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SaZetak

U ovom radu ispitan je uzgoj stanicne linije ovarija kanalskog soma (CCO) na mikronosacima tipa Cytodexl s ciljem proizvodnje biomase
te odredivanja uvjeta uzgoja u Cell-spin bioreaktoru. Tijekom uzgoja od 312 h pracena je dinamika prihvaéanja CCO stanica na mikronosace,
broj stanica i utrosSak glukoze u dva medija s 5% i 2% seruma. Uzgoj CCO stanica u mediju sa smanjenim udjelom seruma rezultirao je veéim
prinosom stanica i specificnom brzinom rasta u odnosu na preporuceni medij za uzgoj. Dobiveni rezultati ukazuju da ispitani UltraCulture medij
predstavilja dobar odabir u slucaju kad je potrebno vrsiti uzgoj CCO stanica u uvjetima smanjenog udjela seruma.

Kljuéne rijeci: CCO cells, Cell-spin, cell yield, microcarriers, serum

Summary

In this study Cytodex 1 microcarriers were used for Channel Catfish Ovary (CCO) cell cultivation and biomass production in Spinner-flask.
Cell attachment, cell number and glucose consumption were determined during 312 h cultivation in two media with 5% and 2% of serum. CCO
cell cultivation in medium with lower serum concentration resulted in higher cell yield and specific growth rate when compared to standard
growth medium. Obtained results showed that tested UltraCulture medium was good choice when cultivation of CCO cells in reduced serum

conditions is demanded.
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1. Uvod

Posljednjih godina stani¢ne linije riba imaju sve vecu
ulogu u temeljnim i primijenjenim istrazivanjima pa se tako
koriste u proizvodnji cjepiva, laboratorijskim istrazivanjima
fiziologije riba, molekularnoj biologiji, a posebno je znacaj-
na njihova primjena u podruc¢ju ekotoksikologije (Fent, 2001).
Adherentna stani¢na linija CCO, dobivena iz ovarija mladih
zenki kanalskog soma, uspostavljena je prije vise od 30 godina
i od tada se koristi u proizvodnji cjepiva za virus kanalskog
soma (CCV) (Bowser i Plumb, 1980). Vaznu primjenu ima i
u istrazivanjima toksi¢nih u¢inaka razli¢itih farmaceutskih i
kemijskih proizvoda koji mogu biti prisutni kao oneéiséivaci
u okoliSu i time utjecati na zdravlje ljudi i Zivotinja (Tan i sur.,
2008; Radosevic i sur., 2011 1 2013).

U laboratorijskim uvjetima, adherentne stani¢ne linije uz-
gajaju se u posudama poput T-boca i roller boca koje karak-
terizira relativno ograni¢ena povrsina za rast stanica (Butler,
2004). U cilju poveéanja raspolozive povrsine za rast adheren-
tnih stanica razvijeni su mikronosaci, odnosno Cestice izradene
od razli¢itih materijala poput dekstrana, polistirena, kolagena,
zelatine, celuloze i stakla koje karakterizira visok omjer po-
vr$ine i volumena, ¢ime omogucéuju uzgoj adherentnih stani-

ca u sustavima s mijesanjem (Kadouri, 1994). Takoder, rast
adherentnih stanica u homogenim uvjetima omogucuje lak-
Se pracenje i kontrolu parametara uzgoja poput temperature,
koncentracije otopljenog kisika i pH vrijednosti. Mikronosa-
¢i mogu biti neporozni odnosno glatki §to znaci da se stanice
mogu prihvatiti na njihovu povrsinu i prerastati ju, dok je kod
poroznih mikronosaca rast stanica omogucen u Supljinama i
porama mikronosaca. Tehnika primjene mikronosaca omogu-
¢uje postizanje visokih prinosa adherentnih stanica jer se zbog
zakrivljenosti povrSine raspolozive za rast, proces moze od-
vijati u relativno ograni¢enom prostoru klasi¢nih bioreaktora.
Takoder, kinetika rasta stanica na mikronosa¢ima ne razlikuje
se od kinetike rasta na standardnim povrSinama poput stakla
ili plastike pa stanice koje rastu na mikronosacima zadrzavaju
svoju karakteristi¢cnu morfologiju, vrijeme udvostrucenja kao i
ostala svojstva (Amersham Pharmacia Biotech, 2005).

Mediji za uzgoj zivotinjskih stanica su kompleksne smje-
se ugljikohidrata, aminokiselina, soli, vitamina, hormona i
faktora rasta, a za in vitro uzgoj zivotinjskih stanica kroz duzi
vremenski period, medij se mora dopuniti razli¢itim sastojcima
(Butler, 2004). Serum zivotinjskog ili humanog porijekla uobi-
¢ajen je dodatak za tu svrhu. Najéesce se koristi fetalni govedi
serum (FBS), supernatant zaostao nakon koagulacije proteina
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krvi fetusa goveda. To je slozena smjesa velikog broja sastoja-
ka - faktora rasta, proteina, vitamina, elemenata u tragovima,
hormona itd., esencijalnih za rast i odrzanje stanica u kulturi
koji se u medij za uzgoj dodaje u rasponu 5-20% (v/v) (van
der Valk i sur., 2010). Serum je ujedno i najskuplja kompo-
nenta medija za uzgoj Zivotinjskih stanica, a obzirom na svoj
izvor postoji moguénost prijenosa bakterija, virusa i priona kao
i odredenih razlika u sastavu koje ovise o seriji proizvodnje.
Kako bi se prevladali nedostatci uporabe seruma, razvijaju se
razli¢ite formulacije medija bez seruma tzv. serum-free mediji
(SFM) kojima se u ¢istom obliku dodaju hormoni, faktori ra-
sta i ostale komponente sadrzane u serumu. Medutim, SFM su
opcenito specifiniji nego mediji sa serumom pa ih je stoga po-
trebno posebno razvijati za odredene tipove stanica i primjene
(Butler, 2004). Takoder, uzgoj stanica u mediju sa smanjenim
udjelom seruma ili SFM mediju predstavlja znac¢ajan iskorak u
smanjivanju troSkova procesa s kulturama stanicama odnosno
utje¢e na povecanje sigurnosti proizvoda dobivenih ovom teh-
nologijom (van der Valk i sur., 2010). S druge strane, kako bi
se zadrzale karakteristike rasta i proizvodnosti te morfoloska
svojstva tijekom uzgoja u SFM, stanice se prethodno moraju
prilagoditi na rast u takvim uvjetima (npr. postupnim smanji-
vanjem udjela seruma) $to ponekad moze biti dugotrajan i ne
nuzno uspjesan proces.

Tijekom postupka prilagodbe rasta stanica CCO u komer-
cijalnom UltraCulture (UC) mediju bez seruma, metodom po-
stupnog smanjivanja udjela seruma od 5-0% (v/v), odredene
su karakteristike rasta stanica CCO u UC mediju s 2% seruma.
Takoder, koristeni su mikronosaci tipa Cytodex 1 koji sadrze
matriks poprje¢no povezanih molekula dekstrana supstituira-
nog pozitivno nabijenim N,N-dietilaminoetilnim grupama te
su pogodni za uzgoj vecine adherentnih staniénih linija. U ci-
lju proizvodnje biomase CCO stanica, ispitat ¢e se njihov rast
na neporoznim mikronosa¢ima Cytodex I u UC mediju s 2%
seruma u sustavu Cell spin te usporediti s rastom stanica na
mikronosaé¢ima u preporu¢enom DME (Dulbecco’s Modified
Eagle) mediju s 5% seruma. Tijekom uzgoja pratit ¢e se kineti-
ka prihvacanja stanica na mikronosace, broj stanica te utrosak
glukoze u mediju za uzgoj. Morfologija i rast CCO stanica na
mikronosaéima pratit ¢e se i svjetlosnom mikroskopijom bu-
duéi prozirnost mikronosac¢a omogucuje pregledavanje prihva-
¢enih stanica.

2. Materijali i metode

Stani¢na linija CCO

Stani¢na linija CCO nabavljena je iz American Type Cul-
ture Collection (ATCC) radne banke stanica. Stanice se cuvaju
u mediju za zamrzavanje na - 80°C, a smrzavaju se u koncen-
traciji od 1x107 stanica/mL. Ampula sa stanicama se prvo od-
mrzne naglim uranjanjem u vodenu kupelj na 30°C. Nakon od-
mrzavanja stanica slijedi centrifugiranje 3 minute na 1000 okr/
min. Supernatant se ukloni, a zaostali talog stanica se resus-
pendira u 10 mL preporu¢enog DME medija za uzgoj (Gibco,
SAD) koji sadrzi 5% FBS (Invitrogen, Skotska). Stanice se
potom prebace u T-bocu koja se stavlja u inkubator na 30°C
i u odgovarajucu atmosferu koja sadrzi 95% zraka i 5% CO,.
Brojnost stanica, njihovo opc¢e stanje i morfologija se svakod-
nevno promatraju pod inverznim mikroskopom.

Prilagodba stanica CCO na rast u mediju bez dodatka se-
ruma provedena je u UC mediju (Lonza, Belgija) postupnim
smanjivanjem udjela FBS s 5-0% (v/v). Kada je postignut sta-
bilan rast pri 2% FBS, tako prilagodene CCO stanice upotre-
bljene su kao inokulum za proizvodnju biomase na mikrono-
sa¢ima.

Aktivacija Cytodex 1 mikronosaca

U tikvicu s PBS puferom stave se Cytodex I mikronosaci
(Amersham Biosciences, Svedska) u omjeru 1 g mikronosaca/5
mL pufera te se ostavi stajati na sobnoj temperaturi najmanje
3 sata pri ¢emu mikronosaci hidratiziraju i bubre. Supernatant
se potom ukloni i mikronosaci se uz lagano mijesanje ispiru u
svjezem PBS puferu (30-50 mL/g mikronosaca). Cijeli sadrzaj
tikvice se potom prebaci u Cell-spin sustav (Integra Bioscien-
ces, Svicarska) koji se potom sterilizira u autoklavu (121°C/15
min). Nakon sterilizacije mikronosaci se istaloze, ukloni se su-
pernatant (PBS pufer) te se na mikronosace sterilno dodaje UC
medij s 2% FBS ili DME medij s 5% FBS koji je preporuceni
medij za uzgoj CCO stanica. Tako pripremljeni mediji s mikro-
nosacima se preko no¢i ostavljaju u CO, inkubatoru.

Nacjepljivanje i uzgoj stanica CCO na
mikronosa¢ima Cytodex 1 u Cell-spin sustavu

Za 150 mL konac¢nog volumena kulture, na aktivirane mi-
kronosace (0,3 g) u Cell-spin sustav dodaje se 30 mL inokulu-
ma koncentracije 4x10° stanica/mL. Uzgoj je proveden u dva
Cell-spin sustava, pri ¢emu se u jednom pratio rast stanica u
UC mediju, dok se u drugom pratio rast u DME mediju. Pri-
hvacanje stanica se provodi uz konstantno mijesanje od 30 okr/
min te se pritom odreduje kinetika prihvacanja stanica na mi-
kronosace tako da se svakih sat vremena uzima uzorak medija
1 odreduje broj stanica koje se jos nisu prihvatile u Fuchs-Ro-
senthalovoj komorici za brojanje uz dodatak boje tripan-pla-
vo. Brzina prihvacanja stanica slijedi kinetiku prvog reda te se
racuna po formuli:

C=C,x e*[1]

gdje je C, koncentracija stanica u odredenoj tocki vreme-
na, C,je poCetna koncentracija stanica, a k je specifina brzina
prihvacanja.

Nakon $to se 90% stanica prihvati na povr$inu mikrono-
saca, ukupni se volumen kulture nadopunjuje do konac¢nih 150
mL. MijeSanje se u reaktoru postavlja na brzinu od 50 okr/min
do kraja uzgoja.

Odredivanje broja stanica uz
dodatak boje tripan-plavo

Iz svakog Cell-spin sustava sterilno se uzme 1 mL sus-
penzije mikronosaca te se ostavi u epruveti kako bi se istalozili
mikronosaci. Nakon talozenja ukloni se supernatant, doda se 1
mL tripsina (Gibco, SAD) i ostavi se 10 min da tripsin djeluje,
tj. da se stanice odvoje od mikronosaca. Nakon homogeniza-
cije 20 uL uzorka pomijesa se s 20 pL 0,4% boje tripan-plavo
(Invitrogen, Skotska) te se tako pripremljen uzorak nanosi na
Fuchs-Rosenthalovu komoricu za brojanje. Pod mikroskopom
se odreduje broj zivih stanica dok se mrtve stanice zbog oSte-
¢ene membrane boje plavo.
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Odredivanje utroska glukoze u mediju za uzgoj

Sadrzaj glukoze u mediju za uzgoj odredivan je kolori-
metrijsko-enzimskom metodom Glukoza-PAP (Herbos, Sisak)
koja se koristi i1 za odredivanje koncentracije glukoze u krvi,
plazmi, serumu i likvoru.

Statisti¢ka obrada rezultata

Sva mjerenja provedena su u triplikatima i prikazane
vrijednosti su iskazane kao srednja vrijednost tri mjerenja +
standardna devijacija (S.D.) Rezultati su obradeni primjenom
programa Statistica 7.1.

3. Rezultati i rasprava

Primjena mikronosaca u uzgoju adherentnih stanica pred-
stavlja znacajan doprinos u strategiji i razvoju bioprocesne
proizvodnje s ciljem dobivanja visokih koncentracija stanica
i njihovih proizvoda postupcima koji time nalikuju suspenzij-
skom uzgoju. U ovom radu, s ciljem povecanja mjerila uzgoja
stanica CCO, ispitani su uvjeti prihvacanja i rasta stanica na
mikronosac¢ima Cytodex 1 u sustavu Cell-spin. Najkriti¢niji
korak procesa uzgoja stanica na mikronosacima je prihvacanje
stanica. Uc¢inkovitost tog postupka ovisi najvise o vrsti stanic-
ne linije, a postoji cijeli niz ¢imbenika o kojima pritom treba
voditi racuna (Ng i sur., 1996). Vec¢ina njih kljucna je upravo
za uspostavu kontakta i zadrZavanje stanica na povr$ini mi-
kronosaca. Budué¢i je vezanje adherentnih stanica na cvrstu
povrsinu vrlo osjetljiv reverzibilni proces (Van der Velden-de
Groot, 1995), nacin i brzina mije$anja mogu pritom imati vrlo
znacajnu ulogu (Sun i sur.,, 2000). Prebrzo mijeSanje moze
onemoguciti uspostavu kontakta izmedu stanice i mikronosaca
te tako sprijeciti njihovo vezanje. Presporo mijeSanje dovodi
pak do talozenja mikronosaca §to moze izazvati hipoksiju kod
stanica koje su u fazi prihvacanja. Starost i fizioloSko stanje
stani¢nog inokuluma takoder su vazni ¢imbenici u¢inkovitosti
vezanja i zato se preporucuje koriStenje stanica koje su u ek-
sponencijalnoj fazi rasta. Pritom omjer broja stanica u inokulu-
mu i broja raspolozivih mikronosaca mora biti takav da svaki
mikronosa¢ bude zaposjednut s nekoliko stanica (Sun i sur.,
1999). Za Cytodex I mikronosace, prema uputama proizvoda-
Ca, taj omjer iznosi 5:1.

U nasem istrazivanju je istovremeno u dva medija za uz-
g0j, UC mediju s 2% FBS i DME mediju s 5% FBS, u Cell-
spin sustavima proveden postupak prihvacanja stanica CCO na
Cytodex I mikronosace. Pri tom je praéena brzina prihvacanja
stanica koja je definirana kao broj u mediju zaostalih (nepri-
hvacenih) stanica po jedinici vremena (Slika 1).
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Slika 1. Kinetika prihvacanja stanica CCO na Cytodex 1
mikronosace u UC i DME mediju za uzgoj
Figure 1. CCO cell adhering kinetics on Cytodex 1
microcarriers in UC and DME culture medium

Brzina mijeSanja tijekom prihva¢anja na mikronosace
iznosila je 30 okr/min i odabrana je na temelju dostupnih lite-
raturnih podataka (Sun i sur., 1999) buduéi su Cytodex I mi-
kronosaci ve¢ duzi vremenski period u Sirokoj primjeni u bio-
procesima s kulturama zivotinjskih stanica. Tijekom prvog sata
postupka u Cell-spin sustavu s UC medijem bilo je prihvace-
no 25% stanica, a u DME mediju 40% stanica. Nakon drugog
sata, udio prihvacenih stanica u oba sustava bio je priblizno
jednak i iznosio je 75% u UC mediju odnosno 77,5% u DME
mediju. U tom periodu stanice u Cell-spin sustavima vjerojat-
no su uspostavile dovoljno ¢vrste veze s mikronosacima da se
zadrze na njihovoj povrsini. Konacna u€inkovitost prihvaéanja
nakon Cetiri sata u oba sustava bila je priblizno jednaka i izno-
sila je oko 98%. Brzina prihvacanja stanica slijedi kinetiku pr-
vog reda (Mukhopadhyay i sur., 1993) i tijekom Cetverosatnog
postupka u oba Cell-spin sustava iznosila je 0,92 h™'.

Nakon $to se stanice prihvate na mikronosace, zapoci-
nje se s njihovim uzgojem. Procesi sa stani¢nim kulturama na
Cytodex 1 mikronosacima najcesce se odvijaju u spinner-bo-
cama ili bioreaktorima s mjeSalom (Amersham Pharmacia Bi-
otech, 2005). U Cell-spin sustavu brzina mijeSanja je podeSena
na 50 okr/min i uzgoj je proveden tijekom 312 h odnosno 13
dana (Slika 2).
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Slika 2. Usporedba rasta stanica CCO na mikronosacima
Cytodex 1 u Cell-spin sustavu u UC i DME mediju za

uzgoj
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Figure 2. Comparison of CCO cell growth on Cytodex 1
microcarriers in Cell-spin bioreactor in UC and
DME culture medium

Standardni raspon brzine mijesanja kojom se u spinner-
sustavima odrzava odgovarajuca suspendiranost mikronosaca
s istovremeno zadovoljavajuéom brzinom prijenosa kisika i
ne pretjerano invazivnim hidrodinamic¢kim stresom iznosi 50-
60 okr/min (Kong i sur., 1998). Na temelju dobivenih krivulja
rasta stanica CCO na mikronosa¢ima u Cell-spin sustavima
izracunati su specifiéna brzina rasta, vrijeme udvostruéenja te
prinos stanica (Tablica 1).

Iz dobivenih rezultata moze se uociti da je u UC mediju
ostvaren prinos stanica od 17,0+0,8 x10° st/mL u odnosu na
prinos stanica od 15,5+0,6x10° st/mL u DME mediju. Takoder,
u UC mediju je postignuta nesto veéa specifiéna brzina rasta
(0,0214+0,008 h') u odnosu na DME medij (0,018+0,005 h').
Dobiveni rezultati su u korelaciji s podatcima o karakteristi-
kama rasta CCO stanica tijekom proizvodnji CCV virusa na
Cytodex mikronosac¢ima (Colyer i Boyle, 1985) kada je ostva-
rena maksimalna koncentracija stanica od 14x10° st/mL tije-
kom 13 dana uzgoja u dinamic¢kim uvjetima kao i s prethodnim
istrazivanjima uzgoja razli¢itih stani¢nih linija riba na mikro-
nosa¢ima u statickim i dinami¢kim uvjetima koja su pokazala
da mikronosaci predstavljaju dobre supstrate za rast stani¢nih
linija riba i proizvodnju virusa (Nicholson, 1980). Uzgoj u UC
mediju s 2% FBS nije imao utjecaj na prihvaéanje i rast CCO
stanica na mikronosa¢ima za razliku od rasta Vero stani¢ne li-
nije na Cytodex I mikronosac¢ima kada je smanjenje koncentra-
cije seruma utjecalo na kona¢nu koncentraciju stanica (Souza
isur., 2005).

Tablica 1. Parametri rasta stanica CCO na mikronosacima u
UC i DME mediju za uzgoj
Table 1. Parameters of CCO cells growth on microcarriers in
UC and DME medium

Medij /

Prinos x 10° (st/mL)
1
Medium u (h)

WM ot x 10° (cells/mL)

ucC 0,0214+0,008 | 32,4+1,3 17,0£0,8

DME | 0,0185+0,005 | 37,5+0,95 15,5+0,6

Analiza utroska glukoze u oba medija za uzgoj (Slika 3)
pokazala je da je utrosak glukoze tijekom 312 h uzgoja u DME
mediju stalno rastao i na kraju uzgoja iznosio je 15,3 mM glu-
koze, dok je u UC mediju ukupno utroseno 7,5 mM glukoze.
Nakon 312 h uzgoja u oba medija, glukoza nije bila u potpu-
nosti utroSena za rast stanica. To je u korelaciji s naSim pret-
hodno objavljenim rezultatima u¢inka glukoze na metabolizam
CCO stanica (Slivac i sur., 2008) kada je utvrdeno da gluko-
za ne predstavlja limitiraju¢i faktor rasta ukoliko su u mediju
za uzgoj prisutni glutamin i druge aminokiseline. Potro§nja
glukoze nakon 144. sata uzgoja u UC mediju bila je relativno
konstantna §to ukazuje da CCO stanice za rast najvjerojatnije
troSe ostale sastojke medija, ¢iji sastav nije javno dostupan i
predstavlja proizvodacku tajnu.
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Slika 3. Utrosak glukoze u UC i DME mediju tijekom uzgoja
na mikronosacima Cytodex 1 u Cell-spin sustavu
Figure 3. Glucose consumption in UC and DME culture
medium during CCO cell growth on Cytodexl
microcarriers in Cell-spin bioreactors
Razvoj stanicnog monosloja na mikronosac¢ima i konflu-
entnost tijekom uzgoja u UC i DMEM mediju redovito su pra-
¢eni pod inverznim mikroskopom (Slike 4 a-f).
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Slika 4. Svjetlosna mikroskopija CCO stanica na Cytodex
1 mikronosacima u UC mediju a) 4 sata nakon
nacjepljivanja, b) 48 sati nakon nakon nacjepljivanja
i ¢c) nakon 144 h uzgoja te u DME mediju d) 4 sata
nakon nacjepljivanja stanica, e) 48 sati nakon
nacjepljivanja stanica i f) nakon 192 sata uzgoja u
Cell-spin bioreaktoru (poveéanje 400x).

Figure 4. Light microscopy of CCO cells grown on Cytodex
1 microcarriers in UC medium a) 4 h post-
inoculation, b) 48 h post-inoculation and c) after
144 h of cultivation and in DME medium d) 4 h
post-inoculation, e) 48 h post-inoculation and f)

after 192 h of cultivation in Cell-spin bioreactor
(magnification 400x).

Na prikazanim fotografijama moze se uociti kako se s vre-
menom trajanja uzgoja povrsina nosaca prekriva stanicama, da
bi u 192. satu uzgoja povrsina mikronosaca u oba medija bila
skoro u potpunosti prekrivena, a $to korelira i s najviSom posti-
gnutom koncentracijom CCO stanica u oba sustava.
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Zakljucak

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da Cyfodex I mikro-
nosaci nacinjeni od dekstrana predstavljaju pogodan supstrat
za rast adherentnih CCO stanica. Prihvacanje stanica na mikro-
nosace odvijalo se u prvih 4 sata inokulacije, a tijekom uzgoja
od 312 h stanice su rasle prihvac¢ene na mikronosacima tvoreci
uniforman i potpun monosloj. Na temelju izracunatih parame-
tara rasta i morfoloskih karakteristika stanica CCO tijekom uz-
goja na Cytodex 1 mikronosac¢ima u Cell-spin sustavu moze se
zakljuciti da UC medij predstavlja dobar odabir u slucaju kad
je potrebno vrsiti uzgoj stanica u mediju sa smanjenim udjelom
seruma jer se postize ve¢i prinos i specifi¢na brzina rasta CCO
stanica nego u preporu¢enom DME mediju za uzgoj.
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