezu

2 mM EDTA III

2% (m/v) SDS

10% (v/v) glicerol

0,001% (v/v) bromfenol plavo
5% (v/v) f-merkaptoetanol
50 mM Tris-HCI pufer (pH 6,8)

Pufer za proteinsku elektroforezu

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

Coomassie otopina za bojanje gelova

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

destilirana voda
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3.1.5. Uredaji i oprema

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Memmert, Njemacka

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

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

Inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka

Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

Neubauerova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright-Line, Njemacka
Ploce s jazicama, Corning, SAD

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

odmijerne tikvice)

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

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

VrtloZzna mijesSalica, IKA, Njemacka

Spektrofotometar Thermo Scientific Genesys 10 S UV/Vis, SAD
Centrifuga, ECEN-205, MRC Lab, Izrael

Erlenmeyer tikvice za uzgoj stanica, Corning, SAD

Sistem za vertikalnu elektroforezu CVS10D, Clever Scientific Ltd., Rugby, Velika

Britanija

Sustav napajanja za elektroforezu, Consort, Turnhout, Belgija

12



3.2. Metode rada

3.2.1. Uzgoj CHO stanicne linije u suspenziji

Stanice zamrznute na temperaturi od -80 °C u ampulama volumena 1 mL i
koncentraciji od 1 x 107 stanica mL! odmrznute su uranjanjem ampule u vodenu kupel;j
temperature 37 °C, nakon Cega je sadrzaj prenesen u sterilnu kivetu s 5-10 mL hranjivog
medija. Sadrzaj je potom centrifugiran, a supernatant pazljivo dekantiran. Talog stanica
resuspendiran je u mediju PowerCHO i prenesen u Erlenmeyerovu tikvicu, gdje su stanice
uzgajane do koncentracije od 4 x 10° stanica mL™.

Stanice su uzgajane u kemijski definiranim medijima s dodatkom sljedecih komponenti
(na 100 mL medija): MTX (10 L), rh-inzulin (20 uL), GlutaMAX™ (4 mL), Anti-Clumping (250
pL) i antibiotik (1 mL). Erlemeyerove tikvice s kulturama smijeStene su u inkubator na
temperaturu od 36,6 °C, u atmosferu s 5% CO, te na tresilicu podeSenu na 160 rpm. Broj
stanica, potrosnja glukoze i proizvodnja laktata praceni su svakodnevno, sve do smanjenja

vijabilnost kulture ispod 60%.

3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom 7rypan Blue

Vijabilnost kulture i broj stanica odredeni su koriStenjem bojila tripan-plavo. Zbog
narusenog integriteta membrane mrtvih stanica bojilo moze difundirati u citosol, zbog ¢ega su
mrtve stanice pod svjetlosnim mikroskopom plavo obojene i razlikuju se od Zivih koje nisu
obojene. Uzorak za brojanje pripremljen je resuspendiranjem 10 pL suspenzije stanica u 10
ML bojila tripan-plavo. 10 pL tako obojene suspenzije naneseno je na Neubauerovu komoricu.

Neubauerova komorica sluzi za precizno odredivanje broja stanica. Sastoji se od 9
ugraviranih kvadrata, a stanice se broje u 4 velika kvadrata smjestena u kutovima i podijeljena

na 16 (4x4) malih kvadrata. Broj stanica racuna se pomocu formule:

broj stanica mL! = broj stanica izbrojanih u sva 4 kvadrata x 5 000 [1]
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Slika 2. Neubauerova komorica za brojanje stanica (Anonymus 1, 2020).

3.2.3. Odredivanje koncentracije glukoze u hranjivom mediju

Koncentracija glukoze u hranjivom mediju odredena je enzimatsko kolorimetrijskom
metodom, pomocu komercijalnog Glucose (GOD-PAP) testa proizvodaca BIOLABO, koji se

temelji na sljede¢im reakcijama:

glukoza oksidaza

glukoza + O, » glukonska kiselina + H.0;
2 H,0; + fenol + 4-aminoantipirin _PeOksidaza__ _ - crveni kinon + 4 H,0

Ostatak uzorka suspenzije nakon odredivanja broja stanica centrifugiran je 4 minute
na 1500 rpm, a koncentracija glukoze odredena je u izdvojenom supernatantu.
Uzorak za mjerenje pripremljen je na nacin da je 10 L uzorka medija ili standardne otopine
glukoze dodano u 1 mL reagensa. Slijepa proba, umjesto uzorka sadrzi isti volumen destilirane
vode. Svi uzorci, ukljucujuéi slijepu probu i standard pripremljeni su u tri paralele i inkubirani
10 minuta pri 37 °C, nakon Cega je spektrofotometrom odredena apsorbancija pri valnoj duljini
od 500 nm. Na temelju razvijenog obojenja odredena je koncentracija crvenog kinona,

proporcionalna koncentraciji glukoze, prema formuli:

Auzor a
_Luzorka [2]

koncentracija glukoze [mmol L™1] = X Cstandarda

Astandarda
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3.2.4. Odredivanje koncentracije laktata u hranjivom mediju

Koncentracija laktata u hranjivom mediju odredena je pomocu komercijalnog
Megazyme® kompleta reagensa. Metoda se temelji na dvije reakcije. U prvoj reakciji se
djelovanjem enzima L-laktat dehidrogenaze, L-laktat oksidira do piruvata, pri ¢emu nastaje
NADH.

L-laktat + NAD+ Zlaktat dehidrogenazg, i yat + NADH + H*

S obzirom na to da je navedena reakcija reverzibilna i moze i¢i u smjeru redukcije
piruvata u laktat potrebno je pomaknuti ravnotezu prema sintezi piruvata. Nastali piruvat u
prisutnosti D-glutamata, u reakciji D-glutamat-piruvat transaminaze prevodi u D-alanin i 2-

oksoglutarat.

piruvat + D-glutamat D-9lutamat-piruvat transaminaza  p_a|anin + 2-oksoglutarat

Koli¢cina NADH dobivenog u prvoj reakciji u stehiometrijskom je odnosu s koli¢inom

laktata u hranjivom mediju, a mjeri se spektrofotometrijski pri 340 nm.

Uzorci za mjerenje pripremljeni su prema uputama proizvodaca. Volumeni svih otopina
navedenih u protokolu umanjeni su za ¥4 kako bi se povecala iskoristivost kompleta reagensa.
U 375 L deionizirane vode dodano je 25 uL uzorka, odnosno standardne otopine L-laktata za
pripremu standarda, 125 pL pufera (pH 10), 25 pL otopine NAD*/PVP te 5 pL otopine D-
glutamat-piruvat transaminaze. Slijepa proba umjesto uzorka sadrzavala je 25 WL deionizirane
vode. Nakon inkubacije 3 minute spektrofotometrijski je odredena apsorbancija pri 340 nm
(A1). Nakon dodatka 5 pL otopine L-laktat dehidrogenaze uzorci su lagano promijesani i
inkubirani jos 10 minuta te je apsorbancija ponovno izmjerena (A.).
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Koncentracija laktata racuna se pomocu formule:

- VXM
Claktat [mm()l L 1] = e><>:i><v X AA X 11;1 [3]

V — konacni volumen [mL]

M — molarna masa L-laktata [g mol!]

€ — molarni apsorpcijski koeficijent NADH pri 340 nm [3600 | mol* cm™]
d — debljina kivete [cm]

v — volumen uzorka [mL]

A=A - A

3.2.5. Detekcija IgG u hranjivom mediju

Prisutnost proizvedenog IgG u hranjivom mediju odredena je SDS elektroforezom u
poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE). Proteini u uzorcima razdvojeni su metodom po
Leammli-ju (Leammli, 1970). Nakon Sto je uzorcima (12 yL) dodano 3 L pufera za uzorke za
elektroforezu po Leammli-ju, tretirani su 3 minute u vru¢oj vodenoj kupelji. Smjesa standardnih
proteina (5 WL) i uzorci (10 pL) naneseni su u jaZice na komercijalnom Bio-Rad gelu.
Elektroforeza je provedena u aparatu za vertikalnu elektroforezu, pri stalnom naponu od 180
V. Migracijom boje brom fenol plavo pracen je tijek elektroforeze te je po njezinom zavrsSetku
gel skinut s ploce i tijekom 2 sata inkubiran u otopini Coomassie plavo boje. Odbojavanje gela

provedeno je u otopini za odbojavanije.
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3.2.6. Odredivanje specifi¢ne brzine rasta CHO DP-12 stanica

Specifi¢na brzina rasta racuna se prema jednadzbi:

_ladx

H=la [4]
x— masa stanica
dx — povecanje biomase stanica
dt — vremenski interval

Specificna brzina rasta (u) konstantna je u log fazi, a priblizno vrijedi i za fazu

usporenog rasta pa vrijedi jednadzba:
Inx =Inx, + ut [5]

Obzirom na to da ja masa proporcionalna broju stanica, tada je:

__InN-InN,

at [6]
N—- broj stanica u 1 mL na kraju log faze
N,— broj stanica u 1 mL na pocetku log faze

At — vremenski interval (h)
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Uzgoj Zivotinjskih stanica potrebno je provoditi pri fizikalno-kemijskim uvjetima Sto
sli¢nijima onima /in vivo, kako bi se osigurao njihov optimalan rast i produktivnost. To ukljucuje
parametre poput temperature, pH vrijednosti, osmolalnosti i opskrbu stanica odgovarajuéim
nutrijentima iz medija. Buduci da se dodatkom komponenti animalnog porijekla, poput limfe,
plazme i seruma osigurava opskrba odgovarajuéim nutrijentima upravo su se ove tekucine
koristile kao medij u pocetcima istrazivanja kultura stanica. Dodatak mediju, od 2 do 20% (v/v)
seruma, i danas se koristi kao izvor aminokiselina, vitamina, hormona, lipida, minerala i faktora
rasta (Moraes i sur., 2008).

S vremenom su se koristenjem komponenti animalnog porijekla i nedefiniranog sastava
poceli javljati problemi poput visoke cijene, slabe dostupnosti i etickih pitanja zbog nacina
proizvodnje. Nadalje, zbog varijacija u sastavu seruma postoje razlike u procesima, odnosno
razlike u rastu i produktivnosti stanica od Sarze do Sarze. Prisutnost proteina otezava
prociS¢avanje rekombinantnog proteina, a komponente animalnog porijekla predstavljaju
potencijalni izvor kontaminanata poput priona, mikoplazmi i virusa (Butler, 2013). Iz navedenih
razloga danas se sve vise koriste mediji bez dodatka seruma i potpuno kemijski definirani
mediji.

Takvi mediji specificni su za pojedine vrste stanica i razli¢ito utjeCu na razlicite tipove
stanica (Moraes i sur., 2008). Pojedini mediji formulirani su da stimuliraju rast stanica, dok
drugi odrzavaju, metabolicke funkcije i poti¢u sintezu proteina (Brunner i sur., 2010).

Kako bi se odabrao optimalan medij za uzgoj odredenog tipa stanica potrebno je
odrediti u kojem mediju stanice relativno brzo rastu, postizu najvecu koncentraciju i proizvode
zadovoljavajucu koli¢inu proizvoda. Tu je Cesto potrebno naci kompromis izmedu navedenih
uzgojnih/tehnoloskih parametara, ili se ponekad pri izboru medija daje prednost jednom od
navedenih parametara. Cilj ovog rada bio je prilagoditi stanica uvjetima u razli¢itim medijima
te utvrditi koji je, od Cetiri dostupna medija (Dynamis, CD CHO, EX-CELL ili PowerCHO)
adekvatan za uzgoj CHO DP-12 stanica i proizvodnju monoklonskog protutijela anti-IL8.
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4.1. Prilagodba CHO DP-12 stanica na suspenzijski rast u razlicitim kemijski
definiranim medijima

Budu¢i da su prije poCetka eksperimenta stanice uzgajane u jednom mediju
(PowerCHO) potrebno ih je precijepiti u razli¢ite medije i prilagoditi na uvjete u njima. To se
postize postupnim smanjivanjem udjela pocetnog medija u mediju koji se ispituje. Po 5 x 10°
stanica mL! iz poCetnog medija precijepljeno je u razli¢ite kemijski definirane medije, u
ukupnom volumenu od 20 mL. Koristeni mediji su: Dynamis, CD CHO, EX-CELL i PowerCHO.
Kada je postignuta koncentracija 2 x 10° stanica mL* ponovno je precijepljeno po 5 x 10°
stanica mL! u svjeze hranjive medije. Taj postupak ponovljen je nakon Sto je ponovno
postignuta koncentracija od oko 2 x 10° stanica mL™.

35

broj stanica x 10°mL!
[ = N N w
o (§,] o (6] o

(€]

o

0 1 2 3 4 5 6
vrijeme (dani)

w— Dynamis EX-CELL PowerCHO CD CHO

Slika 3. Ovisnost broja stanica o vremenu tijekom prilagodbe CHO DP-12 stanica na

suspenzijski rast u razli¢itim kemijski definiranim medijima.

Stanice u CD CHO mediju nakon prvog precjepljivanja nisu ponovno postigle potrebnu
koncentraciju (2 x 108 stanica mL*), zbog ¢ega se smatra da se nisu prilagodile na medij te

ovaj medij u nastavku eksperimenta nije koristen.

Stanice u ostala tri medija uspjesno su se prilagodile pa je po 2,5 x 10° stanica mL*
precijepljeno u svjeze pripremljene medije.
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4.2. Rast i produktivhost CHO DP-12 stanica u razli¢itim kemijski

definiranim medijima

Kako bi se odredio ucinak medija na rast CHO DP-12 stanica broj stanica u mL kulture

pracen je metodom tripan plavo, svaka 24 sata, od nacjepljivanja do trenutka kada je
vijabilnost kulture pala ispod 60%.
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Slika 4. Krivulje rasta CHO DP-12 stanica u razlicitim kemijski definiranim hranjivim medijima.

Tablica 1. Specifi¢na brzina rasta p (h™) CHO DP-12 stanica u razlicitim kemijski definiranim

hranjivim medijima.

Hranjivi medij

Dynamis

EX-CELL

PowerCHO

b (h™)

0,0305

0,0214

Stanicne linije ovisno o vrsti i proizvodu imaju razliCite nutritivne potrebe, zbog kojih

mediji ne djeluju jednako na njihov rast i produktivnost. RazliCiti klonovi iste stanicne linije

zahtijevaju razli¢ite uvjete za postizanje optimalnog rasta, stoga je potrebno formulirati i

odabrati medij optimalan za pojedinu vrstu stanice i proces koji se provodi (Dimasi, 2011). Na
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osnovu krivulje rasta (Slika 4.) moze se uociti znacajna razlika utjecaja medija na rast CHO
DP-12 stanica. Najveci prinos, od 1,77 x 107 stanica mL™ kao i najveéa specifitna brzina rasta
(0,0305 h') postignuti su u mediju Dynamis. NeSto manju koncentraciju (8,72 x 10° stanica
mL1) i manju specifi¢nu brzinu rasta stanice su postigle u mediju PowerCHO, dok je najsporiji
rast i najmaniji prinos, od 1 x 108 stanica mL™* postignut u mediju £X-CELL.

Specifi¢ne brzine rasta CHO DP-12 stanica u pojedinim medijima navedene su u Tablici
1. U mediju EX-CELL stanice nisu usle u eksponencijalnu fazu rasta, potrebnu za odredivanje
specifi¢ne brzine rasta. Zbog toga je za specifi¢nu brzinu rasta u tom mediju uzeta vrijednost
0 ht.

100% — g
80%

60%

vijabilnost

40%
20%

0%
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
vrijeme (dani)

—8— Dynamis EX-CELL PowerCHO

Slika 5. Vijabilnost kulture CHO DP-12 stanica u ovisnosti o vremenu, u razli¢itim kemijski

definiranim hranjivim medijima.

Osim razli¢itih koncentracija koje su stanice postigle u pojedinim medijima, razlikuje se
i vrijeme tijekom kojeg je vijabilnost kulture bila ve¢a od oko 60%. Smanjenjem vijabilnosti
postupak uzgoja postaje neisplativ zbog smanjenog prinosa, a kultura se oneciscuje mrtvim
stanicama i njihovim proteinima. Praéenjem vijabilnosti kulture stanica u ovisnosti o vremenu
(Slika 5.) i usporedbom tih podataka s krivuljom rasta (Slika 4.) uoCava se da se u mediju
PowerCHO stanice najduze zadrzavaju u stacionarnoj fazi i ostaju vijabilne znacajno dulje nego
u preostala dva medija.

Tijekom uzgoja CHO DP-12 stanica, osim broja stanica, pra¢ena je koncentracija

glukoze i laktata u hranjivom mediju, a dobiveni rezultati prikazani su na slici 6.
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Slika 6. Metabolizam CHO DP-12 stanica; (a) potrosnja glukoze, (b) proizvodnja laktata

tijekom uzgoja u razlicitim kemijski definiranim hranjivim medijima.

22



Kao jedan od glavnih izvora ugljika i energije za CHO stanice koristi se glukoza. Stanice
glukozu koriste kao izvor energije u obliku ATP-a i troSe ju za rast i sintezu biomase te sintezu
proteina (Zamorano i sur., 2010), stoga se koncentracija glukoze u hranjivom mediju s
vremenom smanjuje, Sto je vidljivo na slici 6. a. Nedostatak glukoze u hranjivom mediju moze
biti limitiraju¢i faktor koji dovodi do smrti stanica. Konzumacijom glukoze, kao jedan od
produkata metabolizma nastaje laktat, Cija koncentracija s vremenom raste (Slika 6. b). Visoke
koncentracije laktata u mediju djeluju inhibitorno na rast stanica (Ritacco i sur., 2018).

Usporedbom potrosnje glukoze (Slika 6. a) s krivuljom rasta (Slika 4.) uocava se manja
potroSnja glukoze tijekom lag faze i naglo smanjenje koncentracije glukoze tijekom
eksponencijalne faze rasta. U mediju EX-CELL stanice nisu postigle visoku koncentraciju, stoga
je potrosnja glukoze vrlo mala. U mediju Dynamis stanice su potroSile gotovo svu glukozu iz
medija, zbog Cega se nakon postizanja maksimalne koncentracije stanica 7. dana uzgoja vec
sljededi dan broj Zivih stanica naglo smanjio. Broj stanica po mL kulture smanjuje se zajedno
s koncentracijom glukoze i u mediju PowerCHO.

Koncentracija laktata prati krivulju rasta stanica i povecava se tijekom uzgoja, kao Sto
je prikazano na slici 6. b. Najvedi porast koncentracije laktata uoCava se u eksponencijalnoj
fazi rasta, nakon Cega se, u stacionarnoj fazi, sinteza laktata usporava. Najvise laktata proizvele
su stanice uzgajane u mediju Dynamis, Sto je i o¢ekivano s obzirom da je u tom mediju poraslo
najviSe stanica. NeSto manje laktata u mediju, ali viSe u odnosu na broj stanica i utroSenu
glukozu proizvedeno je u mediju EX-CELL. U nedostatku glukoze stanice proizvode manje
laktata ili ga ¢ak pocinju koristiti kao izvor ugljika (Martinez i sur., 2013), stoga se po zavrsetku

eksponencijalne faze koncentracija laktata u mediju PowerCHO smanjuje.

Produktivnost stanicne linije, odnosno proizvodnja monoklonskog protutijela IgG pratila
se metodom SDS-PAGE. Analizirani su uzorci medija PowerCHO'i Dynamis prije nacjepljivanja
i u trenutku kada je koncentracija stanica u tim medijima bila najveca. Buduéi da u mediju £X-
CELL nije postignut zadovoljavajuéi broj stanica po mL, produktivhost u ovom mediju nije

mjerena.
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Slika 7. Gel nakon SDS-PAGE uzoraka medija PowerCHO'i Dynamis uzetih prije nacjepljivanja
i na kraju eksponencijalne faze rasta. S - standardi; 1 — PowerCHGO, 0. dan; 2 — PowerCHO,
7. dan; 3 — Dynamis, 0. dan; 4 — Dynamis, 6. dan. Na gelu su kod uzoraka 2 i 4 vidljive vrpce
koje predstavljaju dijelove rekombinantnog imunoglobulina (IgG;) proizvedenog od stanica, tj.
laki (LC) i teski (HC) lanac.

Rezultati gel elektroforeze prikazani su na slici 7. S obzirom na to da su mediji kemijski
definirani i ne sadrze velike koli¢ine proteina, u uzorcima medija prije nacjepljivanja nema
vidljivih proteinskih vrpci (uzorak 1), a vrpce vidljive u uzorcima 2 i 4 pripadaju proizvedenom
rekombinantnom proteinu koji je monoklonsko protutijelo IgGi. Buduéi da se radi o slozenoj
proteinskoj molekuli koja je prilikom priprave uzoraka za elektroforezu podvrgnuta
reduciraju¢im uvjetima, na gelu su vidljive dvije vrpce koje predstavljaju laki (LC) odnosno
teski lanac (HC) imunoglobulinske molekule. Proteinske vrpce u uzorku medija Dynamis
(uzorak 4) intenzivnije su nego u uzorku medija PowerCHO (uzorak 2) jer je u mediju Dynamis
postignuta veca koncentracija stanica, a samim time veca je i koncentracija proizvedenog

proteina.
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5. ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na sliedece zakljucke:

1. Najveca brzina rasta kao i najveca koncentracija CHO DP-12 stanica zabiljezena je u mediju
Dynamis AGT. Medij PowerCHO takoder se pokazao prikladnim za uzgoj stanica, medutim u

njemu se postize znatno manji broj stanica u odnosu na medij Dynamis AGT.

2. Stanicna linija CHO DP-12 nije pokazala zadovoljavajudi rast u medijima CD CHO i EX-CELL.

Zbog ovakvog ishoda, potrebno je modificirati postupak prilagodavanja stanica na te medije.

3. Uspjesan rast stanica u medijima Dynamis AGT i PowerCHO rezultirao je proizvodnjom

humanog monoklonskog protutijela anti-IL8 detektiranog elektroforezom.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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