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Sazetak:

U procesima s kulturama Zivotinjskih stanica koristi se medij za uzgoj koji sadrzi osnovne nutrijente poput glukoze, amino-kiselina, soli te hormone
i faktore rasta iz seruma zivotinjskog porijekla. Zbog nedostataka primjene seruma u procesima s kulturama stanica (npr. rizik prijenosa virusa,
varijacije u sastavu, otezana izolacija proizvoda) pristupilo se razvoju medija bez seruma u koje se cesto dodaju i hidrolizati proteina biljnog
porijekla. Hidrolizati sadrze aminokiseline, oligopeptide, lipide, vitamine i ostale spojeve koji poticu proliferaciju i produktivnost stanica u kulturi.
U ovom radu dan je kratak pregled priprave i najvaznijih bioloskih svojstava proteinskih hidrolizata s naglaskom na primjenu biljnih hidrolizata
kao sastojaka medija za uzgoj zivotinjskih stanica u proizvodnji biofarmaceutika.

Kljucne rijeci: biofarmaceutici, biopeptidi, proteinski hidrolizati, produktivnost

Abstract

Culture media containing essential nutrients like glucose, amino-acids and salts, as well as hormones, growth factors added by animal blood serum
is required for bioprocesses with animal cells. Due to the disadvantages of serum use (e.g. risk of virus transmission, variation in composition,
complex product isolation), the development of serum-free media supplemented with plant protein hydrolysates took place about two decades ago.
The hydrolysates contain amino acids, oligopeptides, lipids, vitamins and other compounds that promote cell culture proliferation and productivity.
This paper gives a brief overview of the preparation and the most important biological properties of protein hydrolysates with emphasis on the use
of plant hydrolysates as components of animal cell culture media in the production of biopharmaceuticals.
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Uvod

Za uspjesan rast, odrzavanje i produktivnost kultura zivotinjskih stanica potrebno je osigurati mikrookoli§ koji omogucuje optimalan rast stanica
u in vitro uvjetima. Stoga medij za uzgoj stanica mora sadrzavati hranjive tvari i soli te hormone, faktore rasta i druge bioloski aktivne molekule
dodane najces¢e serumom zivotinjskog porijekla. Tijekom zadnjih desetljec¢a, uoceni su ozbiljni rizici vezani uz uporabu sastojaka Zivotinjskog
ili humanog porijekla u proizvodnji terapeutika, a uglavnom su povezani s prijenosom infektivnih supstancija poput virusa i priona te oteZanom
izolacijom proizvoda (van der Valk i sur., 2010). Naime, serumi koji se koriste u proizvodnji biofarmaceutika zapravo su nedefinirane smjese seruma
individualnih donora, te njihov sastav varira od Sarze do Sarze. Ova varijabilnost zahtijeva dodatne postupke osiguranja kvalitete proizvodnog procesa,
a izmedu ostalog utjece i na troskove proizvodnog procesa s kulturama zivotinjskih stanica (Xu i sur., 2020).

Kako bi se prevladali nedostaci uporabe seruma, pristupa se oblikovanju medija bez seruma kao i formuliranju potpuno kemijski definiranih medija.
No, mediji bez seruma opéenito su specifi¢niji i skuplji nego oni sa serumom pa se uglavnom razvijaju za pojedine tipove stanica i pojedine proizvode
(van der Valk i sur., 2004; Grillberger i sur., 2009).

Razvoj medija bez seruma potaknuo je interes za primjenom hidrolizata proteina dobivenih iz tkiva zivotinja, mlijeka, kvasaca te biljaka poput soje,
pSenice, rize i graska (Farges-Haddani i sur., 2006). Njihovim dodatkom nadomjestaju se proteini sadrzani u serumu, a kako regulatorni zahtjevi nalazu
uklanjanje tvari animalnog porijekla iz medija za uzgoj stanica, prednost u primjeni imaju upravo biljni hidrolizati. Opéenito, hidrolizati proteina
dobivaju se enzimskom, kiselinskom ili mikrobnom fermentacijom bioloskog materijala, a sadrze razli¢ite hranjive tvari kao Sto su aminokiseline,
oligopeptidi, lipidi, elementi u tragovima, vitamini i minerali te ostale spojeve koji poti¢u proliferaciju i utjeu na povecanje aktivnosti stanica (Kwon
isur., 2005; Ho i sur. 2021).

U ovom radu dan je kratak pregled priprave i najvaznijih bioloskih svojstava protenskih hidrolizata s naglaskom na primjenu biljnih hidrolizata kao
sastojaka medija za uzgoj zivotinjskih stanica te proizvodnju biofarmaceutika.

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



V. Gaurina Srcek et al.: 3-10 4

Postupci priprave hidrolizata

Proteinski hidrolizati dobivaju se hidrolizom proteina pomocu kiseline,
luzine, enzima ili mikrobnom fermentacijom. Glavni postupak dobivanja
proteinskih hidrolizata za biotehnolosku primjenu je hidroliza enzimima.
Hidrolizom biljnih sirovina ili Zzivotinjskog tkiva nastaje proizvod
koji sadrzi razli¢ite spojeve poput peptida, aminokiselina, minerala,
ugljikohidrata i lipida ukoliko su prisutni u pocetnom supstratu (Marson
i sur., 2019; Si i sur., 2020). Uobicajeni postupak priprave proteinskih
hidrolizata prikazan je na slici 1.

Kiselinska hidroliza proteina naj¢esc¢e se odvija uz dodatak klorovodi¢ne
kiseline i provodi se u tankovima koji podnose visoke temperature i
tlak. Kljuéni parametri za kiselinsku hidrolizu su: odabir i koncentracija
kiseline, temperatura (121-138 °C), tlak (32-45 psi) i trajanje hidrolize
(2-8 h), a svaki od parametara zasebno ili u kombinaciji utjecat ¢e na
kvalitetu dobivenog hidrolizata (Pasupuleti i Braun, 2008). Nakon
provedene kiselinske hidrolize, dobiveni proizvod se uparava, pasterizira
i susi rasprSivanjem. Kiselinska hidroliza proteina jeftina je metoda
priprave hidrolizata, a njen glavni nedostatak je razgradnja triptofana,
djelomican gubitak metionina te prijelaz glutamina u glutamat i
asparagina u aspartat. Ovom metodom komercijalno se proizvode
hidrolizati kazeina i soje koji se koriste u fermentacijskim postupcima
te za dijagnosticke svrhe.

Za potpunu hidrolizu proteina mogu se koristiti i luzine kao $to su
kalcijev, natrijev i kalijev hidroksid odredene koncentracije (npr. 4 mol
L-1) pri temperaturi od 105 °C kroz 20 h (Hou i sur., 2017). Alkalna
hidroliza je isto tako jeftina metoda, a u usporedbi s kiselinskom
hidrolizom njome se moze posti¢i 100 % obnova triptofana. Glavni
nedostatak ove metode je da dolazi do potpunog uniStavanja veceg broja
aminokiselina. Opéenito, glavni nedostatak kiselinske i luznate hidrolize
proteina lezi u tome $to mogu nastati toksi¢ni nusprodukti, trosi se velika
koli¢ina energije i nastaje ugljikov dioksid, a sve kao rezultat agresivnih
reakcijskih uvjeta.

Enzimska hidroliza proteina provodi se enzimima proteazama koje
cijepaju peptidnu vezu izmedu dviju aminokiselina. Daljnjim cijepanjem
proteina nastaju produkti manje molekulske mase poput peptona, peptida

i aminokiselina (slika 2).

Da bi se provela enzimska hidroliza, supstrat se mora usitniti,
homogenizirati u vodi ili puferu, a prije dodatka enzima potrebno je
podesiti temperaturu i pH otopine na vrijednosti specifi¢ne za djelovanje
odabranog enzima. Po zavrSetku hidrolize enzim se mora inaktivirati,
najceS¢e zagrijavanjem ili promjenom pH vrijednosti. KoriStenje
pogodnog enzima, dobra kontrola reakcije i njezinih parametara
(pH, temperatura, vrijeme trajanja i brzina mijeSanja) kritiéni su za
proizvodnju proteinskog hidrolizata Zeljenih svojstava. Isto tako, od
iznimne je vaznosti i specificnost enzima koji se koristi u hidrolizi
odabrane sirovine. Odabir enzima utje¢e na veliCinu nastalih peptida,
sastav i redoslijed aminokiselina u peptidu, a koji pak utjecu na bioloska
i funkcionalna svojstva hidrolizata. Za pripremu proteinskih hidrolizata
najéeSCe se koriste proteaze izolirane iz mikroorganizama (npr.
Alkalaza, Neutraza, Flavourzyme, Protamex), Zivotinja (pepsin, tripsin,
a-kimotripsin, pankreatin) i biljaka (papain, bromelin) (Hajfathalianisur.,
2018). Alkalaza je endoproteaza koja ima siroku primjenu u proizvodnji
proteinskih hidrolizata, a izolirana je iz Bacillus licheniformis. Neutraza
je endoproteaza izolirana iz Bacillus amyloliquefaciens. Flavourzyme
sadrzi smjesu proteaza i peptidaza izoliranih iz Aspergillus oryzae
(Nasri, 2017). Komercijalni pripravei uglavnom sadrze endopeptidaze,
a mogu sadrzavati i kombinaciju endo- i egzopeptidaza. Za proizvodnju
jednog proteinskog hidrolizata moze se koristiti viSe proteaza koje mogu
biti dodane istovremeno ili u vremenskim razmacima (Hajfatalian i sur.,
2018). Tripsin specificno cijepa proteine i peptide na karboksilnoj strani
arginina i lizina, kimotripsin cijepa peptidnu vezu s karboksilne strane
aromatskih ili ve¢ih hidrofobnih aminokiselina (fenilalanin, tirozin,
triptofan). Pepsin A izoliran iz svinjskog Zeludca cijepa peptidnu vezu na
karboksilnoj strani fenilalanina, leucina i glutamata. Alkalaza pokazuje
malu specificnost, ali preferira cijepanje peptidne veze na C-terminusu
hidrofobnih aminokiselinskih ostataka (Nasri, 2017).

Fermentacijom proteina pomocu proteolitickih bakterija (npr. iz
proizvodnje ferementiranih mlije¢nih proizvoda) mogu se proizvesti
proteinskih hidrolizati u industrijskom mjerilu. Prednost ovog

BILINI IZOLACITA
MATERITAL PROTEINA
OTAPANJE
PROTEDVA
Podesavanje Podesavanje
pH i temperature Yaka
DODATAK DODATAK
ENZIMA KISELINE ILI LUZINE
HIDROLIZA
CENTRIFUGIRANIE
FILTRACITA
ULTRAFILTEACITA

|

PASTERIZACIA
UPARAVANIE

SUSENIE

Slika 1. Uobicajeni postupak priprave proteinskih hidrolizata (prilagodeno prema Pasupuleti i Braun, 2008).

Figure 1 Typical manufacturing of protein hydrolysates (adapted from Pasupuleti and Braun, 2008)
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Slika 2. Prikaz promjena proteinskog supstrata tijekom enzimske hidrolize (prilagodeno prema Saadi i sur., 2015).

Figure 2 Changes in protein supstrate during enzymatic hydrolysis (adapted from Saadi et al. 2015),

postupka proizvodnje hidrolizata lezi u ¢injenici da hidrolizu provode
proteaze mikroorganizma te nema potrebe za daljnjim proc¢is¢avanjem.
Nedostatak ove metode u odnosu na enzimsku hidrolizu je relativno nizak
prinos proizvedenih peptida, budu¢i da neke iz supstrata fermentacijom
oslobodene biopeptide i aminokiseline radni mikroorganizam moze
koristiti kao izvor ugljika ili dusika za vlastiti rast (Nasri, 2017).

Sastav proizvedenih hidrolizata varira ovisno o koristenom postupku
hidrolize (enzimska, kiselinska/luznata), trajanju postupka, temperaturi
i ishodnoj sirovini te je potrebno odrediti optimalne uvjete hidrolize
kako bi se dobio proizvod Zeljenog sastava proteina i peptida. Raspon
molekulskih masa peptida u pripravljenim hidrolizatima od iznimne
je vaznosti za njihovu primjenu u specificne svrhe pa se stoga stupanj
hidrolize i peptidni sastav treba pazljivo pratiti tijekom hidrolize. Metode
koje se najcesce koriste za dobivanje frakcija hidrolizata i obogacivanje
bioaktivnim peptidima ukljucuju ultrafiltraciju, kromatografiju isljuc¢enja
po veli¢ini (engl. Size Exclusion Chromatography, SEC), ionsko-
izmjenjivacku kromatografiju (engl. Ione-Exchange Chromatography,
IEC) te tekucinsku kromatografiju obrnutih faza (engl. Reverse Phase-
High Perfomance Liquid Chromatography, RP-HPLC). Kako bi se
pospjesilo razdvajanje kompleksnih smjesa i postigla bolja razlucivost,
umjesto frakcioniranja u jednoj dimenziji koristi se frakcioniranje u
viSe dimenzija. Za razdvajanje bioaktivnih peptida najcesce se koristi
kombinacija ultrafiltracije (prvi stupanj) i RP-HPLC (drugi stupanj)
(Acquah i sur., 2019).

Bioloska svojstva proteinskih hidrolizata

Funkcionalna i bioloska svojstva hidrolizata posljedica su razli¢itih
faktora poput uvjeta hidrolize, koriStenog proteinskog supstrata,
redoslijeda aminokiselina i aminokiselinskog sastava, molekulske mase,
naboja i sl. Bioaktivni peptidi sadrzani u hidrolizatima mogu pokazivati
razli¢ite uéinke i djelovanje na bioloske procese koji mogu doprinijeti
razumijevanju njihovog djelovanja kao sastojka medija za uzgoj stanica.
Antioksidacijsko djelovanje proteinskih hidrolizata

Antioksidacijska svojstva proteinskih hidrolizata ocituju se u
uklanjanju ili suzbijanju reaktivnih kisikovih vrsta i slobodnih radikala
te u inhibiciji oksidacije bioloskih molekula potaknute prisutno$c¢u
reaktivnih kisikovih vrsta. Razli¢iti faktori utjeCu na antioksidacijsku

aktivnost proteinskih hidrolizata, ukljucujuéi proteazu koristenu za
pripravu hidrolizata, stupanj hidrolize te svojstva nastalih peptida kao §to
su molekulska masa, hidrofobnost i aminokiselinski sastav (Logarusi¢
i sur. 2019; Logarusi¢ i sur., 2020). Povecani udio histidina, cisteina,
prolina, metionina i aminokiselina s aromatskim pobo¢nim ograncima
u peptidima pridonosi povecanoj antioksidacijskoj aktivnosti peptida.
Histidinski poboc¢ni ogranak moze kelirati metalne ione i neutralizirati
djelovanje reaktivnih kisikovih vrsta, uklju¢ujuéi hidroksilni radikal. Ta
se svojstva pripisuju imidazolnoj skupini u pobo¢nom ogranku histidina
koja moze sudjelovati u reakcijama prijenosa vodikova atoma i prijenosa
jednog elektrona. Peptidi s ve¢im udjelom hidrofobnih aminokiselinskih
ogranka pokazuju vecée antioksidacijsko djelovanje zbog toga jer stupaju
u kontakt s hidrofobnim molekulama u stanici kao $to su polinezasi¢eni
lanci masnih kiselina. Nadalje, aromatski prsteni visoke gustoce
elektrona koji su sastavni dio fenilalanina, tirozina i triptofana pokazuju
sposobnost keliranja metalnih iona, dok fenilalanin na sebe veze -OH
radikale $to rezultira formiranjem stabilnijih hidroksiliranih derivata.
Stoga, specificni doprinos svake pojedine aminokiseline u peptidu
uvelike ovisi o prirodi reaktivnih kisikovih vrsta i slobodnih radikala te
o reakcijskom mediju (Udenigwe i Aluko, 2012).

Antitumorsko djelovanje proteinskih hidrolizata

Antitumorska aktivnost peptida zasnovana je na njihovim strukturnim
karakteristikama kao $to su aminokiselinski sastav, sekvenca, duzina,
ukupni naboj i hidrofobnost. Hidrofobne aminokiseline povecavaju
interakcije izmedu peptida s antitumorskim djelovanjem i vanjske
membrane tumorskih stanica Sto rezultira selektivnim 1 jacim
citotoksi¢nim uc¢inkom na tumorske stanice. Pokazano je da prisutnost
nabijenih (glutaminska kiselina) i heterociklickih aminokiselina (prolin)
moze pridonijeti antitumorskoj aktivnosti peptida. Prema istrazivanjima,
peptidi manjih molekulskih masa i1 veéih udjela hidrofobnih
aminokiselina pokazuju vecu antitumorsku aktivnost (Chalamaiah i
sur., 2018). Takoder, istrazivanja provedena na kulturama tumorskih
stanica ( HeLa, MCF-7, Caco-2, HepG2, HCT15, LNCaP i dr.) pokazuju
da proteinski hidrolizati antitumorsku aktivnost iskazuju kroz sljedece
mehanizme: stimulacija apoptoze, zaustavljanje stanicnog ciklusa,
ostecenje stanicne membrane, inhibicija stanicne adhezije, modulacija
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imunosnog odgovora i inhibicija medustanicne komunikacije (Slika
3). Tako je toan mehanizam antitumorskog djelovanja proteinskih
hidrolizata iz hrane i dalje nepoznat, zna se da neke aminokiseline kao
$to su prolin, leucin, glicin, alanin, lizin, serin, treonin, glutamat i tirozin
imaju klju¢nu ulogu u antitumorskom djelovanju proteinskih hidrolizata
(Chalamaiah i sur., 2018).
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Slika 3. Mehanizam antitumorskog djelovanja proteinskih hidrolizata
(prilagodeno prema Chalamaiah i sur., 2018).
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Figure 3 Antitumor activity of protein hydrolysates (adapted from
Chalamaiah et al. 2018).

Imunomodulacijsko i protuupalno djelovanje proteinskih
hidrolizata

Imunomodulacijski peptidi mogu biti izolirani iz proteinskih hidrolizata
razli¢itih izvora hrane, ukljucujuci soju, rizu i lan. Proteinski hidrolizati
s najizrazenijim imunomodulacijskim u¢inkom sacinjeni su od dvije do
deset hidrofobnih aminokiselina.

Ciljna mjesta i rezultati djelovanja imunomodulacijskih proteinskih
hidrolizata ili peptida dobivenih iz hrane prikazani su na Slici 4. Iako
jos uvijek nije poznat tocan mehanizam njihova djelovanja,. poznato je
da se djelovanje imunomodulacijskih proteinskih hidrolizata ili peptida
ocituje kroz aktivaciju makrofaga, stimulaciju fagocitoze, povecanje
broja leukocita, indukciju citokina, duSikovog (II) oksida (NO) i
imunoglobulina te stimulaciju prirodenoubilackih stanica (engl. Natural
Killer, NK) (Chalamaiah i sur., 2018). Protuupalna svojstva proteinskih
hidrolizata ve¢inom se o¢ituju u modulaciji proinflamatornih odgovora
makrofaga izazvanih endotoksinima. Tako npr. peptid lunasin prisutan u
s0ji 1 drugim Zzitaricama te njemu sli¢ni peptidi djeluju protuupalno tako
$to smanjuju produkceiju reaktivnih kisikovih vrsta i razinu tumorskog
faktora nekroze a (engl. Tumor Necrosis Factor- TNF-a) interleukina 6
i 1B (engl. Interleukin 6 i 1, IL-6 i IL-1p) te faktora nekroze kB (engl.
Necrosis Factor kB) (Udenigwe i Aluko, 2011).

Antimikrobno djelovanje proteinskih hidrolizata

Peptidi s antimikrobnim djelovanjem kod biljaka i Zivotinja predstavljaju
prvu liniju obrane od bakterija, gljivica i virusa s primarnim djelovanjem
na stani¢ne membrane patogena. Antimikrobno djelovanje hidrolizata
povezano je s prisutno$¢u hidrofobnih peptida i peptida s pozitivhim
nabojem (kationi) koji sadrze izmedu 15 i 40 aminokiselinskih
ostataka. Tako npr. peptidi prisutni u hidrolizatima pamuka posjeduju
antimikrobna svojstva i imaju potencijal u prevladavanju problema
bakterijske rezistencije na antibiotike (Song i sur, 2020). Slicna
antimikrobna svojstva pokazuju hidrolizati izolirani iz chia sjemenki koji
sadrze peptide s kationskim i hidrofobnim aminokiselinama (Aguilar-
Toala i sur., 2020) ili pak hidrolizati pripravljeni iz jaja (Al-Mohmmmadi
i sur., 2020) 1 sirutke devina mlijeka (Wang i sur., 2020). Uzevsi u obzir
navedeno, odredeni hidrolizati iz biljnih i zivotinjskih izvora posjeduju
potencijal primjene kao antimikrobni agensi u proizvodnji hrane ili za
terapijsku primjenu.

Primjena proteinskih hidrolizata u medijima za uzgoj
Zivotinjskih stanica

Rast kultura zivotinjskih stanica odvija se u slozenim medijima za
uzgoj koji se pripravljaju kombinacijom hranjivih tvari poput soli,
aminokiselina, vitamina, glukoze te dodatka seruma. Serum, medu
ostalim i onaj fetalnog porijekla (engl. Fetal Bovine Serum, FBS),
najskuplja je komponenta medija za uzgoj zivotinjskih stanica, a
omogucava rast stanica u kulturi na nacin da opskrbljuje stanice faktorima
rasta i hranjivim tvarima koje nisu uvijek kemijski karakterizirane ili
imaju previsoku cijenu kada se koriste u ¢istom obliku. Osim navedenog,
primjena seruma ima i negativne strane kao $to su varijacije u sastavu
izmedu pojedinih Sarzi, moguénost prijenosa zivotinjskih virusa i priona,
teskoce pri izolaciji i pro¢is¢avanju proizvoda (van der Valk i sur., 2010).
Stoga se koriStenje seruma nastoji svesti na najmanju mogucu mjeru ili
ga se nastoji u potpunosti izbjeci koristenjem medija bez seruma, pri
¢emu je krajnji cilj uzgajati stanice u potpuno kemijski definiranom
mediju za uzgoj (Butler, 2013). Taj zahtjev nije uvijek jednostavno
osigurati budué¢i da se stani¢na linija prethodno mora prilagoditi na
rast u mediju bez dodatka seruma $to je zahtjevan i ne nuzno uspjesan
proces. U tu svrhu razvijen je veliki broj medija bez dodatka seruma
(engl. Serum Free Media, SFM) koji uklju¢uju medije bez dodatka tvari
zivotinjskog porijekla te kemijski definirane medije (engl. Chemically
Defined Media, CDM) u koje se dodaju faktori rasta ili biljni proteni
kako bi se omogucio uspjesan rast stanica i proizvodnja rekombinantnog
proizvoda (Rittaco i sur., 2018).

Primjena hidrolizata u medijima za uzgoj zivotinjskih stanica datira jos iz
50-ih godina proslog stoljec¢a. Hidrolizati su tada pripravljani uglavnom
enzimskom digestijom govedeg ili svinjskog tkiva. Rafiniranje dijalizom
i kromatografijom Bacto-peptona, hidrolizata zivotinjskog porijekla,
te koriStenje dobivenih frakcija u kulturi stanica prvi opisuju Taylor i
sur. (1972). U narednim desetlje¢ima sirovine za izradu hidrolizata
kao dodatka mediju za uzgoj stanica ukljucuju, pored mesa, i proteine
mlijeka, algi, kvasca te biljaka (Hou i sur., 2017). Njihova glavna uloga
je potpuna ili djelomicna zamjena proteina seruma kako bi se poboljsao
rast kultura te povecao titar i kvaliteta rekombinantnog proizvoda (npr.
glikozilacijski profil). Primjena hidrolizata porijeklom iz Zivotinjskih
izvora sli¢no kao i primjena seruma povecava rizik unosa nepozeljnih
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Slika 4. Mehanizam djelovanja imunomodulacijskih proteinskih
hidrolizata ili peptida dobivenih iz hrane (prilagodeno prema
Chalamaiah i sur., 2018)

Figure 4 Mechanisms of immunomodulatory action of protein
hydrolysates or peptides from food proteins (adapted from Chalamaiah
etal 2018)
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kontaminanata (virusa, priona) pa im je Sira primjena u bioprocesima
ograni¢ena (Butler, 2013). Ova ¢injenica je potaknula interes za razvojem
i primjenom biljnih proteinskih hidrolizata koji se mogu pripraviti iz
razlicitih izvora te se, u kombinaciji s drugim dodacima ili samostalno,
koristiti za obogac¢ivanje medija za uzgoj ili poboljSanje gustoce stanica,
vijabilnosti i produktivnosti (Tablica 1).

Kada se proteinski hidrolizati proizvode i koriste u kulturi stanica, vazno
je u obzir uzeti koriste li se peptidi izravno kao izvor aminokiselina,
neizravno kao stimulatori rasta stanica ili njihove produktivnosti, ili
za zaStitu stanica od stresa. Tako dodatak hidrolizata npr. utjee na
glikozilaciju proteina u kvalitativnom i kvantitativnom smislu §to u
konacnici ima utjecaj i na terapijski ucinak proizvedenih protutijela
(O’Flaherty i sur., 2020; Obaidi i sur., 2021). Kada se peptidi koriste
kao zamjena za slobodne aminokiseline, vazan je udio kratkih peptida
jer di- i tri-peptidi mogu prolaziti kroz stani¢nu membranu i onda se u
lizosomima dalje razgradivati na slobodne aminokiseline. Ako se peptidi
koriste za indirektnu stimulaciju rasta, vazni su redoslijed aminokiselina,
njihova konfiguracija 1 3D konformacija. Kako bi se razjasnilo
djelovanje biljnih proteinskih hidrolizata odnosno mogu li proteinski
hidrolizati zamijeniti dodatak slobodnih aminokiselina u standardnom
mediju za uzgoj stanica ili imaju i druga funkcionalna svojstva, razvijeni
su proteinski hidrolizati s razli¢itim udjelom slobodnih aminokiselina i
oligopeptida molekulskih masa u rasponu od 1-10 kDa (Siemensma i

sur., 2010).

Stanice ovarija kineskog hr¢ka (CHO) najkoriStenije su stanice za
proizvodnju rekombinantnih proteina u biofarmaceutskoj industriji,
jer su se pokazale sigurnima, provode pravilnu glikozilaciju proteina,
mogu se prilagoditi na suspenzijski rast pri visokoj koncentraciji stanica
uz omogucavanje visoke volumetrijske produktivnosti rekombinantnog
proizvoda (Obaidi i sur., 2021). Kako industrijski procesi s CHO
stanicama zahtijevaju primjenu medija bez dodatka seruma i komponenti
animalnog porijekla, kao izvor proteina koriste se u vodi topljivi
proteinski hidrolizati, koji sadrze peptide, aminokiseline, anorganske
soli, lipide, vitamine i Se¢ere. Jedan od komercijalno najranije koristenih
biljnih hidrolizata je hidrolizat soje, prisutan na trzistu od 2006., a
proizveden je u nizu kontroliranih enzimskih koraka kako bi se smanjile
varijacije u sastavu izmedu pojedinih Sarzi (Siemensma i sur., 2010).
Literaturni podaci navode pozitivan ucinak hidrolizata soje na rast
CHO stanica koje proizvode IFN-B (engl. Interferone (3, IFN-B), ali
bez istovremenog ucinka na produktivnost (Spearman i sur., 2014); na
rast 1 produktivnost misjih hibridoma stanica ME-750 (Franék i sur.,
2000); stabilne klonove CHO DG44 stani¢ne linije koja eksprimira IgG
(Davami i sur., 2014); CHO 320 stanice proizvodace IFN-y u suspenziji
i mediju bez dodanih proteina (Burteau i sur., 2003), Cetiri razlicite
CHO stani¢ne linije koje proizvode monoklonska protutijela (Obaidi
i sur.,, 2021) te Sp2/0 stanice koje proizvode monoklonsko protutijelo
(Djemal i sur., 2021). Na temelju njihovih rezultata i pregleda dostupne

Tablica 1. Biljni proteinski hidrolizati koristeni za poboljSanje rasta i produktivnosti biotehnoloski znacajnih stanicnih linija

Table 1. Plant protein hydrolysates used for growth and productivity improvement of important cell lines

Proteinski Stani¢na linija Proizvodac Uc¢inak na stanice Referenca
hidrolizat hidrolizata
Grasak Vero Kerry Bioscience Poboljsan rast Rourou i sur. (2009)
Lan CHO-DP12 Vlastita proizvodnja Povecanje produktivnosti (IgG) Logarusi¢ i sur. (2021)
Pamuk CHO-320 Quest International Poboljsani rast i produktivnost (interferon-y) Burteau i sur. (2003)
Hibridoma Vlastita proizvodnja Poboljsano prezivljenje i rast Fran&k (2004)
CHO Kerry Bioscience Poboljsan rast i produktivnost (t-PA) Kim i sur. (2013)
CHO Kerry group Povecanje produktivnosti (mAb) Obaidi i sur. (2021)
CHO Friesland-Campina Djelovanje na signalne puteve i regulaciju gena | Kumar i sur. (2021)
Psenica BHK Quest International Povecanje produktivnosti (interferon) Heidemann i sur. (2000)
Vero Kerry Bioscience Poboljsan rast Rourou i sur. (2009)
CHO Kerry Bioscience Poboljsani rast i produktivnost (t-PA) Kim i sur. (2013)
CHO Difco i Kerry Bioscience | PoboljSan rast i produktivnost (mAb) Spearman i sur. (2014)
Riza BHK Quest International Povecanje produktivnosti (interferon) Heidemann i sur. (2000)
CHO-320 Quest International Poboljsan rast i produktivnost (interferon-y) Mols i sur. (2004)
Vero Kerry Bioscience Poboljsan rast Rourou i sur. (2009)
Soja BHK Quest International Povecanje produktivnosti, o¢uvana glikozilacija | Heidemann i sur. (2000)
proizvoda (interferon)
CHO-320 Quest International Poboljsani rast i produktivnost (interferon-y) Burteau i sur. (2003)
Sp2/0 Kerry Bioscience Poboljsani rast i produktivnost (IgG) Lu i sur. (2007)
CHO LucraTone i Hyclone Poboljsan rast Lee i sur. (2009)
Vero Kerry Bioscience Poboljsan rast Rourou i sur. (2009)
CHO Difco i Kerry Bioscience | Povecanje produktivnosti (B-INF) Spearman i sur. (2014)
CHO Nije navedeno Stabilni markeri metabolicke produktivnosti Richardson i Shah (2015)
(mAb)
Uljana repica | Sf9 Vlastita proizvodnja Poboljsan rast Deparis i sur. (2003)
CHO Vlastita proizvodnja Povecanje produktivnosti (y-INF) Farges-Haddani i sur.
(2006)
CHO-C5 Vlastita proizvodnja Poboljsan rast Chabanon i sur. (2008)
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literature moze se zakljuciti da ucinak proteinskog hidrolizata, u ovom
sluc¢aju hidrolizata soje, nije jednak za sve stani¢ne linije i klonove
pa se stoga medij za uzgoj s dodatkom hidrolizata mora optimirati za
svaku pojedinacnu stani¢nu liniju (Davami i sur., 2014). Takoder je
bitno odrediti i optimalnu koncentraciju hidrolizata koja u kombinaciji
s medijem za uzgoj doprinosi rastu stanica, vijabilnosti i povecanoj
proizvodnji proteina budu¢i da visoke koncentracije hidrolizata mogu
imati inhibitoran utjecaj na rast stanica zbog naruSavanja ravnoteze
hranjivih tvari u mediju uslijed vrlo visoke koncentracije aminokiselina
i oligopeptida (Chun i sur., 2007).

Burteau i sur. (2003) usporedili su djelovanja hidrolizata soje, rize,
pSenice i sjemena pamuka na rast i produktivnost CHO-320 stanica
u kemijski definiranom mediju. Dobiveni rezultati su pokazali kako
dodatak hidrolizata pSenice (s 1% slobodnih aminokiselina) poboljsava
rast stanica za 30% i proizvodnju IFN-y za 60% u odnosu na kontrolne
stanice koje su rasle uz dodatak 10% seruma. Istovremeno, dodatak
hidrolizata iz sjemena pamuka imao je najbolji ucinak na vijabilnost
stanica. Rezultate o ucinku hidrolizata pamuka na rast i produktivnost
CHO stanica koje proizvode monoklonska protutijela objavili su
i Obaidi i sur. (2021). Autori su pokazali kako dodatak hidrolizata
pamuka znacajno utjeCe na povecanje broja stanica (x1.1) te jo§ vaznije
utjeCe na povecanje specificne produktivnosti monoklonskih protutijela
(x1.5) sugeriraju¢i kako se hidrolizat pamuka moze smatrati vrijednim
dodatkom mediju koji ne sadrzi komponente Zivotinjskog porijekla.
Kumar i sur. (2021) odredili su i transkripcijski profil CHO stanica koje
proizvode IgG u prisustvu hidrolizata pamuka kako bi utvrdili klju¢ne
signalne puteve i pritom regulirane gene, a sve s ciljem odredivanja
moguceg mehanizma djelovanja dodanog hidrolizata. U radu Logarusi¢
i sur. (2021) ispitan je uc€inak hidrolizata pripravljenih s tri razlicita
enzima iz pogace lane na rast i produktivnost adherentnih CHO-DP12
stanica u mediju sa smanjenim udjelom seruma. Stanice koje su rasle uz
dodatak hidrolizata imale su bolji rast i produktivnost IgG, a dobiveni
rezultati ukazuju na potencijal primjene i valorizaciju uljnih pogaca koje
zaostaju nakon proizvodnje ulja. Djelovanje hidrolizata slanutka na rast
dvije humane stanicne linije THP-1 i Caco-2 opisano je u radu Girén-
Calle i sur. (2008) pri ¢emu je uocen pozitivan ucinak na rast THP-1
stanica i naznacena mogucénost njegova koristenja umjesto seruma. U
nekim slucajevima kombinacija suplemenata koji se dodaju u kemijski
definirani medij moze dati bolji rezultat od pojedina¢nih komponenti.
Primjer je dodatak pSeni¢nog hidrolizata i rekombinantnog humanog
albumina $to je rezultiralo 80% pove¢anom proizvodnjom IgG pomocu
CHO stanica u usporedbi kada je dodan sam rekombinantni humani
albumin (Babcock i sur., 2010). Pristup u kojem se ispituje dodatak
ovakvih sastojaka koji djeluju sinergisticki postaje sve popularniji u
razvoju i optimizaciji upstream procesa.

Jedan od pristupa u koristenju hidrolizata proteina u medijima bez seruma
je primjena frakcija biljnih hidrolizata (pripravljenih ultrafiltracijom)
umjesto primjene cjelovitih/nefrakcioniranih  hidrolizata. Naime,
svaki hidrolizat sadrzi stotine peptida razliCitih duljina i sekvenci
aminokiselina §to identifikaciju ucinkovitog peptida ¢ini gotovo pa
nemoguéim postupkom. Frakcioniranje hidrolizata moze suziti raspon
duljina peptida pri ¢emu ¢e svaka frakcija i dalje sadrzavati mnostvo
peptida, a ispitivanje utjecaja frakcija na rast stanica predstavlja brz i
praktican indikator razlikovanja njihovih potencijala u stimulaciji rasta
stanica. Ultrafiltrati hidrolizata pokazuju brojne pozitivne ucinke na
kulture stanica (Frangk i sur., 2000; Sung i sur., 2004), a Cinjenica je
i da ogranicena prisutnost proteina visokih molekulskih masa olaksava
postupke izolacije proizvoda. Chun i sur. (2007) ispitali su u¢inke frakcija
hidrolizata soje na rast i vijabilnost CHO stanica u kemijski definiranom
mediju, istiCuéi kako je potrebno optimizirati rast i vijabilnost stanica
u prisustvu frakcija hidrolizata. Farges-Haddani 1 sur. (2006) ispitali su
utjecaj peptidnih frakcija proteinskog hidrolizata uljane repice na rast
i produktivnost CHO C5 stani¢ne linije koja proizvodi rekombinantni
INF-y. Dobiveni rezultati pokazali su kako frakcije hidrolizata razlicitih
molekulskih masa razli¢ito utjeu na rast i produktivnost stanica, a
frakcije koje su sadrzavale veéi udio slobodnih aminokiselina i malih

peptida (molekulske mase manje od 500 Da) pokazale su znacajan utjecaj
na rast i produktivnost. Na temelju dostupne literature trenutne spoznaje
ne mogu u potpunosti odgovoriti na pitanje javlja li se pozitivan u¢inak
hidrolizata na rast i produktivnost stanica zbog prisustva malih peptidnih
frakeija ili velikih peptida. Jako mali peptidi i slobodne masne kiseline
pridonose nutritivnoj vrijednosti medija, dok oni ve¢i mogu djelovati
kao signalne molekule oponasajuci faktore rasta i prezivljavanja.
Glavni nedostatak znacajnije primjene biljnih proteinskih hidrolizata u
bioprocesima s kulturama zivotinjskih stanica je varijabilnost pojedinih
SarZi s obzirom na ishodnu sirovinu, a $to u konacnici ima utjecaja na
rast 1 produktivnost razli¢itih stani¢nih linija. Tako je objavljeno da su
razlicite Sarze istog proizvodaca hidrolizata soje pokazale razli¢ite u¢inke
na proizvodnju IgG s CHO stanicama (Richardson i Shah, 2015), a §to se
dovodi u vezu s visokim razinama adenozina i arginina. Nasuprot tome,
Sarze koje su sadrzavale visoke razine ornitina i citrulina pozitivno su
korelirale s koncentracijom proizvedenog IgG. Isto tako, u istrazivanju
koje su proveli Djemal i sur. (2021) usporedeno je 37 Sarzi hidrolizata
soje istog proizvodaca gdje su utvrdene razlike u sastavu elemenata u
tragovima (uglavnom zeljeza) koje takoder potencijalno mogu utjecati
na rast stanica te titar i kvalitetu proizvedenog protutijela.

Zakljucéci

Budu¢i da su prednosti i pozitivni ucinci razli¢itih biljnih hidrolizata
na rast i produktivnost brojnih stani¢nih linija neosporni, u daljnjim
istrazivanjima trebalo bi se usredotoCiti na identifikaciju bioaktivnih
komponenti hidrolizata odgovornih za pozitivne ucinke. Te spoznaje
uz primjenu dostupnih sofisticiranih analitickih metoda (primarno
kromatografskih tehnika i naprednih metoda proteomike i metabolomike)
mogu doprinijeti preciznijem definiranju sastava biljnih hidrolizata. Sve
navedeno doprinijet ¢e razumijevanju povezanosti pojedinih komponenti
hidrolizata i njihova djelovanja $to je nuzno kako bi se hidrolizati ili
njihove frakcije mogle koristiti kao sastojak kemijski definiranih medija
sa ciljem poboljSanja rasta i produktivnosti industrijski znacajnih
stani¢nih linija.

Pozitivan ucinak koji imaju navedeni hidrolizati u biotehnoloskoj
primjeni stanica moze posluziti kao smjernica za isplativije iskoriStenje
(otpadnih) sirovina biljnog porijekla te doprinijeti odrzivosti agrarne
proizvodnje. Medutim, pritom treba voditi racuna o sljedecem. U
praksi, svaka znaajna promjena u tehnoloskom postupku zahtjeva
novu optimizaciju tog postupka. Posljedi¢no, jedan od bitnih preduvjeta
tehnoloske primjene biljnih proteinskih hidrolizata je razvoj jasne
sljedivosti izvora i obrade kori$tenih biljnih sirovina. Time se umanjuju
odstupanja od ocekivanih ishoda, tj. izbjegavaju ucestale valorizacije i
optimizacije tehnoloskih postupaka.
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