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1. UvOD

Zbog brojnih biofarmaceutika koji se u posljednje vrijeme sve vise proizvode kulturom
zivotinjskih stanica, dolazi do konstantnog razvoja i unaprjedenja ove tehnologije. Kako bi se
stani¢na kultura mogla uzgojiti, potrebno je u in vitro uvjetima stvoriti okruzenje koje ¢e sti-
mulirati njihov prirodni okoli§ u stanici. Jedna od komponenta koja je opskrbljivala stanice
faktorima rasta, hormonima 1 ostalim dodatnim sastojcima, koje hranjivi medij za uzgoj nije
sadrzavao, te osiguravala optimalan stani¢ni rast od najranijih je pocetaka ove tehnologije bio
serum zivotinjskog podrijetla. Medutim, tek su s viemenom do izrazaja dosli brojni nedostaci
uporabe zivotinjskog seruma, najéesée u pitanju FBS-a. Od visoke cijene seruma i njegove
dostupnosti, preko problema u procis¢avanju rekombinantnih proteina koje uzrokuje visoka
koncentracija proteina iz seruma, varijabilnosti u njegovom sastavu, pa sve do brojnih etickih
razloga oko nacina njegovog pribavljanja, kao i potencijalnih prijenosnika bolesti koji u njemu
mogu biti prisutni (Babcock, 2007). Sve je od navedenog potaknulo znanstvenike na potragu
za novim suplementima hranjivom mediju koji nece biti Zivotinjskog podrijetla.

Kao dobrom zamjenom pokazali su se proteinski hidrolizati biljnog podrijetla. Dokazali su
se uspjesnim kao djelomicna ili ¢ak potpuna zamjena za serum, a isto tako njihova je antia-
poptoticka aktivnost dosla do izrazaja. Takoder, pogodni su i zbog svoje niske cijene (Franek i
sur., 2000). Kao bogatim izvorom proteina pokazale su se uljne pogace, ostaci zaostali nakon
ekstrakcije ulja iz sjemenki biljaka. Ovaj je nusproizvod inace smatran otpadom prehrambene
industrije, medutim u posljednje vrijeme sve viSe dolazi do njegovog koriStenja u biotehnolo-
Ske svrhe u kulturi Zivotinjskih stanica. Biljka lan karakterizirana je brojnim nutritivnim 1 bio-
aktivnim spojevima, a isto se tako uljna pogaca lana pokazala kao dobrim izvorom lipida, pro-
teina, topljivih vlakna, lignana 1 antioksidansa (Gutiérrez i sur., 2010).

Uzimajuéi u obzir dosad provedena istraZzivanja koja su rezultirala pozitivnim u¢inkom
biljnih proteinskih hidrolizata na proliferaciju stanica te brojne bioaktivne sastojke prisutne u
lanu, osmisljen je sljedeci eksperiment koji je proveden kao dio ovog zavrSnog rada. Cilj je
stoga bio ispitati kakav ¢e ucinak dodatak proteinskih hidrolizata uljne pogace lana razli¢itih
koncentracija u hranjivi medij sa serumom imati na rast 1 metabolizam HEK 293 stanica, te

postoji li moguénost djelomi¢ne zamjene seruma navedenim hidrolizatima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kultura zivotinjskih stanica

Kultura zivotinjskih stanica nastaje na nacin da se stanice izolirane iz zivotinjskog tkiva
ili organa nastave dijeliti 1 izvan svog prirodnog okruzenja, u kontroliranim uvjetima te
opskrbljene hranjivim tvarima i faktorima rasta. Rast stanica izvan zivog organizma iz kojeg
potjecu odvija se u in vitro uvjetima (,,na staklu®). Stanice se pritom dijele mitozom ¢ime
nastaju identicne stanice kao i ona iz koje su nastale. Tada govorimo o homogenoj populaciji
stanica u kojoj su sve stanice u toj stanicnoj kulturi geneticki jednake. Ukoliko unutar
populacije stanica postoje genetiCke varijacije medu njima, radi se o heterogenoj populaciji

stanica (Butler, 2004).

Kako bi se uspostavila stani¢na kultura, najprije je potrebno izolirati stanice iz
odgovarajucih tkiva ili organa iz nekog organizma. Time se formira primarna stani¢na kultura.
Takve su kulture uobicajeno heterogene te ih karakterizira niska specifi¢na brzina rasta.
Reprezentativnije su za tipove stanica u tkivu iz kojeg potjeu jer zadrzavaju svojstva
specifi¢na za to tkivo, odnosno svojstva kakva su posjedovala in vivo te tako najbolje daju sliku
o svojstvima diferenciranih stanica. Primarna kultura moZe se precijepiti, odnosno
subkultivirati u svjezi medij i tamo zasebno uzgajati ¢ime se postize sekundarna stanicna
kultura. Subkultiviranje je pogodno jer se time postiZe stvaranje stani¢ne linije koja je prikladna
za dugotrajnu uporabu 1 mogucénost njezinog stvaranja u velikim koli¢inama bez promjena u
sastavu (Oyeleye, 2016). Medutim, nakon nekoliko subkultivacija moze do¢i do odumiranja
stanica. Kako bi se ovakva smrtna ili konac¢na stani¢na linija prevela u kontinuiranu, potrebno
je izvrsiti postupak imortalizacije ¢ime dobivamo stani¢nu liniju koja je besmrtna i moze se

umnozavati unedogled (Nema 1 Khare, 2012).

Ovisno o tome na koji nacin stanice u mediju za uzgoj rastu, razlikujemo adherentne 1
suspenzijske stanice. Adherentna kultura raste pricvrS¢ena za povrSinu podloge. Zbog tog
razloga stanice se prije subkultivacije moraju odvojiti od povrSine pomocu enzima koji ¢e
pocijepati veze kojima se stanice za nju drze. Zbog ograniCenosti povrSine rasta zahtijevaju
redovito pasaZiranje, odnosno jednom kad popune povrSinu potrebno ih je precijepiti. Njihov
je rast moguce lako provjeriti vizualnim pregledom pod svjetlosnim mikroskopom.

Suspenzijske stanice s druge strane rastu po cijelom volumena medija za uzgoj neovisno o
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povrsini. Takoder, postupak precjepljivanja s njima je lakSi poSto ne zahtijevaju korak
enzimskog odvajanja sa povrsine podloge (Oyeleye i sur., 2016). Uzgoj suspenzijskih stanica
jednostavno se moze prebaciti u vece mjerilo za proizvodnju u bioreaktorima u veéim
volumenima. Vec€ina je stani¢nih linija prvotno bila adherentnog rasta, no kasnije su adaptirane

za rast u suspenziji upravo radi ,,scale up*-a procesa.

Kinetika rasta u kulturi zivotinjskih stanica moze se pratiti pomocu krivulje rasta ¢iji je
primjer prikazan na slici 1. Stanice prolaze kroz nekoliko faza rasta koje se mogu podijeliti na
lag fazu kojom ciklus zapocinje, zatim nastavljaju kroz logaritamsku fazu do stacionarne faze
te u konacnici dolaze do faze odumiranja. Lag faza predstavlja vrijeme koje je stanicama
potrebno da se priviknu na hranjivu podlogu na koju su nacijepljene odnosno na novu okolinu.
U ovoj fazi stanice sintetiziraju sve potrebne enzime i intermedijere te povecavaju svoju masu
1 volumen. Time su u stanju prividnog mirovanja jer ne dolazi do promjene u broju stanicu ve¢
se one samo pripremaju za razmnozavanje. Jednom kad se stanice priviknu na novi okolis,
ulaze u eksponencijalnu ili logaritamsku fazu rasta u kojoj dolazi do udvostruc¢ivanja stanica.
Sve stanice rastu jednakom i stalnom brzinom i dolazi do naglog, eksponencijalnog porasta u
broju stanica. Brzina kojom stanice rastu ne ovisi o koncentraciji hranjivih tvari posto su one
u suvisku. Ulaskom u stacionarnu fazu, ukupan broj stanica se ne mijenja jer se brzina rasta
izjednacila sa brzinom odumiranja stanica. Dolazi do sinteze sekundarnih metaboliti koji nisu
povezani s rastom. Kao posljednja faza nastupa faza odumiranja, u kojoj dolazi do vidljivog
pada u broju stanica s vremenom. Uzrokovana je padom koncentracije hranjivih tvari i

povecanom koli¢inom nastalih toksi¢nih proizvoda metabolizma (Oyeleye i sur., 2016).

Stacionarna faza

Faza odumiranja

Eksponencijalna faza

Broj stanica (log)

Lag faza

v

Vrijeme (dani)

Slika 1. Primjer krivulje rasta s naznacenim fazama rasta (prema Anonymous 1, 2022.)



Kulture zivotinjskih stanica danas se koriste u razne svrhe. Jedna od najpoznatijih je
njihova upotreba u proizvodnji virusnih cjepiva, §to je zapravo bio i prvi komercijalno dostupni
proizvod tehnologije zivotinjskih stanica. Bilo je to cjepivo protiv dje¢je paralize proizvedeno
pomocu primarnih stanica bubrega majmuna. Biotehnoloski znacajni proizvodi ove tehnologije
jos su monoklonska protutijela, rekombinantni proteini (hormoni, interferoni, eritropoetin) i

brojne druge (Macdonald, 1990).

Prednosti koje zivotinjske stanice imaju u proizvodnji rekombinantnih proteina jesu
njihova mogucnost post-translacijskih modifikacija koje u npr. Escherichia coli, kao dobro
istrazenom 1 industrijski prilagodenom mikroorganizmu za bioprocese velikih razmjera, nisu
moguce. Glikolizacija, metilacija, fosforilacija i druge reakcije klju¢ne su u smotavanju
kompleksnih proteina koji se tehnologijom rekombinantne DNA nastoje i mogu proizvesti
samo u eukariotskim stanicama (Butler, 2005). Nadalje, Zivotinjske stanice pokazale su se
uspjeSnima za proizvodnju virusnih cjepiva gdje su svoju prednost, u odnosu na in ovo
tehnologiju uzgoja virusnih Cestica u kokosjim jajima, stekle pokazavsi veéu ucinkovitost
cjepiva popra¢enu s manje nuspojava (Slivac i sur., 2020). Kako se broj komercijalno vrijednih
bioloskih tvari naglo povecao tijekom posljednjeg desetljeca, doslo je i do rasirenog interesa
za tehnologiju Zivotinjskih stanica. Biofarmaceutici visoke vrijednosti i kompleksne strukture
stoga se uobicajeno proizvode u zivotinjskim stani¢nim linijjama. Neke od naj¢es¢e koristenih
su stanice ovarija kineskog hr¢ka (CHO), stanice mijeloma misa (NSO), stanice bubrega
humanog embrija (HEK 293), stanice bubrega mladog hrcka (BHK), stanice retinoblastoma
humanog embrija (PER.C6) i druge (Butler, 2005).

HEK 293 stani¢na linija, prikazana na slici 2, safinjena je od imortaliziralith humanih
embrijskih stanica bubrega (engl. Human embryonic kidney). Dobivena je iz primarne HEK
kulture transformacijom sa fragmentima DNA adenovirusa tipa 5 (AdS) na nacin da je Ad5
ugraden u kromosom 19 genoma domacina te je HEK 293 tako postala trajno transformirana.
Ova je modifikacija kasnije sluzila za stvaranje rekombinantnih humanih adenovirusnih
vektora koje karakterizira nemogucénost transkripcije zbog delecije E1 regije. Uvodenje
plazmidnih vektora pod kontrolom jakog CMV promotora omogucilo je vrlo uinkovitu
translaciju gena od interesa koji su umjetno ugradeni u plazmid. To je jedna od karakteristika
koja ih ¢ini dobrim izborom u istrazivanjima - omogucuju visoku razinu proizvodnje
rekombinantnih proteina, uslijed uvedenog Ad5, koji se mogu proizvesti u velikim koli¢inama

(Thomas 1 Smart, 2005). Nadalje, prednosti HEK 293 stanica bile bi 1 da su brzorastuca stani¢na
4



linijja, nude visoku reproducibilnost rezultatata, kao i1 visoku podloznost i ucinkovitost
transfekcije, te mogucnost transfekcije Sirokim spektrom fizikalnih i kemijskih metoda. Osim
u proizvodnji terapeutskih rekombinantnih proteina, koriste se u istrazivanjima raka i
signalizacije receptora, a u tijeku su i istrazivanja temeljena na genomskom inZenjerstvu koja

ukljucuju CRISPR metodu.

ATCC Number: CRL-1573
Designation: 293

(

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

Slika 2. HEK 293 stani¢na linija pod svjetlosnim mikroskopom (Anonymous 2, 2022.)

Kao glavni supstrat za dobivanje energije Zivotinjske stanice koriste glukozu. U
reakcijama metaboli¢kih puteva glukoza se glikolizom prevodi do dvije molekule piruvata koje
se zatim oksidiraju i dekarboskiliraju do acetil-koenzima A. Slijedi citratni ciklus u kojem se
acetilne jedinice oksidiraju do 2 molekule CO: i vodu te se oslobodena energija pohranjena u
obliku reduciranih koenzima koristi za sintezu ATP-a. Kako bi se navedene reakcije odvile u
potpunosti 1 stanice osigurale energijom, vazna je prisutnost kisika kao krajnjeg akceptora
elektrona. Kada se stanice sisavaca nadu u uvjetima s niskom koncentracijom kisika, dolazi do
prijelaza s oksidacije glukoze na anaerobnu glikolizu. Pri tome se troSe velike koli¢ine glukoze
pri ¢emu nastaje laktat. Kod stanica raka uocena je velika brzina potroSnje glukoze i1 nastajanja

laktata ¢ak i pri normalnim koncentracijama kisika. Ova se pojava naziva Warburgov efekt ili
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aerobna glikoliza te nastaje kao rezultat deregulirane srediSnje metabolicke mreze, a njegovim
otkri¢em je prvi put opisana razlika u metabolizmu izmedu stanica raka i normalnog tkiva
(Mulukutla i sur., 2010). Nakupljanje laktata kao nusprodukta metabolizma u mediju u kojem
se stanice uzgajaju moguce je do koncentracije od 50 mM, Sto za posljedicu ima negativan
utjecaj narast, proliferaciju i produktivnost stanica. Izlu¢ivanje laktata tijekom eksponencijalne
faze rasta imalo je Stetan ucinak na stanice kao Sto je to inhibicija rasta i ekspresije proteina te

promjena obrazaca glikolizacije proteina (Liste-Calleja i sur., 2015).

2.2. Hranjivi medij za uzgoj stanica

Kako bi se kultura Zivotinjskih stanica uspje$no uzgojila, vazno je da se kultivacija vrsi
u odgovaraju¢em mediju koji stimulira prirodne uvjete. Hranjivi medij za uzgoj mora
sadrzavati sve hranjive tvari u tekucom ili krutom obliku koji su potrebne stanicama za
opstanak 1 proliferaciju, kao i za obavljanje stani¢nih funkcija. Ovo ukljucuje katabolicke
supstrate za dobivanje energije, prekursore za anaboliticke procese, vitamine i elemente u
tragovima, te anorganske ione kako bi medij bio odgovaraju¢eg pH i osmolarnosti. Zbog
navedenog je bitno da se pazljivo odabere odgovaraju¢i medij za pojedinacnu vrstu stanica i
koji ¢e najbolje odgovarati ciljevima istraZivanja jer ¢e kvaliteta medija izravno utjecati na
same rezultate (Yao i Asayama, 2007). Vrste medija koje se koriste mogu se podijeliti na
prirodne 1 sintetske medije. Prirodni mediji sastoje se iskljucivo od prirodno prisutnih bioloskih
tvari 1 to mogu biti ugrusci, bioloske tekucine 1 ekstrakti tkiva. Sintetski mediji osmisljeni su
tako da sluZe jednoj od sljede¢ih namjena: neposredno preZivljavanje (uravnoteZena otopina
soli, odgovarajuci pH 1 osmotski tlak), produljeno preZivljavanje (uravnotezena otopina soli s
dodatkom seruma ili odgovaraju¢om formulacijom organskih spojeva), neograniceni rast te
specijalizirane funkcije (Nama 1 Khare, 2012). Sastoje se od bazalnog medija 1 dodataka kao
Sto su to serum, hormoni i faktori rasta. Ovisno o dodanim komponentama, mogu se podijeliti
na medij sa serumom, medij bez seruma, medij bez proteina i kemijski definiran medij (Yao i

Asayama, 2007).

Serum kao dodatak bazalnom mediju bitna je komponenta jer sluzi kao izvor

aminokiselina, vitamina, proteina, lipida, ugljikohidrata, faktora rasta, hormona i1 brojnih
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drugih tvari koje nisu prisutne u bazalnom mediju. Njegove glavne funkcije ocituju se kroz
stimulaciju stani¢nog rasta, proliferacije i diferencijacije putem hormonalnih faktora. Isto tako,
osigurava stanice transportnim proteinima koji su nosioci hormona, elementa u tragovima i
minerala. Takoder snabdijeva stanice faktorima za pricvrS€ivanje, kao i faktorima za
stabilizaciju 1 detoksifikaciju za odrzavanje pH ili inhibiranje proteaza (pomocu npr. o-
antitripsina). Visok sadrzaj albumina u serumu pogoduje stanicama jer ih §titi od nezeljenih
promjena u pH vrijednosti, kao i od posmicnih sila koje nastaju uslijed pipetiranja ili mijeSanja.
Serum koji se koristi u ove svrhe najcesce je govedeg podrijetla i dobiva se iz odraslih ili
novorodenih Zivotinja, ili iz fetusa (FBS — Fetal Bovine Serum), a u uporabi je jos teleci i
konjski serum. FBS se usvojio kao standardni suplement hranjivom mediju za uzgoj kultura
stanica zbog svojeg visokog sadrzaja faktora rasta i niske razine y-globulina (Brunner i sur.,
2010). Medutim, postoje mnogi nedostaci koriStenja seruma ovog podrijetla u tehnologiji
zivotinjskih stanica. Serum je loSe definiran i1 varijabilnog sastava S§to moze dovesti do
nedosljednosti rasta i produktivnosti procesa. Sastav svake Sarze seruma ovisi o prehrani i
okolisnim faktorima koji su imali utjecaj na zivotinju iz koje je serum izuzet. Nadalje,
koriStenjem seruma javlja se potencijalna opasnost od kontaminacija nezeljenim virusima,
mikoplazmama ili prionima kao nositeljima transmisivne spongiformne encefalopatije, bolesti
poznate jos pod nazivom ,,kravlje ludilo®, za koje postoji moguénost da budu prisutni u serumu.
Isto tako, postoji rizik da bi visok sadrzaj proteina u mediju za uzgoj mogao ometati
prociS¢avanje proizvoda. Naime, serum se najceS¢e dodaje u koncentraciji od 10 % (v/v) pri
¢emu koncentracija proteina u mediju doseZe ukupnu koncentraciju od 10 g L!. Ova brojka u
velikoj mjeri prevladava uobicajenu izluenu koncentraciju rekombinantnog proteina u
stanicama od 0,1 g L"!, §to moZe rezultirati njegovom otezanom purifikacijom. Cijena seruma
jos je jedna stavka koja predstavlja problem, kao i njegova dostupnost §to remeti kontinuitet
proizvodnje. Naposlijetku, javljaju se 1 eticka pitanja oko dobrobiti Zivotinja iz kojih se serum

izuzima i nac¢ina kojim se one tretirane tijekom tog postupka (Butler, 2015).

Ovisno o tipu stanica 1 njithovom podrijetlu te 0 samoj svrsi uzgoja stanica, bazalni medij
dizajniran je sukladno potrebama stani¢ne linije. Sastav bazalnog medija stoga ovisi 1 o
¢injenici je i on dizajniran na nacin da je predviden dodatak komponenata kao $to je to serum
koji sadrzava dodatne nutrijente koji nisu prisutni u samom bazalnom mediju. Kroz povijest
razvijeni su razliciti bazalni mediji. Prvi od prihvacenih medija bio je Eagle's basal medium

(BME) koji je morao biti zamijenjen novim svaki dan uzgoja. PoboljSana varijanta razvijena je
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nekoliko godina kasnije kada je FEagle's minimun essential medium (EMEM) s viSom
koncentracijom aminokiselina nego BME bio predstavljen. Dulbecco's modification of Eagle's
medium (DMEM), koji je razvijen ubrzo zatim, sadrzavao je Cetiri puta vecu koncentraciju
aminokiselina nego BME uz dodatak vitamina, ne-esencijalnih aminokiselina i elementa u
tragovima te 25 mM koncentraciju glukoze, a nakon toga predstavljen je 1 RPMI 1640 koji je
poznat kao medij za op¢u namjenu, kao i za kulture limfocita i hibridoma (Butler, 2015).
Navedeni bazalni mediji zahtijevaju dodatak seruma kao suplementa kako bi se postignuo
maksimalan rast stanica. Medutim, zbog brojnih nedostataka koje dodatak seruma ima,
znanstvenici su radili na stvaranju serum-free medija (SFM). Pritom je glavni cilj bio zamijeniti
suplemente u serumu nekim novim izvorima. Optimizacija bazalnog medija bila je jedan od
prvih koraka gdje je, na primjer, bila pripravljena smjesa DMEM i RPMI 1640 medija u omjeru
1:1, pri ¢emu je DMEM bio izvor aminokiselina i vitamina, a RPMI 1640 je osiguravao
mikronutrijente potrebne za rast (Butler, 2015). Sljede¢e moguce rjeSenje bila je upotreba
kemijski definiranih medija (CDM — Chemically Defined Media) koji ne bi zahtijevali dodatak
suplemenata za zamjenu seruma. Ovakvi mediji imali su uspjesnu primjenu, medutim vrijeme
razvoja 1 optimizacije bilo je dugo i skupo, te je u nekim slucajevima dolazilo do smanjenja
prinosa Sto je dovodilo do upitnosti odrzivosti kulture. Unato¢ prednostima koje su CDM i
SFM nudili, neke industrijski vazne stani¢ne linije jos$ su uvijek zahtijevale komponente seruma
koje ovakvi mediji i dalje nisu mogli nadomjestiti kao $to su to na primjer bili ¢imbenici

pri¢vrsc¢ivanja (Babcock, 2007).

Kao zamjena za serum poceli su se koristiti ekstrakti tkiva, razni hidrolizati, faktori rasta,
hormoni, transportni proteini kao albumin 1 transferin, lipidi, poliamini, vitamini, metali 1 drugi.
Najprije su u uporabi bili proteinski hidrolizati Zivotinjskog podrijetla izolirani iz animalnih
tkiva ili mlijeka koji su proizvedeni pomocu enzima Zivotinja ili pro¢iS¢enih proteina iz
zivotinjskih ili ljudskih izvora. Medutim, i1 dalje je postojao rizik od kontaminacije virusima
jer se radilo o hidrolizatima koji potjecu iz zivotinja. Kako bi se pronasla alternativa animalnim
proteinima, pocela su istraZivanja s proteinskim hidrolizama biljnog podrijetla, kao §to su to
soja, pSenica i sjemenke pamuka, koja su se pokazala uspjeSnim kao zamjena serumu i u
optimizaciji medija. Biljni proteinski hidrolizati osiguravaju stanice vitaminima, lipidima,
anorganskim soli, peptidima niske molekulske mase i aminokiselina te su se time pokazali
pogodnim za uzgoj vecine stani¢nih linija kao §to su to BHK, CHO, Vero, MDCK 1 hibridoma.

PoSto navedeni hidrolizati sadrZe tvari niske molekule mase, purifikacija antitijela 1
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rekombinantnih proteina je pojednostavljena, a prednost je naravno i njihova cijena u usporedbi
sa serumom (Babcock, 2007; Yao i Asayama, 2007). U istrazivanju koje su proveli Farges-
Haddani i sur. (2006) koriStena je smjesa peptida dobivena frakcioniranjem enzimskog
hidrolizata proteina sjemena uljane repice koja se pokazala dobrom alternativom. Dobivene
frakcije peptida imale su razli¢ite u¢inke na rast kada se dodaju u medij bez seruma. Pokazalo
se da nefrakcionirani hidrolizati i pojedine frakcije nisu imale utjecaj na brzinu rasta stanica,
dok su s druge strane odredene frakcije djeluju ili citotoksi¢no ili stimulirajuce na rast stanica.
Za razliku od vecéine komercijalno dostupnih biljnih peptona koji su sastavljeni iskljuc¢ivo od
malih peptida, jedna od frakcija u ovom eksperimentu sadrzavala je smjesu i malih (<500 Da)
i velikih peptida (500-5000 Da) te je pokazala znacajnu stimulaciju rasta stanica i produljenje

vremena trajanja kulture u dodanoj koncentraciji od 4 g L.

Nije poznato potjece li sva korisna aktivnost hidrolizata iz malih peptidnih frakcija ili 1
vedi proteini takoder imaju pozitivan uc¢inak. Mali peptidi, a ujedno i slobodne aminokiseline,
doprinose nutritivnoj vrijednosti medija, dok veliki peptidi mogu oponasati ¢imbenike rasta ili
faktore prezivljavanja (Franek i sur., 2000). U svojim su eksperimentima Lee i sur. (2008)
dokazali kako je dodatak proteinskog hidrolizata soje imao pozitivan u¢inak na proliferaciju
ljudskih keratinocita u mediju bez seruma. Medij koji je pokazao najveci broj Zivih stanica
sadrzavao je BPE (ekstrakt govede hipofize) i proteinske hidrolizate soje, nakon njega po broju
stanica slijedio je medij samo s dodatkom BPE, zatim samo s dodatkom hidrolizata soje te je
posljednji po broju stanica bio medij bez ikakvih dodataka. [ako su sojini proteini bili dobar

izvor nutrijentata i potpomognuli su rast stanica, nisu u potpunosti uspjeli zamijeniti BPE.

2.3. Proteini i proteinski hidrolizati uljne pogace lana

Lan, ili poznata po svojim latinskim imenom Linum usitatissimum, je biljka koja je bila
uzgajana od pocetka civilizacije. U pocetku se lan prvenstveno koristio za proizvodnju vlakna
za odjecu 1 u proizvodnji papira, dok su se ulje sjemenki lana i ostali nusprodukti koristili kao
sastavni dio hrane za Zivotinje. Tek su pred viSe od dva desetlje¢a nutritivna svojstva sjemenki
lana dosla do izrazaja te je zapocela njihova primjena u prehrani ljudi. Lan sadrzi mnoge

bioaktivne spojeve koje ga stavljaju kao predmet brojnih istrazivanja zbog njegovih
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potencijalnih zdravstvenih dobrobiti. Sjemenke lana dobar su izvor omega-3-masnih kiselina
kao Sto su to o-linolenska kiselina, zatim polinezasi¢enih masnih kiselina kratkog lanca,
topljivih 1 netopljivih vlakna, fitoetrogenih lignana, proteina i antioksidansa. Pozitivan su
uc¢inak pokazale u smanjenju kardiovaskularnih bolesti, protuupalnom efektu, smanjenom

riziku od raka te ublazavanju simptoma menopauze i osteoporoze (Goyal, 2014).

Glavna komponenta sjemenke lana upravo je laneno ulje koje je bogato a-linolenskom,
linolnom i oleinskom kiselinom. Tijekom proizvodnje ulja iz sjemenki lana presanjem nastaje
velika koli¢ina nusprodukta te ovaj ostatak koji zaostaje nazivamo pogaca lana. Navedeni
nusproizvod u vecini je slucajeva otpad prehrambene industrije, unato¢ Cinjenici da je bogat
proteinima i nutritivnim tvarima. Pogaca lana zbog prisutnih lipida, proteina, topljivih vlakna
1 lignana te ostalih iskoristivih sastojaka svoju potencijalnu primjenu ima u ljudskoj prehrant,
kao aditiv u pekarstvu, sto¢na hrana, a u posljednje vrijeme u biotehnoloskim procesima. U
istrazivanju Gutierrez i sur. (2010) frakcioniranjem odmaséene uljne pogace lana dobiven je
ekstrakt polifenola od 0,73 mg GAE g, kao i proteinski izolat zna¢ajne &istoée s 53,15 %
prinosa i 0,78 ekvivalenta albumina g™ proteinskog izolata te polisaharidni izolat s prinosom
10,71 % 1 1,37 mg ekvivalenta glukoze po gramu polisaharida i s niskom udjelom proteina kao
necistoéa, Sto dokazuje prisutnost nutritivno vrijednih tvari koje su zaostale nakon ekstrakcije
ulja. Takoder, sadrzi i razlicite tipove antioksidansa, vitamine A, C, D i E te minerale kao $to

suto Mg, K, Na, Fe, Cu, Mn i Zn (Gutiérrez i sur., 2010; Mannucci i sur., 2019).

Proteinski hidrolizati lana su mjeSavina peptida raznih veli¢ina nastalih razgradnjom
proteina izoliranih iz uljne pogace. Mogu se dobiti postupkom kiselinske hidrolize ili
primjenjenoj proteazi, mogu nastati hidrolizati razliitog peptidnog sastava. U radovima
Logarusi¢ 1 sur (2021.) te Logarusi¢ i sur (2020.) opisane su digestije proteinskih izolata lana
primjenom mikrobnih proteaza Alcalase, Neutrase 1 Protamex. Na slici 3, koja prikazuje gel
nastao proteinskom elektroforezom hidrolizata, vidi se da je razgradnja proteina lana
najtemeljitija primjenom enzima Alcalase (FHA) jer gotovo da nema vidljivih bendova iznad
5 kDa. Drugaciji uzorak digestije pokazuju enzimi Neutrase (FHN) i Protamex (FHP) koji su

proizveli hidrolizate znatno vecih peptida od Alcalase, no vecina ih je ispod 10 kDa.
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Slika 3. Slika gela SDS-PAGE proteinskog izolata uljne pogace lana (I) i tri hidrolizata proteina
lana (FHA, FHN 1 FHP) dobivenih digestijom trima proteazama (Logarusic¢ i sur., 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Hidrolizati uljne pogace lana

U provedenim eksperimentima tijekom izrade ovog zavr$nog rada koriSteni su proteinski

hidrolizati uljnih pogaca lana pripremljeni u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i

biotransformacija Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu (tablica 1). Navedeni su

hidrolizati dobiveni hidrolitickim cijepanjem pomocu triju razli¢itih proteolitickih enzima:

Alcalase™ Neutrase™ i Protamex™. Cuvani su na temperaturi od -80 °C do trenutka njihove

primjene u odredenim eksperimentima.

Tablica 1. Prikaz koriStenih hidrolizata lana i njihovih koncentracija dobivenih hidrolizom

proteolitickim enzimima Alcalase™ (A), Neutrase™ (N) 1 Protamex™ (P)

Uzorak

Opis uzorka

Kratica uzorka

Uzorak 1

Ukupni hidrolizat lana pripremljen
pomocu enzima Alkalaza u

koncentraciji od 69,0 g L™!

HLA 69,0 g L'!

Uzorak 2

Ukupni hidrolizat lana pripremljen
pomocu enzima Neutraza u

koncentraciji od 65,5 g L’!

HLN 65,5 g L'

Uzorak 3

Ukupni hidrolizat lana pripremljen
pomocu enzima Protamex u

koncentraciji od 67 g L™!

HLP 67,0 g L!
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3.1.2.

3.1.3.

Kemikalije

Fetal Bovine Serum Advanced Heat Inactivated (FBS), Capricorn Scientific,
Njemacka

Tripsin-EDTA, Gibco, SAD

Antibiotik/antimikotik, Capricorn Scientific, Njemacka

DMEM High Glucose with Stable Glutamine with Sodium Pyruvate, Capricorn

Scientific, Njemacka
Tripan plavo boja 0,4 %, Gibco, SAD
Dulbecco's phosphate-buffered saline (PBS), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Etanol 96 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Otopine

Reagensi za odredivanje glukoze

Reagens 1: pufer pH 7,4

p-hidroksibenzojeva kiselina 1 natrijev azid 0,095 % w/v
Reagens 2: glukoza oksidaza

peroksidaza

4-aminoantipirin
Standard glukoze: D-glukoza standardna otopina 1,0 mg mL™! (5,55 mmol L)

benzojeva kiselina 0,2 % w/v

Reagensi za odredivanje laktata

Reagens 1: pufer pH 10,0
D-glutamat

natrijev azid 0,02 % w/v
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Reagens 2: NAD+/PVP

Reagens 3: D-glutamat-piruvat transaminaza
Reagens 4: L-laktat dehidrogenaza
Reagens 5: standard lakti¢ne kiseline 0,15 mg mL"!

natrijev azid 0,02 % w/v

3.1.4. Uredaji i oprema

- komora za sterilni rad (laminar flow cabinet), Kambi¢, Slovenija
- inkubator s kontroliranom atmosferom CO>, Memmert, Njemacka
- ploda s 24 jazice za uzgoj stanica, TPP, Svicarska

- laboratorijski pribor (pipete, nastavci za pipete, Eppendorf epruvete, Falcon epruvete,

kivete, stalak za epruvete)
- Neubaerova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright — Line, Njemacka
- svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka
- inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka
- spektrofotometar Thermo Scientific Genesys 10 S UV/Vis, Thermo Scientific, SAD
- hladnjak (4 °C 1 -20 °C), Gorenje, Slovenija

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

3.1.5. Stani¢na linija HEK 293

U eksperimentu je koriStena neproduktivna adherentna HEK 293 stani¢na linija izolirana
iz bubrega humanog embrija. Ova stani¢na linija ¢uvana je u banci stanica na -80 °C u
Laboratoriju za tehnologiju 1 primjenu stanica 1 biotransformacija Prehrambeno-

biotehnoloSkog fakulteta u Zagrebu.
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3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj HEK 293 stanica u Petrijevoj zdjelici

Uzgoj stanica zapocinje odmrzavanjem HEK 293 stani¢ne kulture koje su do pocetka
eksperimenta bile zamrznute na -80 °C. Stanice su u banci stanica bile pohranjene u ampulama
od 1 mL. Njihovo odmrzavanje zapo€inje uranjenjem u vodenu kupelj temperiranu na 37 °C.
Nakon toga se odmrznute stanice inokuliraju u koncentraciji od 5 x 10* st mL' u DMEM medjj
s dodatkom FBS-a i antibiotika u Petrijevoj zdjelici te se uzgajaju u inkubatoru s kontroliranom
atmosferom s 5 % COz i pri temperaturi od 37 °C. Nakon $to su postigle konfluentnost odnosno
popunjenost povrsine izmedu 80 1 90 %, stanice su precijepljene. Napravljene su dvije pasaze

stanica nakon ¢ega su koriStene u daljnjim eksperimentima.

3.2.2. Uzgoj HEK 293 stanica u mediju s dodatkom proteinskog hidroliza lana

Stanice su prethodno uzgajane u Petrijevoj zdjelici do konfluentnosti izmedu 80 i 90 %
postupkom koji je ranije opisan. Pripremljeno je 6 razli¢itih uvjeta u koje su, uz serum i
antibiotik, dodane razli¢ite koncentracije proteinskih hidrolizata lana te dvije kontrole koje su
sadrzavale serum bez dodatka hidrolizata, kako je to 1 prikazano u tablici 2. Pripremljeni uvjeti
su nacijepljeni u koncentraciji stanica od 2,5 x 10* st mL™! u plode s 24 jaZice radnog volumena
500 pL. Stanice su uzgajane u inkubatoru, uz uvjete temperature 37 °C, atmosferskog tlaka i

atmosferskog zraka (95 % zrakai 5 % COy).
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Tablica 2. Prikaz pojedinih uvjeta ¢iji se ucinak na rast stanica ispitivao

Uvjeti Opis uvjeta Kratica

2,5gL'FBS-a+2,5gL"!
Uvjet 1 hidrolizata lana pocijepanog S2,5+HLA25
enzimom Alkalaza
2,5gL!'FBS-a+0,5gL"!
Uvjet 2 hidrolizata lana pocijepanog S2,5+HLAO0,5

enzimom Alkalaza
25gL'FBS-a+2,5¢gL"!
Uvjet 3 hidrolizata lana pocijepanog S2,5+HLN2S

enzimom Neutraza
25gL!1FBS-a+0,5gL"
Uvjet 4 hidrolizata lana pocijepanog S2,5+HLNO,5

enzimom Neutraza
2,5gL'FBS-a+25¢gL"!
Uvjet 5 hidrolizata lana pocijepanog S2,5+HLP2,)5

enzimom Protamex
2,5gL!'FBS-a+0,5gL"!
Uvjet 6 hidrolizata lana pocijepanog S2,5+HLPO,5

enzimom Protamex

Kontrola 1 2,5g L1 FBS-a FBS2,5gL"!

Kontrola 2 5,0 g L' FBS-a FBS 5,0gL"!

Na odredene dane (2.,4.,6.,7.,8.,9.,10.1 11. dan) pracen je rast stanica pomocu metode
brojanja stanica tripan-plavo. Stanice su uzgajane do opadanja broja i vijabilnosti stanica. Prije
same pripreme za brojanje, stanice su pogledane pod svjetlosnim mikroskopom kako bi se
izvrsila provjera morfologije i rasta samih stanica. Takoder je provjereno da li je doslo do

pojave kontaminacije kulture $to bi rezultiralo naglom promjenom boje medija iz ruZi¢asto-
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crvene u Zzuckastu. Nakon Sto se ustanovilo da stanicna kultura uspjeSno raste bez
kontaminacija, slijedio je postupak u laminaru u aseptiénim uvjetima rada. Najprije se
sterilnom pipetom uklonilo 500 pL medija nakon ¢ega je slijedilo dodavanje 100 uL. PBS-a.
PBS se takoder uklonio te se zatim dodalo 100 pL tripsina. Stanice su nakon toga stavljene u
inkubator na inkubaciju pri 37 °C 10 do 15 minuta kako bi se izvrSilo odvajanje stanica od
podloge. Provjera uspjesSnosti tripsinizacije vrSi se gledanjem stanica pod svjetlosnim
mikroskop gdje se trebaju uociti vidljivo okrugle stanice, $to je znak da je tripsin uspjesno
pocijepao veze kojima se stanice drze za podlogu. Nakon toga u jaZice je dodan medij s 5 %
FBS-a te su stanice resuspendirane. Uzorak je nakon toga bio izuzet za brojanje u Eppendorf
kivetu. Kada su stanice bile na vrhu eksponencijalne faze rasta (10. ili 11. dan uzgoja), medij
koji se uklanjao nije bio bacen, ve¢ je bio satuvan za potrebe daljnje analize — odredivanje

koncentracije glukoze i proizvedenog laktata.

3.2.3. Odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue

Metoda Trypan Blue sluzi za brojanje stanica tj. odredivanja koncentracije i vijabilnosti
stanica u uzorku. Princip metode tripan-plavo temelji se na tome da zbog oSte¢ene stani¢ne
membrane mrtvih stanica, boja prodire u stanice i oboji ih plavo, dok u zive stanice boja ne
moze uéi te one ostaju neobojene odnosno bijele boje Sto ih ¢ini lako uocljivima pod
svjetlosnim mikroskopom. 1z uzorka koji je pripremljen za brojanje izuzme se 10 pL i pomijesa
sa 10 pL tripan-plavo boje te resuspendira. Zatim se alikvot od 10 pL stavlja na Neubauerovu
komoricu (slika 4). Ona se sastoji od 4 velika kvadrata ¢ije krajeve oznacuje trostruka linija, a
unutar svakog velikog kvadrata je 16 malih. Stanice se broje u sva 4 velika kvadrata te se
dobiveni broj uvrsti u sljedecu formulu kako bi se dobio broj stanica po mL orginalne

suspenzije:

broj stanica mL™! = (broj stanica u 4 kvadrata) X faktor razrjedenja x 5000 [1]
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Slika 4. Neubauerova komorica za brojanje stanica (lijjevo) (Anonymous 3, 2022) i mreza

kvadrata vidljiva pod svjetlosnim mikroskopom (desno) (Anonymous 4, 2022)

3.2.4. Odredivanje koncentracije glukoze u hranjivom mediju

Koncentracija glukoze odredivana je pomoc¢u The Megazyme D-Glucose (GOPOD) seta
koji se bazira na prevodenju glukoze u obojeni produkt pomocu enzima glukoza oksidaze i

peroksidaze. Specificne reakcije koje kataliziraju ovi enzimi su sljedece:

D-glukoza + O> + H2O glukoza oksidaza » D-glukonat + H,O>

2 H>0» + p-hidroksibenzojeva kiselina + 4-aminoantipirin

peroksidaza . kinoniminska boja + 4 H>O

|

Spektrofotometrijskim mjerenjem pri 510 nm mjeri se apsorbancija koja je
proporcionalna intenzitetu obojenja odnosno koncentraciji glukoze u mediju. U kivetu se doda
1000 uL. GOPOD reagensa i pomijesa se sa 33 pL uzorka ¢iju koncentraciju Zelimo odrediti te
se inkubira 20 minuta na temperaturi 37°C. Za slijepu probu umjesto uzorka dodan je
odgovaraju¢i volumen destilirane vode, dok je za standard koriStena standardna otopina
glukoze koncentracije 5,55 mmol L. Nakon inkubacije, izmjerena je apsorbancija na

spektrofotometru te je koncentracija glukoze u uzorku izracunata prema sljedecoj formuli:
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As10 nm(uzorak)

koncentracija glukoze (mM) = X 5,55 mM [2]

Asq9 nm(standard)

3.2.5. Odredivanje koncentracije laktata u hranjivom mediju

Koncentracija proizvedenog laktata, koji nastaje kao produkt metabolizma stanica,
mjerena je pomocu Megazyme L-Lactic acid seta. Nacelo prema kojem funkcionira
kvantifikacija laktata jesu dvije enzimske reakcije koje kataliziraju L-laktat dehidrogenaza (L-
LDH) i D-glutamat-piruvat dehidrogenaza (D-GPD). Laktat u prvoj reakciji reagira s NAD" te
se prevodi u piruvat i NADH. Kako se radi o povratnoj reakciju koja se moze odvijati u oba
smjera, nuzno je provesti sljede¢u enzimsku reakciju koja ¢e ,,odvoditi* piruvat dalje u D-
alanin i 2-oksoglutarat. Ova se reakcija moze provoditi samo u jednom smjeru ¢ime postizemo
stalno odvodenje nastalog piruvata i odrZzavanje koli¢ine nastalog NADH konstantnom bez
ponovnog nastanka laktata. NADH je u jednakom stehiometrijskom odnosu kao 1 laktat te je

to komponenta ¢iju absorbanciju nastojimo izmjeriti pri 340 nm.

L-laktat dehidrogenaza
L-laktat + NAD™ "~ piruvat + NADH

. D-glutamat-piruvat dehidrogenaza .
Piruvat + D-glutamat » D-alanin + 2-oksoglutarat

Uzorak za mjerenje pripremljen je na nacin je u kivete za mjerenje otpipetirano 375 pL
destilirane vode te 25 pL uzorka odnosno 400 pL vode za slijepu probu. U to je dodano 125 puL
pufera, zatim 25 pL otopine NAD*/PVP te 5 pL suspenzije D-glutamat-piruvat dehidrogenaze.
Nakon 3 minute izmjerena je apsorbancija A na 340 nm. Dodatkom 5 pL suspenzije L-laktat
dehidrogenaze zapoceta je reakcija nastanka piruvata iz laktata te je nakon 10 minuta izmjerena

absorbancija Az. Koncentracija proizvedenog laktata izraunata je prema sljede¢oj formuli:

koncentracija laktata (mmol/L) = 0,3204 X (A2340 nm — Als40nm) X 11,1 (3]
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3.2.6. Izraunavanje parametara rasta HEK 293 stanica

Specifi¢na brzina rasta stanica

Specifi¢na brzina rasta stanica y odreduje se prema sljede¢oj formuli:

__1ldx
x dt

U [4]

gdje je:
X — masa stanica
dx - promjena mase stanica

dt — odabrani vremenski interval u kojem se prati promjena mase

Integracijom gore navedene jednadzbe dobiven je izraz za jednadzbu pravca za koju vrijedi:

InX = InXy + u(t —ty) [5]

a kako je masa proporcionalna broju stanica, izraz za specificnu brzinu rasta poprima sljedeci

oblik:

__InN-InN,

p=—r= [6]

At

gdje je:
N — broj stanica u 1 mL na kraju odabranog vremenskog intervala
No — broj stanica u 1 mL na pocetku odabranog vremenskog intervala

At — vremenski interval u kojem je pracena promjena broja stanica (h)

Specifi¢na brzina potro$nje/nastajanja metabolita

Specificna brzina potrosnje glukoze odredena je prema sljedecoj formuli:
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Q=" [7]
gdje je:
¢ — koncentracija metabolita u mediju na kraju odabranog vremenskog intervala
co - koncentracija metabolita u mediju na pocetku odabranog vremenskog intervala
N — broj stanica u 1 mL na kraju odabranog vremenskog intervala
No — broj stanica u 1 mL na pocetku odabranog vremenskog intervala

At — vremenski interval u kojem je pra¢ena promjena koncentracije metabolita (h)

3.2.7. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (x ) odredenog broja uzoraka (n):

~ i1 Xi [8]

s pripadaju¢im standardnim devijacijama (c):

o = \/—1 (i — %)? [9]

gdje je x; pojedinacna vrijednost uzorka.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U posljednje se vrijeme sve viSe paznje pridaje iskoriStavanju nusprodukata prehrambene
industrije koji u vecini sluc¢ajeva zavrSavaju kao otpad. Naime, ovi su ostaci dobar izvor
proteina i brojnih drugih nutritivnih tvari te jo§ uvijek mogu naci svoju primjenu i nacin kako
se dodatno iskoristiti. Kao jednim od ovih nusproizvoda smatraju se i uljne pogace zaostale
nakon ekstrakcije ulja iz sjemenki biljaka. Zbog dokazanih uc¢inaka proteinskih hidrolizata iz
biljaka u kulturama Zzivotinjskih stanica kao nadomjestak seruma Zivotinjskog podrijetla, uljne

pogace postale su predmet brojnih istrazivanja.

U ovom zavr$nom radu cilj je bio ispitati utjecaj proteinskih hidrolizata uljne pogace lana
na rast HEK 293 stani¢ne linije te moguénost zamjene dijela seruma hidrolizatima. Dokazano
je da utjecaj hidrolizata na rast stanica ovisi i o enzimima koji su koristeni u svrhu njihovog
nastanku te da nemaju svi enzimi jednak ucinak. Naime, cijepanjem razli¢itim enzimima
nastaju peptidi razli¢itih veliina, a ve¢ provedena istrazivanja pokazala kako ovaj faktor ima
znacajan utjecaj na ishod eksperimenta (Farges-Haddani 1 sur., 2006). U ovom su eksperimentu
stoga koriStene tri proteaze: Alcalase, Neutrase 1 Protamex ¢iji se u€inak ispitivao. Takoder,
ispitan je i utjecaj ovih hidrolizata na stani¢ni metabolizam, odnosno potrosnju glukoze i

proizvodnju laktata.
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4.1. Ucinak dodatka proteinskih hidrolizata lana na rast i metabolizam HEK 293 stanica

Ispitivan je uc¢inak hidrolizata proteina uljne pogace lana pocijepanog trima razli¢itim
mikrobnim proteazama. Hidrolizati su u razli¢itim koncentracijama dodani u hranjivi medij
koji je sadrzavao serum u koncentraciji od 2,5 g L™! proteina. Uzgoj je trajao do opadanja broja
1 vijabilnosti stanica, tj. oko 11 dana. Za usporedbu, pracen je rast stanica u dva kontrolna
uvjeta, tj. u mediju koji je sadrzavao uobicajene koncentracije proteina seruma od 2,5 g L1
5,0 g L', bez dodatka hidrolizata. Na odredene dane (2., 4., 6., 7., 8.,9., 10.1 11. dan) obavljano
je brojanje stanica te je na taj nacin prac¢en njihov rast tijekom uzgoja. Na slici 5. prikazana je
krivulja rasta koja pokazuje promjenu broja stanica po mL u ovisnosti o vremenu za pojedine

uvjete.

180
160
140
120

100

broj stanica x 10* mL?
B [e))] [00]
o o o

N
o

0 2 4 6 8 10
vrijeme (dani)

-@® S25+HLA25 ——=S25+HLAO0S5 =4 S25+HLN25 -=—&—S25+HLNO,S
S$2,5+HLP 2,5 $25+HLPO,5 —e—FBS25¢gl-1 —e—FBS50gL-1

Slika 5. Rast HEK 293 stanica tijekom uzgoja u mediju sa serumom (S 2,5) jednim od tri
proteinskih hidrolizata lana (HLA, HLN, HLP) pri koncentraciji 0,5 i 2,5 g L"!. Kontrolni

uzorci uzgajani su u mediju samo s dodanim serumom (FBS 2,51 5,0 gL").
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Iz krivulje rasta stanica moZzemo is¢itati sljedece rezultate. Najbolji rast pokazale su
stanice koje su rasle samo uz dodatak seruma koji je sadrzavao proteine u koncentraciji od 5,0
g L'!. Druga kontrola, koja je sadrzavala serum s koncentracijom proteina 2,5 g L™!, pokazivala
je manyji broj poraslih stanica u tim uvjetima. Iz toga je vidljivo da ¢e ve¢i udio seruma u mediju
posljedi¢no rezultirati boljim rastom stanicne kulture.

Nakon kontrole, drugi po redu najbolji rast pokazale su stanice koje su uzgajane u
hranjivom mediju s dodatkom proteinskog hidrolizata pocijepanog enzimom Neutrase u
koncentraciji od 0,5 g L! i seruma s koncentracijom proteina 2,5 g L™, a odmah nakon njih
stanice s dodatkom 2,5 g L™ hidrolizata i istom koncentracijom seruma. Bolji je efekt na rast
dakle zapaZen pri manjoj koncentraciji proteinskog hidrolizata. U usporedbi sa kontrolom koja
je sadrzavala serum u koncentraciji od 2,5 g L}, dakle jednakoj kao i uvjeti u koje smo dodavali
hidrolizate, mozemo zakljuciti da dodatak proteinskog hidrolizata pocijepanog enzimom
Neutrase u medij sa serumom pokazuje bolji u€inak na rast stanica nego to pokazuje samo
serum pri istoj toj koncentraciji, ali bez hidrolizata. Lee i sur. (2008) su u svojim istrazivanjima
postigli isti u¢inak gdje su stanice bolje rasle u mediju koji je sadrzavao BPE (Bovine Pituitary
extract) 1 sojine hidrolizate, nego medij samo sa BPE.

Proteinski hidrolizati pocijepani enzimom Protamex pokazivali su losiji efekt nego je to
imao enzim Neutrase. Unato¢ tome, zapazen je veci rast stanica kada je hidrolizat dodan u
manjoj koncentraciji, dakle 0,5 g L' hidrolizata u medij sa 2,5 g L"! seruma, u odnosu na
kontrolu gdje je samo serum. Hidrolizat dodan u vecoj koncentraciji gdje je koncentracija
iznosila 2,5 g L™ pokazao je znac¢ajno logiji rast stanica u usporedbi s kontrolom.

Rast stanica u uzorcima u koje su dodani proteinski hidrolizati nastali djelovanjem
enzima Alcalase bio je najloSiji od svih hidrolizata. U usporedbi s kontrolom, u kojoj je
koncentracija proteina iz seruma bila 2,5 g L', hidrolizati su u objema koncentracijama
pokazali lo$iji efekt, s tim da je rast stanica bio manji u uzorku s ve¢om koncentracijom
hidrolizata. Iz ovog moZemo zakljuciti da su proteinski hidrolizati nastali cijepanjem enzimom
Alcalase imali inhibitorno djelovanje na rast stanica, odnosno da peptidi nastali ovim
cijepanjem nisu bili odgovarajuc¢ih proporcija kako bi stimulirali rast, ve¢ se javio suprotni
ucinak.

Kada pogledamo sve tri vrste hidrolizata zajedno, vidimo da je najbolji stimulirajuci
efekt imao hidrolizat nastao enzimom Neutrase kod kojeg je u oba sluc¢aja postignut bolji rast
stani¢ne kulture u usporedbi s kontrolom, zatim Protamex, kod kojeg je zabiljeZen 1 pozitivan

1 negativan ucinak, te posljednji Alcalase koji nije uopc¢e imao doprinos na rast stanica, vec¢ ga
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je inhibirao. U sva tri hidrolizata, bolji rast je postignut kada smo hidrolizat dodali u manjoj
koncentraciji od 0,5 g L!. To nas navodi na zaklju¢ak da je koncentracija hidrolizata od 2,5 g
L-! bila prevelika te iako je u pojedinim slu¢ajevima kao kod enzima Neutrase postignut bolji
rast u odnosu na kontrolu, veci je efekt zabiljezen na rast stanica kod manje koncentracije
hidrolizata.

Uzimajuéi u obzir stupanj hidrolize i sastav hidrolizata (Logarusi¢ i sur., 2021) vidljivo
je da hidrolizat nastao enzimom Alcalase sadrzi relativno najvise niskomolekularnih peptida
(slika 3), a relativno najlosije djeluje na rast stanica (slika 5). To navodi na zakljucak da, pored
koncentracije peptida, na inhibiciju rasta stanica djeluje i sastav hidrolizata u kojima
dominiraju peptidi < 5 kDa.

Sliéno su u svojim eksperimentima dokazali Farges-Haddani i sur. (2006) gdje su
koncentracije proteinskih hidrolizata uljane repine u koncentraciji ve¢oj od 4 g L' imale
inhibitorni u¢inak, dok se stimulacija rasta stanica postigla pri nizim koncentracijama. lako
hidrolizati uljne pogace lana sadrze tvari koje ¢e potaknuti rast stanica, u njima su takoder
prisutne komponentne ¢iji inhibitorni u¢inak dolazi do izrazaja pri njihovim povecanim
koncentracijama. Isto tako, i sami hidrolizati mogu pri poviSenim koncentracijama peptida i

aminokiselina u njihovom sastavu djelovati kao inhibitori uslijed poremecaja u ravnoteZzi

nutritivnih sastojaka unutar hranjivog medija (Chun i sur., 2007).
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Slika 6. Koncentracija glukoze (a) i nastalog laktata (b) u mediju na kraju uzgoja stanica.
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Tablica 3. Vrijednosti specifi¢ne brzine rasta stanica te specificne brzine potro$nje glukoze i

specificne brzine proizvodnje laktata stanica uzgajanih u mediju s razli¢itim koncentracijama

proteinskog hidrolizata lana (HLA, HLN, HLP) i u kontrolnim uzorcima (FBS)

Specificna brzina Specifi¢na brzina
Specificna brzina
Uvjeti potrosnje glukoze nastajanja laktata
rasta u (h')
(mmol stanica! dan'!) | (mmol stanica! dan™')

S2,5+HLA2,5 0,0179 2,0197E-09 2,5596E-09
S2,5+HLAO0,5 0,0190 1,7349E-09 2,5335E-09
S2,5+HLN2,5 0,0179 1,5973E-09 2,2719E-09
S2,5+HLN 0,5 0,0182 1,4540E-09 2,0653E-09
S2,5+HLP2,5 0,0183 1,8037E-09 2,6169E-09
S2,5+HLPO,5 0,0188 1,6174E-09 2,1643E-09
FBS2,5gL"! 0,0181 1,5951E-09 1,9394E-09
FBS5,0gL"! 0,0197 1,4274E-09 1,8270E-09

Za ocCekivati bi bilo da stanice koje su dosegle najvec¢u koncentraciju stanica po mL
medija imaju i najvecu specificnu brzinu rasta. Vrijednosti se mogu donekle staviti u korelaciju
za kontrolu FBS 5,0 g L'! koja je pokazala najbolji rast stanica i ima najvecu specifi¢nu brzinu
rasta, kao 1 za uzorak s najmanjim brojem poraslih stanica (S 2,5 + HLA 2,5) kojeg karakterizira
najmanja specifi¢na brzina rast (tablica 3). Ostali rezultati ne prate taj trend, ve¢ izmedu njih
postoje blage varijacije, s tim da najvece odstupanje pokazuje uzorak S 2,5 + HLA 0,5 koji ima
neobjasnjivo visoku specifiénu brzinu rasta.

Koncentracija glukoze u mediju odredivana je 10. dan uzgoja, odnosno kada su stanice
bile na vrhu eksponencijalne faze rasta (izuzetak je HLA dodan u koncentraciji 0,5 g L™ gdje
su stanice 11. dan uzgoja imale najveci rast). Kao $to je i ocekivano, s vremenom je doslo do

smanjenja koncentracije glukoze u mediju jer stanice koriste glukozu kao glavni supstrat za
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brojne metabolicke procese (slika 6 a)). Nije uocena povezanost izmedu specificne brzine rasta
1 specificne brzine potro$nje glukoze za razliite koncentracije dodanih hidrolizata (tablica 3),
te se stoga ne moze zakljuciti kako njihov dodatak utje¢e na specificnu brzinu potroSnje
glukoze i u kakvoj je ovisnosti sa specificnom brzinom rasta.

Laktat nastaje kao nusprodukt metabolizma i njegova koncentracija s vremenom raste
kako se on nakuplja u organizmu. Na slici 6 b) vidljivo je da laktat nastaje u priblizno jednakim
koncentracijama kod svih dodanih koncentracija hidrolizata kao i kontrola. Specifi¢na brzina
nastajanja laktata ni u ovom se slucaju ne moze staviti u korelaciju sa specificnom brzinom

rasta (tablica 3).
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5. ZAKLJUCCI

S obzirom na rezultate provedenog eksperimenta, mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

1. Proteinski hidrolizati uljne pogace lana dobiveni enzimom Neutrase pokazali su se naj-
uc¢inkovitijim za poticanje rasta stanica, dok je kod hidrolizata nastalih pomoc¢u enzima

Protamex i Alcalase uoc¢eno i inhibitorno djelovanje u odnosu na kontrolu.

2. Medij s dodatkom proteinskog hidrolizata dobivenog enzimom Neutrase u koncentra-
ciji 0,5g L™ i seruma 2,5 g L™ pokazao je priblizno jednak rast stanica kao i medij sa

serumom u koncentraciji od 5,0 g L™ te je time postignuta djelomi¢na zamjena seruma.

3. Bolji rast stanica postize se kada se u medij doda proteinski hidrolizat uljne pogace lana
u koncentraciji od 0,5 g L™, nego u koncentraciji od 2,5 g L™, $to znaci da veée kon-

centracije proteinskih hidrolizata mogu djelovati inhibitorno na rast stanica.
4. S obzirom da hidrolizat nastao enzimom Alcalase sadrzi relativno najvise niskomole-

kularnih peptida, a relativno najlosije djeluje na rast stanica, moze se zakljuciti da hid-

rolizati u kojima dominiraju peptidi < 5 kDa djeluju inhibirajuce na rast stanica.
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Izjava o izvornosti

Ja Laura Rezek izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni re-

zultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji

su u njemu navedeni.
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