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1. UVOD

Biofarmaceutici proizvedeni Kkulturom zivotinjskih stanica vazan su ¢imbenik u
terapiji mnogih medicinskih stanja poput autoimunih bolesti, hematoloskih poremecaja,
hormonalne neravnoteze, karcinoma, infekcija, genetickih poremeéaja i dr. Trziste
biofarmaceutika proizvedenih primjenom kulture zivotinjskih stanica iz godine u godinu sve
vise raste (Dumont i sur., 2015). Najce$¢e primjenjivane stanice domacini, u proizvodnji
komercijalno vaznih rekombinantnih terapijskih proteina, su CHO, NSO, Sp2/0-Agl4, HEK-
293, BHK-21 te hibridoma stanice. Od navedenih stani¢nih linija, u proizvodnji
biofarmaceutika najvise se primjenjuju CHO stanice (Kuytermans i Al-Rubeai, 2015). Osim
zivotinjskih stanica koriste se i drugi ekspresijski sustavi za proizvodnju biofarmaceutika
poput stanica bakterija, kvasaca, plijesni te insekti, no najviSe se primjenjuju Zzivotinjske
stanice zbog mogucénosti proizvodnje velikih, kompleksnih proteina 1 provodenja

posttranslacijskih modifikacija sli¢nim onima u ljudskim stanicama (Berlec i Strukelj, 2013).

Obzirom da su u pocecima primjene zivotinjskih stanica prinosi rekombinantnog
proteina bili mali, oko 50 mg L, bilo je vazno unaprijediti proces proizvodnje kako bi on bio
ekonomski isplativ 1 mogao zadovoljiti rastu¢e potrebe za biofarmaceuticima (Lim 1 sur.,
2010). Neke od strategija koje se primjenjuju u cilju postizanja ve¢e produktivnosti procesa
jesu kontrola stani¢nog ciklusa, stani¢ne smrti i metabolizma stanice. Istrazivanja su pokazala
da ekspresija rekombinantnog proteina moze biti vezana uz odredenu fazu stani¢nog ciklusa.
Najveci fokus je na postizanju zastoja stani¢nog ciklusa proizvodne stani¢ne linije u G fazi
jer se smatra da stanice u toj fazi imaju najvecu metabolicku aktivnost te da eksprimiraju
mnoge gene vezane za biogenezu ribosoma i translaciju proteina (Baek i sur., 2015).
Postizanjem maksimalne gustoce stanica u proizvodnom procesu dolazi do brze stani¢ne smrti
Sto za posljedicu ima smanjenu proizvodnju biofarmaceutika te moze imati nagativni utjecaj
na kvalitetu samog proizvoda zbog Cega je vazno primijenti metode kojima se odgada
stani¢na smrt. Osim toga, stani¢na smrt povezana je i sa na¢inom na koji proizvodne stani¢ne
linije metaboliziraju izvore ugljika i dusika te stvaraju toksi¢ne metabolite koji imaju

negativni utjecaj na produktivnost procesa pa njihovo nastajanje treba smanijiti.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. PROIZVODNE STANICNE LINIJE

Stani¢na linija je trajna stani¢na kultura koja ima svojstvo da se u in vitro uvjetima
moze neograni¢eno dijeliti ukoliko se nalazi u odgovarajuéem mediju za uzgoj stanica i
odgovaraju¢im okolisnim uvjetima (Urlich i Pour, 2001). Stani¢na linija se dobiva u
laboratoriju spontanom transformacijom stanice ili odredenim postupkom imortalizacije ¢ime
poprima svojstvo "besmrtnosti”, a zadrzava one klju¢ne, Zeljene karakteristike specificne za

samu stanicu.

Stani¢ne linijje imaju vaznu ulogu u znanosti 1 industriji. Eksperimenti na stani¢nim
linijjama uvelike su pridonijeli razumijevanju razli¢itih podrucja znanosti kao §to su fiziologija
stanica, biokemija, genetika, imunologija, virologija, onkologija, toksikologija i dr. Osim
toga, drugom polovicom 20. stolje¢a zapocelo se s industrijskom primjenom proizvodnih
stani¢nih linija za dobivanje velikog broja razli¢itih bioloskih proizvoda, od cjepiva,

rekombinantnih proteina, monoklonskih protutijela i drugo.

2.1.1. Povijest

Gotovo sto godina je proslo od pocetka kultivacije Zivotinjskih stanica do njihove
Siroke primjene u proizvodnji raznih proizvoda. Uzgoj zivotinjskih stanica zapoceo je U
zadnjem desetlje¢u 19. stolje¢a kada su znanstvenici nastojali uzgojiti komadic¢e tkiva u
krvnoj plazmi. UspjeSnost tih eksperimenta prije svega je ovisila o kvaliteti nutrijenata
prisutnih u mediju te o sterilnosti eksperimenta. 1907. g. Ross Harrison je prvi koji je
zabiljezio odrzavanje i rast ZzivCanih stanica u viseCoj kapljici tijekom 30-ak dana. Taj
eksperiment je pokazao da je moguce odrzati normalnu funkciju stanica u in vitro uvjetima te
se stoga 1907. g. smatra pocetkom stani¢ne kultivacije. Takoder, Harrison i njegovi
nasljednici uocili su veliku vaznost odrZzavanja asepti¢nih uvjeta za uspjesnost eksperimenata

(Kretzmer, 2002).

Sljedec¢i dogadaj koji je doveo do napretka u uzgoju stani¢nih kultura bio je razvoj
antibiotika 1940-ih godina. Dodatak antibiotika pri uzgoju kultura Zivotinjskih stanica znatno
je pomogao u sprjeCavanju kontaminacije kulture raznim mikroorganizmima, koji bi
konkurirali za nutrijente te zbog vece specifi¢ne brzine rasta, nego Sto je ona za zivotinjske
stanice, prerasli medij i onemogu¢ili rast zivotinjskih stanica. Osim toga, istovremeno su se

razvijale i druge tehnike za odrzavanje sterilnih uvjeta (Kretzmer, 2002).



Izolacija agresivnih stanica raka grlica maternice pacijentice Henriette Lacks, poznatih
kao HelLa stanice, 1951. g. i njihov uzgoj u in vitro uvjetima bio je najznacajniji iskorak
prema trajnim, ljudskim stani¢nim kulturama koje imaju svojstvo neograni¢ene diobe u in

Vitro uvjetima $to je karakteristika kancerogenih stanica (Kretzmer, 2002).

1950-ih godina razvijen je proces proizvodnje virusnog cjepiva protiv djecje paralize,
uzrokovane poliovirusom, pomocu Zzivotinjskih stanica, odnosno primarne stani¢ne kulture
bubrega majmuna. Time je to cjepivo postalo prvi komercijalno dostupan proizvod dobiven
primjenom kulture zivotinjskih stanica. No, tom proizvodnjom su prepoznati i mnogi
problemi kao $to su kontaminacija cjepiva virusom majmuna SV-40, koriStenje nedovoljno
poznatih stanica kao stanica domacina za proizvodnju, limitirajuci rast stanica te koristenje

iskljucivo adherentne kulture (Merten, 2006).

Veliki napredak u koriStenju zivotinjskih stanica u proizvodne svrhe vezan je uz razvoj
trajnih stani¢nih linija, kemijski definiranih medija za uzgoj stanica te uzgoj stanica u
suspenziji. 1955. g. Harry Eagle opisuje prvi kemijski definiran medij za kulture stanica
EMEM (eng. Eagle's minimum essential medium) koji je uspjeSno zamijenilo dotadasnje
kemijski nedefinirane medije za uzgoj zivotinjskih stanica. Kemijski definirani mediji
omogucili su reproducibilnost rezultata i proizvodnog procesa i dr. Jedini nedostatak ranijih

kemijski definiranih medija bio je nuzni dodatak kemijski nedefiniranog krvnog seruma.

Veliki korak za primjenu kulture zivotinjskih stanica u proizvodne biotehnoloske
svrhe bio je uspjeh Capsticka i njegovih suradnika koji su 1962. g. uspjesno uzgojili BHK
(eng. Baby hamster kidney) stanice u suspenziji i time omogucili kultivaciju zivotinjskih
stanica u velikom mijerilu (Kretzmer, 2002.). Nadalje, tijekom 1960-ih godina razvijeno je
nekoliko humanih cjepiva dobivenih kulturom Zzivotinjskih stanica kao §to su protiv ospica,
bjesnoce, mumpsa i rubeole (Kretzmer, 2002). Prvi val komercijalno dostupnih proizvoda
dobivenih pomo¢u kulture Zivotinjskih stanica upravo je vezan uz razvoj virusnih cjepiva.
Druge vrste biofarmaceutika su bile dobivene u vrlo malim prinosima tako da njihova

komercijalna proizvodnja u to doba nije bila ekonomski isplativa.

1978. g. Americka agencija za hranu i lijekove, FDA (eng. U.S. Food and Drug
Administration), dozvolila je upotrebu kontinuiranih stani¢nih linija za proizvodnju bioloskih
proizvoda za ljudsku upotrebu. Ta odluka je prethodila komercijalnoj proizvodnji
glikoproteina interferona pomocu Namalwa limfoblastoidne stani¢ne linije izolirane iz

pacijenta s Burkittovim limfomom. Time se proizvodnja primjenom kultura zivotinjskih
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stanica, osim na dotadasnja virusna cjepiva, prosirila na jo$ jednu vrstu bioloskog proizvoda

(Merten, 2006).

Sljede¢i val razvoja industrijski vaznih proizvoda, dobivenih primjenom Kkultura
zivotinjskih stanica, vezan je uz fuziju stanica limfocita s besmrtnim mijeloma stanicama
kasnih 1970-ih ¢ime su dobivene hibridne stanice koje su imale svojstvo limfocita da
proizvode antitijela za odredeni antigen, a s druge strane Svojstvo kancerogene stanice da se
mogu beskona¢no dijeliti u in vitro uvjetima. Tehnika hibridizacije omogucila je
kompanijama proizvodnju monoklonskih protutijela protiv bilo kojeg poznatog antigena.
Monoklonska protutijela su, zbog svoje visoke selektivnosti, Siroko primjenjiva u terapiji
karcinoma, autoimunih i drugih upalnih bolesti te medicinskoj dijagnostici virusa, bakterija,
parazita i drugih antigena (Kretzmer, 2002).

Rane 1980-e obiljezila je proizvodnja novog oblika biofarmaceutika, heterolognih
proteina pomo¢u CHO (eng. Chinese hamster ovary) stanica te razvoj amplifikacijskih i
selekcijskih markera dihidrofolat reduktaze (DHRF) i glutamin sintetaze (GS) (Merten, 2006).
Prvi heterologni protein proizveden pomocu zivotinjskih stanica bio je tkivni aktivator
plazminogena (tPA), koji je iznimno vazan za otapanje ugruSaka u kapilarama u terapiji

sréanog infarkta (Kretzmer, 2002).

Sljedeca vrsta proizvoda kulture Zivotinjskih stanica odobrena 1989. g. za ljudsku
upotrebu je hormon eritropoetin koji kontrolira dozrijevanje crvenih krvnih stanica.
Eritropoetin je takoder dobiven tehnologijom rekombinantne DNA pomoc¢u CHO stanica
(Kretzmer, 2002).

Danas biotehnoloske i farmaceutske industrije zahvaljuju¢i tehnologiji rekombinante
DNA i optimizaciji procesa proizvodnje, proizvode cijeli niz bioloskih terapeutika
(biofarmaceutika) dobivenih primjenom kulture Zivotinjskih stanica kao S$to su razli¢ita
antitijela, citokini, hormoni, faktori zgrusavanja, cjepiva, enzimi i dr. Medu navedenim
proizvodima, najzastupljenija je proizvodnja monoklonskih protutijela te je upravo to najbrze

rastuci segment biofarmacutika (Kuystermans i Al-Rubeai, 2015) (tablica 1).



Tablica 1. Primjeri komercijalno vaznih biofarmaceutika dobivenih primjenom Zivotinjskih stani¢nih linija (Kuystermans i Al-Rubeai, 2015)

Zivotinjska
Trgovacki naziv Proizvodac Godina odobrenja Kategorija proizvoda Primjena stanitna
linija

Zaltrap Regeneron/Sanofi Aventis  |2013. (EU), 2012. (SAD) [Humanizirano monoklonsko protutijelo |Terapija metastatskog raka debelog crijeva CHO
Humira AbbVie & Eisai 2003. (EU), 2002. (SAD)  [Humano monoklonsko protutijelo Regulacija upalnih procesa CHO
Avonex Biogen 1997. (EU) Citokin Terapija multiple skleroze CHO
Epogen Amgen & JNJ & Kyowa 1989. (EU), 1988. (SAD) [Hormon Terapija anemije CHO
Herceptin Genentech/Roche 2000. (EU), 1998. (SAD)  [Humanizirano monoklonsko protutijelo |Terapija odredenih karcinoma dojke CHO
NovoSeven Novo Nordisk 1999. (EU), 1996. (SAD) |Faktor zgruSavanja Terapija hemofilije CHO
Bexxar GlaxoSmithKline 2003. (SAD) Misje monoklonsko protutijelo Terapija ne-Hodkingovog limfoma Hibridoma
Kogenate Bayer Bayer Healthcare 2000. (EU) Faktor zgruSavanja Terapija hemofilije BHK
Zenapax Roche 1999. (EU) Humanizirano monoklonsko protutijelo |Prevencija odbacivanja organa nakon transplantacije  [Sp2/0
Synagis Palivizumab |Medimmune Inc. 1999. (EU) Kimemo monoklonsko protutijelo Terapija infekeija respiratomog sincicijskog virusa NSO




2.1.2. Najvaznije stani¢ne linije u proizvodnji biofarmaceutika

Mnogo je Cimbenika koje treba uzeti u obzir prije odabira odredene proizvodne
stani¢ne linije za proizvodnju odredene vrste biofarmaceutika. Idealna proizvodna stani¢na
linija prije svega bi trebala ostvariti dobar rast u suspenziji, u mediju bez dodatka seruma,
imati visoku produktivnost te provoditi potrebne posttranslacijske modifikacije. 1z
sigurnosnih 1 zakonskih razloga, proizvodna stani¢na linija trebala bi biti poznata, dobro
opisana i geneticki stabilna (Zhang, 2010). Iako se vecina terapeutskih proteina proizvodi
stani¢nom kulturom Zzivotinjskih stanica poput CHO i misjih mijeloma stanica (NS0, Sp2/0),
proizvodnja se pomalo okrece prema koriStenju humanih stani¢nih linija. Vecina zivotinjskih
stanicnih linija mogu provoditi posttranslacijske modifikacije slicne onima u ljudskim
stanicama, no one takoder provode i posttanslacijske modifikacije kojih nema u ljudskim
stanicama (poput sinteze glikana galaktoza—a-1,3—galaktoza i N-glikolilneuraminska
kiselina) §to moze potencijalno izazvati imunogenu reakciju prilikom primjene u terapiji ljudi

(Dumont i sur., 2015).

2.1.2.1. CHO

CHO (eng. Chinese hamster ovary) stani¢na linija uspostavljena je 1957. g. iz ovarija
odrasle zenke kineskog hrc¢ka (slika 1). Najbolje je okarakterizirana Zivotinjska stani¢na linija
i najéesce koriStena u biotehnoloskoj industriji. Preko dvije tre¢ine biofarmaceutika prisutnih
na trziStu 2014. g., dobivenih kulturom Zivotinjskih stanica, proizvedeno je primjenom
suspenzijskih CHO stanica (Kuystermans i Al-Rubeai, 2015). Upravo zbog svoje Siroke
primjene - metabolizam, karakteristike rasta, ponaSanje u bioreaktorima, potencijalne
necistoée CHO linije dobro su poznate (Zhang, 2010). Ova stani¢na linija ima nekoliko
vaznih prednosti. Stanice mogu rasti u suspenziji $to omogucuje proizvodnju u velikom
mjerilu i u kemijski definiranom mediju bez dodatka seruma, ¢ime je izbjegnuto onecis¢enje
proteinima i patogenima podrijetlom iz Zivotinjskog seruma. Takoder, veéi prinosi
rekombinantnih proteina (vise od 1 g L™ za neke proteine) uspjesno su ostvareni primjenom
amplifikacijskih i selekcijskih markera: dihodrofolat reduktaze (DHFR) i glutamin sintetaze
(GS). Ova stanicna linija neznatno je osjetljiva na promjene u pH, koncentraciji kisika, tlaka i
temperature tijekom proizvodnje. CHO stanice sposobne su proizvoditi proteine kompleksnih
posttranslacijskin  modifikacija slicno kao wu ljudskim stanicama. No, odredene

posttranslacijske modifikacije proteina glikozilacijom ne mogu provoditi, dok s druge strane



proizvode neke glikane koji se ne eksprimiraju u ljudskim stanicama, kao sto su galaktoza—a-
1,3—galaktoza i N-—glikolilneuraminska kiselina. Za oba glikana se nalaze protutijela u
ljudskoj Kkrvi sto teoretski moze pridonijeti pove¢anom imunosnom odgovoru, iako to jo$§
uvijek nije jasno dokazano (Dumont i sur., 2015). No, vezanje takvih glikana nije problem
prilikom proizvodnje proteina koji nisu glikozilirani. Obzirom da je prvi bioterapeutik tkivni
plazminogeni aktivator (tPA) proizveden pomoc¢u CHO stanica odobren jo§ 1986. g. od Cega
je proslo vise od 30 godina, do sada su se CHO stanice pokazale sigurnim stanicama

domacinima za biosintezu proizvoda za upotrebu kod ljudi.

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Slika 1. CHO/dhfr- stani¢na linija (ATCC, 2020)

2.1.2.2. NSO i Sp2/0-Ag14

Stani¢ne linije misjeg mijeloma NSO i Sp2/0-Ag14 dobivene su prije tridesetak godina
iz tumorske stani¢ne linije plazmocitoma BALB/c misa (slika 2). Takve stanice imaju
potrebne sustave za sintezu i sekreciju imunoglobulina zbog ¢ega se koriste u proizvodnji
monoklonskih protutijela (Dumont i sur., 2015). Pocetne stani¢ne linije prosle su kroz niz
postupaka kloniranja i selekcije, a u slu¢aju Sp2/0 1 fuzije sa stanicama slezene drugog
BALB/c miSa kako bi se u konacnici dobile ove dvije stani¢ne linije sposobne dati visoke
prinose protutijela. Osim toga, NSO i Sp2/0 stani¢ne linije rastu dobro u suspenziji ¢ak i nakon
adaptacije na rast u mediju bez seruma. No, primije¢eno je da NSO stani¢na linija, kao i CHO,
moze pri posttranslacijskim modifikacijama dodati Gal-o-1,3-Gal S$eéerni ostatak na

N—glikane proteina koji potencijalno moze biti imunogen kod ljudi (Zhang, 2010).
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Slika 2. Sp2/0-Ag14 stani¢na linija (ATCC, 2020)

2.1.2.3. BHK-21

BHK-21 (eng. Baby hamster kidney) stani¢na linija izvedena je 1961. g. iz primarne
stani¢ne kulture bubrega sirijskog hrcka. Stanice su izolirane iz hr¢ka starog 1 dan i legla
broja 21 po ¢emu je stani¢na kultura i dobila ime (Jordan i Sandig, 2015) (slika 3). Davne,
1962. g. Capstick i suradnici razvili su cjepivo protiv slinavke i Sape u BHK-21 suspenzijskim
stanicama za veterinarsku uporabu. Danas se BHK-21 stanice koriste u proizvodnji Vlla i
VIII faktora zgrusavanja i vrlo su pogodne za uzgoj i istrazivanje virusa (Butler i Spearman,
2014), no za sada niti jedno humano virusno cjepivo nije proizvedeno ovom staniénom

linijom.
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Slika 3. BHK-21 stani¢na linija (ATCC, 2020)



2.1.2.4. HEK-293

Trajna stani¢na linija bubrega ljudskog embrija, HEK-293 (eng. Human embryonic
kidney) (slika 4), dobivena je 1977. g. transformacijom stanica virusnom DNA.
Transformacija stanica provedena je fragmentima DNA adenovirusa tipa 5 "kalcijevom
tehnikom™ (Graham i sur., 1977). HEK-293 stanice lako rastu u suspenziji u mediju bez
seruma 1 stanice su domacini u proizvodnji nekih rekombinantnih proteina koji se koriste u

terapiji hemofilije, dijabetesa tipa 2 i septickog Soka (Dumont i sur., 2015).

Low Density Scale Bar = 100p High Density Scale Bar = 100um

Slika 4. HEK-293 stani¢na linija (ATCC, 2020)

2.1.2.5. Hibridoma stanice

Hibridoma stanice su trajna stani¢na linija dobivena postupkom hibridizacije, odnosno
fuzijom mijeloma stanica i B — limfocita slezene prethodno imunizirane Zivotinje (naj¢esce
misa). Karakteristika dobivenih hibridnih stanica je da su sposobne proizvesti protutijelo za
odredeni antigen te se beskona¢no dijeliti u in vitro uvjetima. Upravo pomoc¢u hibridoma
stanica su proizvedena prva monoklonska protutijela. No, ovakve stani¢ne linije ¢esto ne daju
zeljene prinose proteina i rastu do umjerene stani¢ne gustoce u bioreaktorima te se zbog toga
hibridoma stanice uglavnom koriste za sintezu monoklonskih protutijela koja se koriste u

istrazivacke i analiticke svrhe (Zhang, 2010).



2.1.3. Prednosti i nedostaci zivotinjskih stanica u odnosu na druge ekspresijske sustave

Vecina odobrenih biofarmaceutika proizvedena je u jednom od sljedeca tri
ekspresijska sustava: bakterija Escherichia coli, kvasci Saccharomyces cerevisiae i Pichia
pastoris ili Zzivotinjskim stanicama. Osim toga, manji dio odobrenih biofarmaceutika
proizvodi se pomocu stani¢ne kulture biljaka i insekata, transgeni¢nim biljkama i zivotinjama
i dr (slika 5). Odabir ekspresijskog sustava prije svega ovisi o tipu rekombinantnog proteina
koji se Zeli proizvesti (Berlec i Strukelj, 2013).

m CHO
B HEK 293
m SP2/0 Kulture
=  Zivotinjskih
PerCé >
stanica
m NSO
® Druge stanicne linije

—

mE. Coli
W Kvasci
B Stanice kukaca

B Transgeni¢ne biljke i Zivotinje

Slika 5. Ekspresijski sustavi za proizvodnju terapeutskih proteina (Radosevi¢, 2020)

Danas su zivotinjske stanice najce$¢e Koristeni ekspresijski sustavi za proizvodnju
biofarmaceutika. Glavni razlog tomu je moguénost sinteze velikih, kompleksnih proteina i
provodenja posttranslacijskih modifikacija sliécnih onima u ljudskim stanicama koje su
ponekad preduvjet bioloskoj aktivnosti rekombinantnog proteina. Posttranslacijske
modifikacije glikozilacije su od najveée vaznosti za mnoge rekombinante proteine, a
bakterijske stanice ih nemaju moguénost provoditi. Se¢erni dio glikoproteina pokazao se
iznimno vazan za postizanje potrebne konformacije, funkcije, stabilnosti, poluzivota proteina
prilikom primjene u terapiji ljudi (Berlec i Strukelj, 2013). Veéina proteina biva izlu¢ena u
okolni medij i time je izbjegnuta potreba za lizom stanica, ekstrakcijom proteina i
renaturacijom ($to je slucaj s prokariotskim stanicama) (Dumont i sur., 2015). No, s
ekonomske strane primjena Zivotinjskih stanica nije poZeljna obzirom da su koncentracije
proizvoda u mediju ¢esto male, svega oko 1-2 g L™, a samim time mala koli¢ina proizvoda u

mediju znatno poskupljuje cijenu "downstream™ procesa, odnosno izolacije i proci§¢ivanja
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proizvoda (Zhang, 2010). Prisutni su razliCiti problemi pri rastu zivotinjskih stanica u
bioreaktoru poput osjetljivosti na sile smicanja (zbog nedostatka stani¢ne stijenke) i promjene
okoli$nih uvjeta te zahtjev za kompleksnijim, pa samim time i skupljim hranjivim medijima
za uzgoj zivotinjskih stanica. Takoder, kontaminacija kulture Zivotinjskih stanica
mikoplazmama i virusima, posebice kod primjene humanih stanica, predstavlja opasnost zbog

mogucnosti prijenosa na ljude koji koriste tako proizvedene biofarmaceutike.

2.2. STANICNI CIKLUS

Stani¢ni ciklus ili ciklus stani¢ne diobe (slika 6) je visoko regulirani proces koji se
sastoji od niza vremenski odvojenih dogadaja u kojima se kromosomi 1 drugi stani¢ni dijelovi
udvostru¢uju 1 ravnomjerno rasporeduju na dvije stanice kcéeri. Kod jednostanic¢nih
organizama stani¢na dioba znaCi tvorbu cijelog novog organizma, a kod viSestani¢nih
organizama, bezbrojne diobe pocetne stanice (zigote) rezultiraju tvorbom niza razlicitih vrsta
stanica koje tvore tkiva i organe, a u konacnici i cijeli organizam. Takoder, dioba stanica kod
odraslih organizama omogucuje zamjenu oS$te¢enih stanica novim i zdravim stanicama

(Morgan, 2007).

Stani¢ni ciklus Zivotinjskih stanica se dijeli na dvije faze: interfazu i mitozu. Interfaza
je prvi dio stani¢nog ciklusa u kojem stanice provedu najvise vremena s ciljem udvostrucenja
stanicnih komponenti Sto rezultira udvostru¢enjem veliCine same stanice. Nakon interfaze
slijedi proces mitoze, odnosno raspodjele udvostruc¢enih stani¢nih komponenti u dvije stanice
kéeri Cime se zavrSava proces stani¢ne diobe (Morgan, 2007). Trajanje stani¢nog ciklusa
varira od organizma do organizma, ali i o dijelu organizma iz kojega je stanica izolirana. Za

zivotinjske i ljudske stanice ono je u prosjeku 24 h.

Znanstvenici nastoje utvrditi postoji li veza izmedu specificne brzine nastajanja
rekombinantnog proteina i faze stani¢nog ciklusa u kojem se stanica nalazi. Razli¢iti
znanstvenici su dobili razli¢ite rezultate svojih istrazivanja. Prema nekim autorima sinteza
rekombinantnih proteina vezana je uz G fazu, prema nekima S ili G2/M, a prema nekima je
nevezana uz fazu stani¢nog ciklusa. No, razli¢iti rezultati istrazivanja nisu nuzno krivi.
Ispitivane su razli¢ite proizvodne linije i proizvodi pri razliCitim uvjetima proizvodnog
procesa koji mogu dovesti do promjene u metabolizmu. No, povezivanje sinteze
rekombinantnog proteina s fazom stani¢nog ciklusa moze biti vazno zbog optimizacije

vodenja procesa proizvodnje (Lloyd i sur., 2000).
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2.2.1. Interfaza

Interfaza je najdulji dio stani¢nog ciklusa u kojem stanica provede oko 95 % ukupnog
vremena trajanja jednog stanicnog ciklusa. Sastoji se od niza dogadaja kojima se stanica
priprema za diobu. Dolazi do umnazanja stanicnog materijala (citoplazmatskih organela,
membrana, strukturnih proteina, RNA), udvostrucenja genetickog materijala (kromosoma) i
kao posljedica toga dolazi do udvostrucenja veli¢ine same stanice. Interfaza se dijeli u 3 faze:

Gy, SiGo.

G1 (Gap 1) faza je prva faza stani¢ne diobe u kojoj stanica raste i priprema se za
replikaciju DNA. Stanica je metabolicki vrlo aktivna. Kromosomi se odmotavaju u
transkripcijski aktivni kromatin (eukromatin) ¢ime dolazi do sinteze RNA te proteina,
ugljikohidrata i lipida potrebnih stanici za tvorbu organela i drugih stani¢nih sustava nuznih

za normalno funkcioniranje stanice.

Nakon $to zavr$i Gi faza, stanica ulazi u S fazu interfaze. Tijekom S faze takoder se
provodi sinteza organela i proteina, ali u manjoj mjeri. Stani¢ni sustav uglavnom je usmjeren
prema replikaciji DNA. Replikacijom DNA dolazi do udvostruéenja njezina broja, odnosno
udvostrucuje se broj kromatida. Time se svaki kromosom sada sastoji od dviju kromatida
medusobno povezanih centromerom pri cemu jedna kromatida sadrzi DNA lanac koji je bio

kalup za replikaciju, a druga kromatida istog kromosoma sadrzi novonastali DNA lanac.

Nakon $to se udvostrucio broj DNA molekula, slijedi G, faza u kojoj stanica nastavlja
rasti i vrsi posljednje pripreme za dijeljenje stanice (sinteza proteina i organela potrebnih za

mitozu, popravak oStec¢enja DNA) (Slivac i sur., 2016) .

(Mitoza)

GO

(Mirovanje)

(Interfaza)

Slika 6. Faze stani¢nog ciklusa (Slivac i sur., 2016)
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2.2.2. Mitoza

Mitoza ili M faza je druga velika faza stani¢nog ciklusa koja se sastoji iz dva,
medusobno povezana znacajna dogadaja: kariokineze (podijela jezgre) i citokineze (podijela
stanice). Proces kariokineze obic¢no se dijeli na Cetiri zasebne faze: profazu, metafazu, anafazu

i telofazu.

U profazi dolazi do kondenzacije kromatina DNA u kromosome ¢ime je onemogucena
replikacija i transkripcija DNA, odnosno sinteza RNA molekula i proteina sve do kraja
procesa mitoze. Svaki centrosom, iz para centrosoma, se krece gibati prema svojem polu
stanice 1 oko njih se pocinju formirati niti diobenog vretena. Razgraduje se jezgrina
membrana i nestaje jezgra. Na centromerama kromosoma formiraju se kinetohore za koje se
prihvacaju niti diobenog vretena. U metafazi je mitoticko vreteno u potpunosti razvijeno,
centrosomi su polozeni na suprotnim polovima stanice i kromosomi su poloZeni U
ekvatorilanoj ravnini. Tijekom anafaze dolazi do kidanja veze izmedu parova kromatida i
svaka kromatida (sada kromosom) iz para se pocCinje gibati prema svojem polu stanice.
Stanica se izduzuje. U telofazi se kromosomi nalaze na polovima stanice i zapoCinju se
dekondenzirati. Formira se jezgrina membrana i jezgra oko svakog seta kromosoma te se
razgraduju niti diobenog vretena. Nakon kariokineze slijedi citokineza u kojoj se stanica

majka fizi¢ki dijeli na dvije stanice kéeri (Khan Academy, 2020).

2.2.3. Regulacija stani¢nog ciklusa

Stani¢ni ciklus mora biti dobro reguliran proces kako se geneti¢ke abnormalnosti
(greske u replikaciji ili raspodjeli genetickog materijala) ne bi prenijele na stanice kéeri. Zbog
toga postoje mnoge razine i mehanizmi regulacije kojima se stanica osigurava da se greske ne
prenesu na stanice potomke. Regulacija se provodi kroz kontrolne tocke stani¢nog ciklusa,
fosforilacijama, defosforilacijama, periodi¢cnom sintezom i razgradnjom proteina ukljuc¢enih u

kontrolu stani¢nog ciklusa, inhibitorima, aktivatorima, kompartmenizacijom itd.

Stani¢ni ciklus ima nekoliko kontrolnih tocki, odnosno regulatornih puteva koji
kontroliraju redoslijed i vrijeme prijelaza stani¢nog ciklusa iz jedne u drugu fazu. Kontrolne
tocke osiguravaju da se kljuéni dogadaji stani¢nog ciklusa dovrse s velikom preciznoséu,
poput replikacije DNA i segregacije kromosoma. U suprotnom, dolazi do zaustavljanja
stani¢nog ciklusa kako bi se popravila oStecenja (transkripcijom gena za ispravak osStecenja)
(Elledge, 1996). Postoje dva tipa signala koji ¢e odrediti hoce li stanice i¢i u smjeru diobe ili

zaustavljanja stani¢nog ciklusa. Dominantni proteini koji signaliziraju da je sve u redu i da
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stanica moze napredovati kroz stani¢ni ciklus su ciklini, ciklin ovisne kinaze (CDK) te neke
fosfataze. Drugi signali koji signaliziraju da neSto nije u redu (npr. DNA je oStecena),
zaustavit ¢e stanicni ciklus i pokrenuti procese ispravljanja pogreski. Medu negativnim

regulatorima stani¢nog ciklusa isti¢u se najbolje prouceni proteini poput pS3, p21 i dr.

2.2.3.1. Pozitivni regulatori

Ciklini i ciklin ovisne kinaze (CDK, eng. Cyclin-dependent kinases) su skupine
proteina koji su pozitivni regulatori stani¢nog ciklusa. Razlic¢ite CDK se aktiviraju uvijek na
tocno odredenim tockama ciklusa. Pripadaju obitelji serin i treonin protein kinaza vrlo
konzerviranih sekvenci. Posljedica njihove aktivacije je fosforilacija drugih proteina na CDK
konsenzus sekvenci, odnosno pokretanje fosforilacijske kaskade koja bi trebala rezultirati
prelaskom u sljedecu fazu stani¢nog ciklusa, te u konacnici i podijelom stanice (Vermeulen i
sur., 2003). Osim u regulaciji stani¢nog ciklusa, CDK sudjeluju i u regulaciji transkripcije,
popravku DNA, diferencijaciji i apoptozi (Johnson i Walker, 1999). Njihova koncentracija je
stalna tijekom cijelog ciklusa (za razliku od njihovih aktivatora ciklina). U stani¢ni ciklus
ukljuceni su CDK4, CDK6, CDK2 i CDK1 (Vermeulen i sur., 2003). Za aktivaciju CDK
potrebno je njihovo kompleksiranje s ciklinima. Svi ciklini sadrze zajednicku homolognu
regiju tzv. "cyclin box" za vezanje na CDK. Njihova koncentracija oscilira tijekom odredenih
faza stani¢nog ciklusa (izuzev ciklina D ¢ija je koncentracija regulirana prisutno$¢u odredenih
faktora rasta). Uvijek su prisutni u malim kolicinama, ali ovisno o fazi stanicnog ciklusa u
kojem se nalaze, njihova koncentracija raste i pada $to uzrokuje periodi¢nu aktivaciju i
inaktivaciju CDK. U protivnom bi se istovremeno odvijalo viSe faza stani¢nog ciklusa.
Proteoliza ciklina potaknuta je vezanjem molekula ubikvitina na "destruction box™ ili PEST
sekvencu (Johnson i Walker, 1999). Svaka faza stani¢nog ciklusa ima svoje kombinacije
CDK-ciklin kompleksa koje ¢e voditi prema sljedecoj fazi. CDK4-ciklin D i CDKG6-ciklin D
omogucuju uzlazak u Gi fazu. CDK2-ciklin E prijelaz iz G1 u S fazu. CDK2-ciklin A
kompleks omogucuje progresiju kroz S fazu, CDK1-ciklin A uzlaz iz G; u M fazu te CDK1-
ciklin B regulaciju mitoze (Vermeulen i sur., 2003) (slika 7). Za aktivaciju kinazne aktivnosti
CDK-ciklin kompleksa potrebna je takoder fosforilacija (ciklin-aktiviraju¢om kinazom) i
defosforilacija (Cdc25 fosfataznom obitelji) odredenih konzerviranih treoninskih i tirozinskih
aminokiselinskih ostataka sto dovodi do konformacijskih promjena koje omogucuju punu
aktivnost ciklin-CDK kompleksa (Pucci sur., 2000). Dakle, potrebna je visestruka regulacija

kako bi stanica bila sigurna moze li se podijeliti.
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Slika 7. Regulacija stani¢nog ciklusa ciklin-CDK kompleksima (Vermeueln i sur. 2003)

2.2.3.2. Negativni regulatori

Negativni regulatori zaustavljaju stani¢ni ciklus i usmjeravaju stanicu prema
rjeSavanju nastalog problema, odnosno prema programiranoj stani¢noj smrti (apoptozi)
ukoliko je problem za stanicu nerjeSiv. U negativne regulatore stani¢nog ciklusa ubrajaju se
proteini inhibitori ciklin ovisnih kinaza (CKI) koji se vezu ili na samu CDK ili na CDK-ciklin
kompleks. Njihova aktivnost regulirana je unutarstani¢nim i izvanstani¢nim signalima (npr.
oSte¢enje DNA, oksidativni stres, osmotski $ok itd.). Inhibitori ciklin ovisnih kinaza dijele se
u dvije obitelji proteina: Cip/Kip i Ink4. Cip/Kip obitelj proteina ¢ine p21, p27, p57 proteini
koji dominantno inhibiraju prijelaz iz Gy u S fazu, a p21 je ukljuéen i u inhibiciju sinteze
DNA (Pucci i sur., 2000). U Ink4 obitelj proteina ubrajaju se p15, p16, p18 i p19 proteini koji
smanjuju afinitet vezanja ciklina na CDK4 i CDK6 (Morgan, 2007). Medu najbolje
proucenim proteinima koji dovode do zastoja stanicnog ciklusa ili njezine smrti je p53
protein. U stanici se sintetizira konstitutivno, ali u malim koli¢inama. Prisutnost negativnog
signala, poput ostecenja DNA, dovest ¢e do brze indukcije gena p53 proteina djelovanjem
senzorskih protein kinaza koje prepoznaju ostecenje DNA. Kinaze fosforiliraju p53 i njegov
Mdm?2 inhibitor posljedica ¢ega je oslobadanje p53 proteina koji ¢e potaknuti autoprodukeiju,

transkripciju p21, Bax, ali i Mdm2 gena. Protein p21 djeluje kao CKI i time uzrokuje stani¢ne
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zastoje, a u slucaju teskih ostecenja DNA, do¢i ¢e do nakupljanja Bax i drugih proteina

ukljucenih u apoptoticko signaliziranje (Vermeulen i sur., 2003).

2.2.3.3. Kontrolne tocke

Dijeljenjem stanice trebale bi se dobiti stanice kceri koje su precizne kopije svoje
stanice majke. Kako bi se sprije¢ila podijela osteCene stance, prisutni su unutarnji kontrolni
sustavi koji se dijele u tri osnovne kontrolne tocke: Gi/S, G2/M i metafazna tocka (Khan
Academy, 2020). Tijekom razli¢itih kontrolnih tocki stanica provjerava razlicite uvjete kao
Sto je npr. odnos veliCine citoplazme 1 jezgre, prisutnost proteina potrebnih za stani¢ni rast i

dijeljenje, broj kromosoma 1 njihov raspored, oStecenja DNA itd.

Na kraju G: faze i prije ulaza u S fazu, stanica nailazi na prvu kontrolnu to¢ku (G1/S),
tzv. restrikcijsku toCku gdje objedinjuje mitogene signale 1 inhibitore rasta te prema tome
odlucuje nastaviti sa stanicnim ciklusom ili ga zavrSiti, odnosno uéi u fazu smanjenje
metabolicke aktivnosti, Go fazu, sve dok se ne pojave povoljni uvjeti za stani¢nu diobu ¢ime
¢e stanica prijeci iz Go U S fazu. Provjerava se jesu li prisutni svi potrebni proteini i enzimi za
replikaciju DNA. Restrikcijska to¢ka je ujedno tzv. nepovratna tocka u kojoj se stanica
obvezuje na izvrSenje stani¢nog ciklusa jednom kada ude u S fazu ili na smrt stanice ukoliko

nije bila u mogucnosti dovrsiti stani¢ni ciklus (Johnson i Walker, 1999).

G2/M kontrolna to¢ka primarno provjerava je li replikacija DNA ispravno provedena,
jesu li prisutne mutacije 1 druga oste¢enja DNA. Osim toga, provjerava veli¢inu stanice i
prisutnost zaliha proteina, energije i drugih stani¢nih molekula potrebnih za podjelu stanice
(Khan Academy, 2020).

U metafazi mitoze odvija se tzv. kontrolna toc¢ka diobenog vretena gdje se prije
podijele stanice provjerava ispravnost poloZaja kromosoma u ekvatorijalnoj ravnini, raspored
mikrotubula i eventualni defekti u vezanju mikrotubula s kromosomima. Kada navedeni

dogadaji ne bi bili u redu, jedna stanica bi dobila viSe, a druga stanica manje kromosoma

(Vermeulen i sur., 2003).
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2.3. STANICNA SMRT

Stani¢na smrt jedan je od neZeljenih procesa s kojima se susrecu procesni biotehnolozi
prilikom primjene stani¢nih linija u proizvodnji biofarmaceutika. Stani¢na smrt utjece na
dugovjecnost i vijabilnost stani¢ne kulture i potencijalno na kvalitetu proizvoda. U
biotehnoloskom proizvodnom procesu stani¢na smrt moze biti potaknuta okolisnim stresom u
bioreaktoru poput nedostatka hranjivih tvari, akumulacije nusproizvoda, prisutnosti toksi¢nih
kemijskih tvari, promjenom temperature i pH i dr. Navedeni okoli$ni stresovi signalnim
kaskadama aktiviraju niz molekula ¢ija aktivnost u konacénici dovodi do smrti stanice
(Krampe i Al-Rubeai, 2010). Razumijevanje tih stresnih ¢imbenika i razvoj strategija kako ih
izbjeéi bitno je kod biotehnoloske proizvodnje biofarmaceutika. Tri su glavne vrste stani¢ne
smrti uglavnom prisutne i opisane kod proizvodnih stani¢nih linija: apoptoza, autofagija i
nekroza. Apoptoza se smatra najznacajnijom vrstom stani¢ne smrti stani¢nih linija te Cini
preko 80 % smrti CHO stanica (Grilo i Mantalaris, 2019). Glavna razlika medu navedenim
oblicima stani¢ne smrti je to $to su apoptoza i autofagija tipovi programirane stani¢ne smrti,
odnosno aktivni, vrlo koordinirani i geneti¢ki kontrolirani procesi Stani¢ne smrti, dok se
nekroza opisuje kao nekontrolirana, iznenadna i pasivna vrsta stanicne smrti (Mohan i sur.,
2009). Kod apoptoze i autofagije proces se odvija uz minimalnu stetu za okolne stanice ili
tkivo, dok kod nekroze dolazi do curenja stani¢nog sadrzaja u izvanstani¢ni prostor pri ¢emu

ono moze izazvati upalne procese (D'Arcy, 2019).

2.3.1. Apoptoza

Apoptoticku smrt su identificirali i imenovali John Kerr i njegovi suradnici 1972.
godine (Krampe i Al-Rubeai, 2010) i visoko je konzervirani proces medu viSestani¢nim
organizmima (D'Arcy, 2019). Tijekom apoptoze stanica prestaje rasti i dijeliti se te umjesto
toga ulazi u proces programirane stanicne smrti §to zna¢i da odumiranje stanice nije slucajne
prirode, nego prati niz kontroliranih koraka koji vode prema samounistavanju stanice (Mohan
i sur., 2009). Taj energetski zahtjevan proces moze biti pokrenut unutarnjim i/ili vanjskim
¢imbenicima koji aktiviraju razli¢ite kaskade stani¢nog signaliziranja (Krampe i Al-Rubeai,

2010).

Dvije najvaznije grupe proteina ukljucenih u apoptozu su: kaspaze i Bcl-2 (eng. B-cell
lymphoma 2) obitelj. Kaspaze su cistein endoproteaze koje kataliziraju hidrolizu peptidne
veze. Vecina kaspaza se sintetizira kao monomer sa malo ili bez aktivnosti, tzv. pro-kaspaza

koja najc¢esce podlijeze proteolizi i homodimerizaciji s drugom pro-kaspazom nakon kaskadne
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aktivacije djelovanjem drugih aktivnih kaspaza (Donepudi i Gritter, 2002). Otkriveno je
Cetrnaest kaspaza u ljudskim i mi§jim stanicama te jo§ Cetiri u drugim tipovima Zivotinjskih
stanica. Funkcionalno su klasificirane u tri razreda: kaspaze inicijatori (kaspaze 8 1 9), kaspaze
izvrsitelji (kaspaze 3, 6 1 7) i kaspaze ukljuéene u upalni odgovor (kaspaze 1, 4, 5, 11 i 12L).
Kaspaza 2, 10, 12S i 14 nisu klasificirane (Grilo i Mantalaris, 2019). Jednom kada je prisutno
oStecenje stanice, kaspaze inicijatori se aktiviraju iz inaktivnih pro-kaspaza i aktiviraju druge
kaspaze izvrsitelje (D'Arcy, 2019). Proteini Bcl-2 obitelji su ukljuceni u regulaciju apoptoze
sa pro- i anti-apoptotiCkom aktivnosti i prema tome se dijele u tri grupe. Anti-apoptoticka
grupa sastoji se od Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl2Al i Bcl-B proteina. Navedeni proteini
imaju Cetiri konzervirane Bcl-2 homologne domene (BH1, BH2, BH3 i BH4). Svima, osim
Bcl2Al, je zajednicko da sadrZe transmembransku domenu 1 u skladu s time vezane su uz
stani¢nu, jezgrinu ili mitohondrijsku membranu. Drugu grupu obitelji Bcl-2 proteina ¢ine pro-
apoptoticki proteini Bax, Bak i Bok koje karakterizira nedostatak BH4 domene. Trec¢a pro-
apoptoti¢ka grupa sadrzi samo BH3 domenu i ¢ine ju Bik, Hrk, Bim, Bad, Bid, Puma, Noxa i
Bmf (Grilo i Mantalaris, 2019).

Ovisno o tome pokrecu li apoptozu vanjski ili unutarnji ¢imbenici, razlikuju se dva
glavna puta apoptoze: unutarnji put ili mitohondrijski put i vanjski put ili put receptora smrti
(slika 8). Istrazivanja na CHO stanicama pokazuju da je kod te proizvode stani¢ne linije
dominantan unutarnji put apoptoze u kulturi stanica $to moze biti direktno povezano s
uvjetima u bioreaktoru kao Sto su nedostatak hranjivih tvari, prekomjerna proizvodnja

proteina, oscilacije pH i temperature, visok osmotski tlak i dr (Grilo i Mantalaris, 2019).
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Slika 8. Mehanizam vanjskog i unutarnjeg puta apoptoze (Tang i Tang, 2018)

Unutarnji put potaknut je od same stanice kada detektira oStecenje pomocu brojnih
unutarstani¢nih signala. Ovaj put poznat je i kao mitohondrijski put apoptoze (D'Arcy, 2019).
Unutarstani¢ni stresovi koji ga pokre¢u mogu biti oSteCenje DNA, zaustavljeni stanicni ciklus,
nedostatak hranjivih tvari, hormona, faktora rasta, hipoksija i dr. (Baek i sur., 2015). Pocetak i
razvoj tog signalnog put apoptoze ovisan je 0 ravnotezi izmedu pro- i anti-apoptotickih
¢lanova Bcl-2 obitelji proteina. U normalnim uvjetima dolazi do stvaranja heterodimera anti-
apoptotickih proteina (Bcl-2, Bcl-xL i Mcl-1) s proteinima pro-apoptoticke skupine (Bax i
Bak) smjestenih na mitohondrijskoj membrani i time se blokira permeabilizacija membrane
mitohondrija i sprijeCava apoptoza. No, u stresnim uvjetima, do¢i ¢e do ekspresije proteina
Bcl-2 obitelji koji sadrze samo BH3 domenu (Bid, Bim, Bad, Noxa i Puma). Ti pro-
apoptoticki proteini se vezu na anti-apoptoticne faktore i oslobadaju Bax i Bak proteine
(Xiong i sur., 2014). Slobodni Bax i Bak oligomeriziraju na vanjskoj membrani mitohondrija i

stvaraju velike transmembranske pore koje permeabiliziraju membranu i1 otpustaju pro-
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apoptoticke signalne molekule u citosol (citokrom ¢, Smac/Diablo i HrtA2/Omi).
Smac/Diablo i HrtA2/Omi indirektno pomazu u pokretanju apoptoze inhibicijom inhibitora
apoptotickih proteina (IAP). Iako, bez oslobadanja citokroma c, inhibicija AP ne bi bila
dovoljna za pokretanje procesa apoptoze (D'Arcy, 2019). Citokrom ¢ u citoplazmi potice
apoptozu vezanjem na Apafl protein (eng. Apoptotic protease activating factor 1). Inaktivni
Apafl vezan je s ADP i dADP. Vezanje s citokromom c¢ dovodi do zamjene ADP/dADP s
ATP/dATP i aktivacije Apafl (Xiong i sur., 2014). Ovo vezanje uzrokuje konformacijsku
promjenu na Apafl ¢ime dolazi do izlaganja odredenih domena koje omogucuju vezanje
nekoliko Apafl molekula u kompleks zvan apoptosom. Apoptosom u svojem centru sadrzi
nekoliko slobodnih domena za vezanje i cijepanje inicijatorske pro-kaspaze 9. Tako aktivirana
kaspaza 9 aktivira kaspazu 3 i kaspazu 7 (D'Arcy, 2019). Kaspaza 3 zatim aktivira DNAaze
koje ¢e pocijepati kromosomsku DNA, uzrokuje degradaciju citoskeleta 1 dovodi do stvaranja
apoptotickih tijela (Grilo i1 Mantalaris, 2019). Zapocinju se uocavati karakteristi¢ne

morfoloSke promjene apoptotickih stanica.

Vanjski put apoptoze poznat je i kao put receptora smrti i zapocinje izvan stanice
aktivacijom pro-apoptoti¢kih receptora (receptora smrti) na povrSini stanice vezanjem
specifi¢nih pro-apoptotickih liganada (Mohan i sur., 2009) tzv. "signalnih proteina smrti" koje
proizvode makrofagi ili prirodne stanice ubojice (D'Arcy, 2019). Receptori smrti pripadaju
skupini tumor — nekrotizirajucih faktora (TNF) koji sa unutarstani¢ne strane sadrze domenu
smrti koja u stanici pokre¢e apoptozu aktivacijom kaspaza. Postoji nekoliko tipova receptora
smrti pri ¢emu svaki ima svoj odgovarajuci ligand ¢ijim vezanjem nastaje receptor — ligand
kompleks kao npr. FasL/FasR, TNF/TNF R1, Apo2L/DR4, Apo2L/TRAIL itd. Vezanje Fas
liganda na odgovarajuéi receptor uzrokuje vezanje domene smrti receptora na adaptor protein
FADD (eng. Fad associated death domain), a vezanje TNF-a na TNF receptor uzrokuje
vezanje na adaptor protein TRADD (eng. TNFR associated death domain). Adaptor protein se
zatim povezuje sa monomernom pro-kaspazom 8 ¢ime nastaje kompleks zvan DISC (eng.
Death-inducing signaling complex). Pomo¢u DISC kompleksa dolazi do aktivacije pro-
kaspaze 8. Nastala kaspaza 8 moze inducirati Bid protein ¢ime se, s vanjskim signalom,
aktivira unutarnji put apoptoze ili moze aktivirati izvrSne kaspaze 3 i 7 ¢ime vanjski put
apoptoze zavr$ava jednako kao i unutarnji put (Kiraz i sur., 2016). Koji signalni put ¢e se
odvijati ovisi prije svega o tipu stanice. Kod tzv. stanica tipa I, kaspaza 8 se veze na izvrsne
kaspaze 1 direktno pokrece apoptozu. Kod stanica tipa II, inhibitor apoptotickih proteina (IAP)

inhibira direktnu aktivaciju izvrSne kaspaze s kaspazom 8 sve dok IAP ne bude inhibiran
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proteinima oslobodenima iz mitohondrija (D'Arcy, 2019), odnosno dok se ne pokrenu oba

signalna puta apoptoze.

Apoptoza se uobicajeno smatrala ireverzibilnim procesom. No, nova istrazivanja
pokazuju da pod odredenim uvjetima i uklanjanjem apoptotickih ¢imbenika, stanice mogu
napustiti proces stani¢ne smrti i oporaviti se pa ¢ak i1 u kasnijim fazama apoptoze. Predlozeno
ime oporavka stanice je "Anastasis" §to u prijevodu s grckog znaci "uzdizanje u zivot" (Tang i

Tang, 2018).

2.3.2. Autofagija

Autofagija je prvenstveno metabolicki proces pomoc¢u kojeg stanice razgraduju i
recikliraju stanicne komponente. Sama rije¢ potjeCe od grcke rijeci auto (samo) i phagein
(jedenje) Sto u prijevodu znac¢i "jesti samoga sebe". Autofagija se takoder smatra
programiranom staniénom smrti tip II. Nekad se smatrala isklju¢ivo mehanizmom za
prezivljavanje, budu¢i se njome uklanjaju dugozivuéi citoplazmatski organeli ¢ijom bi se
reciklacijom dobili supstrati za biosintezu novih makromolekula i organela ili bi se dalje
procesirali i koristili kao izvor energije. No, pokazala se i kao mehanizam stani¢ne smrti u
kojem moze do¢i do destrukcije stanice uslijed dugotrajnog stresa (Grilo i Mantalaris, 2019).
Moze biti inducirana razli¢itim stresovima poput hipoksije, djelovanja kisikovih radikala,
oStecenja DNA, ali najCesce uslijed potrosnje hranjivih tvari (glukoze i glutamina kao glavnih
izvora energije i aminokiselina). Autofagiju karakterizira pojava citosolnih membranskih
mjehuri¢a koji okruzuju makromolekule, mitohondrije, endoplazmatski retikulum, ribosome
ili Golgi aparat. Ti stani¢ni dijelovi zatim postaju dostupni lizosomima koji ih svojim
enzimima digestiraju. Tri su tipa autofagije opisana i prisutna kod eukariota: makroautofagija,

mikroautofagija i selektivna autofagija (D'Arcy, 2019) (slika 9).
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Slika 9. Makroautofagija, mikroautofagija, selektivna autofagija (Papinski i Kraft, 2016)

Makrofagija je najbolje opisana vrsta autofagije gdje u podrucju oko stani¢nih dijelova
koje treba ukloniti nastaje izolirana dvostruka membrana tzv. fagofora. Fagofora s vremenom
raste i okruZuje stani¢ne dijelove ¢ime nastaje autofagosom. Autofagosom fuzira s lizosomom
stanice 1 nastaje autofagolizosom u ¢ijoj unutrasnjosti dolazi do razgradnje stani¢nih sastojaka
djelovanjem hidrolitickih enzima, a dobiveni produkti se oslobadaju u citosol (Grilo i
Mantalaris, 2019). Najznacajniji okida¢ makroautofagije je nedostatak hranjivih tvari i u tim
uvjetima dolazi do aktivacije AMPK (eng. AMP-activated protein kinase) koja fosforilira
ULK kompleks ¢ime se on disocira sa mTORC1 kompleksa (eng. Mammalian target of
rapamycin 1). mTORC1 kompleks je inhibitor autofagije u uvjetima bogatim na hranjivim
tvarima. Disocijacijom sa mTORC1 kompleksa, ULK kompleks sudjeluje u stvaranju
fagofore. Za stvaranje fagofore kljucan je jo$ jedan kompleks, tzv. fosfatidilinozitol 3-kinaza
klase 111 (eng. Class Il PI3K), a klju¢ni protein PI3K kompleksa, Beclin-1, zasluzan je za
dozrijevanje fagofore. Beclin-1 je usko povezan sa anti-apoptoti¢kim proteinom Bcl-2. U
uvjetima dostatnim hranjivim tvarima, Bcl-2 se veze na Beclin-1 i inhibira indukciju

autofagije. No, u uvjetima siromasnim hranjivim tvarima, Beclin-1 disocira s Bcl-2 i potice
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autofagiju. U elongaciji i dozrijevanju fagofore u autofagosom sudjeluje niz Atg (eng.
Autophagy related) proteina. Takoder, vazan protein koji sudjeluje u stvaranju autofagosoma
je LC3 (eng. Light chain 3) protein. LC3 se veze na rastucu fagoforu te zaostaje na membrani
nastalog autofagosoma i sluzi u prepoznavanju autofagosoma sa lizosomom ¢ime dolazi do

njihove fuzije i konacne hidrolize stani¢nih sastojaka (Baek i sur., 2015) (slika 10).
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Slika 10. Mehanizam makroautofagije (Baek i sur., 2015). AMPK eng. Adenosine
monophosphate-activated protein kinase, Bcl-2 eng. B-cell lymphoma 2, LC3 eng. Light chain
3, mTOR eng. Mammalian target of rapamycin complex, PI3K eng. Phosphatidylinositol 3-
kinase, ULK eng. Unc-51-like kinase

Za razliku od makroautofagije, kod mikroautofagije se stani¢ni dijelovi koje treba
ukloniti direktno veZu na povrSinu lizosoma ¢ime dolazi do invaginacije membrane lizosoma 1
zatvaranja sadrZaja unutar lizosoma (slika 9). Nakon hidrolize, dobiveni produkti se otpustaju
nazad u citosol (Yang i Klionsky, 2009). Mikroautofagija moZe biti pokrenuta signalnim

molekulama prisutnim na povrsini ostec¢enih organela (mitohondrija, peroksisoma) (D'Arcy,
2019).

Treci tip autofagije je selektivna autofagija ili autofagija posredovana Saperonima.
Selektivna autofagija je put proteolize lizosomima koji je odgovoran za degradaciju vise od

30 % citosolnih proteina u uvjetima produljenog gladovanja stanica, no moze biti aktivirana 1
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oksidativnim stresom ili uklanjanjem seruma. Saperoni prisutni u citosolu i lumenu lizosoma
pokreéu ovaj proteoliticki put. Saperoni u citosolu razmotavaju strukturu proteina kako bi se
on mogao translocirati kroz membranu lizosoma (slika 9), a za Saperone iz lumena lizosoma
se smatra kako pomazu taj prijelaz proteina u lumen lizosoma. Konstitutivno eksprimirani
oblik proteina toplinskog Soka (HSP) veli¢ine 70 kDa tzv. hsc70 je citosolni Saperon koji
zajedno sa svojim kosaperonima (hip, hop, hsp40, hsp90 i bag-1) prepoznaje regiju za vezanje
na supstratni protein i veze se na njega. Nastali kompleks se veze na receptor na citosolnoj
strani membrane lizosoma tzv. LAMP-2A (eng. Lysosome-associated membrane protein type
2A) koji uz pomo¢ hsc70 Saperona lumena prebacuje razmotani protein u unutrasnjost

lizosoma gdje ga hidroliti¢ki enzimi lizosoma razgrade (Dice, 2007).

2.3.3. Nekroza

Nekroza je oblik nekontrolirane stani¢ne smrti koja je potaknuta iznenadnim i jakim
stresom poput izlaganja visokoj koncentraciji toksina, velikim promjenama pH ili
temperature, radijaciji, hipoksiji i drugim ekstremnim uvjetima. Takvi uvjeti uzrokuju jaka
oStecenja stanica i one nemaju vremena prilagoditi se na njih i "suociti se" s tim problemom
(Mohan i sur., 2009). Obi¢no dolazi do bubrenja stanice, pucanja staniéne membrane i curenja
stanicnog sadrzaja u okolinu. Oslobodeni stani¢ni enzimi i druge molekule narusavaju
homeostazu i integritet okolnih stanica §to uzrokuje upalu i oSte¢enje okolnih stanica i/ili
tkiva. Za razliku od programiranog tipa stani¢ne smrti, nekroza je energetski neovisna

(pasivna) vrsta smrti.

2.3.4. Morfoloske promjene pri razli¢itim oblicima stani¢ne smrti

Tijekom apoptotiCkog procesa stani¢éne smrti obi¢no je potrebno nekoliko sati od
pocetka tog tipa smrti stanice do njene konaéne fragmentacije. No, vrijeme ovisi o vrsti same
stanice, vrsti stresa koji je izazvao apoptozu i apoptotickom putu smrti. Ubrzo nakon pocetka
apoptoze, stanice gube kontakt sa susjednim stanicama. U jezgri apoptotickih stanica dolazi
do karakteristicne kondenzacije kromatina periferno uokolo jezgrine membrane formirajuci
polumjesecasti oblik ili oblik prstena (Slika 11). To stvaranje zbijene mase kromatina poznato
je kao piknoza jezgre (Ziegler i Groscurth, 2004). Piknoza je pracena intenzivnom
fragmentacijom DNA u oligomere veli¢ine oko 180 pb (Mohan i sur., 2009). Tijekom
sljede¢ih faza apoptoze, dolazi do pucanja jezgre unutar stanice sa cjelovitom stani¢nom
membranom (karioreksija). Citoplazma pocinje kondenzirati i Stanica se Smezura. Stani¢ne

organele ostaju cjelovite. Mitohondrij se tijekom apoptoze permeabilizira, no to se uocava tek
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u kasnim fazama apoptoze kada bubri i prosiruje se kao i sve druge organele. Na plazminoj
membrani koja je na pocetku apoptoze bila vrlo oCuvana, dolazi do nestajanja mikrovila i do
stvaranja brojnih okruglih izboc¢ina na njezinoj povrsini. Te izboc¢ine se odvajaju s povrsine
stanice tvoreci apoptoticka tjeleSca, odnosno membranom okruzene, citoplazmatske strukture
koje u svojoj unutra$njosti sadrze gusto pakirane stani¢ne organele i jezgrine fragmente. U in
Vivo uvjetima ta apoptoticka tjelesca s vremenom budu razgradena od strane makrofaga. Zato
apoptoza in vivo ne uzrokuje upalu okolnog tkiva upravo zbog zadrzavanja stani¢nih sastojaka
unutar apoptotickih tijela (Ziegler i Groscurth, 2004). No, u in vitro uvjetima, kakvi su u
bioreaktoru, nisu prisutni makrofazi i dolazi do raspadanja apoptotickog tjeleSca 1 oslobadanja
njegovog sadrzaja. Stoga u zavr$noj fazi uzgoja stani¢ne kulture obi¢no dolazi do nakupljanja
stani¢nih fragmenata, ostataka kasnih apoptotickih stanica i apoptotic¢kih tjeleSaca koja su
izgubila integritet te se moze krivo zakljuciti da su te stanice umrle procesom nekroze, a ne
apoptoze (D'Arcy, 2019).

Autofagija je karakterizirana pojavom povecanog broja  dvostrukih ili
multimembranskih, citosolnin mjehuri¢a koji okruzuju citoplazmatske organele kao $to su
mitohondriji, endoplazmatski retikulum i ribosomi ¢ime nastaju autofagosomi veli¢ine
promjera oko 300-900 nm (Yang i Klionsky, 2009). Autofagosomi fuziraju sa lizosomom i s
vremenom budu, zajedno sa svojim stanicnim sadrzajem, razgradeni u lumenu lizosoma.
Tijekom autofagije nema znacajnih promjena u jezgri stanice (Slika 11). Moze doé¢i do
parcijalne kondenzacije kromatina i ponekad piknoze jezgre. Jezgra ostaje Citava do kasnih

faza tog tipa stani¢ne smrti. Fragmentacija stanice se ne uoc¢ava (Mohan i sur., 2009).

Morfologija stanica koje odumiru procesom nekroze znatno je drugacija u odnosu na
druge oblike stani¢ne smrti. Rano tijekom tog procesa stani¢ne smrti dolazi do bubrenja
stanice uslijed nemoguc¢nosti odrzavanja ravnoteze tekucine i iona (slika 11). Nakon nekog
vremena dolazi do permeabilizacije plazmine membrane, a time i do postepenog curenja
stani¢nog sadrZaja u okolinu S$to izaziva upalu okolnog tkiva djelovanjem oslobodenih enzima
i drugih molekula. U jezgri i citoplazmi dolazi do nepovratnih promjena. U jezgri se odvija
intenzivna hidroliza DNA. Moze do¢i do kondenzacije kromatina (Rello i sur., 2005), no
piknoti¢na i fragmentirana jezgra nije uobiCajena pojava kod nekroti¢nih stanica (Ziegler i
Groscurth, 2004). Stani¢ne organele u citoplazmi bubre i oStecuju se. U konacnici stanica
bude lizirana te dolazi do istovremene smrti ve¢eg broja stanica, za razliku od broja stanica

koje umru procesom apoptoze.
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Slika 11. MorfoloSke promjene stanice pri razli¢itim oblicima stani¢ne smrti (Nunes i sur.,

2014)

2.4. OPTIMIRANJE BIOPROCESA PROIZVODNJE BIOFARMACEUTIKA

Industrijska proizvodnja biofarmaceutika primjenom zivotinjskih stanica zapocela je u
drugoj polovici 20. stoljeca i od tada pa do danas su ostvareni znaajni napredci u
bioprocesima sa ciljem postizanja vec¢e produktivnosti procesa i dobivanja vecih koli¢ina
kona¢nog proizvoda. ViSedesetljetni napori za zadovoljavanjem stalno rastucih potreba za
biofarmaceuticima i ostvarenjem vece ekonomske dobiti rezultirali su preko 100 puta ve¢im
koncentracijama proizvoda u bioprocesima koji primjenjuju CHO stanice (Baek i sur., 2015).
Takvo povecanje koncentracije proizvoda primarno je ostvareno razvojem kontinuiranih
stani¢nih linija i kemijski definiranih medija za uzgoj stanica, uzgojem stanica u suspenziji te

optimizacijom pritoka supstrata. Alternativni nacini povecanja prinosa proizvoda postignuti
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su genetickim inzenjerstvom stanica domacina, odnosno prekomjernom ekspresijom i/ili
supresijom odredenih gena kako bi se postigli zeljeni fenotipovi. Neki od stani¢nih procesa na
koje se nastojalo djelovati genetickim inzenjerstvom jesu metabolizam izvora ugljika, stani¢ni
ciklus i smrt stanice s ciljem postizanja ucinkovitijeg iskoriStavanja izvora ugljika, dvofaznog
procesa proizvodnje ili odgode stanicne smrti §to bi trebalo rezultirati ve¢om dugovjecnosti
stanica, ve¢om stani¢nom gusto¢om U bioreaktoru te u kona¢nici ve¢im prinosom proizvoda
(Lim 1 sur., 2010). No, osim manipulacije genima, koriste se i druge metode kontrole
stani¢nog metabolizma, staninog ciklusa i1 smrti stanice kao §to su npr. primjena
temperaturnih promjena i kemijskih reagensa, odabir odgovarajucih izvora ugljika i dusika u

mediju za uzgoj i dr.
2.4.1. Kontrola stani¢nog ciklusa

U namjeri za §to uspjeSnijim industrijskim procesima proizvodnje biofarmaceutika sa
zivotinjskim stanicama, znanstvenici su pokusali utvrditi vezu izmedu faze stani¢nog ciklusa i
ekspresije rekombinantnog gena kako bi u skladu s dobivenim rezultatima mogli bolje
razumjeti dinamiku sinteze rekombinantnog proteina te optimirati medij za uzgoj i okolisne
uvjete u bioreaktoru. No, literatura u tom podrucju je nedosljedna. Pokazalo se da je prema
razli¢itim znanstvenicima sinteza rekombinantnog proteina vezana uz razli¢ite faze stani¢nog
ciklusa ili da uopée nije vezana za odredenu fazu stani¢nog ciklusa. Pretpostavlja se da je
takva razliCitost rezultata posljedica razlika u uvjetima provodenja eksperimenta kao npr. o
vrsti  koriStene stani¢ne linije, rekombinantnog proteina, ekspresijskog konstrukta,
upotrebljenog promotora, stanju inokuluma, sastavu medija za uzgoj i dr (Lloyd i sur., 1999).
Takoder, prema jednom istrazivanju Al-Rubeaia i suradnika (2000. g.) na Cetiri razli¢ite
komercijalno bitne rekombinantne stani¢ne linije U Kojem su ispitivali ovisnost izmedu
veli¢ine stanice, faze stani¢nog ciklusa i specifiéne produktivnosti rekombinantnog proteina
pokazalo se da sinteza proizvoda nije striktno vezana niti za jednu fazu stani¢nog ciklusa te da
veli¢ina stanice ima primarni utjecaj na produktivnost ispitivanih stani¢nih linija, a faza
stani¢nog ciklusa ima tek sekundarni utjecaj kojeg objasnjavaju ¢injenicom da veli¢ina stanice
raste napredovanjem kroz stani¢ni ciklus pa su u skladu s time najproduktivnije stanice u
G2/M fazi (Lloyd i sur., 2000). Ipak, najcesce se, u biotehnoloskim procesima proizvodnje
biofarmaceutika primjenom kulture zivotinjskih stanica, provodi dvofazni proces sa zastojem
stani¢nog ciklusa CHO stanica u G: fazi jer se smatra da je zastoj u toj fazi pogodan zbog
vece metaboliCke aktivnosti stanica, aktivne ekspresije mnogih gena vezanih za biogenezu

ribosoma, translaciju proteina i dr (Baek i sur., 2015).
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Dvofaznim Sarznim procesom se zeli sprijeciti nekontrolirana proliferacija stanica
iznad odredene stani¢ne gustoce jer bi to vodilo prema prekomjernom trosenju hranjivih tvari
i nakupljanju toksi¢nih metabolita, a moguce i prema stani¢noj smrti i degradaciji proizvoda.
S kontrolom proliferacije se obi¢no zapocinje sredinom ili u kasnoj eksponencijalnoj fazi
rasta stanica. Regulacija proliferacije se moze posti¢i zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u onoj
fazi u kojoj su stanice najaktivnije i daju najvece prinose proizvoda. Neke od metoda kojima
se postize zastoj stanicnog ciklusa jesu temperaturnom promjenom (blagom hipotermijom),

genetickim inzenjerstvom i kemijskim reagensima (Kumar i sur., 2007).

2.4.1.1. Zaustavljanje stanicnog ciklusa blagom hipotermijom

Istrazivanja na CHO stanicama pokazala su da promjena na malo nizu temperaturu
uzgoja moze dovesti do smanjenja specifi¢ne brzine rasta i proteazne aktivnosti te povecanja
dugovjecnosti i specifiéne produktivnosti stanica uz zadrzanu kvalitetu proizvoda (Kumar i
sur., 2007). Zbog pozitivnog uc¢inka na vijabilnost i produktivnost procesa, primjena metode
blage hipotermije je uobicajena u industrijskim procesima proizvodnje biofarmaceutika (Sou i
sur., 2015), no mehanizam njezina djelovanja i dalje je nedovoljno poznat (Torres i sur.,
2018). Industrijski proces primjene CHO stanica i uvjeta blage hipotermije sastoji se od dvije
faze: pocetne faze pri oko 37 °C u kojoj se biomasa umnaza do Zzeljene gustoce stanica te
proizvodne faze sinteze rekombinantnog proteina koja se odvija na 28-33 °C (Kumar i sur.,
2007). Blaga hipotermija u Sarznim procesima dovodi do niza promjena metabolizma stanica
Sto se ocCituje ukupnim smanjenjem troSenja izvora ugljika i energije, smanjenjem koliCine
nusproizvoda (npr. laktata i amonijaka), zastojem stani¢nog ciklusa u Gi fazi, pove¢anjem
transkripcije i stabilnosti gena za rekombinantni protein, povecanjem kapaciteta procesiranja
proteina u endoplazmatskom retikulumu i smanjenjem osjetljivosti na sile smicanja (Torres i
sur., 2018).

2.4.1.2. Zaustavljanje stanicnog ciklusa kemijskim reagensima

Otkriveno je viSe razli¢itih kemijskih reagensa koji uzrokuju povecanje sinteze
heterolognih proteina uz istovremeno smanjenje ili zaustavljanje stani¢nog rasta. Neki od
takvih kemijskih reagensa su natrijev butirat, pentanoi¢na kiselina, dimetil sulfoksid (DMSO),
kinidin i timidin. Medu navedenima, natrijeva sol butanske kiseline tzv. natrijev butirat
(NaBu) najcesce je koriSten. NaBu odobren je od strane FDA za upotrebu u proizvodnji
terapeutskih proteina, a uzrokuje razli¢ite morfoloske i fizioloske promjene na kulturi

zivotinjskih stanica kao §to su zastoj stanicnog ciklusa u Gi fazi, inhibicija histonske
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deacetilaze, diferencijacija, ali i apoptoza. Pretpostavlja se da je njegova funkcija inhibitora
histonske deacetilaze razlog zbog kojeg pomaze u eckspresiji rekombinantnog gena.
Inhibicijom histonske deacetilaze dolazi do hiperacetilizacije histona §to uzrokuje otvaranje
nukleosomskih struktura. Takva modifikacija omogucava vecu dostupnost genu i povecava
brzinu njegove transkripcije (Sunley i Butler, 2010). No, obzirom da je primije¢eno da moze
uzrokovati i apoptozu stanica, njegova primjena se izbjegava ili se primjenjuje zajedno u
kombinaciji s prekomjernom ekspresijom gena za odredeni anti-apoptoticki faktor poput Bcl-
2 (Kumar i sur., 2007).

2.4.1.3. Zaustavljanje stanicnog ciklusa primjenom genetickog inzenjerstva

CDKs (eng. Cyclin-Dependent Kinases) molekule su kljuéne komponente puteva koji
reguliraju prijelaz iz jedne u drugu fazu stani¢nog ciklusa 1 zbog toga su glavni faktor na koji
se nastoji djelovati genetickim inZenjerstvom kako bi se postigla kontrolirana proliferacija
stanica i povecala produktivnost procesa proizvodnje biofarmaceutika. Najcesce ciljani geni
¢ijom prekomjernom ekspresijom se potice zastoj stani¢nog ciklusa ukljuc¢uju gene za ciklin-
ovisne inhibitore (p21 i p27) i p53175P gen (p53 mutant sa smanjenom apoptotickom
funkcijom) (Baek i sur., 2015). Postoji niz istrazivanja koji dokazuju da se prekomjernom
ekspresijom prethodno navedenih gena postize znatno povecanje specificne produktivnost
rekombinantnog proteina (tablica 2). Al-Rubeai i suradnici (2004. g.) istrazivali su utjecaj
prekomjerne ekspresije p21 gena na CHO i NSO stanicama koje eksprimiraju kimerno 1gG4
protutijelo. Pokazalo se da prekomjerno eksprimirani p21 gen uzrokuje zastoj stani¢nog
ciklusa u G: fazi vezanjem p21 inhibitora na ciklin-CDK komplekse. Osim toga, takve CHO
stanice bile su cCetiri puta vece i metabolicki aktivnije od proliferiraju¢ih CHO stanica i u
skladu s time pokazale su oko cetiri puta veci porast sinteze rekombinantnog proteina (Bi i
sur., 2004). Sli¢ne rezultate Al-Rubaei i suradnici (2001. g.) postigli su i sa NSO stanicama
gdje je povecanje specificne produktivnosti 1gG4 protutijela takoder bilo oko 4 puta
(Wantanable i sur., 2001). Fussenegger i suradnici (1997. g.) proveli su istrazivanje u kojem
su napravili pojedina¢nu tranzijentnu transfekciju CHO stanica, koje proizvode alkalnu
fosfatazu, sa p21, p27 i p53175P genom. U sva tri slu¢aja doslo je do zastoja u G1 fazi te su
dobili oko cetiri puta veéu specifi¢nu produktivnosti alkalne fosfataze u odnosu na kontrolnu
stani¢nu liniju. Najbolje rezultate postigli su kombinacijom p21 gena i gena za anti-
apoptotic¢ki protein, Bcl-xL, ¢ime je dobiveno oko 30 puta veéa specificna produktivnost
(Baek i sur., 2015).
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Tablica 2. Primjeri utjecaja prekomjerne ekspresije gena za zastoj stani¢nog ciklusa u Gi fazi

na specifilénu produktivnost stanica (Baek i sur., 2015)

Terapeutski Utjecaj na

Modificirani gen  Stanica rgtein specificnu
P produktivnost

p21ciet CHO 9G4 4 puta poveéanje

p21Cirt NSO 9G4 4 puta poveéanje
p21Ciet CHO alkalna fosfataza 4,6 puta povecanje
p27XipL CHO alkalna fosfataza 3,9 puta poveéanje
p53175P CHO alkalna fosfataza 3,9 puta povecanje
p27X"PL j Bel-xL CHO alkalna fosfataza 30 puta povecéanje
p27XiPL j p53175P | CHO alkalna fosfataza 15 puta povecéanje

_ monoklonsko
p21C"*L j Bcl-2 CHO protutijelo 2 puta povecéanje
p21°*! j Bcl-2 NSO 9G4 4 puta poveéanje

2.4.2. Kontrola stani¢ne smrti

Stanice imaju tendenciju brzog odumiranja nakon $to dosegnu maksimalnu gusto¢u u
bioreaktoru c¢ime posljedi¢éno dolazi do smanjenja prinosa proizvoda i moze do¢i do
negativnog utjecaja na njegovu kvalitetu (Suzuki i sur., 1997). U proizvodnim procesima,
posebice u kasnoj eksponencijalnoj fazi $arznog procesa, stani¢na smrt rezultira povecanim
oslobadanjem proteaza, glikozidaza i drugih enzima koji hidroliziraju proteine i mijenjaju
glikansku strukturu rekombinantnog proteina. Takoder, produkti stani¢ne smrti mogu stvarati
probleme pri procesima izolacije i pro¢iséivanja proizvoda. Zbog odumiranja stanica ¢esto se
ranije zaustavlja proces $to smanjuje kona¢nu koncentraciju proizvoda (Henry i sur., 2020).
Dva najc¢e$¢a oblika smrti u proizvodnim procesima s kulturom zivotinjskih stanica su
nekroza i apoptoza. No, stani€na smrt u kasnoj eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi Sarznog
procesa ve¢inom se odvija procesom apoptoze te je stoga cilj uspostaviti kulturu otpornu na
apoptozu (Suzuki i sur., 1997). Neke od metoda modifikacije stanica domacina u svrhu
odgadanja apoptoze su: prekomjerna ekspresija anti-apoptotickih gena (Bcl-2, Bcl-xL) i

negativna regulacija pro-apoptotickih proteina (Bak, Bax, kaspaza 3, kaspaza 7).
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2.4.2.1. Prekomjerna ekspresija anti-apoptotickih gena

Vecéina dosadasnjih istrazivanja temelji se na proucavanje utjecaja prekomjerne
ekspresije gena za anti-apoptoticke ¢lanove Bcl-2 obitelji proteina: Bcl-2 i Bcl-xL. Navedeni
proteini su inhibitori Bak i Bax pro-apoptotickih proteina kljuénih za pokretanje
mitohondrijskog put apoptoze (Henry i sur., 2020). Utjecaj Bcl-2 i Bcl-xL ispitivan je na
razli¢itim stanicama (CHO, NSO, BHK, HEK-293, hibridoma) i pri razli¢itim stresnim
uvjetima (nedostatak hranjivih tvari i seruma, hiperosmotski tlak, varijacije u pH, povecane
sile smicanja, virusne infekcije, NaBu, amonijak) (Lim i sur., 2010). Prekomjerna ekspresija
negativnih regulatora apoptoze (Bcl-2 i Bcl-xL) veé¢inom je pokazala povecanje vijabilnosti
stanica, a ponekad i povecanje maksimalne gustoce stanica (Henry i sur., 2020). No, u¢inak
na samu produktivnost sinteze rekombinantnog proteina je promjenjiv. U mnogim okolisnim
uvjetima, stanice s prekomjerno eksprimiranim Bcl-2 proteinom uspjesno su odgodile
apoptozu, no povecanje koncentracije rekombinantnog proteina ¢esto nije bio zamjetno ili je
bilo minimalno (Grilo i Mantalaris, 2019). Istrazivanja na stanicama s prekomjerno
eksprimiranim genom za Bcl-xL protein, osim $to su pokazala uspjeh u odgodi apoptoze,
rezultirala su i duplo ve¢im koncentracijama proizvoda (Henry i sur., 2020) ¢ime se
promijenio fokus u tom podruéju istrazivanja genetiCkog inzenjerstva prema Bcl-xL u odnosu
na prvotno istrazivani Bcl-2 (Grilo i Mantalaris, 2019). No, istraZivanja su pokazala da u
odgodi apoptoze primjenom prekomjerne ekspresije Bcl-2 i Bcl-xL proteina klju¢nu ulogu

ipak ima vrsta stani¢ne linije te snaga samog stresnog ¢imbenika (Krampe i Al-Rubeali, 2010).

2.4.2.2. Negativna regulacija pro-apoptotickih proteina

Jedan od pristupa za odgodu apoptoze i povecanje produktivnosti u procesima sa
zivotinjskim stanicama je "utiSavanje" (eng. Knockdown) genske poruke za Bax, Bak,
kaspazu 3, 7, 8 1 9 ili njihova inhibicija (Xiong i sur, 2014). Negativna regulacija navedenih
gena postignuta je razli¢itim tehnikama poput upotrebe siRNA (eng. Small interfering RNA),
ZFN-a (eng. Zinck finger nucleases), TALEN-a (eng. Transcription activator-like effector
nucleases) i nedavno razvijenim CRISPR (eng. Clustered regurlarly interspaced short

palindromic repeats) sistemom (Baek i sur., 2017).

Bak i Bax su pro-apoptoticki ¢lanovi Bcl-2 obitelji i klju¢ni regulatori unutarnjeg puta
apoptoze. Aktiviraju se djelovanjem apoptotickih stimulansa ¢ime dolazi do njihove
oligomerizacije na membrani mitohondrija $to uzrokuje permeabilizaciju membrane |

oslobadanje pro-apoptotickih faktora u citoplazmu stanice te se taj dogadaj smatra kljuénim
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korakom unutarnjeg puta apoptoze (Blanco i Garcia-Saez, 2017). U vecini istrazivanja
negativne regulacije Bax i Bak uspjesno je dobivena stani¢na kultura s veCom otpornosti na
apoptozu i sa gotovo duplo vecom kona¢nom koncentracijom proizvoda U odnosu na
nemodificirane, kontrolne stanice $to potvrduje da ovakva modifikacija proizvodne stani¢ne

linije ima veliki potencijal u industrijskoj primjeni (Henry i sur., 2020).

Prijenos apoptotickog signala u stanicama posredovan je kaspaza-kaskadnim
sustavom, odnosno nizom proteolitickih reakcija u kojima se kaspaze medusobno aktiviraju
Sto za posljedicu ima poticanje, prijenos i pojacavanje apoptotickog signala (Kim i sur.,
2012). Prema tome, inhibicija kaskadne aktivnosti je logican cilj apoptoti¢kog inzenjerstva. U
dosadasnjim istrazivanjima na CHO stanicama provedena je negativna regulacija kaspaza 3,
7, 8 1 9. "Utisavanje" genske poruke za kaspaze veé¢inom je rezultiralo malim napretkom u
vijabilnosti i gusto¢i stanica. Osim toga, u nekim istrazivanjima primijecen je porast kona¢ne
koncentracije proizvoda od 1,5 do 3 puta (Henry i sur., 2020). Drugi pristup inhibiranja
kaspazne aktivnosti je prekomjernom ekspresijom unutarstani¢nih, kaspaznih inhibitora kao
npr. XIAP (eng. X-linked mammalian inhibitor of apotosis) i CrmA (eng. Cytokine response
modifier A). XIAP je inhibitor kaspaza 3, 71 9, a CrmA je jaki inhibitor kaspaze 1 i 8 te slabi
inhibitor kaspaze 3 i 6 (Kim i sur., 2012). Dosadasnja istrazivanja nisu ukazala na znacajniji
porast vijabilnosti niti produktivnosti primjenom prekomijerne ekspresije gena za XIAP i
CrmA inhibitor (Henry i sur., 2020).

2.4.3. Kontrola metabolizma stanica

Osim potrebe za zadovoljavanjem zahtjeva stanice, formulacija medija za uzgoj i
nacin njegove primjene koristi se kao jedna od strategija za regulaciju stanicne proliferacije i
proizvodnje rekombinantnog proteina (Kumar 1 sur., 2007). Takoder, troSenje nutrijenata koji
ograniCavaju rast dovodi do stani¢nog zastoja i s vriemenom do apoptoze, koju takoder moze
potaknuti i nakupljanje toksi¢nih metabolita u mediju za uzgoj stanica (Grilo i Mantalaris,
2019). Dva klju¢na toksi¢na metabolita koje proizvode stanice su laktat i amonijak. Geneti¢ko
inZenjerstvo se koristi kao jedna od metoda za modifikaciju energetskog metabolizma tako da
se izvori energije preusmjere na puteve koji efikasnije proizvode stani¢nu energiju uz
smanjenu koli¢inu toksi¢nih nusproizvoda (Baek i sur., 2015). Osim toga, proizvodnja
heterolognih proteina je energetski zahtjevan proces zbog cega je takoder vazno pojacati

energetski metabolizam stanica (Lim i sur., 2010).
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2.4.3.1. Formulacija medija za uzgoj stanica

Komponente koje se uobicajeno koriste kao izvor ugljika i energije su glukoza i
glutamin. Neefikasna potrosnja (veée troSenje nego li je potrebno za normalni stani¢ni rast)
glukoze i glutamina dovodi do brzog rasta biomase, trosenja hranjivih tvari i nakupljanja
metabolita (laktat, amonijak i dr.) koji mogu imati inhibitorni utjecaj na dugovjecnost i
produktivnost stanica. Zamjena glukoze i glutamina alternativama koje mogu biti efikasnije
iskoriStene kao izvor ugljika i energije s manjom brzinom potro$nje vazno je jer sporije
troSenje nutrijenata moZe voditi prema smanjenom ili zaustavljenom stanicnom rastu, a takve
promjene su povezane sa poboljSanjem stanicne dugovjecnosti 1 sveukupne produktivnosti
(Kumar i sur., 2007). Istrazivanja Altamirana i suradnika (2000. g.) na CHO stanicama
pokazala su da je zamjena glukoze sa galaktozom (sporije metaboliziraju¢i Secer) i glutamina
sa glutamatom (manja brzina transporta u stanicu i ima samo jedan atom duSika) smanjila
brzinu rasta stanica i poboljSala njihovu dugovjecnost i produktivnost tijekom Sarznog
procesa. Tomu je takoder pridonijelo smanjenje koli¢ine nastalih toksicnih metabolita i
osmotskog tlaka (Atamirano i sur., 2000). Vecu vijabilnost i proizvodnju t-PA primjenom
CHO stanica ostvarili su i dvofaznim procesom u kojem su tijekom faze rasta Koristili
glukozu kao izvor ugljika i energije, a galaktozu tijekom proizvodne faze (Altamirano i sur,
2001). Osim toga, postoje primjeri uspjeSne zamjene glukoze sa fruktozom i laktozom te

glutamina sa asparaginom (Kumar i sur., 2007).

2.4.3.2. Kontrola metabolizma genetickim inzenjerstvom

Modifikacijom stani¢nog metabolizma primjenom genetickog inZenjerstva nastoji se
ublaziti negativan u¢inak nakupljanja toksi¢nih metabolita, prije svega amonijaka i laktata.
Amonijak nastaje stanicnim metaboliziranjem glutamina. Visoke koncentracije nakupljenog
amonijaka uzrokuju inhibiciju stani€nog rasta, smanjenje vijabilnosti, a u konacnici i
apoptozu stanica. Imortalizirane CHO stanice umjesto da u aerobnim uvjetima u potpunosti
oksidiraju glukozu do COz i H20, one vecinom prevode piruvat u laktat reakcijom
kataliziranom laktat dehidrogenazom (LDH) i taj fenomen poznat je kao Warburgov efekt
(Zagari i sur., 2013). Studije su pokazale da nastali laktat inhibira stani¢ni rast, pokrece
apoptozu i smanjuje produktivnost proizvodnje rekombinantnog proteina $to je povezano sa

smanjenjem pH 1 povecanjem osmotskog tlaka kojeg nakupljeni laktat uzrokuje (Pereira i sur.,
2018).
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Dosadasnja istrazivanja pokazala su potencijal negativne regulacije gena za LDH.
LDH je enzim koji provodi konverziju piruvata u laktat i njegovom negativhom regulacijom
primjenom siRNA smanjeno je nastajanje laktata bez negativhog utjecaja na stani¢nu
proliferaciju i proizvodnju terapijskog proteina (Pereira i sur., 2018). Sli¢ni rezultati
postignuti su kombinacijom negativne regulacije LDH i kinaze piruvat dehidrogenaze
(PDHK) primjenom siRNA. PDHK je enzim koji provodi reakciju fosforilacije enzima
piruvat dehidrogenaze i naj taj naCin ga inaktivira i onemogucava ulaz piruvata u ciklus
limunske Kiseline. Negativna regulacija LDH i PDHK smanjila je nastajanje laktata te
povecala specificnu brzinu nastajanja monoklonskog protutijela (Baek 1 sur., 2015). Ucinak
stabilne ekspresije gena za transportni protein fruktoze (GLUTS5) takoder je istrazivan. Kada
stanice koriste fruktozu kao izvor ugljika, brzina njegova troSenja je puno sporija u odnosu na
glukozu ¢ime je izbjegnuto usmjeravanje viska izvora ugljika u proizvodnju laktata. Druga
istrazivanja opisuju ucinak ekspresije ljudskog gena za piruvat karboksilazu u CHO
stanicama. Piruvat karboksilaza katalizira ireverzibilnu karboksilaciju piruvata u oksaloacetat
¢ime se zaobilazi nastajanje laktata. Usporedujuci sa nemodificiranim, kontrolnim stanicama,
CHO stanice koje eksprimiraju piruvat karboksilazu pokazale su smanjenu proizvodnju
laktata za 21-39 % te vecéu vijabilnost (Baek i sur., 2015).

Osim toga, razvoj glutamin sintetaznog selekcijskog markera vazan je napredak u
proizvodnji rekombinantnih proteina primjenom CHO stanica predstavljaju¢i alternativu za
dihidrofolat reduktazni ekspresijski sustav. GS sustav se temelji na deleciji gena za GS, te
njegovim ponovnim vra¢anjem transfekcijom plazmidnim konstruktom koji kodira za
rekombinantni protein od interesa i za GS selekcijski marker. Stanice rastu u mediju bez
glutamina i uz metionin-sulfoksimin kao sredstvo za amplifikaciju gena. Prednost takvog
selekcijskog sustava je u tome $to smanjuje koli¢inu stvaranja amonijaka jednom kada je
ugraden u stanicu domac¢ina. Amonijak zajedno s glutamatom stvara glutamin u enzimskoj
reakciji s GS, a glutamin sudjeluje u reakciji nadopunjavanja ciklusa limunske kiseline

ukljucujuéi se kao a-ketoglutarat nakon reakcije transaminacije (Pereira i sur., 2018).

Primjena biofarmaceutika u terapiji razli¢itih oboljenja kod ljudi zadnjih nekoliko
desetaka godina pokazala se revolucionarnom metodom lijeCenja zbog Cega broj novih
biofarmaceutika konstantno i brzo raste. Rastu¢e potrebe za biofarmaceuticima zahtijevaju

daljnji razvoj proizvodnih stani¢nih linija koje ¢e dati visoke koncentracije biofarmaceutika
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odgovarajuc¢e kvalitete, a kako bi se to ostvarilo primijenjuju se razli¢ite biotehnoloske
metode. Neke od metoda razvoja proizvodnih stani¢nih linija usmjerene su prema
sprjeCavanju stani¢ne smrti, $to se ¢esto povezuje s poveéanjem prinosa proizvodnje. Osim
toga, istrazivanja su pokazala povezanost kontrole stani¢nog ciklusa s povecanjem
produktivnosti procesa. No, buduc¢i da svaka stani¢na linija ima karakteristicna svojstva te
svaki proizvodni proces svoje specifiCnosti, 1 nadalje su potrebna istrazivanja koja ¢e
omoguciti bolje razumijevanje mehanizama navedenih stani¢nih procesa te omoguciti daljnju
identifikaciju gena ¢ijom primjenom je moguce dobiti produktivnije proizvodne stanicne

linije.
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3. ZAKLJUCCI

1. Zivotinjske stanice su najéeSée koristeni ekspresijski sustavi za proizvodnju
biofarmaceutika jer provode posttranslacijske modifikacije proteina sli¢nim onima kod

ljudi te mogu proizvoditi velike i komplekse rekombinantne proteine.

2. Koncentracije rekombinantnih proteina dobivenih primjenom Zivotinjskih stanica,
unatrag nekoliko desetaka godina povecale su se za vise od 100 puta. To je ostvareno
razvojem kontinuiranih stani¢nih linija, kemijski definiranih medija za uzgoj, uzgojem
stanica u suspenziji te primjenom inovativnih strategija kao $to su modificiranje
stani¢nog ciklusa, stanine smrti i metabolizma stanica primjenom genetickog

inzenjerstva, formulacijom medija za uzgoj stanica, kemijskim reagensima i dr.

3. StaniCna smrt, metabolizam i stani¢ni ciklus su Stani¢ni procesi koji utjecu na
poveéanje vijabilnosti, dugovjeCnosti i produktivnosti stanica. Razumijevanje
navedenih stani¢nih procesa vrlo je bitno kako bi se racionalno pristupilo njihovoj

kontroli sa ciljem povecanja produktivnosti procesa proizvodnje biofarmaceutika.

4., Prema dosadasnjim istraZivanjima, mnoge metode Kkontrole stanicne smrti,
metabolizma i stani¢nog ciklusa imaju moguénost primjene u proizvodnji

biofarmaceutika.
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