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1. UVOD

Kulture Zivotinjskih stanica imaju kljuénu ulogu u biotehnologiji i farmaceutskoj industriji.
Uzgoj zivotinjskih stanica omoguéuje proizvodnju raznih bioloSkih spojeva koji su od
vitalnog znaCaja za medicinska istrazivanja, proizvodnju terapeutika i visoko specificnih
proizvoda poput hormona, monoklonskih protutijela, cjepiva 1 drugih biotehnoloskih
proizvoda. Sve veci zahtjevi za ovim vaznim spojevima, traze razvoj naprednih tehnika
uzgoja zivotinjskih stanica kako bi se osigurala visoka produktivnost i kvaliteta proizvoda. U
tom kontekstu, posebno se istaknula primjena stanica jajnika kineskog hréka (engl. Chinese
Hamster Ovary, CHO) u proizvodnji terapeutskih proteina. CHO stanice imaju sposobnost
adaptacije na suspenzijski uzgoj, Sto omogucuje skalabilnost proizvodnje, te pokazuju visoku

stabilnost genetskih svojstava 1 moguénost postizanja visokih prinosa proteina.

Jedan od kljuénih ¢imbenika u uzgoju Zivotinjskih stanica je hranjivi medij koji pruza
potrebne nutrijente za rast i prezivljavanje stanica. Tradicionalno, zivotinjski serum je bio
vazna komponenta hranjivog medija, jer je bogat proteinima, aminokiselinama, lipidima,
vitaminima, hormonima i faktorima rasta koji poticu proliferaciju i rast stanica. Medutim,
koristenje zivotinjskog seruma ima nedostatke kao Sto su varijabilnost sastava, potencijalne
kontaminacije 1 otezano prociS¢avanje proizvoda. Stoga se sve viSe istrazuje upotreba

alternativa za zivotinjski serum.

Jedna od potencijalnih zamjena za Zivotinjski serum su biljni proteinski hidrolizati dobiveni
razgradnjom biljnih proteina enzimima. U dosadasnjim istrazivanjima, koja su se fokusirala
na hidrolizate soje, pSenice, uljane repice i pamuka, pokazan je potencijal biljnih hidrolizata
za poboljsanje rasta i produktivnosti zivotinjskih stanica. Optimizacija hranjivog medija
pomocu biljnih proteinskih hidrolizata moze rezultirati pove¢anjem prinosa proizvoda visoke
vrijednosti, smanjenjem troskova proizvodnje, posebno u downstream procesima, te olaksati

procis¢avanje i poboljsati kvalitetu proizvoda.

Industrijska konoplja (Cannabis sativa) je biljka koja se, zbog svoje raznolike primjene, sve
viSe istrazuje u razli¢itim industrijama. Naime, industrijska konoplja ima visok udio proteina
u svojim sjemenkama koji sluze kao izvor razli¢itih aminokiselina, minerala, vitamina i
drugih hranjivih tvari potrebnih za rast i razvoj stanica. Hidrolizati proteina industrijske
konoplje mogu se dobiti djelovanjem raznih proteolitickih enzima na izolat proteina iz

sjemenki biljke. Koristenje hidrolizata proteina industrijske konoplje moze pridonijeti
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odrzivijem pristupu u biotehnologiji, osiguravajuéi visoke prinose i kvalitetu proizvoda, dok
istovremeno smanjuje ovisnost o zivotinjskim proizvodima i doprinosi ekoloskoj odrzivosti

industrije.

U prijaSnjim istrazivanjima u sklopu projekta ,,Primjena proteinskih hidrolizata iz pogaca
lana i konoplje u medijima za uzgoj (HRZZ IP-2016-06-3848) ispitan je utjecaj proteinskih
hidrolizata konoplje na rast i produktivnost stanica CHO DP-12. Cilj ovog istrazivanja bio je
ispitati u¢inak prihrane proteinskim hidrolizatima konoplje na rast, vijabilnost, metabolizam 1
produktivnost stanica CHO DP-12 stanica tijekom Sarznog uzgoja u serum-free mediju.
Ranija istrazivanja su pokazala da dodatak frakcija proteinskog hidrolizata konoplje (<10
kDa), dobivenih enzimima Neutraza i1 Protamex, na pocetku uzgoja znafajno usporava rast
stanica, no unato¢ tome stanice su ostvarivale visoke prinose proizvoda. Na temelju tih
saznanja, istrazeno je djelovanje frakcija konoplje kao naknadnog dodatka mediju tijekom
faze logaritamskog rasta stanica s pretpostavkom da ¢e nakon ostvarenja znacajne koli¢ine
biomase, stani¢ni rast biti inhibiran djelovanjem frakcija, dok bi stanice 1 dalje proizvodile
monoklonsko protutijelo. Tijekom provedbe eksperimenta, praceni su profil rasta stanica i
vijabilnost kulture, analiziran je utjecaj hidrolizata na metabolizam stanica pracenjem
potroSnje glukoze i nastanka amonijaka, a produktivnost stanica, odnosno uspjesnost
proizvodnje imunoglobulina G, odredena je mjerenjem koncentracije nastalog produkta na

kraju uzgoja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KULTURA ZIVOTINJSKIH STANICA

Kultura zivotinjskih stanica je proces uzgoja humanih, zivotinjskih ili stanica insekata
u kontroliranim odnosno umjetno kreiranim idealnim uvjetima rasta u svrhu istraZivanja
biologije stanica, stani¢nog ciklusa, medustani¢nih interakcija, toksikoloskih ispitivanja
novih lijekova, karakterizacije tumorskih stanica, genske terapije te proizvodnje cjepiva,
monoklonskih protutijela i raznih farmaceutika. Tehnika uzgoja stanica izvan prirodnog
okruzenja otkrivena je pocCetkom 20. stolje¢a kada su uspostavljene i prve kulture stanica
sisavaca, a sredinom 20. stoljeca kultura zivotinjskih stanica postala je ve¢ uobiCajena tehnika
u laboratorijima (Verma i sur., 2020). Vecina terapeutika poput hormona, protutijela,
interferona, faktora zgruSavanja 1 cjepiva zahtijevaju odredenu sli¢nost s humanim proteinima
koju je nemoguce zadovoljiti proizvodnjom u stanicama bakterija ili kvasaca jer u njima
proteini ne mogu proc¢i potrebne posttranslacijske modifikacije zbog ¢ega je primjena kultura

zivotinjskih stanica u biotehnologiji danas neizostavna (Popovi¢ i Portner, 2012).

Kulture stanica dobivaju se izdvajanjem pojedina¢nih stanica iz tkiva ili organa
razli¢itih Zivotinjskih organizama te njihovom razgradnjom mehanic¢kim, enzimskim ili

kemijskim putem. Moguce ih je podijeliti na:

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

Primarne kulture rezultat su uzgoja stanica izdvojenih direktno iz tkiva i organa, a
karakterizira ih heterogenost fenotipa, usporen stani¢ni rast, ograni¢en kapacitet rasta i kratak
zivotni vijek. Zbog svoje heterogenosti zadrzavaju svojstva tkiva iz kojeg potjecu te se radi
toga koriste kao najvjerniji modeli za opisivanje in vivo uvjeta, medutim nisu pogodne za Siru
upotrebu u industrijske svrhe. Mogu se podijeliti na adherentne, kojima je potrebna stabilna,
netoksi¢na i inertna podloga za rast, i suspenzijske Kulture, koje se mogu kontinuirano
uzgajati u teku¢em mediju bez potrebe za prianjanjem za ¢vrstu povrSinu (Verma i sur.,
2020).

Stani¢ne linije predstavljaju homogene populacije stanica dobivene subkultivacijom
primarne kulture stanica, a mogu biti kona¢ne (smrtne) ili kontinuirane (besmrtne). Konac¢ne

stani¢ne linije dobivene iz normalnog tkiva imaju ograni¢en broj generacija nakon cega



umiru, dok se kontinuirane stani¢ne linije mogu dijeliti neograni¢en broj puta. Besmrtnost
stani¢ne linije moze Dbiti rezultat tumorskog porijekla stanica donora ili spontane mutacije
stanica netumorskog tkiva, medutim najceSCe se postize procesom transformacije koji
uzrokuje trajnu promjenu fenotipa. Transformacija moze biti potaknuta kancerogenim
kemijskim agensima, virusnom infekcijom ili overekspresijom gena regulatora stani¢nog
ciklusa. Kontinuirane stani¢ne linije imaju sposobnost brzog rasta i dostizanja visokih
gustoca stanica, manje su ovisne o faktorima rasta §to im omogucéava rast u definiranim
medijima, no geneti¢ki su nestabilne te se morfoloski razlikuju u odnosu na tkivo donora
(Alves i sur., 2008). Selekcijom ili kloniranjem primarne kulture ili stani¢ne linije moze se
razviti stanicni soj.

Zahvaljuju¢i tehnologiji rekombinantne DNA, razvoju trajnih stani¢nih linija s
mogucnos¢u suspenzijskog uzgoja, optimizacije stani¢ne produktivnosti te razvoju kemijski
definiranih medija za uzgoj koji su utjecali na optimizaciju cjelokupnog procesa proizvodnje i
povecanja ucinkovitosti bioprocesa, danas se u biotehnoloskoj industriji primjenom kulture
zivotinjskih stanica proizvodi niz biofarmaceutika medu kojima je najbrze rastu¢i segment

upravo proizvodnja monoklonskih protutijela (Kuystermans i Al-Rubeai, 2015).

2.1.1. Uvjeti uzgoja zivotinjskih stanica

Uspjesan uzgoj i proliferacija zivotinjskih stanica izvan izvornog tkiva ili organa ovisi
0 uvjetima 1 pravilnom odrzavanju procesnih parametara uzgoja gdje je cilj postici sto slicnije
uvjete onima kojima su stanice bile izlozene in vivo. Optimalni uvjeti uzgoja tako ukljucuju
sterilnu okolinu, odgovaraju¢i hranjivi medij kao izvor nutrijenata i faktora rasta, optimalnu
temperaturu, pH, vlaZnost, postotak COz i O te osmolalnost. Osim toga, prilikom uzgoja vrlo
je bitna primjena asepti¢ne tehnike rada kako bi se izbjegla opasnost od kontaminacije
mikroorganizmima, posebice bakterijama ¢ije je vrijeme udvostrucenja znatno krac¢e i mogu
vrlo lako prerasti hranjivu podlogu. Hranjivi medij za uzgoj mora sadrzavati izvor
ugljikohidrata, aminokiselina, vitamina, anorganskih soli te dodatak seruma koji sluzi kao
izvor hormona i faktora rasta. 1zbor medija se vrsi ovisno o vrsti stanica koja se uzgaja, ali i
svrsi uzgoja (Verma i sur., 2020). Kako bi se odrzao optimalan pH koji se za ve¢inu
zivotinjskih stanica mora odrzavati u rasponu od 7,0 do 7,4, hranjivi medij je potrebno
puferirati. U tu svrhu se najc¢esce koristi natrijev bikarbonat koji je jeftin i ne Steti stani¢nom
rastu. Optimalan sastav atmosfere koji ¢ini 95 % zraka i 5 % CO2 kontrolira se uzgojem

stanica u inkubatoru koji takoder osigurava i odrzavanje optimalne vlaznosti 1 temperature



uzgoja koja za Zzivotinjske i humane stanice iznosi 36 —37 °C. Pad temperature ispod
optimalne predstavlja puno manji problem od porasta temperature, a uzrokuje usporavanje
stani¢nog metabolizma, dok nagli porast temperature moze kod stanica izazvati adaptivni
Sok. Vlaznost utje¢e na razinu osmolalnosti koja je bitan faktor jer regulira pravilnu izmjenu
tvari u i izvan stanice. Optimalna vrijednost osmolalnosti krece se u rasponu od 280 — 320
mOsm kg™ (Ryan, 2008).

2.1.2. Faze rasta zivotinjskih stanica

Stanice uzgajane u kulturi, ako su zadovoljeni svi uvjeti, pokazuju karakteristican
sigmoidalni profil krivulje rasta (slika 1). Krivulja rasta pokazatelj je uspjesSnosti adaptacije
stani¢ne kulture novim uvjetima, dostupnosti nutrijenata, te u ukoliko je rije¢ o adherentnim
stanicama, dostupnosti slobodne povrSine za rast (Leo i sur., 2008). Poznavanje profila
stanicnog rasta i1 njegovim pravilnim pra¢enjem moguce je zamijetiti reakciju stanica na
promjene u okoliSu uslijed dodatka razli¢itih komponenata u hranjivi medij, ali 1 optimizirati
proizvodni proces u svrhu ostvarenja veceg prinosa proizvodnje (Verma i sur., 2020).
Krivulja rasta stani¢ne kulture zapoc€inje lag fazom, nakon cega slijedi eksponencijalna (log

faza), potom stacionarna faza i naposljetku faza odumiranja stanica.
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Slika 1. Prikaz krivulje rasta stanica (prema Davis, 2011)

Nakon inokulacije hranjivog medija, stanice se nalaze u lag fazi, tijekom koje ne
dolazi do porasta broja stanica ili one rastu izrazito sporo, vec se stanice adaptiraju na novi

okoli$. Lag faza traje u prosjeku od 2 do 24 sata, a na duljinu trajanja utjece faza rasta u kojoj
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su stanice bile izuzete za inokulaciju nove podloge te koncentracija u kojoj su nacijepljene. U
pravilu stanice nacijepljene u manjoj pocetnoj koncentraciji imati ¢e duzu fazu prilagodbe.
Suprotno tome, stanice izuzete iz faze eksponencijalnog rasta imati ¢e kracu lag fazu od onih
izuzetih iz stacionarne faze (Davis, 2011). Nakon adaptacije i sinteze svih potrebnih faktora,
stanice ulaze u log fazu rasta koju obiljezava aktivna dioba stanica tijekom koje broj stanica
raste eksponencijalno. U toj fazi stanice se nalaze u najboljem fizioloskom stanju pa se
upravo iz te faze najcesée koriste za proucavanje stani¢nih funkcija. Log faza traje sve dok
stanice ne potroSe sve nutrijente iz hranjive podloge ili dok njihov rast ne krene inhibirati
djelovanje nusproizvoda stanicnog metabolizma. Stacionarna faza rasta nastupa kada se
brzina rasta stanica izjednac¢i s brzinom njthova odumiranja te nema znacajne promjene u
broju stanica. U toj fazi dolazi do nakupljanja specifi¢nih produkata tzv. sekundarnih
metabolita. Zanimljivo je da se ova faza moze prolongirati naknadnim dodatkom svjeZzeg
hranjivog medija i time povecati prinos proizvodnog procesa (Freshney, 2005). Posljednju
fazu stani¢nog ciklusa ¢ini faza odumiranja prilikom koje je brzina nastajanja novih stanica
nedovoljna da bi se kompenziralo odumiranje stanica u kulturi. Stani¢na smrt nastupa zbog
iscrpljenosti samih stanica i/ili nedostatka nutrijenata u hranjivom mediju za uzgoj. Kao

rezultat toga vijabilnost kulture krene naglo opadati i sam uzgoj se zaustavlja (Jeli¢, 2020).

2.1.3. Metabolizam zivotinjskih stanica

Metabolizam definiramo kao skup svih metabolickih puteva u stanici, odnosno niz
povezanih kemijskih reakcija kataliziranih enzimima kojima se molekule prevode jedna u
drugu. Uloga metabolizma je odrzavanje ravnoteze izmedu proizvodnje i potro$nje energije u
stanici ovisno o trenutnim potrebama. Cine ga strogo regulirani putevi razgradnje molekula,
kataboli¢ki putevi, i putevi izgradnje molekula, anabolicki putevi. Cijepanjem slozenih
molekula (ugljikohidrata, lipida, proteina i nukleinskih kiselina) stanica priskrbljuje energiju
za odvijanje stani¢nih procesa. Na racun te energije putevima biosinteze iz jednostavnijih
molekula (aminokiselina, monosaharida, masnih kiselina i duSikovih baza), tzv. prekursora,
stanica sintetizira potrebne makromolekule (Tepari¢, 2017). Poznavanje metabolickih potreba
CHO stani¢ne linije tijekom njihove kultivacije od iznimne je vaznosti s obzirom da se
potro$nja supstrata i nastanak nusprodukata stanica u kulturi u odredenoj mjeri razlikuju od
onih in vivo. Postoje razli¢iti intrinzi¢ni (genetski) i vanjski (okoli$ni) ¢imbenici koji promicu
1 poti€u rast stanica, produljuju odrZivost kulture 1 povecavaju specificnu produktivnost
podrzavanjem ucinkovitog stanicnog metabolizma. U to spada i1 opskrba klju¢nim

metabolitima kao Sto su aminokiseline, ugljikohidrati i hidrolizati, Kkoji podrzavaju

6



akumulaciju biomase i zadovoljavaju unutarnje stani¢ne energetske potrebe (Kelly i sur.,
2018). Glukoza i glutamin glavni su izvori ugljika i energije za uzgoj zivotinjskih stanica,
medutim pruZanje ovih supstrata u izobilju potiCe nastajanje metabolickih nusproizvoda kao
Sto su laktat i amonijak, ¢ija akumulacija ¢esto dovodi do inhibicije stani¢nog rasta i

proizvodnje proteina te smanjene kvalitete glikozilacije proteina (Ahn i Antoniewicz, 2011).

2.1.4. CHO stanicna linija

Stanice jajnika kineskog hrc¢ka najpouzdaniji Su i najkoriSteniji domacini za
industrijsku proizvodnju komercijalnih terapeutskih proteina (Omasa i sur, 2010). Tome u
prilog ide i podatak da 70 % svih rekombinantnih proteina te gotovo sva monoklonska
protutijela proizvedena danas, dolaze od CHO stanica (Li i sur., 2010). CHO stanice
uspostavljene su kao kontinuirana stani¢na linija 1957. godine od strane Dr. Theodora T.
Puck-a i aktivno se koriste ve¢ preko 60 godina. Od tada pa do danas razvijen je niz razli¢itih
CHO stani¢nih sojeva s poboljSanim proizvodnim karakteristikama poput suspenzijskog rasta
i produktivnosti koja doseze i do 10 g L proteina od interesa (Tihanyi i Nyitray, 2021).
Nekoliko klju¢nih prednosti koje CHO stanice imaju u odnosu na druge industrijski vazne
ekspresijske  sustave su prilagodljivost uvjetima uzgoja, mogucénost provedbe
posttranslacijskih modifikacija koje su kompatibilne za ljudsku primjenu, lako uvodenje gena
od interesa metodama genetickog inzenjerstva i njihova ekspresija u dovoljnim koli¢inama te
dobar rast u serum-free i kemijski definiranim medijima koji osiguravaju reproducibilnost
rezultata (Fischer i sur., 2015). Nadalje, opasnost od kontaminacije ljudskim virusima je
daleko manja prilikom rada s CHO stanicama jer se ve¢ina patogena u njima ne moze

razmnozavati (Lai i sur., 2013).

Jedan od kljuénih izazova za ispunjavanje sve vecih zahtjeva za terapijskim
proteinima je ekonomska isplativost. Kako bi se smanjili troskovi proizvodnje i maksimizirali
proizvodni prinosi nuzan je razvoj tehnologija koje osiguravaju visoku kvalitetu i
produktivnost CHO ekspresijskih sustava. Postoje razni nacini poboljSanja karakteristika
rasta, odnosno ubrzanja proliferacije stanica i/ili postizanja maksimalne gustoce stanica,
medu kojima su optimizacija hranjivog medija i bioprocesnih parametara te koriStenje

metoda genetickog inzenjerstva (Fischer i sur., 2015).



2.2. HRANJIVI MEDIJ ZA UZGOJ STANICA

Hranjivi medij najvaznija je komponenta u umjetnom okoliSu stanica, a njegov sastav
utjeCe na prezivljavanje, metabolizam i proliferaciju stanica. Njegova uloga je da osigura
odgovarajuée uvjete pH i osmolalnosti, kao i sve potrebne nutrijente, faktore rasta i hormone
vitalne za rast i odrzavanje stanica u in vitro uvjetima. Postoje 3 osnovne vrste medija, a to su
bazalni medij, medij sa smanjenim udjelom seruma i serum-free medij. Najcesce
upotrebljavani standardni mediji za uzgoj zZivotinjskih stanica su BME (engl. Basal Medium
Eagle's), MEM (engl. Minimum essential Medium) i DMEM (engl. Dulbecco's modified
MEM), koji su suplementirani s humanim, konjskim ili govedim serumom, proteinskim
hidrolizatima 1 ekstraktima embrija. Svaki hranjivi medij za uzgoj stani¢nih kultura mora
sadrzavati osnovne komponente koje ¢ine voda, ugljikohidrati, aminokiseline, anorganske

soli, vitamini, minerali te elementi u tragovima (Ritacco i sur., 2018).

Voda koja se koristi za pripremu hranjivog medija mora biti iznimne Cisto¢e kako
elementi u tragovima, bakterije i druge neCistoCe ne bi uzrokovale kontaminaciju i

posljedi¢no inhibiciju stani¢nog rasta.

Kao izvor ugljika i energije najvazniju ulogu igraju ugljikohidrati, medu kojima je
naj¢esc¢a upotreba glukoze. Glukoza se u hranjivi medij dodaje u koncentracijama od 5 do 25
mM. Razgradnja glukoze najce$¢e se odvija procesom glikolize prilikom ¢ega se glukoza
metabolizira do piruvata ¢iji metabolicki put se potom nastavlja do laktata i acetil-CoA.
Nastali acetil-CoA se u ciklusu limunske kiseline oksidira do CO: i vode $§to opskrbljuje
stanicu potrebnom energijom. Medutim, u vecini slucajeva glukoza se metabolizira do laktata
¢ije nakupljanje u stanici uzrokuje negativne promjene pH vrijednosti i osmotskog tlaka, te u

konacnici djeluje inhibitorno na stani€ni rast (Moraes i sur., 2008).

Kao strukturni elementi proteina, nukleotida i lipida, aminokiseline su jedan od
kljuénih dodataka mediju za uzgoj stanica. Dodaju se u obliku seruma, nedefinirani izvor i
kao definirane komponente. Vrlo je bitan dodatak esencijalnih aminokiselina, u koje spadaju
arginin, cistein, glutamin, histidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, treonin,
triptofan, tirozin i valin, s obzirom da njih stanica ne moZe sama proizvesti. Neesencijalne
aminokiseline koje se dodaju u medij ¢ine alanin, asparagin, asparaginska kiselina, prolin,
glutaminska kiselina, glicin i serin. Za razliku od ostalih aminokiselina koje se dodaju u

koncentracijama od 0,1 do 1 mM, glutamin se dodaje u nesto ve¢im koli¢inama (1 — 5 mM)



jer osim $to sluzi kao izvor ugljika, dusika i energije, poboljSava stani¢nu vijabilnost, reducira

proizvodnju laktata i povecava produktivnost stanicne linije (Xu i sur., 2014).

Soli koje se pretezno dodaju u medij Na*, K*, Mg?*, Ca®*, CI', SO4*, PO,* i HCOs".
Njihova funkcija je odrzavanje osmotskog pritiska, membranskog potencijala i pH, te kao
enzimski kofaktori. Koncentracija magnezija i kalcija mora biti niska u suspenzijskim

kulturama jer uzrokuju agregaciju i adheziju stanica.

Vitamini sluze kao enzimski kofaktori esencijalni za opéi stani¢ni metabolizam.
Stanica ih nije u mogucénosti proizvesti u dovoljnim koli¢inama pa ih je zbog toga potrebno
dodati u hranjivi medij u vrlo malim koli¢inama (pmol). Za stanice je osobito vazan dodatak
vitamina B skupine, dok ostali vitamini i minerali u medij dospiju dodatkom seruma. Kad
govorimo o serum-free mediju, osim vitamina Cesta je praksa dodavanja clemenata u
tragovima kao Sto su Zzeljezo, magnezij, selen, cink, bakar, vanadij i molibden, u

koncentracijama ne ve¢im od 5 uM (Moraes i sur., 2008).

U svrhu zastite od potencijalne kontaminacije stanicne kulture, u medij se cesto
dodaju antibiotici koji kontroliraju rast bakterijskih 1 fungalnih kontaminanata. Medutim
njihova primjena treba biti kontrolirana i ograni¢ena na male koncentracije zbog njihovog
citotoksi¢nog utjecaja na stanice, potencijalnog prikrivanja kontaminacije mikoplazmom 1

razvoja rezistentnih organizama.

Uz sve navedeno, medij se ¢esto obogacuje raznim suplementima koji pospjeSuju rast
1 povecavaju prinos proizvodnje. Medu njima veliku ulogu igraju faktori rasta koji utjecu na
stanic¢ni rast, proliferaciju, oporavak stanica i1 diferencijaciju, i bez kojih je u mnogim
slu¢ajevima rast inhibiran ili zaustavljen. Stani¢nu kulturu je moguce opskrbiti faktorima
rasta dodatkom zivotinjskog seruma, medutim problem predstavlja promjenjiva i nepoznata
kompozicija seruma radi koje je vrlo teSko reproducirati rezultate prilikom istrazivanja.
Nasuprot tome, serum-free mediji imaju to¢no definirani sastav prilagoden rastu i potrebama
pojedine stani¢ne linije ¢ime se znatno smanjuje kompleksnost njihove formulacije (Ritacco 1

sur., 2018).

2.2.1. Serum

Zivotinjski serum kompleksna je bioloska smjesa koja se dobiva uklanjanjem krvnih
stanica i faktora zgrusavanja iz krvi, a kao dodatak hranjivom mediju utjece na rast i

proliferaciju stanica, vezanje stanica za supstrat i njihovo Sirenje po podlozi, propusnost



stani¢ne membrane 1 transport molekula u stanicu te pruza zastitu od proteolize. Premda
njegov sastav nije u potpunosti poznat, sadrzi brojne nutrijente poput hormona (inzulin,
hidrokortizon i hormon rasta), faktora rasta, proteina (albumin, globulin, fibronektin i
tranferin), masnih kiselina i lipida, citokina, vitamina, minerala i elemenata u tragovima,
faktora prihvacanja i Sirenja, ugljikohidrata te neproteinskih izvora dusika (Brunner i sur.,
2010). Serum se u hranjive medije obi¢no dodaje u koncentraciji od 2 — 10 % (v/v), a osim
ve¢ navedenih predispozicija poznato je i da povecava viskoznost medija, Sto Stiti stanice u
suspenzijskom uzgoju od mehanickih oStecenja koja mogu nastati prilikom mijeSanja ili
pipetiranja, te poboljSava puferiraju¢i kapacitet hranjivog medija (Arora, 2013). Najcesce
koriSteni serum jest fetalni govedi serum (FBS) zbog visokog udjela faktora rasta i niskog
udjela y-globulina, a osim njega koriste se i tele¢i serum (CS) te konjski serum (HS) (Yao 1
Asayama, 2017). Medutim, danas je sve poZeljnije izbjegavati koriStenje seruma zbog
proizvodnje i prociS¢avanja proizvoda, kompleksnost i nedefiniranost sastava, rizik od
mikrobne kontaminacije te citotoksi¢nost i1 inhibitorno djelovanje kod odredenih stani¢nih
kultura. Osim toga, u novije vrijeme eticki problemi vezani uz patnju zivotinja takoder
zahtijevaju pronalazak novih rjeSenja. Naime, 2002. godine proizvedeno je oko 600 000 L
FBS-a, od Cega je samo 1/3 zadovoljila potrebne uvjete za upotrebu u stanicnoj terapiji, Sto
uz Cinjenicu da potrebe za serumom rastu 10 — 15 % na godinu postavlja pitanje o

mogucnosti zadovoljenja tih potreba u budu¢nosti (Karnieli i sur., 2016).

Upravo iz tih razloga znanstvenici se sve ¢e$¢e okrecu koristenju serum-free hranjivih
medija kod kojih se pogodnosti seruma kompenziraju dodatkom odgovaraju¢ih nutritivnih i
hormonalnih formulacija. Medu njih spadaju faktori pri¢vrs¢ivanja, specificni hormoni i
faktori rasta, epidermalni faktor rasta, glukokortikoidi, lipidi, antioksidansi i vitamini (Van
der Valk i sur., 2010). S obzirom da potreba za serumu ekvivalentnim faktorima za
promicanje rasta uvelike ovisi i varira obzirom na tip stani¢ne linije, nemoguce je proizvesti
univerzalnu formulaciju koja bi bila prikladna za sve stani¢ne linije, ve¢ se za svaki odredeni
tip stanica proizvodi idealan medij s odgovaraju¢im faktorima rasta (Butler, 2013). Serum-
free hranjivi mediji uklju¢uju protein-free hranjive medije i kemijski definirane hranjive
medije. Upravo je definiranost sastava serum-free medija njegova najveca prednost u odnosu
na hranjive medije s dodatkom seruma, te osigurava visoku reproducibilnost rezultata,
toCnost pracenja procesa uzgoja te olakSava identifikaciju stani¢nih produkata. Nedostatak

serum-free medija predstavljaju izniman trud, vrijeme i trosak koje je potrebno uloziti u
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odabir i kombiniranje razli¢itih suplemenata koji su danas dostupni, uzimaju¢i pritom u obzir
njihove medusobne interakcije (Yao i Asayama, 2017). Uz to, njihova je primjena limitirana
zbog produzenog vremena prihvacdanja stanica za podlogu, prisutnosti odredenih
komponenata koje mogu imati nepozeljan utjecaj na stanice, nedostatka inhibitora
proteolitickih enzima te smanjenja specificne brzine rasta i produktivnosti stanica (Sung i

sur., 2004).

2.2.2. Biljni hidrolizati proteina kao dodatak mediju bez seruma

Hidrolizati proteina dobiveni iz kazeina, Zivotinjskog 1 biljnog tkiva, mikrobne ili
kvas€eve biomase, bogati razli¢itim hranjivim tvarima poput aminokiselina, vitamina i
minerala, lipida, oligopeptida i elemenata u tragovima, pokazali su se kao prikladna zamjena
za FBS. Dobivaju se postupkom kiselinske, enzimske ili mikrobne hidrolize, a sadrze di-, tri-,
oligopeptide 1 aminokiseline koje imaju sposobnost utjecaja na fizioloSku funkciju stanica te
samim time poboljsavaju produktivnost procesa i fermentacijske sposobnosti stanica.
Primjenjuju se u mnogim podru¢jima znanosti i industrije, poput medicine, agrikulture,
proizvodnje rekombinantnih proteina, dijagnostike hranjivih medija, bioremedijacije,
industrijske fermentacije, a s razvojem i ja¢anjem biotehnologije postali su veoma korisni
kod proizvodnje monoklonskih protutijela, peptida i terapeutskih proteina (Pasupuleti i
Demain, 2010). No, zbog smanjenja opasnosti od kontaminacije koju podrazumijeva
prisustvo komponenata zivotinjskog podrijetla, sve se vise paznje pridodaje biljnim

hidrolizatima proteina kao dodacima mediju bez seruma.

Biljni proteinski hidrolizati posljednjih se pedesetak godina istrazuju u svrhu
smanjenja ili potpunog ukidanja uporabe FBS-a jer osim $to Su izvor nutrijenata, poput
kratkolanCanih peptida, mogu imati pozitivno djelovanje na rast Zivotinjskih stanica u kulturi,
osiguravaju stanicama faktore rasta, antiapoptoticke faktore i stimulirajue faktore za
proizvodnju proteina (Moraes i sur., 2008). Proizvode se iz biljnih supstrata bogatih
proteinima, kao S§to su sjemenke soje, sezama, pSenice, rize, pamuka i uljane repice.
Istrazivanje Farges-Haddani i suradnika (2006.) pokazalo je da dodatak peptidnih frakcija
hidrolizata uljane repice ima pozitivan u¢inak na rast i produktivnost CHO stanica, kao i na
odrZavanje vijabilnosti, smanjenje stope stani¢ne smrti i brzu prilagodbu stanica na medij bez
seruma. Frakcioniranje proteinskih hidrolizata u svrhu dobivanja mjesavina manjih peptida
razlicite veliine, naboja i hidrofobnosti moze poboljsati njihov ucinak na rast stanica (Park i

sur., 2010; Franek i sur., 2000). Premda je potvrdeno da dodatak hidrolizata proteina soje

11



serum-free mediju pozitivno utjeCe na rast i vijabilnost CHO stanica, pokazalo se nuzno prije
njihove primjene eksperimentalno odrediti optimalnu koncentraciju koriStenog proteinskog
hidrolizata buduci visoke koncentracije aminokiselina i oligopeptida u kombinaciji s
komponentama koje se ve¢ nalaze u mediju mogu inhibitorno djelovati na rast stanica (Chun i

sur., 2007).

2.2.3. Konoplja (Cannabis sativa L.)

Konoplja (Cannabis sativa L.) jednogodisnja je dvodomna biljka porijeklom iz
srediSnje Azije, poznata po stoljetnoj medicinskoj primjeni. SadrZi bioloski aktivne spojeve
kanabinoide medu kojima su glavni predstavnici tetrahidrokanabinol (THC), psihoaktivni
sastojak 1 kanabidiol (CBD) koji je zasluZzan za njezina ljekovita svojstva. Sojevi biljke mogu
se podijeliti na tri fenotipa koji se medusobno razlikuju prema udjelu THC-a i CBD-a
prisutnih u biljci (Chandra i sur., 2017). Gotovo svaki dio biljke konoplje ima svoju upotrebu,
ukljucujuéi sjeme, stabljiku, korijen 1 cvijet. Konoplju se Cesto naziva biljkom buduénosti
zbog njezine svestranosti i Siroke primjene kako u terapeutske 1 farmakoloske svrhe, tako i u
tekstilnoj industriji, prehrambenoj industriji, industriji papira, kozmetickoj industriji 1
fitoremedijaciji (Farinon i sur., 2020). Predstavlja bogat izvor celuloznih i drvenastih vlakana
te bioaktivnih spojeva zanimljivih fizikalno-kemijskih svojstava zasluznih za njezinu
raznoliku primjenu. Sjeme konoplje sadrzi 25 — 35 % lipida, 20 — 25 % proteina, 20 — 30 %
ugljikohidrata, 10 — 15 % netopljivih vlakana, vitamina i minerala, uklju¢ujuci fosfor,
magnezij, kalij, natrij, sumpor, cink, Zeljezo 1 kalcij (Callaway, 2004). Medu proteinima
konoplje najve¢i udio Cine edestin (82 %) 1 albumin (13 %) koji sadrZze esencijalne
aminokiseline, posebice arginin i glutaminsku kiselinu, u ve¢em udjelu nego soja, koja se
smatra jednim od najpoznatijih izvora visokokvalitetnih proteina iz biljaka (Farinon i sur.,
2020).

2.2.4. Valproi¢na kiselina u kulturi Zivotinjskih stanica

Vecina danasnjih biofarmaceutskih proizvoda izradena je koriStenjem CHO stani¢ne
linije kao stanica domacina koje stabilno izraZavaju rekombinantni terapeutski protein od
interesa. Buduc¢i je kultura stanica prvi korak u bilo kojem procesu proizvodnje bioloskih
lijekova, poboljSanje produktivnosti ovog procesa igra klju¢nu ulogu u smanjenju troskova i
povecanju proizvodnog kapaciteta kod plasiranja bioloskih lijekova na trziste. Uz pristupe
inzenjeringa stani¢nih linija 1 optimizacije medija, jedna od strategija za povecanje titra

proizvoda je nadopunjavanje kulture malim molekulama induktorima kao S$to su natrijev
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butirat i valproi¢na kiselina (Yang i sur., 2014). Valproi¢na kiselina (VPA) trivijalni je naziv
za 2-propilpentansku kiselinu prvi put sintetiziranu 1882. godine od strane B.S. Burtona. To
je mala razgranata karboksilna kiselina koja ima sposobnost inhibicije histon deacetilazne
aktivnosti. U vodenim otopinama koje sadrze alkalijske metale postoji u disociranom obliku
te se moze lako dostaviti u organizam u obliku natrijevih ili magnezijevih soli. Odobrena je
od strane americke agencije za hranu i lijekove (FDA) kao lijek za lijecenje epileptickih
napadaja i manija koje se javljaju kod osoba s bipolarnim poremecajem, a podaci pokazuju da
valproi¢na Kiselina utjece na rast stanica, diferencijaciju, apoptozu i imunogenost uzgojenih
stanica raka i tumora zbog Cega se namece kao potencijalni lijek u borbi protiv raka

(Kostrouchova i sur., 2007).

Stanice sisavaca koriste epigenetske modifikacije kao $to su deacetilacija i metilacija
histona DNA kao obrambene mehanizme za sprjeavanje ekspresije nezeljenih ili stranih
gena, poput onih uklju¢enih u nastanak raka ili integraciju virusa. Kod ekspresije
heterolognih proteina kao §to su antitijela u CHO stanicama, ovi obrambeni mehanizmi mogu
djelovati kao prepreka za dobivanje visokih prinosa proizvoda. Acetilirani i deacetilirani
histoni povezani su s transkripcijski aktivnim i neaktivnim kromatinom, a inhibitori histonske
deacetilaze (IHDAC) kao Sto su VPA, trihostatin A i natrijev butirat, kada se primjenjuju na
stanice sisavaca in vivo ili in vitro, mogu sprije¢iti transkripcijsko utiSavanje gena (Wulhfard
i sur., 2010). Uistinu, pokazalo se da nekoliko iIHDAC, kada su dodani u medij za uzgoj,
povecavaju prinos rekombinantnih proteina u nestabilno 1 stabilno transfektiranim stanicama
sisavaca, prilikom ¢ega VPA najmanje utjeCe na odrzivost kulture u usporedbi s drugim
inhibitorima (Segar i sur., 2017). Dodatkom VPA prilikom uzgoja CHO i HEK-293 (engl.
Human Embryonic Kidney 293) kultura, Backliwel i sur. (2008.) su uspjeli povecati prinos
imunoglobulina G (IgG) za 1,5 puta odnosno 5 puta. Nadalje, Wulhfard i sur. (2010.) u CHO
stani¢nim linijjama tretiranim VPA zabiljezili su 10 puta vecu koli¢inu mRNA koja kodira za
teski 1 laki lanac 1gG-a i samim time vecu produktivnost stani¢ne kulture. Takoder se
pokazalo da dodatak vece koncentracije valproicne kiseline u kasnijim fazama uzgoja Sarzne
kulture CHO stanica povecava prinos monoklonskog protutijela bez znacajne promjene u
kvaliteti proizvedenog proteina (Yang i sur., 2014). Uz inhibiciju aktivnosti histon
deacetilaza smatra se da valproi¢na kiselina sudjeluje i u drugim regulatornim putevima,
ukljucujuéi nadzor endoplazmatskog retikuluma i odgovor organizma na stres poznatiji kao
odgovor nesmotanih proteina (engl. Unfolded Protein Response, UPR), te zaustavljanje

stani¢nog ciklusa u G1 fazi (Segar i sur., 2017).
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2.3. VRSTE UZGOJA ZIVOTINJSKIH STANICA

Otprilike krajem 1970-ih postalo je ocito da se stanice mogu uzgajati in Vvitro u
velikim mjerilima za proizvodnju $irokog spektra proizvoda za poboljsanje zdravlja u ljudi.
Od tada se sve vise provode istrazivanja S ciljem definiranja uvjeta okolisa klju¢nih za
ucinkovitu proliferaciju stanica u umjetnom okruzenju. lako postoje razlicite klasifikacije
bioreaktorskih sustava, najopcenitija je podjela prema naina rada koja ukljucuje: Sarzni
uzgoj (engl. batch), sarzni uzgoj s prihranom (engl. fed-batch), kontinuirani i perfuzijski
uzgoj. Sarzni uzgoj oblik je diskontinuiranog na¢ina rada te je daleko najjednostavniji nagin
uzgoja, a karakterizira ga rast stanica u konstanthom volumenu tijekom cijelog procesa.
Zahvaljujuéi prakti¢nosti 1 lako¢i izvedbe vrlo je popularan izbor za provodenje razvojnih
istrazivanja u akademskim 1 industrijskim laboratorijima, omogucéuje jednostavno pracenje
rasta stanica i1 stvaranja produkta, te je prikladan za manje eksperimente s ogranic¢enim
resursima i vremenom. Osim jednostavnosti opreme i operativnog postupka, glavne znacajke
Sarznog uzgoja su mali rizik od kontaminacije, niska produktivnost te primjenjivost u

industrijskim procesima u mjerilima do 20 000 L (Véliz i sur., 2008).

Sarzni uzgoj s prihranom najées¢a je metoda uzgoja Zivotinjskih stanica u
komercijalnoj proizvodnji rekombinantnih proteina (Freund i Croughan, 2018). Razlika ovog
nacina rada u usporedbi sa Sarznim uzgojem je Sto se jedna ili viSe hranjivih tvari unosi u
reakcijsku smjesu tijekom samog uzgoja kao nadomjestak za onaj dio nutrijenata koji su
stanice ve¢ konzumirale. Iz tog razloga, Sarzne kulture s prihranom pocinju s radnim
volumenom nizim od maksimalnog radnog volumena, kako bi se supstrati mogli dodavati
tijekom razdoblja uzgoja. U Sarznom procesu s prihranom, bazalni medij podrzava pocetni
rast stanica, a prihrana supstratom sprjecava iscrpljivanje hranjivih tvari te produzuje fazu
produktivnog rasta (Fan i sur., 2017). Na taj na¢in povecava se ukupna koli¢ina hranjivih
tvari koje stanice metaboliziraju, §to rezultira visim kona¢nim koncentracijama stanica i
proizvoda, uz eliminaciju negativnih ucinaka visokih pocetnih koncentracija supstrata. U
usporedbi sa Sarznim uzgojem, metodom $arznog uzgoja s prihranom postizu se duze trajanje
uzgoja, vece gustoCe stanica, vece koncentracije proizvedenog protutijela te niZze
koncentracije toksi¢nih nusprodukata, laktata i amonijaka (Xie i Wang, 1994). Nadalje, za
razliku od perfuzijskog uzgoja, ciklusi SarZnog uzgoja s prihranom znatno su kraci, Sto
olaksava validaciju procesa. Sarznim uzgojem s prihranom postizu se konvencionalne
koncentracije proizvoda koje se broje u mg L, ali optimizacijom strategija prihrane i

koriStenjem poboljsanih rekombinantnih stani¢nih linija moguce je dosti¢i koncentracije
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proizvoda u g L. U procesima $arznog uzgoja s prihranom, produktivnost je obiéno
ograni¢ena nakupljanjem toksi¢nih metabolita, koji mogu inhibirati rast stanica i negativno
utjecati na odrzivost kulture i stvaranje proizvoda. Neke od strategija suoCavanja s ovim
problemom su potpuna ili djelomi¢na zamjena glukoze i glutamina supstratima koji stanice
sporije metaboliziraju, optimizacija metabolickih puteva primjenom metoda genetickog
inzenjerstva, kao S§to je uvodenje gena za glutamin sintetazu koja omoguéuje rast na
podlogama koje imaju niske koncentracije ili uop¢e ne sadrze glutamin (Véliz i sur., 2008).
Freund i Croughan su 2018. godine razvili tehnologiju suplementacije i adaptacije laktatom
(engl. Lactate Supplemetation and Adaptation (LSA) technology) kojom su uspjeli znac¢ajno
smanjiti koncentracije laktata i amonijaka u CHO stani¢noj liniji, uz postizanje vijabilnosti i
maksimalne gustoce stanica usporedivim s trenutnim industrijskim standardima. Jo$ jedan
nedostatak Sarznog uzgoja s prihranom je dugo vrijeme zadrzavanja proizvoda u reakcijskoj
smjesi. Uzevsi u obzir da su ve¢ina proizvoda od interesa proteini (glikoproteini), dugim
zadrzavanjem unutar bioreaktora u prisutnosti proteaza i glikozidaza povecava se rizik da ti
enzimi razgrade i u nekim slu¢ajevima uniste vazan dio aktivnog produkta koji se sintetizira.
Glavne tehnoloske znacajke ove metode uzgoja su umjerena operativna slozenost, umjereni
rizik od kontaminacije, srednja volumetrijska produktivnost, dugo vrijeme zadrzavanja
proizvoda u bioreaktoru i moguénost primjene u industrijskim procesima u mjerilima do 20
000 L. Uzgoj zivotinjskih stanica metodom Sarznog uzgoja s prihranom vise od 25 godina
koristi se za proizvodnju monoklonskih protutijela i drugih rekombinantnih proteina za
klinicka ispitivanja 1 komercijalnu prodaju. Tijekom tog razdoblja doslo je do znacajnih
poboljsanja u tehnologiji 1 rezultiraju¢ih prinosa proizvoda. Daljnja poboljSanja ove
operativne metode mogu omogudéiti dosezanje proizvodnih prinosa vise od 20 g L, ¢ime bi
se dodatno povecala ekonomicnost komercijalne proizvodnje mnogih biofarmaceutika

(Freund i Croughan, 2018).

U ovom radu istrazivan je utjecaj prihrane proteinskim hidrolizatima konoplje na rast i
produktivnost CHO DP-12 stani¢ne linije. KoriStene stanice su prilagodene na suspenzijski
rast te uzgajane Sarzno i s prihranom frakcijama proteinskih hidrolizata konoplje dobivenih
hidrolizom proteolitickim enzimima Neutraza i ProtameX, U serum-free hranjivom mediju.
Karakteristike njihovog rasta usporedivane su s kontrolnim uzorcima uzgajanim u serum-free
mediju bez dodatka proteinskih hidrolizata i uz dodatak valproi¢ne kiseline. Prilikom
provedbe eksperimenta profil rasta stanica i vijabilnost kulture praceni su svakodnevnim

odredivanjem broja zivih i mrtvih stanica. Analiza metabolickih potreba CHO DP-12 stanica,
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tijekom uzgoja u razliCitim uvjetima, provedena je odredivanjem koncentracije glukoze i
amonijaka u mediju za uzgoj. Produktivnost stanica, koja se u ovom slu¢aju odnosi na
uspjesnost stanica da proizvode rekombinantno humano monoklonsko protutijelo, anti-IL8,

izotop IgG1, odredena je mjerenjem koncentracije nastalog proizvoda u hranjivom mediju na

kraju uzgoja.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Hidrolizat uljne pogace konoplje

Hidrolizat uljne pogace konoplje te njegove peptidne frakcije odredenih molekularnih

masa koriSteni u izradi ovog diplomskog rada navedeni su u tablici 1. Njihova priprema

provedena je u Laboratoriju za tehonologiju i primjenu stanica i biotransformacije

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu te su do uporabe u

eksperimentu ¢uvane na temperaturi od -80 °C. Za njihovu pripravu koristeno je brasno uljne

pogace konoplje (Bio Hemp Protein Powder, Soul Food) te proteoliti¢ki enzimi Neutrase™

(N) i Protamex™ (P). Detaljan opis pripreme hidrolizata konoplje kao i postupak priprave

frakcija proteina molarne mase <10 kDa opisani su u diplomskom radu kolegice Anje
Damjanovi¢ (2021).

Tablica 1. Prikaz hidrolizata konoplje (HK), tj. njihovih peptidnih frakcija u to¢no

odredenim koncentracijama, koristenih kao dodatak serum free mediju (prihrana) tijekom

suspenzijskog uzgoja CHO DP-12 stani¢ne linije. Volumen suspenzijske stani¢ne kulture

iznosio je 6 mL

. . Vrijeme Volumen
U k O k Krat : .
zora pIS Lizorka ratica Prihrane prihrane (ul)
Uzorak 1 Frakcija hidrolizata konoplje N10-2 0. dan uzgoja
Uzorak 2 pripravljen enzimom Neutraza sa N10-2 (4) 4. dan uzgoja 173
proteinima <10 kDa, u koncentraciji
Uzorak 3 od2gL? N10-2 (6) 6. dan uzgoja
Uzorak 4 Ukupni hidrolizat konoplje NUK-1 0. dan uzgoja
Uzorak 5 pripravljen enzimom Neutraza, u NUK-1 (4) 4. dan uzgoja 70
Uzorak 6 koncentraciji 0,5 g L™ NUK-1(6) | 6. dan uzgoja
Uzorak 7 Frakcija hidrolizata konoplje P10-2 0. dan uzgoja
Uzorak 8 pripravljen enzimom Protamex sa P10-2 (4) 4. dan uzgoja 174
proteinima <10 kDa, u koncentraciji
Uzorak 9 2gL? P10-2 (6) 6. dan uzgoja
Uzorak 10 Bez dodatka hidrolizata Kontrola 1 / /
Uzorak 11 Bez dodatka hidrolizata Kontrola 2 / /
Uzorak 12 Valproic¢na kiselina, 1 mM Kontrola 3-VA | 4. dan uzgoja 120
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3.1.2. Kemikalije
Ala-GIn (200 mM Otopina Alanin-Glutamin), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Anti-Clumping Agent, GIBCO by Life Technologies, Paisley, UK
Destilirana voda, Prenrambeno-biotehnoloski fakultet, Zagreb, Hrvatska
Dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat, Sigma-Aldrich Handels GmbH, Be¢, Austrija
Etanol, 96 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Klorovodicna kiselina, Kemika, Hrvatska
Limunska kiselina monohidrat, T.T.T. d.o.0., Sveta Nedelja, Hrvatska
Metotreksat (MTX), Cerilliant, Round Rock, Texas, SAD
Natrij-citrat dihidrat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, Sigma-Aldrich Handels GmbH, Be¢, Austrija
Natrijev hidroksid, Kemika, Hrvatska
Otopina Antibiotik/Antimikotik (100x), Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacka
PowerCHO®-2 CD Chemically Defined Selective Medium, Lonza, Belgija
Rh-inzulin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Tripan-plavo boja, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
TRIS [Tris(hidroksimetil)aminometan], Sigma-Aldrich, SAD
Valproi¢na kiselina, Sigma-Aldrich, SAD

3.1.3. Otopine i puferi

Natrij-fosfatni pufer (0,1 M; pH 7,43; V = 0,5 L) — pufer za kalibraciju kolone

NaHPO4 x 2 H20 10,10 ¢
NaH>POsx 2 H20O 1,79
Destilirana voda 500 mL

Natrij-fosfatni pufer (50 mM; pH 7,53; V = 0,7 L) — pufer za vezanje/ispiranje

Natrij-fosfatni pufer 0,1 M 350 mL

Destilirana voda 350 mL
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Limunska kiselina (0,1 M:; pH 2,74:VV =10 L) — pufer za eluciju

Natrij-citrat dihidrat 2,76 g
Limunska Kiselina monohidrat 1749
Destilirana voda 10L

TRIS pufer (20 mM; pH 7,43:V=0,11L)

Tris 0,249
HCI2 M 1100 pL
Destilirana voda 99 mL

Pufer za dugotrajno ¢uvanje kolone (pH 7.4: V=0.1 L)

Etanol (96 %) 20 mL
TRIS pufer (20 mM; pH 7,43) 80 mL

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

Fosfatni pufer (pH 7,5) 0,150 mol L?
Klor-4-fenol 2 mmol L*
4-aminoantripin (PAP) 0,8 mmol L*
Glukozaoksidaza (GOD) 20 kU L1
Peroksidaza (POD) 1,0ku L?

Standard za odredivanje glukoze

Glukoza (5,55 mM) 100 mg dL?

Reagensi za odredivanje amonijaka (L-Glutamine/Ammonia Assay Kit, Megazyme, Bray,

Irska)

R1:  pufer (pH 8,0)
R2:  NADPH

R3:  glutamat-dehidrogenaza
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3.1.4. Uredaji i oprema

Centrifuga, ECEN-205, MRC Lab, Izrael

Digitalna magnetna mijesalica Model 682/1

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

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

HPLC uredaj Agilent 1260 Infinity 11, Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD
IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, SAD

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO2, Memmert, Njemacka

Kolona Bio-Monolith Protein A, Agilent technologies, SAD

Komora za sterilni rad (laminar flow cabinet), Kambic, Slovenija

Laboratorijska vaga, Boeco, Njemacka

Laboratorijski pribor (epruvete, menzure, laboratorijske Case, kivete, odmjerne tikvice, boce
Strcaljke, 1dr.)

Mehanicka pipeta P20, P200, P1000, Gilson, SAD

Mehanicke pipete (0,5 — 10 uL, 10 — 100 uL, 20 — 200 pL, 100 — 1000 pL) i nastavci za njih,
Eppendorf, Hamburg, Njemacka

Neubaerova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright - Line, Njemacka

Ploce s jazicama, Corning, SAD

Seroloske pipete 5 mL, 10 mL, 25 mL, LP Italiana, Italija

SevenCompact pH/lon, Mettler-Toledo

Spektrofotometar Thermo Scientific Genesys 10 S UV/VIS, SAD

Sterilni filter CHROMAFIL Xtra RC (13 mm, 0,22 pm), Macherey-Nagel, Njemacka
Svjetlosni mikroskop Axiostar 1122-100, Carl Zeiss, Njemacka

Tresilica Biosan shaker PSU-10i, Biosan, Latvija
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3.1.5. Stani¢na linija CHO DP-12

Tijekom izrade ovog diplomskog rada koriStena je zivotinjska stani¢na linija
fibroblasta ovarija kineskog hrécka, CHO DP-12 nabavljena iz American Type Cell Collection
(ATTC) banke stanica kao adherentna stani¢na linija (slika 2) te naknadno prilagodena na
suspenzijski rast u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije na
Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Navedena stani¢na linija ima
sposobnost proizvodnje rekombinantnog humanog monoklonskog protutijela, anti-1L8, koje

je izotop 1gG1.
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Slika 2. Prikaz guspenzijske CHO stani¢ne linije (McManus i sur., 2012)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Uzgoj CHO DP-12 stanica u suspenzijskoj kulturi s dodatkom proteina

konoplje i prihranom supstrata

Uzgoj stani¢ne linije CHO DP-12 zapocinje njihovim odmrzavanjem iz banke stanica
gdje se ¢uvaju na temperaturi od -80 °C. Ampula volumena 1 mL i koncentracije 110’
stanica mL? odmrznuta je naglim uranjanjem u vodenu kupelj zagrijanu na 37 °C. Po

odmrzavanju stani¢na suspenzija je prenesena u Erlenmeyerovu tikvicu za uzgoj volumena
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125 mL u koju je prethodno dodano 20 mL hranjivog medija. Stanice su uzgajane u kemijski
definiranom hranjivom mediju PowerCHO s dodatkom rekombinantnog humanog inzulina
(0,02 % v/v) koji sluzi za stimulaciju rasta i proliferacije stanica, metroteksata (0,01 % v/v)
za amplifikaciju stanica, antibiotika (1 % v/v), smjese glutamina i alanina (4 % v/v) kao
dodatnog izvora energije za stanice i anti-clumping reagensa (0,25 % v/v) koji onemogucava

stvaranje stani¢nih agregata.

Nakon 4 precjepljivanja, stanice su nacijepljene u 12 centrifugalnih tuba od 50 mL u
podetnoj koncentraciji od 2,5-10° st mL™ u ukupnom volumenu od 6 mL. Stanice su uzgajane
u PowerCHO hranjivom mediju uz dodatak ukupnih hidrolizata i frakcija proteina konoplje
kako je navedeno u tablici 1. U dvije kontrolne tube stanice su uzgajane u mediju bez dodatka
proteinskog hidrolizata, a u trecoj kontrolnoj tubi stanice su uzgajane u mediju uz prihranu

valproi¢nom kiselinom 4. dana uzgoja.

Stanice su uzgajane na tresilici pri 160 rpm u inkubatoru na temperaturi od 37 °C 1
atmosferi 5 % CO; tijekom 10 dana, uz prihranu proteinskim hidrolizatima odredenih
uzoraka 4. i 6. dana uzgoja. Uzgoj je zaustavljen u trenutku kada je vijabilnost kulture pala
ispod 80 %. Tijekom uzgoja svakodnevno su brojane Zzive i mrtve stanice u svrhu
izraCunavanja njihove koncentracije i vijabilnosti, te je izuziman alikvot hranjivog medija sa
stanicama kako bi se pratila dinamika rasta kulture. Alikvot medija sa stanicama je
centrifugiran na 15000 rpm tijekom 4 minute kako bi se uklonio stanicni materijal, a

supernatant je spremljen na -20 °C za daljnje postupke analize metabolizma i produktivnosti.

3.2.2. Odredivanje broja stanica i vijabilnosti kulture metodom tripan-plavo

Dinamika rasta i vijabilnost kulture svih 12 uzoraka CHO DP-12 stanica praéena je
svakodnevno tijekom 10 dana uzgoja pod svjetlosnim mikroskopom pomocéu Neubauerove
komorice (slika 3) i boje tripan-plavo. Kod mrtvih stanica dolazi do narusavanja integriteta
membrane pa ona postaje propusna za boju radi ¢ega su takve stanice pod mikroskopom
plavo obojene, dok su zive stanice neobojene. Alikvot uzorka iz svake tube za uzgoj izuziman
je u laminaru i stavljen u Eppendorf epruvetu te po potrebi razrijeden prije mijeSanja s tripan-
plavo bojom. Iz stani¢ne suspenzije izuziman je volumen od 10 pL te pomijesan s 10 pL
boje. Zatim je 10 uL tako pripremljenog uzorka naneseno na Neubauerovu komoricu te su

pod svjetlosnim mikroskopom prebrojane Zive i nezive stanice u sva 4 velika kvadrata.
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Slika 3. Neubauerova komorica (lijevo) (Anonymous 1, 2023) i kvadrati za brojanje stanica
(desno) (Anonymous 2, 2023)

Koncentracija zivih stanica u uzorku izracuna se prema formuli [1]:
broj stanica mL™ = broj stanica u sva 4 kvadrata - 5000 - faktor rarjedenja
[1]

Vijabilnost kulture izracuna se uz pomo¢ slijedec¢e formule [2]:

broj zZivih stani L-1
vijabilnost (%) = L -100 [2]

ukupan broj stanica mL—-1

3.2.3. Odredivanje koncentracije glukoze u uzorcima hranjivog medija

Za odredivanje glukoze u hranjivom mediju koriSten je Glucose-GOD-PAP
komercijalni set koji se zasniva na kolorimetrijskoj Trinderovoj metodi, a sluzi kao
dijagnosticki test za odredivanje koncentracije glukoze u krvi. U prvom koraku glukoza iz
uzorka se uz pomo¢ enzima glukoza-oksidaze (GOD) oksidira do glukonske kiseline i
vodikova peroksida. Nastali vodikov peroksid se uz pomo¢ enzima peroksidaze u reakciji s
kloro-4-fenolom i 4-aminoantipirinom (PAP) prevodi u kinonski spoj crvene boje. Intenzitet
boje nastalog produkta proporcionalan je koncentraciji glukoze u uzorku, a odreduje se uz

pomo¢ spektrofotometra mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 500 nm.

glukoza oksidaza

glukoza + 0.+ H-0 glukonska kiselina + H-0:

. .. . peroksidaza L
2 H.0.+ fenol + 4—aminoantipirin ——— crveni kinon + 4 H.0:
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Mjerenja su provedena tako da se volumen od 5 pL uzorka hranjivog medija ili
standarda glukoze (¢ = 5,5 mmol L?) pomijesao s 500 puL Glucose-GOD-PAP reagensa.
Slijepa proba se pripremila na nacin da je umjesto uzorka dodano 5 pL destilirane vode. Za
svaki uzorak, kao i standard i slijepu probu radena su 3 paralelna mjerenja. Dobivena otopina
se resuspendirala te inkubirala pri temperaturi od 37 °C tijekom 10 minuta nakon ¢ega se na

spektrofotometru odredila apsorbancija. Koncentracija glukoze izraCunata je prema formuli
[3]:

A uzorak

A standard | Cstandard ° faktor razrjedenja [3]

Cglukoza [mmo l Lil] =

3.2.5. Odredivanje koncentracije amonijaka U uzorcima hranjivog medija

Koncentracija amonijaka u hranjivom mediju odredena je pomoc¢u Megazyme L-
Glutamine Ammonia Assay kita. Spontanom razgradnjom L-glutamina u mediju nastaju L-
glutamat i amonijevi ioni ¢ija je prisutnost nepozeljna zbog njihove toksi¢nosti za stanicu.
Ova metoda bazira se na enzimskoj reakciji pretvorbe NH4* iona i 2-oksoglutarata pomoéu

glutamat dehidrogenaze uz oksidaciju koenzima NADPH u NADP*.

glutaminaza
L—glutamin + H,0 —— L—glutamat + NH4"

glutamat dehidrogenaza

NH4* + 2—oksoglutarat + NADPH L—glutamat + NADP* + H.0

Koncentracija nastalog NADP* proporcionalna je koncentraciji amonijaka u uzorku i
odreduje se uz pomo¢ spektrofotometra mjerenjem smanjenja apsorbancije pri valnoj duljini
od 340 nm uslijed potrosnje NADPH. Uzorci za mjerenje pripremljeni su prema uputama
proizvodaca prate¢i redosljed dodavanja. Pritom su volumeni svih otopina u protokolu

umanjeni za ¥ kao §to je prikazano u tablici 2.
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Tablica 2. Protokol za provedbu mjerenja koncentracije amonijaka

Otopine Slijepa proba Uzorak
Otopina 1 / /
Uzorak / 25 pL
Otopina 4 / /
Promijesati, inkubirati 5 minuta na sobnoj temperaturi, zatim dodati:
Destilirana voda 455 L 430 pL
Otopina 2 75 pL 75 pL
Otopina 3 50 pL 50 pL
Promijesati, pricekati oko 4 min pa ocitati apsorbanciju (A1), zatim dodati:
Otopina 5 5L 5uL

Promijesati, pricekati oko 5 min pa ocitati apsorbanciju (Az)

Koncentracija amonijaka konacno se izraCunava prema formuli [5]:

gdje je:

V — kona¢ni volumen [mL]

M — molarna masa amonijaka [g mol™]

Camonijak [mmol Lil]:

V-M
e-d-v

’ AAamonijak - 58,72

& — molarni apsorpcijski koeficijent NADPH pri 340 nm = 6300 [L mol* cm?]

d — debljina kivete = 1 [cm]

v — volumen uzorka [mL]

AAamonijak = (Al - Az)uzorak - (Al - Az)slijepa proba

3.2.6. Odredivanje koncentracije monoklonskog protutijela IgG

[5]

Za odredivanje koncentracije proizvedenog monoklonskog protutijela IgG koristen je

uredaj za tekuc¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid

Chromatography, HPLC) prema principu afinitetne kromatografije. Za razdvajanje molekula

IgG od ostalih komponenti hranjivog medija koriStena je Protein A kolona koja sadrzi

imobilizirani ligand s mogucnoséu specificnog i reverzibilnog vezanja imunoglobulina G

preko njegove Fc regije teSkog lanca. Prije stavljanja na kolonu uzorci su centrifugirani, a

supernatanti su potom filtrirani kroz filtere pora 0,22 pum radi uklanjanja ostatka stani¢nog

materijala. Na kolonu je injektirano 50 pL uzorka, a protok je tijekom 4,2 minute analize
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odrzavan na 1,0 mL min™ pri temperaturi od 25 °C. Kao mobilne faze koristeni su 50 mM
natrij-fosfatni pufer (pH = 7,53) za vezanje i 0,1 M limunska kiselina (pH = 2,74) za eluciju.
Parametri razdvajanja protutijela na Protein A koloni djelovanjem razli¢itih mobilnih faza
prikazani su u tablici 4. Vezano protutijelo eluira se uslijed znatne promjene pH vrijednosti
nakon dodatka limunske Kiseline koja uzrokuje cijepanje interakcija izmedu protutijela i
liganda stacionarne faze. Eluirano protutijelo detektirano je pomocu UV/VIS detektora HPLC
uredaja pri valnoj duljini od 280 nm. Pikovi kromatograma racunalno su analizirani te je

kvantfikacija provedena pomocu jednadzbe pravca bazdarnog dijagrama.

Tablica 3. Parametri razdvajanja protutijela IgG pomocu Protein A kolone djelovanjem

mobilnih faza A (pufer za vezanje) i B (pufer za eluciju)

Vrijeme (min) A (%) B (%) Protok (mL min™)
0,0 100 0 1,0
0,5 100 0 1,0
0,6 0 100 1,0
2,0 0 100 1,0
2,1 100 0 1,0
4,2 100 0 1,0

3.2.7. IzraCun procesnih parametara rasta CHO DP-12 stani¢ne linije

Najveca specificna brzina rasta stanica (max)

Najveca specifi¢na brzina rasta stanica u eksponencijalnoj fazi rasta Sarznog uzgoja S

prihranom racuna se prema jednadzbi [6]:

1 dN
Hmax = ﬁ - [6]

dat
gdje je:
dN — povecanje broja stanica

dt — vremenski interval

N — broj stanica
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Integracijom gornje jednadzbe dobiva se izraz za jednadzbu pravca koja se dobije tako

da se tijekom uzgoja odreduje broj stanica u kulturi u ovisnosti o vremenu:

INN = InNo + u(t—to) [7]

Nagib pravca, tj. koeficijent smjera predstavlja najvecu specifi¢nu brzinu rasta stanica:

InN — InNO

HUmax = A—t [8]

gdje je:

N — broj stanica u 1 mL na kraju eksponencijalne faze

NO — broj stanica u 1 mL na pocetku eksponencijalne faze
At —trajanje eksponencijalne faze (dan)

Specifiéna produktivnost (Qp)

[9]

T At-AN

gdje je:

¢ — koncentracija protutijela 1gG (mg L?)

At — vremenski interval trajanja eksponencijalne faze (dan)

AN — broj stanica na kraju i na po¢etku eksponencijalne faze (stanica mL™?)

Volumetrijska produktivnost (\Vp)

Vo=- [10]
gdje je:
¢ — koncentracija protutijela 1gG (mg L?)
t — vrijeme trajanja uzgoja (dan)

Relativna volumetrijska specifi¢na produktivnost

Vp odnosno Qp (uzorak)

IgG (%) = [11]

Vp odnosno Qp (kontrola)

27



3.2.8. StatistiCka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (x) uzoraka u skupni:

s pripadajuc¢im standardnim devijacijama (s):

1 —
s = |— iz (x —%)?

gdje n predstavlja ukupan broj uzoraka u skupini, a x; pojedina¢nu vrijednost uzorka.

[12]

[13]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kulture Zzivotinjskih stanica, prvenstveno CHO stani¢na linija, najceS¢e su
primjenjivani sustav stanica domacina za industrijsku proizvodnju rekombinantnih
proteinskih terapeutika. CHO stanice sposobne su proizvoditi visokokvalitetne bioloske
lijekove koji sadrze posttranslacijske modifikacije nalik ljudskim u koli¢inama mjerljivim u
gramima. Medutim, procesi proizvodnje biofarmaceutika koji koriste stanice sisavaca joS$
uvijek pate od ograni¢enja kao $to su ograniCen rast stanica, niska produktivnost i otpornost
stanica na stres, kao i veci troskovi u usporedbi s ekspresijskim sustavima temeljenim na
bakterijama i kvascima. Optimizacija medija kao najvaznije komponente u uzgoju stanica
jedan je od pristupa na koji se fokusira velik broj nedavnih istrazivanja. Kod uzgoja stanica
sisavaca Cesto nezaobilazan korak je suplementacija hranjivog medija Zivotinjskim serumom
koji iako predstavlja glavni izvor proteina, hormona i faktora rasta, zbog svojeg promjenjivog
sastava otezava reproducibilnost proizvodnog postupka i1 povecava rizik od kontaminacije,
dok nacin njegova dobivanja otvara eticke rasprave i znacajno podize cijenu proizvodnje te
posljedi¢no i samog proizvoda. Posljednjih nekoliko desetljeca veliki napori ulazu se U razvoj
tzv. serum-free medija i pronalazak proteinskih hidrolizata ne-zivotinjskog podrijetla s
jednakim ili boljim utjecajem na proliferaciju i produktivnost stanica koji bi mogli zamijeniti
serum. Biljni proteinski hidrolizati pokazali su se kao dobra alternativa serumu jer pozitivno
utjeCu na rast i produktivnost zivotinjskih stanica kada su dodani u serum-free medij
(Logarusic¢ i sur., 2021; Verma i sur., 2020; Chun i sur., 2007; Farges-Haddani i sur., 2006).
Osim toga biljni hidrolizati su zanimljivi i s ekonomskog glediSta s obzirom da se kao
sirovine za njihovo dobivanje mogu Koristiti otpadni biljni materijali i nusproizvodi

prehrambene industrije $to smanjuje njihovu cijenu.

U prija$njim istrazivanjima u sklopu projekta ,,Primjena proteinskih hidrolizata iz
pogaca lana i konoplje u medijima za uzgoj (HRZZ IP-2016-06-3848)“ ispitivani su
hidrolizati konoplje i njihove proteinske frakcije dodavane u medij u razliCitim
koncentracijama. Nastavno na dosadaSnje rezultate za ovaj rad su odabrane 3 razliCite
frakcije hidrolizata konoplje (tablica 1), koje su pokazale bolji utjecaj na rast i/ili
produktivnost CHO DP-12 stani¢ne linije. Cilj ovoga rada bio je ispitati uc¢inak prihrane
proteinskim hidrolizatima konoplje na rast, vijabilnost, metabolizam i produktivnost CHO
DP-12 stanica tijekom Sarznog uzgoja u suspenziji u serum-free mediju. Naime, ranijim

istrazivanjima ustanovljeno je da dodatak frakcija konopljina proteinskog hidrolizata (<10
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kDa) dobivenih enzimima Neutraza i Protamex, otpocetka (Sarznog) uzgoja, djeluje gotovo
citostaticki, tj. vrlo znacajno usporava stani¢ni rast. Medutim unato¢ sporom rastu, S kasnom
ili gotovo bez eksponencijalne faze, stanice su se iskazale visokom produktivnoséu, koje je za
vise od 10 % premasilo kontrolne uvjete uzgoja, tj. kulture bez dodanih hidrolizata i frakcija
(Logarusi¢, 2023). Iz tog razloga ispitano je djelovanje navedenih frakcija konoplje kao
naknadni dodatak mediju, tj. prihrana stanica kad su ve¢ u fazi logaritamskog rasta. Time bi
se uspjelo dobiti znacajnu koli¢inu stanicne biomase, ¢iji bi se rast zatim inhibirao
djelovanjem frakcija, a stanice bi, prema pretpostavci, nastavile proizvoditi 1IgG. U ovom
radu za prihranu su koristene navedene frakcije (<10 kDa), a kao kontrolni uvjeti postavljeni
su prihrana ukupnim (nefrakcioniranim) hidrolizatima te medij bez ikakvih dodataka.
Valproi¢na kiselina sluzila je kao svojevrsna pozitivna kontrola, s obzirom da ona ima
potvrdeno sli¢an ucinak na proizvodne CHO stanice. Rast i vijabilnost stanica praceni su
svakodnevno brojanjem stanica metodom tripan-plavo, dok je utjecaj dodataka hidrolizata na
metabolizam stani¢ne linije istrazen praCenjem potroSnje glukoze odnosno nastanka
amonijaka, kao jednog od glavnih nusprodukata stani¢nog rasta. Koncentracije metabolita
odredivane su u razmacima uz pomo¢ komercijalnih enzimskih kitova. UspjeSnost
proizvodnje rekombinantnog humanog protutijela odredena je mjerenjem koncentracije

nastalog produkta uz pomo¢ Protein A kolone HPLC metodom u uzorcima na kraju uzgoja.

4.1. UTJECAJ PROTEINSKIH HIDf{OLIZATA KONOPLJE NA RAST |
VIJABILNOST CHO DP-12 STANICNE LINIJE

Hidrolizati konoplje i njegove frakcije koriSteni u ovom radu prethodno su
pripravljeni u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije na
Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu iz brasna uljne pogace
konoplje postupkom hidrolize koriste¢i dvije komercijalne endopeptidaze: Neutraza (N) i
Protamex (P). CHO DP-12 stanice uzgajane su u suspenziji tijegkom 10 dana, odnosno do
pada vijabilnosti ispod 80 %. Odabrani proteinski hidrolizati konoplje dodavani su u tube za
uzgoj 0. dana uzgoja (Sarzni uzgoj) odnosno 4. i 6. dana uzgoja (8arzni uzgoj s prihranom)
kako je prikazano u tablici 1. U dvije kontrolne tube stanice su uzgajane u hranjivom mediju
bez dodatka proteinskih hidrolizata, dok je u trecoj kontrolnoj tubi uzgoj proveden uz dodatak
valproi¢ne kiseline 4. dan uzgoja. Dinamika rasta prikazana je pomocu krivulja rasta (slika

4), koje prikazuju ovisnost koncentracije zivih stanica o vremenu trajanja uzgoja.
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Slika 4. Krivulja rasta CHO DP-12 stanica tijekom uzgoja u serum-free hranjivom mediju za
2 kontrolna uzorka (Kontrola 1 i Kontrola 2), uzorak s dodatkom valproi¢ne kiseline i 9
ispitivanih uzoraka u koje su dodani proteinski hidrolizati konoplje dobiveni hidrolizom uz
pomo¢ enzima Neutraza (a) i Protamex (b) i njihove frakcije razli¢itih molarnih masa (UK;
<10 kDa), koncentracija (2 g L™%; 0,5 g L?) i dana prihrane (4. dan; 6. dan)
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Na krivulji rasta (slika 4) moze se uociti da faza prilagodbe kod svih uzoraka, osim
uzorka N10-2, traje 2 dana nakon Cega stanice ulaze u eksponencijalnu fazu rasta.
Eksponencijalna faza je u prosjeku trajala izmedu 4 do 6 dana nakon ¢ega su stanice usle u
stacionarnu fazu pa fazu odumiranja. Kod veéine uzoraka nema razlike u rastu tijekom prva
Cetiri dana uzgoja, nakon ¢ega neki uzorci dozivljavaju kraj eksponencijalne faze 6. dan rasta,
a neki zavr$avaju eksponencijalni rast 8. dan uzgoja. Izuzetak ¢ine uzorci N10-2 i P10-2 Kkoji
ne prate navedeni trend rasta ve¢ pokazuju puno slabiji rast od kontrolnih uzoraka, sto je kod
uzorka N10-2 vidljivo i odgodenim ulaskom u eksponencijalnu fazu rasta koji se desio tek 4.
dana uzgoja. Osim toga, kod uzoraka P10-2 zamijeé¢eno je da po zavrSetku eksponencijalne
faze 8. dana uzgoja, stanice prelaze u stacionarnu fazu u kojoj se zadrzavaju sve do zavrSetka
uzgoja, tj. nije vidljiv pad broja stanica. Najsli¢nije kontrolnim uzorcima, uzgajanim bez
dodatka proteinskih hidrolizata konoplje, rasli su uzorci NUK-1, N10-2 (6) i P10-2 (4). Kod
uzoraka N10-2, N10-2 (4) i N10-2 (6) primjecuje se evidentna promjena u dinamici rasta
stanica nakon prihrane proteinskim hidrolizatom ovisno o vremenu njegovog dodatka u
hranjivi medij. Frakcija proteinskog hidrolizata konoplje molarne mase <10 kDa dobivena
enzimskom hidrolizom uz endopeptidazu Neutraza dodana u hranjivi medij u koncentraciji
od 2 g L pokazala je ja¢i u¢inak na usporavanje rasta CHO DP-12 stanica u uzorku N10-2 u
koji je dodana na samom pocetku uzgoja u odnosu na uzorke N10-2 (4) i N10-2 (6) u koje je
proteinski hidrolizat dodan naknadno u obliku prihrane. Nadalje, usporedbom krivulja rasta
uzoraka N10-2 (4) i N10-2 (6) vidljivo je da je navedena frakcija proteinskog hidrolizata
slabije djelovanje u vidu usporavanja rasta stanica pokazala u uzorku N10-2 (4) u kojem je u
hranjivi medij dodana 4. dan uzgoja, a najslabije u uzorku N10-2 (6) u kojem je u hranjivi
medij dodana najkasnije odnosno tek 6. dan uzgoja. Sli¢no, usporedbom uzoraka P10-2,
P10-2 (4) i P10-2 (6) u koje je frakcija proteinskog hidrolizata konoplje molarne mase <10
kDa dobivena enzimskom hidrolizom endopeptidazom Protamex dodana u hranjivi medij u
koncentraciji od 2 g L™ primijeéeno je da je efekt usporavanja rasta stanica jaci u slu¢ajevima
ranijeg dodatka proteinskog hidrolizata u hranjivi medij. Tako je medu navedenim uzorcima
najvedi rast stanica zabiljezen u uzorku P10-2 (6), u uzorku P10-2 (4) zabiljezen je prosjecan
rast usporedan kontrolnim uzorcima uzgajanih bez dodatka hidrolizata, a najmaniji rast stanica
ostvarile su stanice u uzorku P10-2 u kojem su stanice uzgajane Sarzno uz dodatak
proteinskog hidrolizata od samog pocetka uzgoja. Dodatak ovog proteinskog hidrolizata
konoplje 6. dan uzgoja, dapace, nije djelovao inhibitorno na stanice ve¢ je pospjeSio njihov
rast pa je uzorak P10-2 (6) dostigao vecu maksimalnu koncentraciju stanica od kontrolnih

uzoraka 1 i 2. Primije¢eno je da dodatak ukupnog proteinskog hidrolizata konoplje,
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dobivenog hidrolizom uz pomo¢ enzima Neutraza, u koncentraciji od 0,5 g L™ pospjesuje rast
CHO DP-12 stanica kada je dodan u obliku prihrane tijekom ili krajem eksponencijalne faze
rasta. Pritom su, zanimljivo, najveci rast stanice ostvarile u uzorku NUK-1 (4) odnosno kada
je proteinski hidrolizat dodan 4. dan uzgoja. Najveci rast zamijecen je kod uzoraka NUK-1
(4), NUK-1 (6) i P10-2 (6), koji su dosegli 15 % vece maksimalne koncentracije stanica od
kontrolnih uzoraka, nakon ¢ega je uslijedilo smanjenje broja stanica. Pritom je najveci pad
broja stanica zamijecen kod uzorka P10-2 (6), dok je kod uzoraka NUK-1 (4) i NUK-1 (6)
nakon prvotnog pada vidljivo usporavanje smanjenja broja stanica te naposljetku ponovno
nagli pad broja stanica. Uzorci N10-2, P10-2 i Kontrola 3-VA pokazali su najslabiji rast u
odnosu na kontrolne uzorke uzgajane bez dodatka hidrolizata proteina konoplje s§to znaci da
je u tim uzorcima kao posljedica djelovanja hidrolizata proteina konoplje, odnosno valproi¢ne
kiseline, doSlo do najzamjetnijeg usporavanja rasta stanica. Da je inhibicija rasta uzrokovana
upravo djelovanjem proteinskih hidrolizata, odnosno valproi€ne kiseline, ukazuje i ¢injenica
da je do usporavanja rasta doslo u trenutku dodatka navedenih supstanci, koji su u uzorke
N10-2 i P10-2 dodani na samom pocetku uzgoja, a u uzorak Kontrola 3-VA 4. dan uzgoja,

Sto je vidljivo na krivulji rasta.

Tablica 4. Vrijednosti maksimalnih specifi¢nih brzina rasta (umax) Za pojedine uzorke

Uzorak Umax (dan 1)
N10-2 0,48
N10-2 (4) 0,33
N10-2 (6) 0,38
NUK-1 0,64
NUK-1 (4) 0,61
NUK-1 (6) 0,60
P10-2 0,37
P10-2 (4) 0,55
P10-2 (6) 0,63
Kontrola 1 0,51
Kontrola 2 0,49
Kontrola 3-VA 0,45

Gledaju¢i eksponencijalnu fazu rasta za svaki uzorak, iz tablice 4 vidljivo je da uzorci
N10-2, P10-2 (4) i Kontrola 3-VA imaju maksimalnu specifiénu brzinu rasta najsli¢niju

kontrolnim uzorcima u kojima je uzgoj tekao bez dodatka proteinskih hidrolizata, ali su im
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maksimalne koncentracije stanica nize od kontrolnih uzoraka, Sto bi se u slu¢aju uzorka N10-
2 moglo objasniti kasnijim ulaskom stanica u eksponencijalnu fazu rasta i kra¢im trajanjem
eksponencijalne faze rasta. Pritom je uzorak N10-2 tijekom cijelog vremena uzgoja
pokazivao i manju vijabilnost stanica (slika 5a) od kontrolnih uzoraka, $to ukazuje na to da su
stanice kontinuirano tijekom eksponencijalne i stacionarne faze rasta veéi dio energije
koristile za proizvodnju protutijela 1gG, a ne na rast i razmnozavanje. Takvo obrazloZenje
slaze se s dobivenim rezultatima za produktivnost (Slika 8). Znacajno negativan utjecaj na
maksimalnu specifi¢nu brzinu rasta vidljiv je u uzorcima N10-2 (4), N10-2 (6) i P10-2 u
kojima su stanice rasle daleko manjom maksimalnom specificnom brzinom rasta nego stanice
kontrolnih uzoraka 1 i 2. Pritom je kod uzorka P10-2 od samog pocetka uzgoja prisutna
zamjetno manja iako relativno stabilna vijabilnost stanica. Razlog tome mozZe biti da su, kao 1
kod uzorka N10-2, zbog utjecaja proteinskog hidrolizata, stanice potro$nju energije veéinski
usmijerile na produkciju protutijela, §to je u skladu s dobivenim rezultatima produktivnosti
stanica (slika 8). Najvece maksimalne specifi¢ne brzine rasta zabiljeZzene su kod uzoraka
NUK-1, NUK-1 (4), NUK-1 (6) i P10-2 (6), sto je i ocekivano buduci su navedeni uzorci
ostvarili i najve¢i rast stanica. lznimka je uzorak NUK-1 kod kojeg je zabiljeZzen samo

prosjecan rast stanica.

Promatrajuéi krivulje vijabilnosti stanica tijekom uzgoja (slika 5), vidljivo je da kod
vecine uzoraka vijabilnost pocinje opadati 6. dan uzgoja kada u ve€ini slucajeva zavrsava i
eksponencijalni rast stanica. Nagli pad vijabilnosti uzoraka dogada se 9. dan uzgoja, kada
vijabilnost svih uzoraka pada ispod 80 %, §to oznacava zavrSetak uzgoja CHO DP-12 stanica.
Nagli pad vijabilnosti uzorka N10-2 2. dan uzgoja moze se objasniti loSijom prilagodbom
stanica na novu okolinu odnosno duljim trajanjem lag faze rasta. Vijabilnost tog uzorka
pocinje rasti tek 4. dan uzgoja, kada stanice konacno ulaze u eksponencijalnu fazu rasta, i
nastavlja rasti sve do zavrSetka eksponencijalne faze 8. dana uzgoja nakon cega stanice
polagano pocinju odumirati 1 dolazi do pada vijabilnosti kulture. Jo§ jednu iznimku
predstavlja uzorak P10-2 koji po¢inje dozivljavati pad vijabilnost odmah po nacjepljivanju
stanica u hranjivi medij za uzgoj koji traje do 2. dana uzgoja, kada se vijabilnost stanica
ustaljuje na 85 — 90 % sve do 5. dana uzgoja kada pocinje umjereno opadati kako bi
naposljetku spala ispod 80 % na 7. dan uzgoja. Moguce je da je do takvog trenda doslo jer su
stanice dozivjele Sok uzrokovan promjenom okoline prilikom nacjepljivanja u hranjivi medij,

a s obzirom na nisku maksimalnu specifi¢nu brzinu rasta (tablica 4) i relativno dobre rezultate
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produktivnosti (slika 8), vijabilnost tijekom uzgoja nije nadoknadena jer je stanica

potencijalno veéi udio energije trosila na proizvodnju protutijela.
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Slika 5. Graficki prikaz vijabilnosti stanica CHO DP-12 tijekom 10 dana uzgoja za uzorke s

dodatkom proteinskih hidrolizata konoplje dobivenih uz pomo¢ enzima Neutraza (a) 1

Proteamex (b)
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Zanimljiv je i uzorak Kontrola 3-VA kod kojeg je pad vijabilnosti zamije¢en ve¢ 5.
dan uzgoja, dok su se stanice jo$ uvijek nalazile u eksponencijalnoj fazi rasta i odmah nakon
dodatka valproi¢ne kiseline, i nastavio se sve do zavrSetka uzgoja, prelazeci granicu od 80 %
vijabilnosti na 7. dan uzgoja. Takvo ponasanje stanica je 1 oCekivano buduci je u prijaSnjim
istrazivanjima dokazano da valproi¢na kiselina usporava rast CHO stanica, te pospjesuje
proizvodnju sekundarnih metabolita, u ovom slu¢aju imunoglobulina G. Medutim, pokazano
je da valproi¢na kiselina takoder djeluje toksicno na CHO stanice te uzrokuje pad vijabilnosti

1 gustoce stanica (Yang i sur., 2014).

4.2. UTJECAJ PROTEINSKIH HIDROLIZATA KONOPLJE NA METABOLIZAM
CHO DP-12 STANICNE LINIJE

Prilikom izrade ovog diplomskog rada istrazen je utjecaj dodatka proteinskih
hidrolizata konoplje u hranjivi medij na metabolizam stanica CHO DP-12 tijekom $arznog
uzgoja 1 Sarznog uzgoja s prihranom proteinskim hidrolizatima. Postoje razni nacini
poboljsanja stanicnog rasta, produljenja vijabilnosti 1 povecanja prinosa proizvoda, medu
kojima su optimizacija hranjivog medija 1 procesnih parametara te koriStenje metoda
genetiCkog inZenjerstva u svrhu identifikacije transkripcijskih aktivatora odnosno inhibitora
proteina od interesa (Fischer i sur., 2015). Poznavanje metaboli¢kih potreba stanica tijekom
njihovog uzgoja od iznimne je vaznosti s obzirom da potroSnja supstrata i nastanak
nusprodukata utjeCu na akumulaciju biomase, zadovoljenje energetskih potreba stanice,
odrzivost kulture i specificnu produktivnost. Uzgoj CHO stani¢ne linije karakterizira brza
potroSnja primarnih izvora ugljika i energije, koja ima za posljedicu nakupljanje laktata 1
amonijaka u hranjivom mediju. Akumulacija ovih nusprodukata metabolizma uzrokuje
promjene sastava hranjivog medija i izaziva inhibiciju rasta i produktivnosti stanica (Kelly i
sur., 2018). Kako bi dobili uvid u ponasanje CHO DP-12 stanica tijekom uzgoja, pracena je

potrosnja glukoze (slika 6) te nakupljanje amonijaka (slika 7) od 4. do 10. dana uzgoja.
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Slika 6. Prikaz promjene koncentracije glukoze u SF hranjivom mediju od 4. do 10. dana
uzgoja CHO DP-12 stanica

Prema slici 6 vidljivo je da svi uzorci prate isti trend, odnosno da koncentracija
glukoze pada s vremenom trajanja uzgoja jer ju stanice troSe za rast i stani¢nu diobu, kao i
proizvodnju stanicnih produkata. Vecéina uzoraka pokazuje slicnu potroSnju glukoze kao
kontrolni uzorci 1 i 2, izuzev uzoraka N10-2, P10-2 i Kontrola 3-VA, koji su pokazali nesto
slabiju potro$nju glukoze u odnosu na ostale uzorke, §to je u skladu sa znatno manjim
porastom u koncentraciji stanica kod tih uzoraka vidljivim na krivulji rasta (slika 4). Odgoden
pocetak rasta kod uzorka N10-2 rezultirao je kasnijim ulaskom u eksponencijalnu fazu sto se
odrazilo i na potro$nju glukoze ¢ija je koncentracija krenula intenzivnije padati tek nakon 6.
dana uzgoja te potom usporila nakon 8. dana uzgoja kada su stanice zavrSile s
eksponencijalnim rastom. U uzorcima N10-2, P10-2 i Kontrola 3-VA takoder su izmjerene i
najvise koncentracije glukoze posljednjeg dana uzgoja, koje se mogu objasniti ranijim padom
vijablinosti ispod 80 % kod uzoraka P10-2 i Kontrola 3-VA zbog kojeg stanice jednostavno
nisu imale vremena potrositi jednaku koli¢inu glukoze kao u ostalim uzorcima. S druge
strane, uz visoku koncentraciju glukoze 10. dana uzgoja, u uzorku N10-2 prisutna je najveca
vijabilnost stanica (79 %) koja ukazuje da su stanice ovog uzorka potencijalno mogle

prezivjeti i dulji period uzgoja da on nije bio prekinut 10. dana zbog pada vijabilnosti u
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ostalim uzorcima. Takvi rezultati ukazuju da prisutnost hidrolizata u hranjivom mediju za
uzgoj u stanicama moze pobuditi anti-apoptotska svojstva i produziti trajanje uzgoja, Sto

potencijalno moze dovesti do vecih prinosa proizvoda (Franek i sur., 2000).
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Slika 7. Prikaz promjene koncentracije amonijaka u SF hranjivom mediju od 4. do 10. dana
uzgoja CHO DP-12 stanica

Na slici 7 vidljivo je da je koncentracija amonijaka rasla od 4. do 8. dana uzgoja
nakon Cega dolazi do stagnacije. Koncentracija amonijaka prestaje rasti jer stanice tada u
vecini uzoraka prestaju s eksponencijalnim rastom i ulaze u stacionarnu fazu, koju slijedi faza
odumiranja. Sve krivulje prate isti trend osim uzorka P10-2 (4) u kojemu koncentracija
amonijaka stagnira od 6. do 8. dana, nakon Cega se javlja ponovni rast. Koncentracija
amonijaka na kraju uzgoja u navedenom uzorku, medutim, ne nadmaSuje koncentracije
dosegnute u ostalim uzorcima. Blagi pad koncentracije amonijaka na kraju uzgoja vidljiv je u
uzorcima N10-2 i P10-2 (6), $to nije u skladu s literaturom. Do takvih rezultata moglo je do¢i
zbog nepreciznog mjerenja, malog broja izvedenih paralela ili lose kvalitete Kita za mjerenje.
Prema literaturnim navodima, amonijak ima negativan utjecaj na stanice u koncentraciji od
samo 2 — 10 mmol L?. Naime, u koncentraciji od 2 mmol L djeluje inhibitorno na
proliferaciju stanica, a u koncentraciji od 5 mmol L™ inhibira i produktivnost stani¢nih linija
(Freund i Croughan, 2018; Wagner, 1997). Nakon 6. dana uzgoja koncentracije amonijaka u
svim uzorcima popele su se iznad 5 mmol L™, $to je negativno utjecalo na stani¢ni rast,

vidljivo prema naglom padu vijabilnosti nakon 6. dana uzgoja (slika 5).
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4.3. UTJECAJ PROTEINSKIH HIDROLIZATA KONOPLJE NA PRODUKTIVNOST
CHO DP-12 STANICNE LINIJE

S obzirom da je u ovome radu koristena CHO DP-12 stani¢na linija koja ima svojstvo
proizvodnje rekombinantnog humanog monoklonskog protutijela anti IL-8, izotop 1gG1,
osim utjecaja proteinskih hidrolizata konoplje na rast i metabolizam stanica, pratio se i njihov
utjecaj na produktivnost. Produktivnost stani¢ne linije odredivana je mjerenjem koncentracije
proizvedenog protutijela u uzorcima posljednjeg, odnosno 10. dana uzgoja. Rezultati
mjerenja su obradeni i graficki prikazani u obliku koncentracije IgG (slika 8a), relativne
volumetrijske produktivnosti (slika 8b) i relativne specifiéne produktivnosti (slika 8c), na
nac¢in da su relativne vrijednosti iskazane kao produktivnost uzoraka u koje su dodani
hidrolizati ili valproi¢na kiselina u odnosu na srednju vrijednost produktivnosti kontrolnih
uzoraka 1 i 2, koji su uzgajani samo u SF hranjivom mediju. Relativna volumetrijska
produktivnost govori koliko je protutijela u odredenom uzorku proizvedeno po volumenu
medija i danu, dok relativna specifi¢éna produktivnost sluzi za kvantifikaciju brzine ekspresije

protutijela po stanici i jedinici vremena.

Iz prikazanih rezultata (slika 8a) vidljivo je kako je daleko najveéa koncentracija
protutijela proizvedena u uzorku Kontrola 3-VA, u kojemu su stanice uzgajane uz prihranu
valproi¢nom kiselinom. Zanimljivo, uzorak Kontrola 3-VA takoder je postigao najviSe
vrijednosti relativne volumetrijske (slika 8b) i relativne specifi¢ne (slika 8c) produktivnosti.
Naime, valproi¢na kiselina, kao S$to je ve¢ dokazano, djeluje izrazito pozitivno na
produktivnost Zivotinjskih kultura pa su ovakvi rezultati i o¢ekivani (Yang i sur., 2014). 1za
njega slijede kontrolni uzorci 1 i 2 s nes$to nizom koncentracijom proizvedenog protutijela,
dok su svi uzorci koji su sadrzavali proteinske hidrolizate konoplje pokazali manju
produktivnost u odnosu na kontrole. Kontrolni uzorci 1 i 2, kao i uzorak koji sadrzi
valproi¢nu kiselinu, nadmasuju ostale uzorke ne samo prema titru proizvedenog protutijela,
ve¢ 1 prema relativnoj volumetrijskoj i1 relativnoj specifi¢noj produktivnosti. Iznimku ¢ini
uzorak N10-2, koji se istaknuo s izrazito visokom relativnom specificnom produktivnoséu,
¢ak 40 % vecom od kontrolnih uzoraka (slika 8c). Naime, navedeni uzorak najslabije je
rastao tijekom cijelog uzgoja (slika 4a) te je, od ostalih uzoraka, odskakao i prema podacima
vijabilnosti (slika 5a) i staniénog metabolizma (Slika 6). Unato¢ tome, visoka relativna
specifi¢na produktivnost ovog uzorka ukazuje na to da frakcija hidrolizata konoplje molarne
mase <10 kDa dobivena hidrolizom proteolitickim enzimom Neutraza u koncentraciji od 2 g

L? inhibira rast stanica i odgada ulazak stanica eksponencijalnu fazu rasta, no promovira
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proizvodnju sekundarnih metabolita Sto je ve¢ i pokazano u prethodnim ispitivanjima
navedene frakcije proteinskog hidrolizata (Purdevi¢, 2021). Moguce je da je dodatak
navedene frakcije uzrokovao preusmjeravanje stanicnog metabolizma na nastanak produkta
zbog Cega Su stanice manje energije troSile na rast i diobu stanica. Ocekivalo bi se da ce
koncentracije imunoglobulina G biti najveée u uzorcima NUK-1 (4), NUK-1 (6) i P10-2 (6) s
obzirom da su u ovim uzorcima zabiljezene i najvece koncentracije biomase, medutim to nije
bio slucaj. Premda su navedeni uzorci pokazali relativno visoke vrijednosti relativne
volumetrijske produktivnosti, u odnosu na ostale uzorke koji su sadrzavali hidrolizate,
njihove relativne specifiéne produktivnosti bile su vrlo niske. U usporedbi s kontrolnim
uzorcima najsli¢niju produktivnost pokazali su uzorci P10-2 i P10-2 (4), koji su kontrolnim
uzorcima 1 i 2 bili sli¢ni prema titru nastalog produkta, kao i prema relativnoj volumetrijskoj
1 relativnoj specificnoj produktivnosti. Usporedbom vrijednosti relativne specificne
produktivnosti izmjerenih u uzorcima uzgajanim Sarzno s onima koji su uzgajani s prihranom
hidrolizatima konoplje (slika 8c), vidljivo je da su vece relativne specificne produktivnosti
dostignute Sarznim uzgojem. Iz toga je moguce zakljuciti da proteinski hidrolizati konoplje
pospjesSuju produktivnost CHO DP-12 stani¢ne linije kada su dodani u SF medij na samom

pocetku uzgoja.
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Slika 8. Prikaz koncentracije protutijela 1gG (a), relativne volumetrijske (b) i relativne
specifi¢ne (¢) produktivnosti CHO DP-12 stanica uzgajanih u SF hranjivom mediju s
dodatkom proteinskih hidrolizata konoplje tijekom SarZznog uzgoja i Sarznog uzgoja s

prihranom



5. ZAKLJUCCI

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

1.

Peptidna frakcija <10 kDa proteinskog hidrolizata konoplje, dobivena enzimom
Neutraza, dodana u koncentraciji 2 g L™, ima negativno djelovanje na rast CHO DP-
12 stanica bilo kao dodatak na pocetku Sarznog uzgoja ili kao odgodena prihrana kod
Sarznog uzgoja.

Proteinski hidrolizat konoplje, dobiven enzimom Neutraza, dodan u koncentraciji 0,5
g L%, nije utjecao na rast CHO DP-12 stani¢ne linije tijekom S$arznog uzgoja,
medutim potaknuo je njihov rast tijekom Sarznog uzgoja s prihranom hidrolizatima.
Peptidna frakcija proteinskog hidrolizata konoplje <10 kDa, dobivena hidrolizom
proteolitickim enzimom Protamex, dodana u koncentraciji 2 g L™, usporava rast CHO
DP-12 stani¢ne linije U uvjetima Sarznog uzgoja, te nema nikakav ucinak na rast
stanica ili ga poti¢e u uvjetima Sarznog uzgoja s prihranom hidrolizatima.

Stanice CHO DP-12 uzgajane u mediju s dodatkom proteinskih hidrolizata konoplje
ili njihovih frakcija (8arzno ili s prihranom) proizvele su manju koli¢inu protutijela
IgG nego stanice u kontrolnim uvjetima (tj. bez dodanih hidrolizata).

Vrijeme dodatka proteinskih hidrolizata konoplje u hranjivi medij utjece na jacinu
opazenih u¢inaka na rast i produktivnost CHO DP-12 stanica. Dodatak hidrolizata
konoplje i njihovih frakcija izrazenije pokazuje nepovoljan utjecaj na rast stanica, a
povoljan na njihovu specificnu produktivnost pri Sarznom uzgoju, nego kad se uzgoj
provodi s prihranom.

Dobiveni rezultati ne potvrduju nasu pretpostavku da se odgodenom prihranom
kulture CHO stanica peptidnim frakcijama konoplje moze dobiti veéi titar IgG nego
ako su ti isti peptidi dodani na pocetku uzgoja. Potrebno je dodatno istrazivanje u
smjeru odredivanja doze prihranom dodanih frakcija te temeljitijeg odabira vremena

prihrane.
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