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Proizvodnja rekombinantnih proteinov v farmacevtski industriji
vecinoma poteka v sesalskih celi¢nih linijah, izmed njih so najpogosteje
uporabljene celice kitajskega hrcka (CHO). Kljub velikemu napredku na
podro¢ju tehnologije rekombinantne DNA, pa so stroski proizvodnje
zaradi nizkih izkoristkov teh bioloskih sistemov §e vedno visoki. Rast in
produktivnost celi¢nih linij po vnosu tuje DNA lahko izboljSamo
predvsem z optimizacijo sestave rastnih in produkcijskih gojis¢, ki nato
omogocajo uporabo celotnega metabolnega potenciala celic. Za namen
optimizacije sestave rastnega gojiS¢a smo uporabili tehnologijo
fenotipskih mikromrez, ki omogoca hkratno proucevanje 367 razli¢nih
metabolnih poti. Tehnologija temelji na kvantifikaciji respiracije celic
preko redukcije tetrazolijevih barvil. S to tehnologijo lahko zaznamo tudi
fenotipe, ki ne vodijo v rast celic. S pomocjo metodologije nacrtovanja
eksperimentov (ang. Design of Experiments) smo razvili protokol, ki
omogoca primerjavo fenotipov visoko sorodnih celi¢nih linij CHO na
fenotipskih mikromrezah. Na podlagi rezultatov fenotipizacije, smo za
izbrano celi¢no linijo optimizirali rastno gojisce. Iz rezultatov je bilo
razvidno, da dodatek nukleozidov ali piruvata v rastno gojisce zavre rast
celic in poviSa specificno produktivnost za vsaj 40 %. Izbrana celicna
linija pa lahko namesto glukoze, kot alternativna vira ogljika izkoriSca
tudi galaktozo in manozo.
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Recombinant proteins are in the pharmaceutical industry generally
produced in Chinese hamster ovary (CHO) cell lines. The product yields
in mammalian cell lines are despite great improvements in recombinant
DNA technology still low, resulting in high production costs. Growth and
productivity of cell lines can be significantly improved by optimizing
growth and production media composition which then enables the use of
the full metabolic potential of the cell. With this purpose the phenotype
microarray technology for simultaneously screening 367 different
metabolic pathways was applied. The technology is based on the
quantification of cell respiration through the reduction of tetrazolium
dyes. Furthermore, detection of phenotypes that do not lead to cell growth
is possible. By using the design of experiments methodology a protocol
was developed, which enables a comparison of highly related CHO cells
lines using phenotype microarrays. Additionally to the protocol, the
composition of a growth medium for a selected cell line was optimized.
It was observed that the addition of nucleosides or pyruvic acid inhibited
cell growth and improved specific productivity of the cells for at least 40
%. The selected cell line can also grow on galactose or mannose as
primary carbon source instead of using glucose.
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1 uvoD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Proizvodnja rekombinantnih proteinov je do 90. let prejSnjega stoletja ve¢inoma potekala v
bakterijskih ekspresijskih sistemih. Z razvojem orodij genskega inzeniringa za sesalske
ekspresijske sisteme pa se je proizvodnja zaradi Stevilnih prednosti teh sistemov preusmerila
v sesalske celice. Industrijske celi¢ne linije ovarija kitajskega hréka (CHO) so izmed
sesalskih celic v farmacevtski industriji najpogosteje uporabljeni bioloSki sistemi za
proizvodnjo rekombinantnih glikoproteinov — bioloskih zdravil. Slednja se uporabljajo za
terapevtske namene, predvsem za zdravljenje kroni¢nih bolezni, kot so revmatoidni artritis,
psoriaza, osteoporoza, multipla skleroza in za zdravljenje razli¢nih vrst rakavih obolenj (Lek
d.d., 2014).

Prvi terapevtski protein, proizveden v rekombinantnih sesalskih celicah, je ¢loveski tkivni
aktivator plazminogena (t-PA), katerega je leta 1986 zacelo proizvajati biotehnolosko
podjetje Genentech. Danes je v sesalskem bioloskem sistemu proizvedenih 60 — 70 % vseh
rekombinantnih glikoproteinov. Poleg celi¢nih linij CHO poteka proizvodnja tudi v celicah,
ki izvirajo iz mi§jega mieloma (NSO0), ledvic mladih hrékov (BHK), ¢loveskih embrionalnih
ledvi¢nih celic in ¢loveskih celic iz ocesne mreznice. Prednost sesalskih eskpresijskih
sistemov je predvsem v prisotnosti celi€nega aparata, ki omogoca ustrezno glikozilacijo
prevedene proteinske verige in drugih post-translacijskin modifikacij. Slednje so nujno
potrebne za ustrezno bioloSko aktivnost terapevtikov. Vendar so kon¢ne koncentracije
produktov, proizvedenih s sesalskimi celi¢nimi linijami, $e vedno precej nizke v primerjavi
z ekspresijskim sistemi bakterij, kvasovk in rastlin, zato se biotehnoloska podjetja usmerjajo
predvsem v razvoj celi¢nih linij, ki bi omogocale visje specifi¢ne produktivnosti (Wurm,
2004).

Metabolizem sesalskih celic je relativno dobro opisan, vendar so industrijske sesalske
celi¢ne linije CHO transformirane celice, ki se po svoji genetski sliki bistveno razlikujejo od
izvorne linije ovarija kitajskega hrcka. Posledi¢no je njihov metabolizem bolj podoben
metabolizmu rakastih celic in je zelo odvisen od rastnih pogojev in vitro (Nyberk in sod.,
1999). Poznavanje odvisnosti metabolizma teh celi¢nih linij od komponent rastnega gojis¢a
in procesnih parametrov (fizikalnih in kemijskih) je zato klju¢no za izboljSanje rasti in
produktivnosti celic. Tezava pa je, da s klasiénimi metodami, s katerimi analiziramo celice
in njihov metabolizem ter njegovo odvisnost od okolja, ne odkrijemo celotnega potenciala
celice. Tehnologija fenotipskih mikromrez kaZe na takSen potencial, vendar je njena

uporabnost na podroc¢ju industrijskih sesalskih celi¢ni linij CHO do danes Se neraziskana
(Bochner, 2001).
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1.2 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE

Raziskovalna naloga je imela ve¢ ciljev. Najprej je bilo potrebno sestaviti splosnen protokol,
ki je kljub genotipskim in fenotipskim razlikam med izbranimi sesalskimi celi¢nimi linijami
CHO, omogocal analizo njihovih lastnosti s tehnologijo fenotipskih mikromrez.

Po razvoju splo$nega protokola smo preverili uporabnost tehnologije fenotipskih mikromrez
za proucevanje odvisnosti rasti in produktivnosti celic od komponent rastnega gojisca.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

e Razvijemo lahko sploSen protokol, ki bo omogocal analizo lastnosti razli¢nih
sesalskih celi¢nih linij CHO s tehnologijo fenotipskih mikromrez.

e Izbrane sesalske celi¢ne linije CHO se med seboj fenotipsko razlikujejo.

e Koncentracija substratov v rastnem gojis¢u vpliva na sposobnost izkoris¢anja
razli¢nih virov ogljika, nanesenih na fenotipske mikromreze.

e Na podlagi rezultatov fenotipizacije celic CHO lahko s spremembo rastnega
gojis¢a izboljSamo rastne lastnosti in produktivnost izbranih sesalskih
celi¢nih linij CHO.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 TEHNOLOGUNA FENOTIPSKIH MIKROMREZ

V zadnjem desetletju smo prica hitremu razvoju orodij za analizo genov in posledicno je na
voljo vedno veC genomskih informacij. Razvoj tehnik dolocCanja nukleotidnega zaporedja
nas je zalozil z zaporedji celotnih genomov razlicnih mikroorganizmov, rastlin, zivali in
nenazadnje tudi ¢loveka. Cilj vseh projektov je poleg dolocitve nukleotidnega zaporedja tudi
dolocitev mesta in Stevila genov, njihova anotacija in doloCitev njihovih biokemijskih
funkcij. Kljub temeljitim Studijam pa lahko pripiSemo biokemijsko funkcijo le % vseh genov
(tako mikrobnim, kot tudi cloveskim) in le del¢ek od teh genov lahko povezemo s fenotipom
organizmov. Vloga gena v dednem zaporedju ne more biti popolnoma razumljena, dokler je
ne moremo predvideti, opisati in pojasniti vseh fenotipov, ki izvirajo iz divjega tipa in
mutiranih oblik doti¢nega gena. Fenotipi obi¢ajno ne morejo biti predpostavljeni na podlagi
biokemijske funkcije gena, saj ni jasno, kako regulatorne in katabolne aktivnosti vplivajo na
biologijo celice ali celotnega organizma. Ce ima gen biolosko vlogo, potem mora vsak
identificiran gen definirati vsaj en fenotip. Temu lahko sledi sekundarna anotacija genoma,
v kateri je vsak gen opisan biolosko s fenotipom, ki ga definira. Prvi korak v izdelavi t.i.
fenotipske mape je bil izveden za bakterijo Escherichia coli leta 1996, ko so povezali okoli
1000 fenotipov tega organizma s pripadajo¢imi proucevanimi geni (Bochner, 2003).

Fenotip predstavlja morfoloske in biokemijske lastnosti organizma, ki so posledica interakcij
genotipa organizma z okoljem. Tehnologija fenotipskih mikromrez je bila razvita predvsem
za podroc¢je mikrobiologije, Sele v zadnjih par letih se je razvoj usmeril tudi na podrocje
sesalskih celic. V mikrobiologiji je tehnologija pomembna predvsem pri sistemski biologiji,
ki se ukvarja z izdelavo racunalnisSkih modelov, s pomocjo katerih bi lahko predvideli odzive
organizmov/celic v razliénih okoljih. Fenotipizacija je pomembna tudi pri mikrobni
fiziologiji in taksonomiji, saj bi lahko povezala biokemijske in molekularne analize s
fenotipom celic in s tem povecala naSe razumevanje bioloskih sistemov (Bochner, 2009).

Prvo analiti¢no orodje za globalno zaznavanje fenotipov je bilo predstavljeno leta 1975 —
dvo- dimenzionalna gelsko elektroforezo, ki je omogocala analizo vseh celi¢nih proteinov
prisotnih v danem trenutku v enem poskusu. Metoda je postavila temelje proteomike, prve
izmed danasnjih —omik. Med leti 1980 in 1990 je bila razvita biokemijska metoda
zaznavanja razliénih membranskih lipidov, 1995 pa so razvili metodo za dolocanje
nukleotidnega zaporedja celotnih genomov. Kmalu je bila postavljena tudi metoda za
merjenje koncentracije mRNA molekul v celici. Kljub razvoju vseh biokemijskih in
molekularnih metod pa je na voljo Se vedno premalo informacij, s katerimi bi lahko
postavljali kompleksne racunalniske modele. Fenotipizacija celic je tako pomemben del
informacije, ki bi lahko povezala biokemijske in molekularne analize (Bochner, 2009).
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Tehnologija fenotipskih mikromreZ je visoko zmogljiva tehnologija za so¢asno testiranje
velikega Stevila celi¢nih fenotipov. Mikromreza je v bistvu mikrotitrska ploscica, kjer vsaka
od 96-ih luknjic predstavlja unikatne pogoje/okolje za celice. Podjetje Biolog (Hayward,
CA) je razvilo mikromreze za hitro karakterizacijo fenotipa organizmov, ki temelji na
uporabi razli¢nih rastnih substratov. Barry R. Bochner je skupaj s sodelavci razvil standardni
set fenotipskih mikromrez, s pomocjo katerega lahko proucujemo uporabo do 1920 razli¢nih
substratov (Bochner, 2001). Idejo sta leta 1977 predstavila B. R. Bochner in Michael
Savageau, ki sta razvila splosno indikatorsko mikromrezo, katera je vsebovala agar, pufer,
nujno potrebne rastne faktorje, testni substrat in barvilo na osnovi tetrazolijevega klorida.
Na mikromrezi sta testirala sposobnost izrabe razli¢nih testnih substratov za razli¢ne seve
Salmonelle typhimurium in E. coli (Bochner in Savageau, 1977). Leta 1989 so bile razvite
ze prve mikromreze, ki so imele na dnu posusen le Se testni substrat in barvilo. Ob dodatku
celi¢ne kulture je bilo v nekaj urah mogoce pridobiti obarvan rezultat, zaznan s pomocjo
merjenja absorbance. Podjetje Biolog je metodo patentiralo in zacelo izdelovati prve
mikromreze, s katerimi je bilo mogoce razlikovati med vrstami po Gramu negativnih bakterij
preko izrabe 95 razli¢nih substratov (Bochner, 1989). Leta 2001 so bile na voljo Ze
mikromreze, ki so omogocile testiranje bakterij na 700 razli¢nih substratih (Wurm, 2004),
do leta 2003 pa se je Stevilka povzpela na 1920 (Bochner, 2003). Podjetje se je nato usmerilo
Se v izdelavo mikromrez za dolo¢anje fenotipov kvasovk, filamentoznih gliv in nenazadnje
tudi sesalskih celic. Danasnji standardni set za doloc¢anje fenotipov bakterij vsebujejo skoraj
2000 razli¢nih testov izrabe substratov, vpliva pH, ozmolarnosti in uporabe ionov ter testov
obcutljivosti (Bochner, 2001).
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Slika 1: Tehnologija fenotipskih mikromrez. a) Naprava Omnilog z zunanjim racunalnikom b) Inkubacijska
komora z nosilci za 50 mikromrez ¢) Fenotipska mikromreza PM-M1 (Biolog Inc., 2014: 9)
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Za sesalske celice je na voljo 14 razlicnih mikromrez, poimenovanih Phenotype
MicroArrays (PM) od PM-M1 do PM-MI14. S pomoc¢jo slednjih lahko fenotipsko
opredelimo sesalske celice glede na energetske metabolne poti (PM-M1 do PM-M4), u¢inke
ionov in hormonov na celice (PM-M5 in PM-M6) ter obcutljivost celic na protirakava
sredstva (PM-M7 do PM-M14). Ce uporabimo le set prvih §tirih mikromreZ, lahko testiramo
367 potencialnih metabolnih poti hkrati. Mikromreza PM-M1 vsebuje razli¢ne vire ogljika
— enostavnih sladkorjev, polisaharidov in karboksilnih kislin. PM-M2 do M4 pa vsebujejo
lipide, primarne aminokisline in dipeptide (Biolog Inc., 2007a).
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NADH na katero izmed molekul dodanega ogljika, dusika, fosforja in Zvepla so transportirani

tetrazoliievegqa barvila. Slednie se bo celico, kjer so v metabolnih reakcijah razgrajeni in
Jeveg ' J porabljeni za sintezo novih molekul. Posledica

reduciralo v temno vijolicno obarvan jzrabe substratov sta respiracija infali rast, ki se
formazan (Slika 2). Hitrejsa kot je respiracija, kazeta v sintezi NADH. Elektronska transportna

hitrei ide d kciie. Izrab i veriga prenese elektrone iz NADH na dodano
Itreje pride do reakcije. 1zraba speciticnega tetrazolijevo barvilo in ga reducira. Kon¢ni rezultat

substrata torej rezultira v celicni respiraciji, ki kolorimetri¢ne reakcije je vijolino obarvanje
jo zaznavamo preko redukcije barvila, katere (Bochner, 2001: 1247).

posledica je razvoj temno vijolicnega

obarvanja v posamezni vdolbinici mikromreze (Slika 1). Koli¢ina in hitrost vijolicnega
obarvanja v vsaki vdolbinici fenotipske mikromreze, sta belezeni in fotografirani preko
naprave OmniLog. Gre za inkubator, v katerem je prostora za 50 mikromreZ. V inkubatorju
jetudi CCD kamera, povezana z zunanjim racunalnikom. Kamera se premika po inkubatorju
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ter belezi odzive v vsaki luknjici vsakih 15 minut. Kot rezultat lahko uporabimo
fotografirane mikromreze, kjer vidimo razl¢ne intenzitete vijoline barve v posameznih
luknjicah, izrisane kineti¢ne grafikone, ki kazejo dinamiko respiracije v 24-ih urah ali pa
podatke izvozimo v obliki *.csv datoteke (Bochner, 2009).

Tehnologija fenotipskih mikromrez za merjenje odzivov na specifi¢ne substrate uporablja
kolorimetrijo, ki temelji na uporabi tetrazolijevih reagentov. Za potrebe proucevanja
fenotipov sesalskih celic je podjetje Biolog razvilo dve vrsti barvil — Biolog Redox Dye Mix
MA in MB. Koli¢ina tvorjenega vodotopnega formazana je merjena spektrofotometri¢no pri
590 nm direktno v mikromrezah s pomoc¢jo CCD kamere. Barvilo MB se preferenc¢no
uporablja za testiranje krvnih celic ter celi¢nih linij humanih embrionalnih celic ledvic
HEK293, ovarijskih celic kitajskega hr¢ka CHO-K 1, hibridomskih celic misi 413-15D12 in
humanih pljuénih fibroblastov IMR-90 (Biolog Inc., 2007a).

V preteklosti je veCina testov za doloCanje izrabe razli¢nih substratov temeljila na
spremljanju rasti celi¢ne kulture s pomocjo turbidimetrije. Kolorimetricna metoda, ki se
uporablja za fenotipske mikromreze, pa meri hitrost respiracije. Slednja ima precej prednosti
pred merjenjem motnosti:

e Spremembo barve je lazje meriti in kvantificirati (Bochner, 2009).

e Kolorimetrija je v primerjavi s turbidimetrijo bolj obcutljiva in visoko ponovljiva
(Bochner, 2009).

e Celicna respiracija lahko poteka neodvisno od celi¢ne rasti, zato lahko merimo
fenotipe, ki ne vodijo v rast celic. Tako je lahko format dehidrogenazna pot pri E.
coli zaznana z respiracijo, vendar ne z rastjo. Bakterija namre¢ lahko diha in
proizvede energijo s pomocjo formata, ne more pa rasti na njem (Bochner, 2009).

e S kolorimetrijo lahko zaznamo fenotipe, ki jih ne moremo gojiti samostojno. Za
bakterijske vrste Coxiella, ki morajo biti gojene znotraj evkariontskih celic, so bili
uporabljeni rezultati fenotipizacije s PM tehnologijo za razvoj medija, s pomocjo
katerega lahko gojimo Coxiello burnetii v metabolno aktivnem stanju brez
gostiteljskih celic ve¢ kot 24 ur (Bochner, 2009).

Proucevanje fenotipov na veliki skali s pomocjo tehnologije fenotipskih mikromrez ima tudi
precej omejitev:

e Predstavljene mikromreze zaenkrat ne zajemajo vseh fenotipskih lastnosti —
proucujemo lahko metabolne poti, vendar pa spregledamo fenotipe, ki vkljucujejo
znotrajcelicne strukture (citoskelet, organeli), povrSinske strukture in njihove vloge
(bicki, tvorba biofilmov, gibljivost, kemotaksa) ter funkcije, ki se izrazijo le pod
anaerobnimi pogoji (Bochner, 2003).

e Funkcij celic, ki $e niso bile odkrite, ne moremo testirati (Bochner, 2003).

e Ucinki nekaterih genov so lahko kriptiéni in imajo vlogo le v visoko specifi¢nih
okoljih. Stevilni mikrobni fenotipi so izraZeni 3ele, ko pride organizem v stik z
drugim mikrobom, rastlino ali Zivaljo. Problemati¢no je tudi zaznavanje fenotipov
genov, katerih odsotnost v genomu je kompenzirana z drugimi (Bochner, 2003).

6
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e Omejitve se pokazejo tudi pri gojenju pocasi rastoCih mikroorganizmov ali celi¢nih
kultur, saj pride pri vi§jih temperaturah do izhlapevanja. Tezavo reSimo z uporabo
prozorne plasti¢ne folije, s katero prelepimo mikromrezo ali pa uporabimo plasti¢no
vrecko, ki omogoca visoko vlaznost (Bochner, 2009).

e Pri gojenju termofilnih mikroorganizmov, bi pri temperaturi nad 80 °C lahko prislo
do taljenja mikromrez (Bochner, 2009).

e Anaerobni mikroorganizmi potrebujejo posebno atmosfero, zato je potrebna uporaba
plasti¢nih vreck, ki imajo nizko prepustnost plinov (Bochner, 2009).

e Tezavna je tudi uporaba tehnologije PM v ekstremnih okoljih. V pogojih visoke
slanosti lahko substrati in barvilo delno precipitirajo, zaradi ¢esar so odzivi na
substrat lahko nizji. Zaradi alkalnih pogojev lahko reakcije redukcije potekajo
hitreje, medtem ko je v zakisanih pogojih redukcija nizja ali celo zavrta, pogost pa je
tudi premik v barvnem spektru iz vijoli¢ne barve na rdeco (Bochner, 2009).

Proizvajalec sistema Omnilog ponuja tudi programsko opremo (program PM Kinetic), s
pomocjo katere lahko obdelujemo pridobljene podatke. Precej boljse reSitve vizualizacije
rezultatov pa so ponudile nekatere bioinformacijske skupine. Jacobsen in sod. so leta 2007
predstavili zbirko programskih orodij, ki omogocajo enostavno ter hitro pregledovanje in
primerjanje rezultatov fenotipizacije preko spletnega brskalnika. S tem se precej poenostavi
izmenjava podatkov med raziskovalci, ustvari pa se tudi baza podatkov. Vmesnik PMRow
View omogoca enostavno primerjavo rastnih krivulj posameznih vrstic na mikromrezah (12
vdolbinic) ali posamezne vdobinice, primerjavo tehni¢nih ponovitev (enak vcepek),
primerjavo bioloskih ponovitev (enak organizem, drug vcepek) ali primerjavo odzivov
razli¢nih sevov organizma. Vmesnik PMColorMap prikazuje rastne krivulje kot tanke
horizontalne crte, viSina odziva pa je ponazorjena z ustrezno barvno lestvico. Na takSen
nacin lahko prikazemo rastne krivulje za vseh 96 vdolbinic mikromreZe na enem samem
grafu (Jabosen in sod., 2007). Leta 2011 je bilo predstavljeno se eno orodje, ki prav tako
deluje preko spletnega brskalnika (http://phemadb.sourceforge.net). Sistem PheMaDB
omogoca shranjevanje, pridobivanje in analizo pridobljenih podatkov. Uporabnik lahko
hitro izbere Zeljene odzive, saj program omogoca hierarhi¢no filtracijo podakov. Temu sledi
izbor razliénih statisticnih analiz, s katerimi lahko identificiramo specificne rastne
karakteristike prouc¢evanih organizmov (Chang in sod., 2011).
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2.2 UPORABA TEHNOLOGIJE FENOTIPSKIH MIKROMREZ

Tehnologija fenotipskih mikromrez je bila sprva razvita za potrebe fenotipizacije bakterij.
Uporaba se je kmalu razsirila tudi na kvasovke, filamentozne glive in sesalske celi¢ne linije,
skupaj z razsiritvijo spektra organizmov pa se je povecevala tudi aplikativnost te tehnologije
in razvoj dodatnih metod.

2.2.1 Proucevanje funkcije genov

Anotacija genov je pripis bioloske vloge posamezni genski informaciji. Najveckrat je
ekstrapolirana na podlagi podobnosti novih genov z drugimi geni, kateri so ze bili anotirani
in katerih bioloska vloga je bila preverjena. Potrjevanje bioloske funkcije poteka na dva
nacina:

e s pomocjo tarénega izbrisa genov (ang. knockouts of genes) iz genoma in preverjanja
ali je izbris gena na fenotip celice vplival skladno s pri¢akovanji

e s pomocjo vstavljanja tarénega gena v organizem in preverjanja, ali je vstavitev gena
na fenotip vplival skladno s pri¢akovanji

Tehnologija fenotipskih mikromrez je ena izmed metod, ki omogoca hitro in masovno
preverjanje ustreznosti metode izbrisa in vstavljanja genov (Bochner, 2009).

Zhou in sodelavci (2003) so poskusali pripisati biolosko funkcijo vsem genom E.coli, ki
nosijo zapis za dvokomponentne sisteme. Geni so bili izbrisani s pomoc¢jo metode, ki sta jo
postavila Datsenko in Wanner (2000). S pomo¢jo fenotipskih mikromreZz so zeleli potrditi,
da so bhili izbrisi posameznih genov ustrezni. Poleg dolocitve nukleotidnega zaporedja
relevantne genomske regije, so za dva izmed mutantskih sevov, preverili fenotipske
lastnosti. Izbrana organizma sta na fenotipskih ploS¢icah izkazovala razli¢ne lastnosti, kar
kaze na to, da so se poleg tarénega gena pojavile Se nenamerne genetske spremembe (Zhou
in sod., 2003). Izbrani primer prikazuje sposobnost tehnologije PM, da razlikuje med mo¢no
sorodnimi sevi in da potrjuje ustreznost gensko spremenjenih mikroorganizmov.

Objavljenih je Se veliko primerov uspesne uporabe tehnologije PM za testiranje fenotipskih
lastnosti mutantskih sevov $irokega spektra mikroorganizmov z izbrisanimi geni. Stevilni
izmed teh genov so bili regulatorni, nekateri so kodirali encime, drugi pa so imeli slabo
okarakterizirano vlogo. Pomembni dosezek je odkritje nove metabolne poti E. coli za
razgradnjo pirimidinov, Ki je bila izvedena z izbrisom celotnega operona (Bochner, 2009).

2.2.2 Proucevanje patogeneze in epidemiologije

Stevilni laboratoriji uporabljajo tehnologijo fenotipskih mikromrez za prouéevanje razli¢nih
aspektov bakterijske patogeneze in s tem povezanimi problemi epidemiologije. Guard-
Bouldin in sod. (2004) so proucevali razlike med kloni Salmonelle enterica, serovar
Enteritidis. Razli¢ni sevi tega patogena si delijo 99,99 % genomske identitete, kljub temu pa
se moc¢no razlikujejo v patogenih lastnostih. Tehnologijo PM so uporabili za primerjavo
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dveh podtipov — prvi tvori biofilm in kolonizira prebavila pis¢ancev, drugi podtip pa
biofilma ne tvori, prebavil ne kolonizira, vendar pa okuzuje jajca. Koinfekcija z obema
podtipoma vodi v najhujso obliko bolezni, ki se hitro $iri. Kljub zelo visoki sorodnosti med
tema podtipoma in nezmoznosti lo¢evanja s pomocjo genskih tipizacijskih metod (DNA
hibridizacija na mikromrezah, pulzna gelska elektroforeza, ribotipizacija), je tehnologija PM
hitro odkrila Stevilne fenotipske razlike. S tem je prispevala pomembne informacije, ki so
pojasnile 447 majhnih genotipskih polimorfizmov, kateri so o€itno »vroce to¢ke« za
genetske spremembe (Guard-Bouldin in sod., 2004).

Kot ze omenjeno so bili karakterizirani metabolni fenotipi C. burnetii, ekstrahirane iz celi¢ne
kulture sesalskih celic. Analizirani so bili tudi Stevilni drugi patogeni, kot so E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Cronobacter sakazakiim Yersinia pestis, Listeria monocytogenes,
Campilobacter jejuni in Vibrio cholerae (Bochner, 2009).

2.2.3 Zaznavanje okolja in patogeneza — pomembnost metabolnih in temperaturnih
signalov

Spremembe v okolijskih pogojih lahko sprozijo spremembe v patogenezi bakterij. Med temi
signali je zagotovo najpomembnejSa temperatura, saj Stevilni patogeni mikroorganizmi
zaznajo vi§jo temperaturo gostitelja, kar sprozi mehanizme patogenosti. Najboljsi
dokumentiran primer je L. monocytogenes, Ki je znana po sposobnosti rasti pri nizkih
temperaturah, predvsem v ohlajenih zivilih. Veliki set genov za patogene lastnosti je
reguliran s proteinom, katerega prepis se sprozi pri vi§ji temperaturi. Vazquez-Boland in
sodelavci (2001) so objavili ¢lanek, v katerem je predlagan Se en mehanizem sprozitve
patogenosti, ki prav omogoca zaznavanje intracelularnega prostora preko povisane
koncentracije heksoz fosfatov (glukoza-1-fosfat, glukoza-6-fosfat, fruktoza-6-fosfat). Gre za
molekule, ki jih izven celice skoraj ne najdemo, v celicah pa je njihova koncentracija zelo
visoka, saj se sladkorji med transportom skozi membrano fosforilirajo. Tehnologija PM je
bila uporabljena za testiranje dveh sevov omenjene bakterije — prvi sev je bil obi¢ajen, drugi
pa hiperpatogen. Pri slednjem je bilo opaziti povecan metabolizem fosforiliranih heksoz kot
vir ogljika, v primerjavi z obi¢ajnim sevom. Bakterija tako uporablja kot primarni vir ogljika
za rast fosforilirane heksoze iz citoplazme celic. Raziskovalci so naredili Se en korak naprej
in odkrili gen, ki je odgovoren za privzem tega vira ogljika. Ko so doti¢ni gen nacrtno
odstranili iz dednega materiala, bakterija ni bila ve¢ patogena (Vazquez-Boland in sod.,
2001).

Podobne sprozilce patogeneze lahko uporabljajo tudi druge bakterije. V' primeru bakterij
Francisella tularensis in H. pylori so fenotipski testi prav tako pokazali povecan
metabolizem katabolnih poti vezanih na ogljik, ki so aktivne v prisotnosti seruma (Bochner,
2009).

2.2.4 Proucevanje mikroskopske in makroskopske morfologije

Pomemben vidik fenotipskih mikromrez za mikrobiologe je, da lahko v enem poskusu vidijo
Stevilne aspekte celic, med drugimi tudi morfologijo. S pomocjo tehnologije PM so
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ugotovili, da formacijo biofilma pri E. coli povzrocijo sub letalne koncentracije antibiotikov.
Identificirani so bili tudi pogoji gojenja, ki sprozijo spremembo morfologije plodnih telesc
pri bakteriji Myxococcus xanthus. Pogoji v okolju so prav tako pomembni pri sprozitvi
filamentacije, germinacije in sporulacije. Stevilni mikroorganizmi imajo gene, ki kodirajo
metabolne poti sekundarnega metabolizma in za aktivacijo potrebujejo ustrezne stresne
pogoje. Regulacija sprozitve proizvodnje antibiotikov pri aktinomicetah in toksinov pri
bakterijah, je ponekod Se vedno precej nejasna. In prav tehnologija fenotipskih mikromrez
je lahko tista, s pomocjo katere se odkrijejo ustrezni parametri okolja in stresne molekule, ki
aktivirajo sekundarni metabolizem (Bochner, 2009).

2.2.5 Fenotipizacija bakterij

Stevilih mikroorganizmov $e vedno ne znamo gojiti ali pa je njihova rast zelo po¢asna. Kadar
gre za pomembne patogene, to seveda upocasni napredek v proucevanju teh organizmov in
njihove patogeneze, hkrati pa podaljsa ¢as do odkritja u¢inkovitega zdravljenja. Fenotipske
mikromreze ponujajo hkratno testiranje preko 1920 razli¢nih gojitvenih pogojev, s ¢emer je
omogocen razvoj optimalnega medija, ki stimulira rast in spoznanje pogojev, ki rast zavirajo.
Eden izmed primerov je Ze omenjeno gojisce za C. burnetii (Bochner, 2009).

Eno izmed najpomembnejsih odkritij s pomocjo fenotipskih mikromrez je zagotovo razvoj
protokola za testiranje sevov bakterije Mycobacterium bovis. Za vecino bakterij rodu
Mycobacterium je znacilno, da rastejo zelo pocasi. M. bovis tako za rast v tekocem gojis¢éu
potrebuje 2 tedna, za formacijo kolonij na agarju pa 4-8 tednov. Wheeler je razvil protokol
za proucevanje metabolizma teh bakterij na fenotipskih mikromrezah. Raziskovalci so
primerjali fenotipske lastnosti dveh sevov M. bovis. Pasteurjev sev proizvaja nizke
koncentracije za cepivo proti tuberkulozi pomembnega antigena MPB70, medtem ko ruski
sev proizvaja visoke koncentracije le-tega. Analiza fenotipa za Pasteurjev sev je trajala le 5
dni, saj se kot reporter uporablja respiracija in ne rast. Fenotipske razlike med sevoma so
bile precejSnje in so se pojavile tako pri metabolizmu virov ogljika kot tudi dusSika. Razviti
protokol na fenotipskih mikromrezah je tako omogocil prvo metabolno karakterizacijo te
bakterije, omogocil pa bo zagotovo tudi hitrejSe diagnostiéne metode in razvoj ustreznih
metod za gojenje in izolacijo mikobakterij (Bochner in sod., 2008).

2.2.6 Uporaba v taksonomiji, identifikaciji, mikrobni ekologiji in evolucijskih $tudijah

Najvecja prednost nukleotidnega zaporedja 16S rRNA v mikrobni taksonomiji je njena
univerzalnost, saj jo najdemo v vseh mikroorganizmih. Hkrati pa vsebuje tudi taksonomsko
pomembne informacije. Tudi testiranje fenotipov je univerzalno (le za organizme, Ki jih
znamo gojiti), poleg tega pa nam daje pomembne informacije o bioloskih lastnostih celic.
Vendar pa pred razvojem fenotipskih mikromreZ ni bilo na voljo dovolj enakih testov, ki bi
jih lahko uporabljali za veliko $tevilo mikrobnih vrst. Bochner je s sodelavci razvil
fenotipsko mikromrezo GEN III Microplate, ki vsebuje 94 najboljsih testov za identifikacijo
bakterijskih vrst. Gre za prvo testiranje, ki omogoca identifikacijo velikega Stevila po Gramu
negativnih in po Gramu pozitivnih vrst, z eno samo metodo. S pomoc¢jo omenjene

10



Ladinek S. Uporaba fenotipskih mikromrez za izboljSanje rasti in produktivnosti celi¢nih linij CHO.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

mikromreze je bil opisan nov rod Cronobacter, predhodno neustrezno klasificiran kot
Enterobacter sakazakii (Bochner, 2009).

2.2.7 IzboljSanje industrijskih bioprocesov

Stevilne moZnosti uporabe fenotipskih mikromreZ najdemo tudi v industrijskih bioprocesih,
predvsem na podrocju optimizacije izkoristkov in ponovljivosti fermentacijskih procesov.
Uporabijo se lahko pri izboru najboljsih produkcijskih klonov, razumevanju lastnosti
produkcijskih celi¢nih linij, razumevanju vpliva genetskih sprememb na celi¢ne linije ter za
razvoj optimalnih rastnih in produkcijskih gojis¢, ki vodijo v hitro rast celic, vecjo
produktivnost in bolj$o kakovost kon¢nega produkta. Tehnologija PM je Ze bila uporabljena
v izbolj$anju procesa proizvodnje celulaz, N-acetilglukoaminidaz in hitinaz s pomocjo gliv.
Van Dyk (2004) pa je s pomoc¢jo fenotipskih mikromreZ proucil in optimiziral vlogo izlivnih
¢rpalk,, s ¢emer je omogocil, da bakterije tolerirajo vi§je koncentracije toksicnih kon¢nih
produktov (Bochner, 2009).

2.2.8 Uporaba v sistemski biologiji

Sistemska biologija zeli postaviti racunalniSke modele celic, vendar za to potrebuje dejanske
podatke. Tehnologija fenotipskih mikromrez je Ze bila uporabljena pri izboljSanju rastnega
modela bakterije Bacillus subtilis, narejenega na podlagi genomskih informacij. Rastne
lastnosti so bile izra¢unane s pomocjo izdelanega modela, nato pa primerjane z dejanskimi
vrednostmi, pridobljenimi s pomoc¢jo mikromrez. Od 270 testiranih primerov je bilo pravilno
kvalitativno napovedanih le 53 % lastnosti. Ko so raziskovalci v model dodali popravljene
vrednosti in dodatno vnesli 84 novih testov, se je napovedna vrednost fenotipov za seve, ki
so imeli razli¢ne izbrisane gene, izboljsala na 94 % (Bochner, 2009).

2.2.9 Uporaba fenotipskih mikromrez na glivah

Glive so pomembni delovni mikroorganizmi v proizvodnji hrane in pijace, hkrati pa
povzroc¢ajo tudi kvar Zivil, zaradi ¢esar lahko v industriji pride do velikih izgub. Vlogo imajo
tudi v naravni flori gastrointestinalnega in reprodukcijskega trakta pri Zivalih, v bolniSnicah
pa se pojavljajo tudi kot oportunisti¢ni patogeni, ki okuzujejo imunsko oslabljene ljudi. Za
filamentozne glive in kvasovke so znacilni posebni rastni pogoji, zaradi ¢esar jih je tezko
testirati in identificirati z obi¢ajnimi metodami. Ti organizmi rastejo pri nizkih vrednostih
pH in ob prisotnosti visokih koncentracij sladkorja ali soli, kar lahko vpliva na redukcijo
dodanih tetrazolijevih barvil. Ker lahko dodatek slednjih tudi upocasni ali celo prepreci rast
gliv, sistem Omnilog omogoc¢a tako kolorimetri¢no merjenje kot tudi merjenje motnosti. Na
voljo so fenotipske mikromreZe za identifikacijo in karakterizacijo kvasovk YT MicroPlate
in filamentoznih gliv FF Microplate (Biolog Inc., 2014).

Pomemben preboj na podrocju biologije glivnih toksinov so objavili Gardiner, Kazan in
Manners (2009), ko so s pomocjo tehnologije fenotipskih mikromrez identificirali dejavnike,
ki sprozijo sintezo trihotekenov Fusarium graminearum med procesom okuzbe pSenice.
Ugotovili so, da so pomemben induktor sinteze toksinov produkti biosintezne poti arginina-
poliamina v rastlinah (Gardiner in sod., 2009).
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2.2.10 Uporaba fenotipskih mikromrez na sesalskih celi¢nih linijah

Fenotipske mikromreze za sesalske celicne linije imajo velik potencial predvsem v
raziskovanju njihovega metabolizma in izrabe substratov in tako omogocajo razumevanje
energetskega metabolizma skoraj vsake celi¢ne linije. Lastnosti celi¢nih linij pogosto
odrazajo znacilnosti organov ali tkiv, iz katerih izvirajo. Na ta nacin lahko pridobimo
pomembne informacije pri raziskovanju metabolnih motenj, kot sta diabetes in prekomerna
telesna teza, tudi na nivoju organizmov. Pridobivamo nove informacije o metabolizmu
ogljika ali hranilnih vrednostih. MikromreZe so orodje tudi pri testiranju vpliva zdravil,
hormonov in drugih kemikalij, ki bi lahko vplivale na matabolne poti. Namesto testiranja
posamezne metabolne poti, lahko testiramo 367 poti hkrati (Biolog Inc., 2007a).

Druga vecja aplikacija je doloCanje fenotipa sesalskih celic. Razli¢ne celi¢ne linije imajo
aktivne razlicne metabolne poti, zaradi ¢esar so odzivi na mikromrezah razli¢ni. Pregled 367
metabolnih poti hkrati prav tako odseva fiziolosko stanje celice. Ce se lastnosti celi¢nih linij
s¢asoma spremenijo, se to zagotovo kaze na metabolnih poteh. Metoda je tako primerna za
testiranje stabilnosti celi¢nih linij (Biolog Inc., 2007a).

Z razvojem fenotipskih mikromrez za sesalske celice se odpira novo podrocje, ki omogoca
proucevanje interakcij med patogenimi bakterijami in njihovimi gostiteljskimi celicami. S
primerjavo fenotipov okuzenih in zdravih celic bi lahko ugotovili, kako okuzba z dolocenim
mikroorganizmom vpliva na biologijo gostiteljske celice. Konc¢ni cilj bi bil hkratno
zaznavanje fenotipskih lastnosti bakterije in gostiteljske celice med potekom okuzbe.
Teoreti¢no bi bilo to mogoce izvesti z uporabo dveh razli¢nih barvil, ki se razlikujeta v
redoks potencialu in konénem obarvanju. Barvilo z vi§jim potencialom bi bilo primerno za
bakterije, tisto z nizjim pa za sesalske celice. S tem bi bile fenotipske mikromreze uporabne

tudi za proucevanje patogeneze, okoljskega signaliziranja in intracelularne regulacije rasti
(Bochner, 2009).

Prve objave na temo uporabe fenotipskih mikromrez za sesalske celice so se pojavile Sele
leta 2011. Lee in sod. (2011) so tehnologijo uporabili za proucevanje vpliva kromosomske
nestabilnosti (CIN) kolorektalnih rakastih celic na razvoj veCkratne odpornosti proti
zdravilom. Uporabljene so bile mikromreze, ki vsebujejo 92 razli¢nih proti rakavih spojin,
v §tirih razliénih koncentracijah. V raziskavi so ugotovili, da celi¢ne linije, v katerih je
prisotna kromosomska nestabilnost, kaZejo pomembno povecanje v razvoju veckratne
odpornosti kot tiste, ki kromosomske nestabilnosti nimajo. Slednja je prav tako neodvisna
od somatskih mutacij in stopnje proliferacije.

Istega leta so Bochner in sod. (2011) objavili metabolno tipizacijo sedmih ¢loveskih rakastih
celi¢nih linij, ki izvirajo iz razli¢nih tkiv, s pomo¢jo mikromrez PM-M1 do PM-M4. Celi¢ne
linije so med seboj kazale razlicne fenotipe, vse pa so imele najmocne;jsi odziv na glukozi.
Dve leukemicni celi¢ni liniji sta kazali dodatne metabolne poti na D-manozi, D-maltozi in
maltotriozi, njuna fenotipa pa sta bila precej podobna. Ostale celicne linije so lahko
izkoris¢ale tudi nekatere nukleozide, intermediate Krebsovega cikla, galaktozo, fruktozo,
dekstrin in glikogen. Odzivi so se kazali tudi v metabolizmu dusika, predvsem gre za
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izkoriS¢anje glutamina in drugih dipeptidov, ki slednjega vsebujejo. V isti raziskavi je bilo
izvedeno tudi metabolno profiliranje belih in rjavih mas¢obnih celic — adipocitov (Bochner
in sod., 2011).

2.3 PROIZVODNJA BIOFARMACEVTIKOV

Biofarmacevtiki so zdravila, proizvedena s pomocjo genetske manipulacije zivih celic ali
celotnih organizmov. Gre za skupino zdravil, ki imajo kompleksno kemijsko strukturo in se
uporabljajo kot terapevtiki, profilaktiki ali celo v diagnosti¢ne namene. Proizvedeni so s
pomocjo genske manipulacije in ne preko kemijske sinteze ali ekstrakcije iz naravnih
bioloskih virov. Njihova proizvodnja zahteva uporabo modernih biotehnoloskih orodij, kot
so tehnike rekombinantne DNA in hibridomska tehnologija, ki so izvedene v prirejenih
bioloskih sistemih. Med biofarmacevtike tako spadajo rekombinantne oblike naravnih
proteinov (inzulin, eritropoetin, interferoni), bioloske spojine, pridobljene iz naravnih virov
(cepiva, encimi, polipeptidi), produkti, ki temeljijo na nukleinskih Kislinah (DNA, RNA,
genska terapija) in monoklonska protitelesa (Zhang, 2010).

Rekombinantni proteini so obic¢ajno sintetizirani s pomocjo prilagojenih gostiteljskih celic,
ki vsebujejo umetno vnesene gene, na katerih so zapisi za Zelene proteine. Ce Zelimo, da so
slednji u¢inkoviti, morajo biti sintetizirani v biolosko aktivni obliki, ki vkljucuje ustrezno
zvijanje proteinov in post-translacijske modifikacije, med katerimi je predvsem pomembna
glikozilacija. Proteini so veéinoma sintetizirani v sesalskih celicah, saj najpogosteje
uporabljene mikrobne gostiteljske celice (npr. E. coli), nimajo ustreznega celi¢nega aparata
za sintezo zeljenih glikoform. Med sesalskimi celiénimi linijami se uporabljajo v industrijske
namene nekatere glodalske in ¢loveske celi¢ne linije — misji fibroblasti (3T3), ovarijske
celice kitajskega hr¢ka (CHO), ledvi€ne celice hrcka (BHK), epitelne celice materni¢nega
vratu ¢loveka (Hela) in epitelne celice jeternega karcinoma ¢loveka (HepG2). Kljub temu,
da je na voljo veliko celicnih linij, je skoraj 70 % vseh rekombinantnih proteinov
proizvedenih s pomo¢jo celi¢nih linij CHO (Jayapal in sod., 2007). Na sliki 3 je shematsko
prikazan razvoj biofarmacevtikov od razvoja produkcijske celiéne linije do razvoja
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bioprocesa, ki se nato prenese v proizvodnjo. Podrobnejsi opisi postopkov So v naslednjih
poglavjih.
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Slika 3: Razvoj biofarmacevtikov (Jayapal, 2007: 43)

2.3.1 Celicne linije ovarija kitajskega hrcka

Celicne linije CHO, pridobljene z biopsijo ovarija kitajskega hrc¢ka, so paradni konj
farmacevtske industrije v proizvodnji biofarmacevtikov (Gardiner in sod., 2009), saj
zagotavljajo 30 bilijonov ameriskih dolarjev letnega dobicka (Jayapal in sod., 2007). Zaradi
razSirjene uporabe te celicne linije v industriji, so njene rastne lastnosti, metabolizem,
obnasanje v bioreaktorskih sistemih, virulentni dejavniki in gostiteljske necistoce v konénem
produktu, dobro proucene, opisane in regulirane (Zhang, 2010). Kot gostiteljski sistem so
bile prvotno izbrane zaradi njihove varnosti (ne omogocajo razmnoZevanja patogenih
¢loveskih virusov), enostavnega vnosa tuje DNA ter hitre in robustne rasti. Zaradi razvoja
linij, sposobnih suspenzijske rasti, so v produktivnosti prehitele celo nekatere mikrobne
sisteme, saj omogocajo proizvodnjo 3 — 10 g/l visoko kakovostnega produkta (Wurm in
Hacker, 2011).

Pod oznako celic CHO spada veliko celi¢nih linij CHO, ki se med seboj precej razlikujejo.
Prva celi¢na linija CHO je bila izolirana leta 1956, ko je Theodore Puck pridobil prvo
spontano nastalo populacijo fibroblastov iz gojenih ovarijskih celic delno pasemskega
kitajskega hrcka. Uporaba celic CHO v industriji se je zacela po odkritju celi¢nih linij, ki
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nosijo mutacijo v genu za sintezo dihidrofolatne reduktaze (DHFR). Gre za genetsko napako,
ki omogoca transgenezo, pri kateri se prenese Se funkcionalna kopija omenjenega gena kot
selektivni marker. Leta 1980 so s kemijsko mutagenozo celi¢ne linije CHO-K1 ustvarili
novo linijo DXB11, ki ima izbrisan en alel DHFR, drugi pa je inaktiviran. Nekaj let kasneje
je bila z ionizacijskim sevanjem ustvarjena nova celi¢na linija CHO-DG44, pri kateri sta
izbrisana oba alela DHFR (Wurm in Hacker, 2011). Na sliki 4(levo) je prikazan razvoj
celi¢nih linij CHO.

Genom originalne celi¢ne linije in njenih potomk je bil dolocen leta 2011. Citogenetske
Studije zadnjih 40 let so pokazale, da med razli¢nimi celi¢nimi linijami CHO obstaja velika
genomska heterogenost. S pomoc¢jo G-proganja so dokazali, da imajo kitajski hrcki 22
kromosomov (10 avtosomalnih, 2 spolna), medtem ko ima prednik linije CHO-K1 precej
drugacen kariotip. 8 kromosomov je na pogled enakih normalnim kromosomom hrcka,
preostalih 13 pa predstavlja nenormalne Z-kromosome, ki nakazujejo na delecije,
translokacije in prerazporeditve segmentov kromosoma (Wurm in Hacker, 2011). Kariotipi
so prikazani na sliki 4 (desno).

Kloni celicne linije, ki proizvajajo proteine z visoko vrednostjo
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Slika 4: Genetska heterogenost celi¢nih linij CHO. Razvejan diagram prikazuje koncept razvoja celi¢nih linij
CHO. Na desni strani slike sta kariotipa celic kitajskega hréka in razvite nesmrtne celi¢ne linije (Wurm 2011:

719)

Kromosomska heterogenost je bila opazena celo med celicami znotraj domnevne klonske
populacije. Ugotovili so namre¢, da Stevilo kromosomov pri razli¢nih celi¢nih linijah variira,
najvec linij vsebuje 20 kromosomov. Pogosto jih je tudi 19, 21, 22 ali 44. Kariotipizacija
linije DG44 je pokazala, da vecina celic vsebuje 20 kromosomov, od tega 7 normalnih, 4 Z-
kromosome, preostalin 9 pa je derivatov. 30-40 % rekombinantnih DG44 klonov je ta
kariotip ohranilo, med tem ko je pri ostalih prislo do novih prerazporeditev (Wurm in
Hacker, 2011).

Ze s pomodjo kariotipizacije 40 let nazaj so ugotovili veliko kompleksnost in raznolikost
genomov med nesmrtnimi celiénimi linijjami. Vse linijje so podvrzene konstantnim
genetskim modifikacijam, ki se odrazajo tudi na fenotipskih razlikah med celi¢nimi linijami.
Do sprememb genomov prihaja tudi med gojenjem celic, saj so podvrzene razli¢nim
gojitveni pogojem (Wurm in Hacker, 2011).
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2.3.2 Razvoj produkcijske celi¢ne linije

Izbira gostiteljske celice, ki bo proizvajala rekombinantne proteine, ima velik vpliv na
lastnosti produkta in maksimalne dosegljive izkoristke (Zhang, 2010). Privla¢ni so zlasti
mikrobni sistemi, saj omogocajo proizvodnjo z nizkimi stroski, visokimi izkoristki in hitrim
razvojem bioprocesa (Jayapal in sod., 2007). Vendar pogosto ne zagotavljajo ustreznega
zvijanja in post translacijskih modifikacij produkta, ki so povezani s farmakokineticnimi in
farmakodinami¢nimi lastnostmi proteinov, topnostjo, stabilnostjo, bioloSko aktivnostjo in
zadrzevalnim Casom v cloveku. Pomemben vidik gostiteljskih sistemov je tudi njihova
varnost, saj ne smejo omogocati razmnozevanja patogenih organizmov. Iz industrijske
perspektive je zazelena tudi suspenzijska rast celi¢ne kulture, ki omogoca vecji volumen
proizvodnih reaktorjev. Nenazadnje je pomembna tudi enostavna genetska manipulacija in
zmoznost izrazanja velike koli¢ine Zelenega proteina. Kljub vsem prednostim, pa imajo
sesalske celi¢ne linije tudi negativne lastnosti. Razvoj celi¢ne linije je ¢asovno potraten, na
voljo je precej manj genskih orodij, produkeijski stroski so veliki, izkoristki pa nizki. Celi¢ne
linije so prav tako obcutljive na strizne sile, zaradi svoje velikosti in odsotnosti celi¢ne stene.
Glavni cilj razvoja celi¢ne linije je tako pridobitev klona, ki izloa produkt ustrezne
kakovosti z visoko specifi¢no produktivnostjo (Qp) v konstantni koncentraciji cez vec
generacij, kar omogoc¢a prenos na industrijski nivo in dobickonosno proizvodnjo (Zhang,
2010). Razvoj bioprocesa se zacne z razvojem in izbiro ustrezne celi¢ne linije. Sledi proces
optimizacije gojis¢, dohranjevanja in rastnih pogojev, ki poteka v razlicnih merilih
(mikrotitrske plos€ice, erlenmajerice razli€nih velikosti, bioreaktorji). Ko so pogoji
vzpostavljeni, se proces prenese na pilotni nivo, kjer se preveri ustreznost prenosa v vecje
merilo in se proizvede material za pred klini¢ne $tudije toksi¢nosti. Ko so vsi parametri
doloceni se proces karakterizira, prenese na industrijski nivo in validira (Feng in sod., 2010).
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2.3.3 Razvoj gojis¢ in dohranjevalnih substratov

Da lahko izkoristimo celoten potencial razvite celicne linije, je pomembna tudi zagotovitev
optimalnih fizikalnih in kemijskih pogojev za rast celic in proizvodnjo rekombinantnih
proteinov. Gojisce predstavlja ustrezne kemijske pogoje, kateri imajo velik vpliv na rastne
lastnosti celi¢ne linije, koli¢ino in nenazadnje tudi kakovost proizvedenih proteinov. Razvoj
ustreznega gojis€a, prilagojenega vsaki celi¢ni liniji posebej, je tako klju¢en korak
optimizacije bioprocesa (Zhang, 2010).
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Slika 5: Razli¢ni pristopi razvoja gojis¢. a - Titracija komponent gojisc¢a; b - MeSanje razli¢nih gojis¢; ¢ -
Analiza izrabljenega gojis¢a (Fletcher, 2005:4)

Obicajno je razvoj gojisca za dohranjevalne bioprocese sestavljen iz razvoja osnovnega
medija in koncentriranih substratov, ki se dohranjujejo tekom bioprocesa. Zaradi varnosti
kon¢nega proizvoda se kot sestavni del osnovnega medija ne uporablja ve¢ goveji serum in
drugi surovi materiali zivalskega izvora, zato je bil potreben razvoj ustreznega kemijsko
definiranega gojisca. Le-to danes vsebuje ustrezne aminokisline, vitamine, elemente v
sledovih, anorganske soli, lipide, inzulin ali inzulinu podobne rastne dejavnike. Za poveéanje
celi¢ne gostote se pogosto dodaja tudi rastlinske ali kvasne hidrolizate. Slednji so sestavljeni
iz kratkih peptidov, ogljikovih hidratov, vitaminov, nukleozidov in mineralov, ki
predstavljajo dodatna hranila v gojis¢u. Vendar so ravno zaradi svoje kompleksnosti, vir
variabilnosti sestave gojis¢a (Feng in sod., 2010).

Razvoj gojisca gre obifajno v smer izbire osnovnega medija, ki je kemijsko definiran in
komercialno dostopen. Osnovnemu gojis€u se nato doda hranila, ki so specificna za vsako
celi¢no linijo. Kljub izvoru iz iste starSevske celi¢ne linije, se metabolni genotip klonov med
razvojem toliko spremeni, da je potrebno gojis€e prilagajati vsaki celi¢ni liniji posebe;.
Obicajne strategije razvoja gojis¢a obsegajo (Zhang, 2010):

e Pregled obstojece literature — identifikacija moznih rastnih substratov in dodatkov
na podlagi podobnih celi¢nih linij (Zhang, 2010).

e Titracija komponent gojiS¢a je klasicen pristop razvoja gojis¢a. Vanj je vkljucena
serija poskusov, v katerih i§¢emo optimalen odziv celic (rast, koncentracija produkta)
na razlicne koncentracije substratov. Slednje dodajamo posamezno v razli¢nih

17



Ladinek S. Uporaba fenotipskih mikromrez za izboljSanje rasti in produktivnosti celi¢nih linij CHO.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

koncentracijah. Gre za metodo, pri kateri se testira le en faktor naenkrat, zaradi cesar

je ¢asovno zamudna (Fletcher, 2005). Metoda je predstavljena na sliki 5a.

e Mesanje razli¢nih gojis¢ je hitra in enostavna metoda, pri kateri preprosto zmesamo
med seboj razli¢na, ze obstojeCa gojisca. Pridobljene rezultate ovrednotimo in
ponavljamo metodo tako dolgo, dokler ne pridobimo Zeljenih odzivov. Vendar gre
za slepo metodo, pri kateri ne vemo v kak$nih koncentracijah so substrati in kako le-
ti interagirajo. Konéni rezultat je tako le izboljSano gojis¢e, ne ve pa se kaj ga dela
boljSega in kateri substrati so kriti¢ni (Fletcher, 2005). Metoda je predstavljena na

sliki 5b.

e Analiza izrabljenega gojis¢a nam podaja informacije o spremembi gojis¢a med
bioprocesom. S primerjavo izrabljenega in svezega gojis¢a dobimo vpogled v
specificni metabolizem celi¢ne linije. Izmed vseh metod je ta Se najbolj poucna,
vendar je uspeSnost odvisna od Stevila analitov, ki jih lahko merimo. Obicajno gre le
za omejen nabor — glukoza, laktat, amonij in aminokisline, ki nam ponujajo le
osnoven vpogled v precej bolj kompleksno biologijo organizmov (Fletcher, 2005).

Metoda je predstavljena na sliki 5c.

e Nacrtovanje poskusov s pomocjo statisticnih programov se uporablja za
pridobivanje velikega Stevila informacij, ki vkljucujejo tudi medsebojne interakcije
substratov, brez velikega Stevila poskusov. Orodja kot so Design Expert, ECHIP in
Design-Ease nam omogocajo izbrati najnizje mozno $tevilo pogojev, katerih rezultati

pa so e vedno statisti¢no zanesljivi (Zhang, 2010).

e Uporaba mikrotitrskih plos¢ je osredotocena predvsem na preizkusanje velikega
Stevila kombinacij v relativno kratkem ¢asu. Obicajno gre za uporabo robotskih
sistemov in mikromreZ, ki ustvarjajo velike koli¢ine podatkov, poskusi pa so lahko

izvedeni v paralelkah. Negativna stran avtomatizacije je mo¢no zmanjSan volumen

celi¢ne kulture, ki ne odraza dejanskega bioprocesa (Fletcher, 2005).

Pri razvoju gojisca je najboljsi pristop kombinacija ve€ razlicnih metod, saj ima vsaka izmed
njih svoje prednosti in slabosti. Vsaka izmed naStetih metod je lahko ucinkovita, ¢e se

uporablja s specificnim namenom in ¢e se uposteva njene omejitve (Fletcher, 2005).

Poleg razvoja gojisca je za procese z dohranjevanjem pomemben tudi razvoj optimalnih
dohranjevalnih substratov. Njihov cilj je nadomestitev porabljenih substratov, dodatek
substratov za usmerjenje alternativnih metabolnih poti, preusmeritev metabolizma iz rastne
v produkcijsko fazo in nadzorovanje apoptoze. Najpogostej$i pristop je zgostitev osnovnega

gojisca, kateremu se dodajo:

e Koncentrati hranil (aminokisline, vitamini, minerali), ki pove€ajo biomaso in

produktivnost celic;
e preparati lipidov, specifi¢ni za posamezno celi¢no linijo;
e pospesevalci produkcije (butirat), ki povecajo specifi¢no produktivnost;

e kislina, baza ali pufer, ki zagotavljajo vzpostavijo optimalni optimum ali ga

prilagodijo produkcijski fazi;
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e antioksidanti ali rastni faktorji, ki vzdrzujejo dolgoZivost celi¢ne kulture in s tem
podaljSujejo produkcijsko fazo;
e surfaktanti na bazi silikonov, ki preprecujejo prekomerno penjenje (Zhang, 2010).

Podobno kot razvoj gojisca, je tudi razvoj dohranjevalnih substratov ponavljajo¢ se proces,
ki temelji predvsem na analizi porabe substratov, akumulacije stranskih produktov in
zagotavljanja ravnotezja med rastjo in produkcijo celi¢ne kulture. Popolnoma optimiziran
dohranjevalni substrat obi¢ajno obstaja v obliki dveh ali ve¢ raztopin, ki se med seboj
razlikujejo v pogojih shranjevanja (Zhang, 2010).

2.3.4 Razvoj bioprocesa

Poleg razvoja celi¢nih linij, ki omogocajo doseganje visokih specifi¢nih produktivnosti, in
razvoja optimalnih gojiS¢ ter dohranjevalnih substratov, je pomembno tudi razumevanje
bioprocesa. Slednje omogoca doseganje visokih gostot celi¢ne kulture z visokim delezem
zivih celic v ¢im daljSem Casovnem obdobju, za kar je pomembna optimizacija fizikalnih,
kemijskih in bioloskih parametrov v bioprocesu (Zhang, 2010). Za proizvodnjo
rekombinantnih proteinov se uporabljajo celicne kulture z dvema nainoma rasti —
adherentna in suspenzijska celi¢na kultura. Prva se Se vedno uporablja pri procesu
proizvodnje eritropoetina, saj je bilo v letu 1980 tezko gojiti celi¢ne linije v obliki
suspenzijskih kultur. Danes je na voljo veliko razli¢nih komercialno dostopnih gojisé, ki
omogocajo prehod iz pritrjene oblike rasti sesalskih celic v suspenzijsko (Wurm, 2004).

Tipicni bioproces se za¢ne z naslednjimi koraki (Zhang, 2010):

odtajevanje celicne kulture iz ustrezne delovne celi¢ne banke;

e namnoZevanje celi¢ne kulture s povecevanjem delovnega volumna;

e nacepitev celic (vcepka) v bioreaktorje razli¢nih velikosti (od 10 ml do 20 000 I);

e vodenje dohranjevalnega bioprocesa, ki omogoca doseganje visoke specifi¢ne
produktivnosti;

e odvzem celicnega materiala v obliki Zetev, ki predstavlja material za zakljucne

procese .

Za dosego visokega izrazanja produkta z ustrezno kakovostjo, je potrebna v bioreaktorjih
optimizacija procesnih parametrov — fizikalnih, kemijskih in bioloskih. Med fizikalne
spadajo temperatura, pretok zraka in meSanje; med kemijske koncentracija raztopljenega
kisika, pH, ozmolarnost, redoks potencial in koncentracija substratov, aminokislin in
odpadnih produktov; med bioloske pa koncentracija in delez Zzivih celic, znotraj in
zunajceli¢ne koncentracije NADH, laktat dehidrogenaze, aktivnosti mitohondrijev in analiza
celi¢nega cikla. Odstopanje teh parametrov v mikrookolju izven optimalnih vrednosti, ima
lahko velik vpliv na rast in produkcijo celi¢ne kulture ter na kakovost produkta, ki se odraza
predvsem na stopnji glikozilacije in drugih post-translacijskih modifikacij, ter na prisotnost
necisto€. Zato je pomembno, da optimiziramo bioprocesne parametre in izvedemo
karakterizacijo bioprocesa, ki nam daje vpogled v razumevanje, kako sprememba dolo¢enih
parametrov vpliva na kakovost produkta (Feng in sod., 2010).
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Poleg bioprocesnih parametrov imajo na uspeSnost prenosa celi¢ne kulture na industrijski
stabilnost ter stabilnost same celi¢ne linije v proizvodnih procesih. Ti problemi so pogosto
odpravljeni preko prenosa v manjSe merilo, za katerega je klju¢no, da s poustvarjanjem
industrijskih pogojev priskrbi pomembne informacije o vzrokih in resSitvah proizvodnih
problemov. Procesi so pomembni tudi za karakterizacijo in validacijo bioprocesov, pri
katerih se doloci sprejemljive meje bioprocesnih parametrov (Feng in sod., 2010).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA

Doloéitev skupnega protokola za namnoZzevanje razlicnih celiénih lingg CHO
s Natin in pogoji odmrzovanja celic
s« Natini in pogoji namnoZevanja celic

|

Razvo) protokola za pripravo celic za nacepitev na fenotipske mikromreze
= Izrafun veepka
= Naiin in pogoji spiranja celic z osiromagenim gojiitem
» Pogoji pred inkubacije
* Priprava fenotipskih milromreZ

Optimizacyja inkubacyyskih pogojev v sistemu Omnmilog®
- Dolotitev koncentracije celic
= Dolotitev razmerja med volomnom celitne lulture in volumnom barvila

|

Sprememba rastnega gojiica na podlagi analiz fenotipa 1zbrane celicne linyje
CHO

Izboljianje rastnih lastnosti celi@nih linij
IzboljEanje produktivaosti bioprocesa

Slika 6: Shema poteka magistrske naloge
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3.2 MATERIALI
3.2.1 Sesalske celi¢ne linije

Za poskuse smo uporabili §tiri industrijske celicne linije CHO, ki izvirajo iz razli¢nih
starSevskih celi¢nih linij. Med seboj se razlikujejo v starosti, stabilnosti, rastnih lastnostih,
porabi substratov in vrsti kon¢nega produkta. Ker so celi¢ne linije last farmacevtske druzbe
Lek d.d., smo jih v tej magistrski nalogi poimenovali s ¢rkami. Podrobnosti so zbrane v
preglednici 1. Izvorne starSevske celi¢ne linije so bile pridobljene iz AmeriSke zbirke
celi¢nih kultur ATCC.

Preglednica 1: Izbrane celi¢ne linije

Oznaka celi¢ne Izvorna starSevska celi¢na Vrsta produkta
linije linija
A CHO-K1 Monoklonsko protitelo
B CHO-K1 Monoklonsko protitelo
C CHO-DXB11 Monoklonsko protitelo
D CHO-DHFR Glikoprotein

Za namnozevanje celi¢nih kultur smo uporabljali plastiéne erlenmajerice za enkratno
uporabo, imenovane »Shake Flask« (v nadaljevanju SF), proizvajalca Corning. Pri
odmrzovanju celic smo uporabljali SF250, z delovnim volumnom 50 ml. Pri precepljanju in
gojenju celic za analizo fenotipa smo uporabili SF1000 z delovnim volumnom 250 ml. Za
poskus spremembe rastnega gojis¢a pa smo uporabili SF500 z delovnim volumnom 125 ml.

3.2.2 Gojis¢a in dodatki za namnoZevanje celic

Pri namnoZevanju celi¢nih linij smo uporabili specifi¢na rastna gojis¢a. Med seboj se
razlikujejo po koncentraciji osnovnih virov ogljika in dusSika ter vrsti rastnih dodatkov.
Gojis¢a ne vsebujejo seruma, pripravljajo pa se s trikrat destilirano vodo. Podrobnega

recepta za gojiS€a nismo zapisali, saj sodi med zaupne informacije farmacevtke druzbe Lek
d.d.

Za dolocanje fenotipskih lastnosti na mikromreZah smo sestavili posebno osiromaseno
gojisce (v nadaljevanju gojisce Os), ki ne vsebuje nobenih virov ogljika in duSika, vsebuje
le mikroelemente in puferski sistem.

V preglednici 2 so zbrane informacije o dodatkih, ki smo jih v rastno gojis¢e dodali pri
poskusu spremembe rastnega gojisca.
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Preglednica 2: Uporabljeni dodatki k rastnim gojis¢em

Dodan substrat Proizvajalec Katalo$ka Stevilka
Adenozin Sigma Aldrich A9251
Galaktoza AppliChem AT983

Inozin Sigma Aldrich 14125
Manoza Sigma Aldrich 63580
Natrijev piruvat Sigma Aldrich P5280
Sukcinamidna kislina Sigma Aldrich 134376

Ker so sestavine gojiS¢ obcutljive na visoke temperature, smo namesana gojisc¢a sterilizirali
s filtracijo skozi membrane, Ki so imele velikost por 0,22 um. Na enak na¢in smo filtrirali
tudi gojisc¢a z dodatki ter zalozne raztopine dodatkov, ki smo jih dodajali med bioprocesom.

3.2.3 Fenotipske mikromreZe in barvila

Osrednja metoda moje magistrske naloge je bila analiza fenotipskih lastnosti s pomocjo
fenotipskih mikromreZ (Phenotype MicroArrays™), ki jih proizvaja podjetje Biolog. Gre za
prozorne mikrotitrske ploséice z 96 vdolbinicami, konénega volumna 200 pul. Vsaka izmed
vdolbinic ima na dnu liofiliziran drug substrat (lahko tudi enak, vendar v razli¢nih
koncentracijah). Substrati predstavljajo razlicne vire energije, ogljika, duSika in
mikroelementov. Mi smo uporabili le eno izmed fenotipskih mikromrez, imenovano PM-
M1 (ang. Phenotype Microarray for Mammalian Cells 1), ki vsebuje razli¢ne vire ogljika in
energije. Plos¢ice smo narocili pri podjetju Biolog, kataloska Stevilka 13101.

Zaznavanje izrabe razli¢nih virov ogljika na mikromrezi PM-M1 je potekalo s pomocjo
barvila, ki vsebuje meSanico razli¢nih tetrazolijevih soli. Barvilo se imenuje Biolog Redox
Dye Mix MB (6x) in smo ga kupili skupaj s fenotipskimi mikromreZami pri podjetju Biolog,
kataloska Stevilka 74352.
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PM-M1 MicroPlate™ - Carbon and Energy Sources
Al 2 3 3 5 Ab Al

A A A 7 A A0 Al1 A12
Negative Control |Negative Control |Negative Control |a-Cyclodextrin  [Dextrin Glycogen Maltitol Maltotriose D-Maltose D-Trehalose D-Cellobiose p-Gentiobiose
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
D-Glucose-6- aD-Glucose-1-  |L-Glucose aD-Glucose a-D-Glucose a-D-Glucose 3-0-Methyl-D- a-Methyl-D- p-Methyl-D- D-Salicin D-Sorbitol N-Acetyl-D-
Phosphate Phosphate Glucose Glucoside Glucoside Glucosamine
c1 c2 c3 ca C5 C6 ci cs c9 c1 c1 C12
D-Glucosaminic | D-Glucuronic Chendroitin-6-  [Mannan D-Mannose a-Methyl-D- D-Mannitol N-Acetyl-§-D- D-Melezitose Sucrose Palatinose D-Turanose
Acid Acid Sulfate Mannoside Mannosamine
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
D-Tagatose L-Sorbose L-Rhamnose L-Fucose D-Fucose D-Fructose-6- D-Fructose Stachyose D-Raffinose D-Lactitol Lactulose o D-Lactose

Phosphate
E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 EN E12
Melibionic Acid | D-Melibiose D-Galactose a-Methyl.D- pB-Methyl-D- N-Acetyl- Pectin Sedoheptulosan | Thymidine Uridine Adenosine Inosine
i i N inic Acid
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Adonitol L- Arabinose D-Arabinose B-Methyl-D- Xylitol Myo-Inositol Meso-Erythritol  |Propylene glycol |Ethanolamine D,L- a-Glycerol- |Glycerol Citric Acid
Xylopyranoside Phosphate

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 GB [ G10 G11 G12
Tricarballylic D,L-Lactic Acid |Methyl D-lactate |Methyl pyruvate |Pyruvic Acid aKeto-Glutaric | Succinamic Acid |Succinic Acid Mono-Methyl L-Malic Acid D-Malic Acid Meso-Tartaric
Acid Acid Succinate Acid
H1 HZ H3 H4 H5 HE H7 H8 HY H10 H11 H12
Acetoacetic Acid [y-Amino-N- a-Keto-Buytric  [a-Hydroxy- D,L-g-Hydroxy-  |y-Hydroxy- Butyric Acid 2,3-Butanediol  (3-Hydroxy-2- Propionic Acid | Acetic Acid Hexanoic Acid
(a) Butyric Acid Acid Butyric Acid Butyric Acid Butyric Acid Butanone

Slika 7: Razporeditev substratov na fenotipski plos¢ici PM-M1
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3.2.4 Laboratorijska oprema

Pri delu v laboratoriju smo uporabili tudi laboratorijsko opremo, nasteto v preglednici 3.

Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema

OPREMA/

PROGRAM PROIZVAJALEC NAMEN
HPLC Agilent Dolocanje koncentracije protiteles
Analitska tehnica Mettler Toledo Priprava gojisc¢
Avtomatske pipete Sartorius
Biophotometer Eppendorf Merjenje koncentracije substratov

Bioprofile® 400 Nova Biomedical Merjenje koncentracije substratov in
metabolitov

Centrifuga Eppendorf Priprava celic za fenotipsko analizo na
mikromrezah

COg stresalnik Kiihner Inkubacija celi¢nih kultur

Design Expert 8.0 Stat-Ease Izdelava nacrta poskusov in obdelava
podatkov

Hladilnik Angelatorri Shranjevanje vzorcev in materiala

Krioposoda Custom BioGenic Shranjevanje zamrznjenih celi¢nih kultur

Systems

Mikrobioloska Iskra P1O d.o.0.

komora

Multikanalne pipete | Sartorius Polnjenje fenotipskih mikromrez

OmniLog® Biolog Analiza fenotipa celi¢nih linij

PMM Kinetic Biolog Obdelava podatkov fenotipske analize

Termoblok Biometra Odtajevanje zamrznjenih celi¢nih kultur

Vakuumska ¢rpalka | Millipore Priprava gojis¢

Vibro-mix mesalo Tehnica

Vi-Cell XR

Beckmann Coulter

Dolocanje koncentracije in deleza Zivih celic

Vodna kopel

Kambi¢

Gretje gojis¢

Zamrzovalna skrinja
-80 °C

Shranjevanje vzorcev
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3.3 METODE
3.3.1 Odmrzovanje in namnoZevanje celic

Krioviale z zamrznjeno celi¢no kulturo so bile shranjene v krioposodah s teko¢im dusikom,
na temperaturi -185 °C. Pri odmrzovanju smo uporabili tehniko direktnega odmrzovanja.
Izbrane zamrznjene krioviale smo vstavili v termoblok segret na 37 °C za 3 — 4 minute. Nato
smo 1 ml vsebine prenesli v 49 ml ogretega rastnega gojis¢a, pripravljenega v SF250.
Inkubacija je potekala v CO; stresalniku na 36,5 °C, 10 % CO in pri stresanju 200 obratov
na minuto (v nadaljevanju rpm).

Po 3 dneh namnozevanja celic v SF250 smo izvedli drugo pasazo (v nadaljevanju P2) - celice
smo prenesli v ogreto sveZze rastno gojisc€e, pripravljeno v SF1000 in jih nacepili v
koncentraciji 2-10° celic/ml. Volumen vcepka smo izradunali po Enacbi 1.

. e . (eelic . . .
zaielena koncentracija zivih celic ( il ) ¥ konéni volumen celié¢ne kulture (ml)

(D)

Vocepka (mb) =1 celic
izmerjena koncentracija Zivih celic (W)

Namnozevanje celic je potekalo v CO> stresalniku na 36,5 °C, 10 % COx in pri stresanju 200
rpm do uporabe celic za fenotipsko analizo ali bioprocese.

Ker je pri namnoZevanju celic za fenotipsko analizo s pomo¢jo mikromrez zelo pomembna
zgodovina namnozevanja celic (vrsta gojiS€a, pogoji inkubacije, ¢as gojenja), smo vse
celi¢ne linije v vseh poskusih odmrzovali in namnoZevali na enak nacin. Vse precepitve so
potekale v enakih ¢asovnih intervalih - tretji dan po odmrzovanju celic.

3.3.2 Priprava celic za fenotipsko analizo na mikromreZah

Analizo fenotipa celi¢nih linij smo izvedli vedno po drugi pasazi, obi¢ajno od tretjega dneva
naprej. Koncentracija celic na mikromrezah je bila 6,5-10° celic/ml (poglavje 3.3.3), ciljni
volumen pa je bil odvisen od Stevila mikromreZz, ki smo jih napolnili. Za napolnitev ene
mikromreze smo potrebovali okoli 7 ml celi¢ne kulture, upostevajo¢ rezervo in izgube pri
prenosu celic. Volumen vcepka smo izracunali po Enacbi 1.

Ustrezen volumen celic smo sterilno odvzeli iz gojitvene posode v mikrobioloski komori ter
ga prenesli v sterilno mikrocentrifugirko z maksimalnim volumnom 50 ml. Celice smo nato
centrifugirali v namizni centrifugi 5 min pri sobni temperaturi in centrifugalni sili 180 g. Po
centrifugiranju smo odstranili supernatant in celice resuspendirali s 40 ml ogretega gojisca
Os. Zopet je sledilo centrifugiranje pod omenjenimi pogoji, odstranitev supernatanta in
resuspendiranje celi¢ne usedline z ustreznim volumnom gojisc¢a Os.

Celice v koncentraciji 6,5-10° celic/ml, sedaj v gojiscu Os, smo nato prenesli na fenotipske
mikromreze PM-M1 z avtomatsko pipeto tako, da je bilo v vsaki luknjici 60 ul celi¢ne
kulture. Mikromreze smo nato pokrili s plasticnim pokrovom in izvedli 4-urno pred
inkubacijo (pred dodatkom barvila) v gojitvenem sistemu OmnilLog, pri temperaturi 36,5°C
+ 1 °C. Namen predinkubacije je bil poraba energijskih zalog celice.
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Po pred inkubaciji smo mikromreze prenesli nazaj v mikrobiolosko komoro in celicam v
luknjicah dodali 12 pl/luknjico barvila MB. Mikromreze smo nato prekrili s prozorno
plasti¢no folijo, ki preprecuje okuzbe celicne kulture ter izhlapevanje, hkrati pa omogoca
opti¢no odcitavanje absorbance v sistemu OmniLog. Tako pripravljene mikromreze Smo
nato razporedili na ustrezna mesta v sistemu OmniLog in zagnali program OmniLog Data
Collection, ki omogoca vpis podatkov o celi¢ni liniji na posameznih mestih. Sledil je zagon
opti¢nega branja absorbance, ki je trajal 24 ur, v ¢asovnih intervalih 15 min.

3.3.3 Optimizacija inkubacijskih pogojev za fenotipsko analizo

Ker je kon¢ni rezultat fenotipske analize mo¢no odvisen od nac¢ina namnozevanja in priprave
celic, smo vse celi¢ne linije namnozevali in pripravljali po postopkih, opisanih v poglavjih
3.3.1 in 3.3.2. Prav tako je rezultat odvisen od inkubacijskih pogojev, kamor spadata
koncentracija celic v luknjicah in razmerje med volumnom celi¢ne kulture ter barvila MB.
Poleg teh dveh dejavnikov smo preverili tudi, ali koncentracija glukoze na mikromrezah
vpliva na visino absorbance.

Za optimizacijo izbranih pogojev in potrditev prve hipoteze smo izbrali statisticno
metodologijo naértovanja eksperimentov (ang. Design of Experiments; DoE), ki smo jo
izvedli s pomocjo racunalniS8kega programa Design Expert, verzja 8.0. Glavni prednosti
metodologije DoE v primerjavi s klasi¢no optimizacijo posameznih parametrov sta manjse
Stevilo potrebnih eksperimentov in zaznavanje interakcij med izbranimi parametri.

Za optimizacijo smo izbrali dopolnjeni zvezdasti ali sestavljeni sredis¢ni nacrt (central
composite design), v katerem so vsi trije parametri predvideni na petih nivojih (-a., -1, 0, 1,
+a). Nacrt spada med vecnivojske eksperimentalne nacrte, ki omogocajo izgradnjo
statisticnega modela in optimizacijo sistemskih odzivov. Uporabljen nacrt je sestavljen iz:

e Popolnega dvonivojskega nacrta za tri parametre kjer so ti uravnani na vmesnih
nivojih (1, -1) (slika 8; 8 modrih tock).

e Delnega zvezdastega nacrta za tri parametre, kjer so vsi razen enega uravnani na
+a). Ker so to najvi§je oz. najniZje vrednosti parametrov, mora biti vrednost parametra
a vecja od 1. Parameter a je del vrtljivega eksperimentalnega nalrta, pri katerem so vsi
eksperimenti od srediS¢ne tocke enako oddaljeni. Posledi¢no so napovedi tega modela
enako zanesljive po celotnem merilnem obmocju, ki ga dolo¢a parameter a (Slika 8; 6
belih tock).

e Sredis¢nih eksperimentalnih to¢k, katere imajo vse tri parametre uravnane na
sredinskem nivoju (0), (slika 8; rdec¢a tocka) (Zupan, 2009).

27



Ladinek S. Uporaba fenotipskih mikromrez za izboljSanje rasti in produktivnosti celi¢nih linij CHO.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

o —r |
‘ x1
. $
-

Slika 8: Prikaz eksperimentalnih tock sestavljenega sredi$¢nega nacrta (Zupan, 2009: 45)

Metodologija DoE se za¢ne z izborom sistemskega odziva, ki ga Zzelimo optimizirati. Kot
sistemski odziv smo opredelili vrednost absorbance pri valovni dolzini A = 590 nm (Asgo) na
zacetku inkubacije (Cas 0), po Stirih urah inkubacije (¢as 4), po 8 urah inkubacije (Cas 8) in
po 12 urah inkubacije (Cas 12). Na ta nafin smo ¢asovno odvisen odziv razdelili na Stiri
merljive sistemske odzive.

Sledil je izbor parametrov, ki naj bi vplivali na sistemski odziv. Izbrali smo tri parametre in
dolo¢ili njihove mejne vrednosti (+a) (Preglednica 4). V naSem primeru je bila vrednost «
= 1,33 in je program preko teh podatkov izracunal centralno tocko in vmesne tocke.

Preglednica 4: Seznam izbranih parametrov za optimizacijo inkubacijskih pogojev.

PARAMETER -0 -1 0 +1 to
Koncentrac_ua CHO celic 1-105 210 5.10° 8-10° 9-10°
[celic/ml]
Koncentracua[gllll;koze v gojiscu 0,078 0,300 1,000 1,700 1,920

Razmerje med prostornino

o ] ) 0,070 0,100 0,200 0,300 0,330
celi¢ne kulture in barvila MB [1]

Program nam je izdelal nacrt, razviden iz preglednice 5. V nacrtu so posamezni eksperimenti
razporejeni v nakljuéno zaporedje, kar zmanjSa moZnost vpliva morebitnih nekontroliranih
parametrov (v nasem primeru polozaj mikrotitrske plo$¢e v inkubacijski komori,
razporeditev temperature).
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Preglednica 5: Seznam poskusov in njihovi parametri

Stevilka Koncentracija Koncentracija Razm(?rje ”.‘ed
poskusa zivih celic/ml glukoze [g/l] barvilom in
kulturo

1 200000 0,30 0,17
2 200000 0,30 0,17
3 800000 0,30 0,17
4 800000 0,30 0,17
5 200000 1,70 0,17
6 200000 1,70 0,17
7 800000 1,70 0,17
8 800000 1,70 0,17
9 200000 0,30 0,30
10 200000 0,30 0,30
11 800000 0,30 0,30
12 800000 0,30 0,30
13 200000 1,70 0,30
14 200000 1,70 0,30
15 800000 1,70 0,30
16 800000 1,70 0,30
17 105179 1,00 0,20
18 105179 1,00 0,20
19 894821 1,00 0,20
20 894821 1,00 0,20
21 500000 0,08 0,20
22 500000 0,08 0,20
23 500000 1,92 0,20
24 500000 1,92 0,20
25 500000 1,00 0,17
26 500000 1,00 0,17
27 500000 1,00 0,33
28 500000 1,00 0,33
29 500000 1,00 0,20
30 500000 1,00 0,20
31 500000 1,00 0,20
32 500000 1,00 0,20
33 500000 1,00 0,20
34 500000 1,00 0,20
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V nasem eksperimentalnem nacrtu so bili vsi eksperimenti izvedeni v dveh paralelkah, z
izjemo srediS¢nega eksperimenta, ki je v Sestih paralelkah.

Za poskus smo uporabili gojis¢e Os, kateremu smo dodali ustrezni volumen glukoze, ki je
bila pripravljena kot zalozna raztopina s koncentracijo 200 g/l. Celice smo pripravili na enak
nacin, opisan v poglavju 3.3.2, le da smo volumen celi¢ne kulture prilagajali zahtevani
koncentraciji celic, v skladu s preglednico 5. Celi¢no kulturo, z ustrezno koncentracijo celic
in glukoze, smo nato nanesli na prazne mikrotitrske plosc¢ice. Sledil je dodatek barvila MB
v ustreznem volumnu in pricetek inkubacije. Vsak poskus (1 — 34) je bil izveden na svoji
mikrotitrski plos¢ici (ima 96 luknjic z enakimi pogoji), tako da so pridobljeni rezultati
absorbanc, prikazani v preglednici 5, povprecje 96-ih meritev.

3.3.4 Pregled fenotipskih lastnosti Stirih razli¢nih celi¢nih linij

Namen poskusa je bil potrditev druge in tretje hipoteze. Zeleli smo:

e Dolociti ¢as prezivetja izbranih celi¢nih linij v osiromasSenem gojiscu Os

e Dolociti rastno krivuljo in trend porabe substratov

e Ugotoviti povezavo med koncentracijo substratov v gojiscu in fenotipskimi
lastnostmi na mikromrezah PM-M1, ki vsebujejo razlicne vire ogljika in energije

Izbrali smo $tiri, po produktu razli¢ne celi¢ne linije CHO (A — D), ki smo jih odmrznili v
koncentracije glutamina in glukoze, medtem ko je bila njuna koncentracija v gojis¢u za
celi¢no linijo D prepolovljena. Potek poskusa je razviden s slike 9.

Celi¢ne linije smo odmrznili na enak na¢in — po postopku direktnega odmrzovanja (poglavje
3.3.1). Gojenje je potekalo v inkubatorju na 36,5 °C, 10 % CO2 in 200 rpm za vse celi¢ne
linije, razen za linijo D, ki smo jo stresali na 120 rpm. Po treh dneh gojenja smo precepili
celice v 250 ml sveZega rastnega gojisca (SF1000), s koncentracijo 2-10° celic/ml in tako
zaceli z bioprocesom.

Od zacetka bioprocesa smo spremljali koncentracijo in delez zivih celic, merili pa smo tudi
koncentracije substratov, predvsem glutamina in glukoze. Na dan 4 smo zaceli proucevati
tudi fenotipske lastnosti na mikromrezah PM-M1, ki vsebujejo razli¢ne vire ogljika in
energije. Izvajanje poskusov na mikromreZah je bilo pred dnevom 4 nesmiselno, saj je bila
zaGetna koncentracija celic 2-10%/ml. To pomeni, da morajo celice doseéi vsaj celi¢no
gostoto 6,5-10° celic/ml, &e jih Zelimo prenesti na mikromreze brez dodatnega
koncentriranja. Ker so imele celice do dneva 4 na voljo tudi Se vse klju¢ne substrate, smo z
analizo fenotipa priceli Sele na dan 4 pri celi¢nih linijah A, B in C, pri celi¢ni liniji D pa Ze
na dan 3, saj je rastno gojisce vsebovalo polovi¢ne vrednosti glutamina.

30



Ladinek S. Uporaba fenotipskih mikromrez za izboljSanje rasti in produktivnosti celi¢nih linij CHO.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

Tretji dan bioprocesa smo uporabili eno izmed paralelk za dolocanje Casa prezivetja celic v
gojis¢u Os. S tem poskusom smo dolocili optimalen ¢as pred inkubacije — to je ¢as, od
nacepitve celi¢ne kulture na mikromreze, do dodatka barvila. Celice smo pripravili na enak
nacin, kot za nacepitev na fenotipske mikromreze (poglavje 3.3.2). Nacepili smo jih na
konéno koncentracijo 6,5-10° celic/ml v 125 ml gojiséa Os. V ¢asovnem intervalu 1 ure smo
na napravi Vi-Cell XR® merili delez zivih celic, dokler le-ta ni zacel upadati.

Celice smo za nacepitev pripravili po ze ustaljenem postopku (poglavje 3.3.2), nato pa jih
nacepili na dve paralelni mikromrezi PM-M1. Po §tirih urah pred inkubacije smo dodali
barvilo MB in zaceli izvajati meritve na napravi OmniLog. Proucevanje fenotipskih lastnosti
je potekalo od dneva 4 naprej, dokler ni delez zivih celic padel pod 75 %.
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} Inkubacija 3 dni, 36,5 °C, 10'% COy, 200 rpim

Meritev koncentracije in deleia ivih celic
P1D3

Meritew koncentracije in deleia fivih celic na napravi
vicell

Meritev koncentracije substratov na napravi
BioProfile 400

Priprava celic za nacepitey na PM-M1
{poglavie 3.3.2)

Nacepitev celiéne suspenzije na dve paralelki
mikramrede PM-M1, ki vsebuje razlitne vire ogljika
in duika

Izvedha meritey na napravi Omnilog

l_

Slika 9: Shema pregleda fenotipskih lastnosti razli¢nih celi¢nih linij

Tretji dan
bioprocesa

Inkubacija
36,5 °C, 10 % COy, 200 rpm

Ponavljanje postopka
vsak dan, do padca

r viabilnosti celiéne
kulture pod 75 %
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3.3.5 Sprememba rastnega gojiS¢a na podlagi rezultatov

Na podlagi rezultatov fenotipskih mikromrez, smo spremenili rastno gojis¢e celi¢ne linije
A. Namen poskusa je bil potrditi zadnjo hipotezo - ugotoviti ali je tehnologija fenotipskih
mikromrez primerno orodje za razvoj bioprocesov, natancneje za razvoj gojisc.

Glede na rastne lastnosti vseh Stirih celicnih linij, smo se odlocili za celi¢no linijo A
(poglavje 4.7). S spremembo rastnega gojisc¢a smo zeleli:

e Izboljsati rast celi¢ne linije
e Podaljsati bioproces
e Povecati produktivnost bioprocesa

Sprememba rastnega gojis¢a je potekala na podlagi rezultatov, opisanih v poglavju 4.3.
Poskus smo razdelili na ve¢ sklopov, v vsakem smo dodali drug substrat. Kot negativno
kontrolo smo uporabili specificno rastno gojisée celi¢ne linije A, v katerem sta glavna vira
ogljika in duSika glukoza in glutamin. Rezultati tega poskusa so nam sluzili kot referen¢ne
vrednosti. Potek poskusa je razviden s slike 10.

Vsak dan bioprocesa smo dolocali koncentracijo in delez zivih celic s pomocjo naprave Vi-
Cell® XR. Koncentracije substratov in metabolitov smo merili s pomocjo naprave
Bioprofile 400 in encimskih Kkitov, proizvajalca Megazyme. Koncentracijo monoklonskih
protiteles smo merili s pomo¢jo afinitetne kromatografije. Analitske metode so opisane v
poglavju 3.3.6.

a) Uporaba alternativnih sladkorjev

Kot glavni sladkor celi¢na linija A uporablja glukozo. Zanimalo nas je, ali lahko dodatek
galaktoze ali manoze v rastno gojiS€e izboljSa rast celicne linije, podaljSa bioproces ali
poveca sintezo produkta. V specificno rastno gojisce smo dodali manozo ali galaktozo, njuna
koncentracija je predstavljala 50 % koncentracije glukoze.

Zanimalo nas je tudi ali v prisotnosti alternativnih virov ogljika celi¢na linija A preferenc¢no
izrablja glukozo. Rastno gojis¢e smo modificirali tako, da smo koncentracijo glukoze
prepolovili in dodali galaktozo ali manozo. Razmerje med glukozo in alternativnim
sladkorjem je bilo 1:1. Povzetek poskusov je razviden iz preglednice 6.

b) Uporaba nukleozidov

Rezultati na fenotipskih mikromreZzah so kazali sposobnost izkoris¢anja adenozina in inozina
na vseh celi¢nih linijah, zato smo se odlo¢ili, da bomo preverili vpliv teh nukleozidov na rast
in produkcijske lastnosti celi¢ne linije A.

Ker so poznani citotoksi¢ni in citostati¢ni u€inki nukleozidov, smo ju na zaetku dodali v
koncentraciji 1 g/l, ze po enem dnevu eksperimenta pa smo ugotovili, da je bila izbrana
koncentracija previsoka. Poskus smo tako ponovili in uporabili $e koncentraciji 0,5 in 0,1
o/l. Povzetek poskusov je razviden iz preglednice 6.
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¢) Uporaba piruvata in sukcinamidne kisline

Iz analize fenotipa celi¢ne linije A je bilo opaziti, da se ob pomanjkanju glutamina v rastnem
gojis¢u poveca sposobnost izkoriS¢anja piruvata in sukcinamidne kisline. Izvedli smo
poskus, pri katerem smo omenjena substrata dodali lo¢eno v gojis€e Ze na zacetku, v
koncentraciji 50 % koncentracije glukoze.

Preglednica 6: Povzetek bioprocesov s spremembami rastnega gojisca

Sklo Oznaka Dodan
P Modifikacija gojista
poskusov [poskusa| substrat
Neaati
egativna 0 ) ]
kontrola
> £1 Galaktoza K osnovnemu gojis¢u dodana g_alaktoza %
= koncentraciji 50 % koncentracije glukoze
% Koncentracija glukoze v osnovnem gojiscu je
= E2 Galaktoza |razpolovljena, dodana galaktoza. Razmerje
'z glukoze in galaktoze je 1:1
> e~
= E3 Manoza K osnovnemu gojiscu dodana manoza v
2 koncentraciji 50 % koncentracije glukoze
g Koncentracija glukoze v osnovnem gojiscu je
= E4 Manoza razpolovljena, dodana manoza. Razmerje glukoze
< in manoze je 1:1
E5 Adenozin | Koncentracija adenozina 1 g/l
5 E6 Adenozin | Koncentracija adenozina 0,5 g/l
S N E7 Adenozin | Koncentracija adenozina 0,1 g/l
3 <~ ES8 Inozin Koncentracija inozina 1 g/l
oS - —
c E9 Inozin Koncentracija inozina 0,5 g/l
E10 Inozin Koncentracija inozina 0,1 g/l
U_poraba E11 Piruvat K osnovner_r_l_u g0jis¢u dodan p%l_‘uvat v
piruvata koncentraciji 50 % koncentracije glukoze.
Uporaba . . . . .
P . Sukcinamidna | K osnovnemu gojis¢u dodana sukcinamidna
sukcinamidne| E12 - . .
Kisline Kislina kislina v koncentraciji 50 % koncentracije glukoze
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ZACETEK BIOPROCESOV
—>

Odmrzovanje
P1 DO
\ 4 \ 4 \ 4
Precepitev v SF1000 Precepitev v SF1000 Precepitev v SF1000
konéna koncentracija 2 x 10° celic/ml konéna koncentracija 2 x 10° celic/ml konéna koncentracija 2 x 10° celic/ml
P2D0 P2D0 P2D0

Negativna kontrola

Uporaba alternativnih
sladkorjev

Uporaba nukleozidov

Uporaba piruvata in

sukcinamidne kisline

\4 \4
Adenozin Inozin
ES, E6, E7 E8, E9, E10

\ 4 \ 4
. Sukcinamidna
Piruvat "
E11 kislina
E12

Slika 10: Shema spremembe rastnega gojis¢a
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3.3.6 Analitske metode

3.3.6.1 Dolocanje fenotipskih lastnostih s pomo¢jo mikromrez in naprave Omnil.og

Fenotipske lastnosti celi¢nih linij smo merili s pomocjo fenotipskih mikromrez, opisanih v
poglavju 2.3.4. Metoda temelji na zaznavanju metabolne aktivnosti preko kolorimetri¢nih
reakcij. Celi¢ni kulturi, naneSeni na mikromreze, dodamo reagent, ki vsebuje mesSanico
tetrazolijevih soli. V primeru, da je v posamezni vdolbinici na voljo substrat, katerega lahko
celica uporablja, le-tega oksidira, pri tem pa nastane reduciran nikotinamid adenin
dinukleotid (NADH). Slednji reagira z barvilom — oksidira tetrazolijeve soli v vijoli¢en
formazan, katerega zazna naprava OmniLog z merjenjem absorbance pri 590 nm (Biolog
Inc., 2007b). Reakcija je prikazana na sliki 11.

R‘N\/ \7/R Redukcija ) \>/R

Tetrazolij Formazan

Slika 11: Redukcija tetrazolijevih soli

Kolorimetri¢ne meritve smo izvedli na napravi OmniLog. Naprava se upravlja preko
zunanjega raCunalnika s pomocjo programa OmniLog Data Collection. Mikromreze z
naneseno celi¢no kulturo in dodanim barvilom smo vstavili v posebne nosilce za mikromreze
(slika 12), temperaturo inkubacijske komore pa smo nastavili na 36,5 °C. Naprava je v
¢asovnem intervalu 15 min s pomocjo dveh opti¢nih kamer od¢itavala absorbanco pri 590
nm. Koncentracija nastalega formazana je linearna s koli¢ino nastalega NADH (Biolog Inc.,

I Nosilec za mikrotitrske ploséice

Inkubator Omnilog

Zunanji
racunalnik

Slika 12: Sistem Omnilog (Biolog Inc., 2014: 5)
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3.3.6.2 Doloc¢anje koncentracije in deleza zivih celic

Koncentracijo in delez zivih celic smo merili s pomocjo naprave Vi-Cell® XR, proizvajalca
Beckaman Counter. Metoda temelji na barvanju celic z barvilom tripan modro, v razmerju
1:1. Barvilo prodre skozi celi¢cno membrano mrtvih celic, ki se tako obarvajo modro, medtem
ko zive celice ostanejo neobarvane. Barvilo locuje le med mrtvimi in zivimi celicami, ne
lo¢uje pa apoptoti¢nih in nekroti¢nih celic (Beckman Coulter Inc., 2014).

3.3.6.3 Doloc¢anje koncentracije osnovnih virov ogljika in dusika

Koncentracijo osnovnih virov ogljika in dusika smo merili s pomoc¢jo naprave Bioprofile
400, proizvajalca Nova Biomedical. Naprava meri substrate in metabolite s pomocjo
encimskih biosenzorjev. Pri tem se uporabljajo polimerne membrane, na katere so
imobilizirani encimi. Le-ti katalizirajo oksidacijo substratov (glukoza, laktat, glutamin,
glutamat), pri ¢emer nastaja vodikov peroksid. Koncentracije natrijevega, kalijevega in
amonijevega iona so merjene preko ionsko selektivnih elektrod (ISE), katere merijo ionsko
aktivnost. Ko so elektrode v stiku z vzorcem, se razvije elektri¢ni potencial. Slednji je

proporcionalen logaritmu ionske aktivnosti in je merjen glede na referenéno elektrodo (Nova
Biomedical, 2002).

3.3.6.4 Doloc¢anje koncentracije galaktoze, manoze in piruvata

Za dolo¢anje koncentracije galaktoze, manoze in piruvata v nasih poskusih smo uporabili
hitere teste proizvajalca Megazyme. Kiti temeljijo na uporabi razlicnih encimov, ki
pretvorijo izbrani substrat v lazje merljivo obliko (B-D-galaktoza, glukoza-6-fosfat) ter
dodatku oksidanta NAD*. Slednji se reducira v NADH, njegova koncentracija pa je
izmerjena s pomoc¢jo absorbance pri 340 nm. Koncentracija NADH je stehiometri¢na s
koli¢ino galaktoze, manoze ali piruvata v vzorcu (Megazyme, 2013a, 2013b, 2013c).

Za dolocanje koncentracije galaktoze smo uporabili encimski kit za merjenje koncentracije
laktoze in galaktoze (Lactose & D-Galactose Rapid Assay, kataloska Stevilka K-LACGAR)
(Megazyme, 2013a). Za dolo¢anje koncentracije manoze smo uporabili encimski test, ki
meri D-manozo, D-fruktozo in D-glukozo (kataloska Stevilka K-MANGL), proizvajalca
Megazyme (Megazyme, 2013b). Za dolocanje koncentracije piruvata v nasih poskusih, smo
uporabili encimski test za merjenje piruvata (kataloska Stevilka K-PYRUV), proizvajalca
Megazyme (Megazyme, 2013c).

3.3.6.5 Doloc¢anje koncentracije monoklonskih protiteles

Koncentracijo monoklonskih protiteles smo merili s pomoc¢jo visokotlacne tekocinske
kromatografije z visoke lo¢ljivosti (HPLC). Metoda temelji na afinitetni kromatografiji, kjer
je protein A kovalentno vezan na povrsino stacionarne faze. Nanj se vezejo monoklonska
protitelesa z regijo Fc, stabilnost povezave pa je odvisna od pH vrednosti okolja. Mobilno
fazo tako predstavlja pufer, katerega gradient teCe od pH 7,5 (vzpostavitev povezave med
monoklonskim protitelesom in proteinom A) do pH 2, kjer se povezava porusi in se produkt
izpira iz kolone. Pri tem je njegova koncentracija izmerjena preko UV detektorja.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

Glavni cilj magistrske naloge je bil preveriti uporabnost fenotipskih mikromrez za
proudevanje metabolizma celi¢nih linij CHO. Ce smo Zeleli dose¢i ta cilj, smo morali najpre;
optimizirati inkubacijske pogoje in sestaviti protokol, ki bo omogocal primerjavo razlicnih
celi¢nih linij. Sledilo je prouc¢evanje metabolizma in primerjava Stirih razlicnih celi¢nih linij
CHO. Na podlagi pridobljenih rezultatov smo nato spremenili rastna gojis¢a in preverili
vpliv alternativnih substratov na rast in produkcijo celi¢ne linije A.

Prvi korak pri razvoju sploSnega protokola, potrebnega za potrditev prve hipoteze, je bila
dolocitev optimalne koncentracije celic na mikromrezah in razmerje med volumnom celi¢ne
kulture ter barvila MB.

Rezultati absorbanc, prikazanih v preglednici 7, so povpre¢ne vrednosti 96-ih meritev.
Rezultate smo prenesli v program Design Expert, ki nam je izracunal ustrezni statisti¢ni
model za optimizacijo parametrov. Slike ki sledijo, so izvzete iz omenjenega racunalniskega
programa.

Ce zelimo opisati povezave med izbranimi parametri (A — koncentracija CHO celic, B —
koncentracija glukoze, C — razmerje prostornin celi¢ne kulture in barvila) ter odzivi sistema
na njihove vrednosti (absorbanca ob ¢asu 0 h, 4 h, 8 h in 12 h), potrebujemo matemati¢no
povezavo, Ki ji pravimo model. Modelne funkcije, pridobljene z metodologijo nacrtovanja
poskusov, so polinomi razli¢nih stopenj, pri katerih je le-ta odvisna od koli¢ine parametrov,
s katerimi operiramo in kompleksnostjo njihovega vpliva na sistemski odziv (Zupan, 2009).
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4.1 OPTIMIZACIA INKUBACHNSKIH POGOJEV

Preglednica 7: Seznam nastavitev parametrov in njihovi rezultati

Seznam nastavitev poskusa Odzivi na nastavitve poskusa
© = © heo] Q Q

%% £3 gy | §e2 | ES g5 g5 c £
& S S = e < T 2 5 5 3 2
gz | g= | &f ° | % < ="

1 200000 0,30 0,17 55 89 110 120
2 200000 0,30 0,17 52 102 116 136
3 800000 0,30 0,17 112 286 313 325
4 800000 0,30 0,17 117 284 316 325
5 200000 1,70 0,17 70 111 138 149
6 200000 1,70 0,17 55 99 122 131
7 800000 1,70 0,17 114 289 321 329
8 800000 1,70 0,17 115 288 317 323
9 200000 0,30 0,3 90 192 215 221
10 200000 0,30 0,3 85 178 203 213
11 800000 0,30 0,3 150 332 346 349
12 800000 0,30 0,3 144 335 347 350
13 200000 1,70 0,3 80 178 203 216
14 200000 1,70 0,3 80 181 206 223
15 800000 1,70 0,3 139 338 349 352
16 800000 1,70 0,3 123 341 352 352
17 105179 1,00 0,2 62 88 100 97
18 105179 1,00 0,2 62 78 99 104
19 894821 1,00 0,2 154 332 345 350
20 894821 1,00 0,2 149 333 347 350
21 500000 0,08 0,2 81 215 261 273
22 500000 0,08 0,2 91 209 256 270
23 500000 1,92 0,2 88 253 294 305
24 500000 1,92 0,2 95 251 290 303
25 500000 1,00 0,17 80 186 225 234
26 500000 1,00 0,17 70 224 265 276
27 500000 1,00 0,33 76 283 326 337
28 500000 1,00 0,33 106 314 337 342
29 500000 1,00 0,2 104 256 290 300
30 500000 1,00 0,2 105 245 286 298
31 500000 1,00 0,2 95 253 288 300
32 500000 1,00 0,2 97 247 286 298
33 500000 1,00 0,2 93 240 288 295
34 500000 1,00 0,2 88 240 291 297
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Vzpostavitev statisticnega modela z uporabo programske opreme Design Expert, poteka po
veé stopnjah (Stat-Ease, 2001):

a) Izbira statisti¢no ustreznega modela

V prvi stopnji se izbere statisti¢no ustrezen model, kar je prikazano na sliki 13. Programska
oprema ponuja §tiri moznosti: linearni model, polinomski model prve stopnje, kvadratni in
kubi¢ni model. Izbira modela se izvede samodejno glede na analizo prilagajanja
eksperimentalnih vrednosti odziva s predlaganim modelom, kar je izrazeno z vrednostjo
faktorja determiniranosti (R?). Pri metodologiji nacrtovanja poskusov se uporabljata dve
obliki faktorja determiniranosti: prilagojena vrednost, ang. adjusted value (Adj R?) in
napovedna vrednost, ang. predicted value (Pred R?). Prilagojena vrednost je izra¢unana
vrednost faktorja, kjer se upoStevajo samo signifikantni parametri in njihove interakcije. To
pomeni, da je zato njegova vrednost veCinoma nizja od originalne vrednosti faktorja
determiniranosti (R?), kateri uposteva vse spremenljivke in njihove interakcije, tudi ¢e
nekatere od teh statisti¢no ne vplivajo na analiziran odziv (Stat-Ease, 2001).

Response 1 Minimalni od Transform: None

= WARNING: The Cubic Model and higher are Aliased! ==

Summary (detailed tables shown below)

Sequential Lack of Fit Adjusted Predicted

Source p-value p-value R-Squared R-Squared

Linear = 0.0001 0.0017 0.8316 0.8009

2FI 0.3799 0.0011 0.8327 0.8008
Quadratic = 0.0001 0.4185 0.9272 0.2874 Suggested
Cubic 0.4185 0.9280 0.8550 Aliased

Slika 13: Analiza minimalnega odziva — povzetek

Napovedni faktor determiniranosti nam poda oceno, kako dobro bi se model odrezal pri
napovedi novih eksperimentalnih vrednosti, ki se lahko pridobijo pri Se neraziskanih
kombinacijah parametrov. Tako prilagojen kot napovedni faktor determiniranosti naj bi imel

vrednost ¢im bolj blizu 1 in razlika med obema naj bi znasala manj kot 0,2 enot (Stat-Ease,
2001).

Pri izbiri modela se uporabljata Se dva dodatna kriterija: p-vrednost modela (vrednost testa
hipotez, s katero ocenimo statisti¢no signifikantnost modela) in p-vrednost prilagajanja
modela na eksperimentalne vrednosti (ang. lack of fit p-value). Obe vrednosti temeljita na
testu hipotez, kjer glavna hipoteza trdi, da model ni statisticno signifikanten za raziskan
odziv sistema, alternativna hipoteza pa trdi, da model je statisticno signifikanten za raziskan
odziv sistema. Kadar je p-vrednost ve¢ja od 0,1 obvelja glavna hipoteza, ¢e pa je vrednost
niZja ali enaka 0,1 pa obvelja alternativna hipoteza. To pomeni, da je model statisticno
znacilen za raziskan odziv (Stat-Ease, 2001).

Poleg faktorja determiniranosti programska oprema $e dodatno izrauna vrednost, ki
ocenjuje prilagajanje modela na eksperimentalne vrednosti, to je p-vrednost prilagajanja
(ang. lack of fit). Ta se izraCuna preko centralnih tock eksperimentalnega nacrta, katere so
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pogosto 3 oz. ¢im vec. Z vrednostjo prilagajanja se oceni ali srednja vrednost teh centralnih
totk sovpada z modelom ali pa je ve¢ja oz. manjsa od izra¢unane vrednosti iz modela. Ce se
vrednost ne sklada z modelom je mozno, da je sistemski odziv bolj kompleksen in je
potrebno uporabiti bolj napredne eksperimentalne nacrte, kot so naérti odzivnih povrsin
(ang. response surface designs) (Stat-Ease, 2001).

S slike 13 je razvidno, da je predlagani model za odziv 1 kvadratne oblike. Sam model je
znacilen in se zelo dobro prilagaja eksperimentalnim vrednostim.

Naslednja stopnja vzpostavitve modela je ocenjevanje ustreznosti modela in doloCitev
enacbe,s pomoc¢jo ANOVA testa. Gre za analizo variance, pri kateri primerjamo razli¢ne
vrste varianc med sabo. Osnovna je primerjava med varianco vseh posameznih meritev (ang.
pure error) in varianco napovedi modela (ang. lack of fit). Pri tem gre predvsem za vpraSanje,
ali imata obe skupini podatkov v statisti¢cnem smislu enaka standardna odmika ali ne. Pri
analizi predstavljenega primera so se upoStevale samo spremenljivke, ki vplivajo na odziv,
preostale so se odstranile. Programska oprema omogoca definiranje meje sprejemljivosti za
spremenljivke ki se naj vklju¢ijo v model (v prikazanem primeru vse ki imajo p-vrednost
manjSo ali enako 0,1). Pomembna nastavitev je tudi upoStevanje hierarhi¢nosti modela. To
pomeni, da ¢e imamo interakcijo A x B, ki vpliva na odziv, sama spremenljivka A pa ne,
vseeno obdrzimo Clen A v enacbi, da zagotovimo smiseln model (Stat-Ease, 2001).

Response 1 Minimalni odziv

Backward Elimination Regression with Alpha to Exit = 0.100

Forced Terms Intercept

Coefficient t for Ho
Removed Estimate Coeff=0 Prob>|t] R-Squared MSE
B-Koncentracia glukoze 0.99% 057 0.572% 0.9454 56.37
AL -1.84 -0.88 0.512% 0.9454 55.15
B2 -2.M -0.96 0.3457 0.8435 5489
AB -2.19 -1.18 0.2483 0.5406 55.76

Hierarchical Terms Added after Backward Elimination Regression

B-Koncentracija glukoze

ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob=>F
Model 24727.76 [ 4121.25% 7215 < 0.0001 significant
A-Koncentraciiz celic 20320.48 1 2032046 355.74 = 0.0001
B-Koncentracija glukoze 16.93 1 18.93 033 0.5696
C-Razmerje prostornin 2309.30 1 2308.30 40.43 = 0.0001
BC 32461 1 324.61 5.68 0.0244
AZ 861.51 1 861.51 15.08 0.0006
c2 1281.20 1 1281.20 2243 = 0.0001
Residual 154227 27 5712
Lack of Fit 452.77 g 56.60 0.99 0.4758 not significant
Pure Error 1089.50 19 57.34
Cor Total 26270.03 33

Slika 14: Ocenjevanje ustreznosti modela
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S slike 14 je razvidno, da koncentracija glukoze v gojis¢u nima vpliva na viSino absorbance
ob &asu 0 h. Prav tako nimajo vpliva interakcije A x B, A x C in &len B2, Clen B, ki ne vpliva
na odziv se je obdrzal zaradi hierarhi¢nosti statisticnega modela, saj nastopa v interakciji B
x C in kot &len B2

Interpretacija vpliva posameznih ¢lenov enacbe izhaja iz F- in p- vrednosti. F-vrednost je
rezultat F-testa, s katerim primerjamo varianco modela in varianco meritev. Za potrditev
ustreznosti modela mora biti izra¢unana vrednost manjsa od tabelari¢ne vrednosti. Preko F—
vrednosti je mozno podati tudi p-vrednost, ki bi naj bila manjsa ali enaka 0,1 za parametre,
ki vplivajo na odziv (Stat-Ease, 2001). S slike 15 je razvidno, da je statisti¢éni model znacilen
in da obstaja samo 0,01 % verjetnost, da je ta vrednost posledica Suma.

Std. Dev. 7.56 R-Squared 0.9413
IMean 096.35 Adj R-Sguared 0.9282
C.W. %o 7.84 Pred R-Sguare 0.85985
PRESS 288527 Adeq Precisior 27473

Slika 15: Vrednotenje kakovosti modela za minimalni odziv

V prikazanem primeru so ¢leni A, B, C, B x C, A%in C? vkljuceni v statistiCen model. Cleni
A x B, A x C in B? pa niso del enacbe, ker nimajo vpliva na odziv. Omeniti velja, da p-
vrednost manj$a ali enaka 0,1 ne nakazuje kako moc¢no vpliva posamezni parameter, temvec
samo ali vpliva na odziv ali pa ne (Stat-Ease, 2001).

Vrednost prilagajanja prikazanega modela je 0,99, kar kaze, da varianca napovedi modela ni
signifikantno drugacna od variance posameznih meritev. Verjetnost, da je vrednost
prilagajanja posledica Suma je 47,59 %. Varianca napovedi modela mora biti ¢im niZja, da
model lahko ¢im bolje opisuje eksperimentalne vrednosti (Stat-Ease, 2001).

Na sliki 15 je prikazan povzetek statisticnega ovrednotenja modela. Prilagojen koeficient
determiniranosti na osnovi eksperimentalnih podatkov (Adj R?) je 0,9282, medtem ko je
vrednost napovednega koeficienta determiniranosti (Pred R?) 0,8985. Njuna razlika je
manjS$a kot s strani programske opreme predlaganih 0,2 (Stat-Ease, 2001).

Statisti¢ni pojem Adeq Precision — "Primerna natanc¢nost" meri razmerje med signalom in
Sumom. Zazeleno je razmerje visje od 4, vrednost predstavljenega modela pa je 27,473, kar

kaze na majhen Sum oz. majhno variabilnost v eksperimentalnih vrednostih (Stat-Ease,
2001).

Na osnovi povzetka je razvidno, da je statisticni model veljaven za opis odvisnosti odziva 1
od treh navedenih parametrov. Prav tako se ga lahko uporabi za optimizacijo sistema.
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Final Equation in Terms of Coded Factors: K(_)ncna enacba r_no_dela v zakodirani obliki Je
prikazana na sliki 16. Programska oprema
Minimalni odziy < omogoca prikaz enacbe v kodirani in nekodirani
Minimalni odziv = et . ] ] . ) T
\o3.46 obliki. Razlika je v tem, da se pri kodirani obliki
N kot vrednosti parametrov (A, B in C) morajo
n.aa : vstavljati vrednosti (-1 — spodnji nivo, 0 —
+ - * - - - - - - - -
s e srednji nivo in +1 — zgornji nivo). Pri nekodirani
+ - * oy . . v IR . .
obliki pa je mozZno vstaviti izmerjene vrednosti
564 *B*C .
parametrov, npr. 0,3 g/l glukoze kot spodnji

830 *A2 . . . o -
) i nivo. Kodirana oblika enacbe ima prav tako
e e posebno znacilnost - iz koeficientov pred

Slika 16: Enacba modela za minimalni odziv. ~ posami¢nimi ¢leni enacbe je mozno oceniti

kateri ¢len ima najvecji vpliv na odziv. S slike 16

je razvidno, da ima najvec¢ji pozitivni vpliv na odziv 1 ¢len C, s koeficientom 43,73. Najvec;ji
negativen vpliv na odziv 1 pa ima &len C? (Stat-Ease, 2001).

Naslednja stopnja v procesu vzpostavitve modela je graficna analiza razmerja med
eksperimentalnimi in izraCunanimi vrednostmi. Pogosto je kakS$na meritev napacna in se
obcasno lahko definira kot ubeznik in se tudi potem odstrani iz izracunov za vzpostavitev
modela (Stat-Ease, 2001).

Na sliki 17 je prikazana primerjava med to¢kami, ki jih je izracunal predlagani model (ang.
predicted values) in eksperimentalnimi vrednostmi (ang. actual values). Ce je
eksperimentalna vrednost enaka izracunani vrednosti, bi to¢ka prikazana na sliki 17, morala
lezati na diagonali grafa. Odmiki od diagonale nakazujejo, da model podcenjuje ali pa
precenjuje realne vrednosti sistemskega odziva (Stat-Ease, 2001). V prikazanem primeru so
vse tocke dokaj blizu diagonale, kar pomeni, da model ustrezno izra¢una vrednosti odziva
in so te primerljive z eksperimentalno izmerjenimi vrednostmi.

Design-Expert® Software

Minimalni odziv Predicted VS. ACtuaI
Color points by value of 160.00 —| P
Koncentracija celic:
800000
:[.] [ ]
200000 140.00 —|
= =
12000 —| D:I
k=l ‘m
L
5]
5 100.00 —
(8 -
ol == E‘:ﬁh 0y
=®
80.00 —{ g
= /fﬁ
.m
6000 —| = -
40.00 — ﬁ

40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00 160.00

A ~tiial

Slika 17: Odnos med eksperimentalnimi vrednostimi (“Actual”) in izra¢unanimi s pomo¢jo modela
(“Predicted”)
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Zadnja stopnja pri vzpostavitvi modela je interpretacija modela (Stat-Ease, 2001). S slike 18
je razvidna povezava med koncentracijo celic (A), razmerjem prostornine med celi¢no
kulturo ter barvilom (C) in dosezeno vrednostjo absorbance ob ¢asu 0 h. Vrednost ¢lena B
je fiksirana na 1 g/l glukoze. NajniZja absorbanca ob ¢asu 0 h se pojavi ob nizki koncentraciji
celic in nizkem razmerju prostornin. Barvna paleta na grafu predstavlja vrednosti odziva,
kjer svetlejSa barva prikazuje visoko vrednost odziva, temnejSa barva pa nizko vrednost
odziva. S poveéevanjem obeh parametrov se absorbanca nelinearno povecéuje. S slike lahko
razberemo, da za Cim vi§je razmerje med maksimalnim in minimalnim odzivom
potrebujemo ¢im ve€ celic in ¢im manj barvila.

Analiza rezultatov, vzpostavljanje modelov in njihovo vrednotenje, je za vse §tiri odzive
potekalo na enak nacin. Pri vseh odzivih je bil vzpostavljen kvadratni model.

Razmerje: maksimalni/minimalni odziv

0.30

0.25

0.20

Razmerje:
volumen barvila/volumen celic¢ne kulture

0.15

0.10
200000 300000 400000 500000 600000 700000 800000

Koncentracija Zivih celic [celic/ml]

Slika 18: Povezava med koncentracijo celic, razmerjem volumnov celi¢ne kulture in barvila ter
minimalnim odzivom ob casu 0.

b) Optimizacija parametrov

Na podlagi rezultatov naSega eksperimenta smo ugotovili, da je koncentracija celic pod
300000 celic/ml neustrezna, saj je absorbanca prenizka in jo je tezko lociti od Suma barvila.
Prav tako smo ugotovili, da se Sum barvila povecuje, ¢e le-to dodano v visji koncentraciji.
Pri dolo¢evanju sistemskega odziva smo tako dolo¢ili, da zelimo ¢im niZjo absorbanco ob
zacetku eksperimenta in ¢im visjo absorbanco po 12 urah inkubacije. Kot vmesni to¢ki smo
dolo¢ili absorbanco po 4 urah in 8 urah, s katerima smo Zeleli ¢im bolj linealizirati krivuljo
odziva. Zazeleno je, da je absorbanca ¢im dlje ¢asa v linearnem obmocju krivulje, saj bi s
tem lahko kvantitativno dolocali sposobnost porabe razli¢nih substratov na fenotipskih
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mikromrezah. Zazeljena krivulja je prikazana na sliki 19, krivulja D. Ker je povezava med
koncentracijo tvorjenega NADH-ja in absorbanco linearna le do vrednosti 200, je taksno
krivuljo tezko doseci. Na sliki 19

so prikazane tudi krivulje (A, B, C), ki smo jih pridobili z nasimi poskusi. Krivulja A
predstavlja poskus 1, kjer smo na mikrotitrske ploSCice nanesli kulturo z najnizjo

ev e

v

slike je razvidno, da je odziv prehiter, saj preseze obmocje linearnosti ze v 1 uri. Krivulja B
predstavlja rezultate poskusa 23, v katerem smo uporabili sredinske nastavitve parametrov.

400

350 —0—— J

300 —Q

250

200

Absorbanca

150

100 //

50

_ 6 8 10 12
Cas [h]

o
N
S

——A —0—B —8—C D
Slika 19: Krivulje sistemskih odzivov (A,B,C) in zaZelena krivulja (D)

Programska oprema nam omogoca, da dolo¢imo mejne vrednosti nasih parametrov in
vrednosti, ki jih zelimo doseéi pri sistemskemu odzivu. Na sliki 20 so tako prikazane
vrednosti, ki smo si jih za tar¢ni odziv izbrali mi. Kot tar¢ni odziv smo izbrali razmerje med
maksimalnim in minimalnim odzivom, za katerega zelimo, da je ¢im visje. Zazelen sistemski
odziv prikazuje krivulja D na sliki 19.
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Zahteve
Spodnja Zgornja
Parameter Cilj meja meja
ANCD is in range 200000 800000
B:Glc is in range 0.3 17
C:dye/culture r is in range 0.1 0.3
Ratio max/min maximize 1.56452 437662
Rezultati
Koncentracija Volumen barvila / Maksimalen /
Stevilka VCD glukoze [a/l] celiéne kulture  minimalen odziv Zaieljenost
1 648070 042 0.11 44 1.000 Selected
2 643070 1.58 0.11 44 1.000
3 616280 1.41 0.10 46 1.000
4 663228 0.65 0.10 45 1.000
5 663228 1.35 0.10 46 1.000

S pomocjo vz

Slika 20: Predlagane resitve za doseg sistemskega odziva

postavljenih modelov je programska oprema prera¢unala katere so tiste

vrednosti arametrov A, B in C, ki nam omogocajo dosego Zelenega sistemske odziva. Kot je
razvidno s slike 20, nam program ponudi ve¢ reSitev.

Za nas sistem smo izbrali delni rezultat prve resitve, saj zaradi tehni¢nih omejitev ne
moremo doseci razmerja med barvilom in celi¢no kulturo.

Optimalni inkubacijski pogoji v OmniLog® sistemu so tako:

6,5-10° zivih celic/ml
koncentracija glukoze 0,42 g/l
razmerje med volumnom celi¢ne kulture in barvila MB pa 0,17, kar v praksi

pomeni mesanico 60 pl celiéne kulture/luknjico in 10 pul barvila
MB/luknjico
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4.2 CAS PREZIVETJA CELICNIH LINIJ V GOJISCU 0OS

100 , & 98— @ = -
- ~ ~
95 &

90
85
80
75
70
65
60
55
50

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Cas [ure]

Delez Zivih celic [%]

—@— Celi¢na linija A —@— Celicna linija B —®— Celi¢na linija C —@— Celi¢na linija D

Slika 21: Prezivetje razli¢nih celi¢nih linij v gojis¢u Os

Bistvo spiranja celic z osiromasenim gojis¢em, je odstranitev virov energije iz rastnega
gojisca. Odzivi na fenotipskih mikromrezah se tako pojavijo le pri tistih substratih, ki jih
celice lahko izrabljajo. Ce rastnega goji$¢a ne bi odstranili, bi zaradi prisotnosti glukoze
dobili mo¢ne odzive na vseh substratih. Prav tako bi dobili odzive tudi, ¢e bi dodali barvilo
takoj po nacepitvi, saj imajo celice Se vedno notranje rezerve energije.

Ker to gojis¢e nima virov ogljika in energije nas je zanimalo, koliko ¢asa so sposobne
razli¢ne celi¢ne linije preZiveti v takSnem gojiscu. Podatek je pomemben predvsem pri Casu
pred inkubacije — to je ¢asu od nanosa celi¢ne kulture na fenotipske mikromreze, do dodatka
barvila MB in odCitavanja absorbance. S poskusom smo tako Zeleli dolociti kaksen je
casovni okvir pred inkubacije, v katerem bodo celice porabile notranjo energijo, vendar bo
delez zivih celic Se vedno visok. Rezultati so prikazani na sliki 21. Opazimo lahko, da so se
med celi¢nimi linijami zacele pojavljati razlike ze po Stirih urah inkubacije. Najhitreje se je
zmanj$eval delez zivih celic pri celi¢ni liniji A, medtem ko je bila celi¢na linija C precej bolj
vzdrzljiva.

Na podlagi rezultatov na sliki 21, smo dolocili ¢as pred inkubacije v Os, ki je pri vseh
celi¢nih linijah 4 ure.

Uspelo nam je razviti splosen protokol (priloga A), ki omogoca analizo lastnosti razlicnih
celi¢nih linij CHO s tehnologijo fenotipskih mikromreZz. Protokol vkljucuje:

e odmrzovanje celi¢nih linij z direktno metodo (poglavje 3.3.1)
e namnozevanje celic (poglavje 3.3.1)
e priprava celic za fenotipsko analizo (poglavje 3.3.2)

Z razvojem sploSnega protokola smo potrdili prvo hipotezo.
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4.3 FENOTIPSKA ANALIZA CELICNE LINIJE A

S pomocjo splosnega protokola smo izvedli analizo fenotipskih lastnosti. Poglavja 4.3 do
4.7 se nanaSajo na preverjanje druge in tretje hipoteze.

Preglednica 8: Rezultati fenotipske analize celi¢ne linije A

Analiza koncentracije celic

ST |3F |2 | §

Dan |95 | 58 | £ | £E

LA

= A
0 0,22 | 0,22 | 99,0 / 100,0 | 0,0 | 100,0 | 0,0 9,3
1 0,46 | 0,46 | 99,7 | 22,6 | 76,0 3,7 96,5 0,0 16,7
2 1,12 | 1,12 | 99,6 | 18,7 | 66,1 6,2 90,9 8,8 28,5
3 289 | 288 | 994 | 176 | 476 | 225 | 853 | 11,3 | 39,8
4 6,39 | 6,37 | 99,7 | 21,0 | 399 | 186 | 79,1 | 13,6 | 50,6
5 1205|1201 | 996 | 26,2 | 256 | 26,0 | 71,2 | 19,2 | 63,3
6 | 1464|1456 | 994 | 864 | 156 | 21,1 | 60,4 | 195 | 64,2
7 11507 | 14,4 | 956 * 0,0 26,5 | 38,2 | 17,0 | 417
8 12,1 | 8,86 | 73,2 * 58 27,7 | 242 | 10,9 | 19,3
9 9,22 | 491 | 53,2 * 11,1 | 350 | 14,8 6,9 19,5

*podvojevalnega ¢asa ni bilo mogoce izracunati, saj celi¢na kultura preide v fazo odmiranja

Ker je sestava rastnih gojis¢ last farmacevtske druzbe Lek d.d. in je zato zaupne narave, v
magistrskem delu nisem navedla koncentracij glavnih virov ogljika in dusika, temvec¢ le
relativne deleze, preracunane glede na maksimalno koncentracijo substratov v gojiscu.
Koncentracija glutamina, glutamata in NHs" je bila merjena v mmol/l, zato so vse
koncentracije preratunane relativno na maksimalno koncentracijo glutamina, ki je
predstavljala 100 %. Glukoza in laktat sta bila merjena v g/l, zato so koncentracije
preracunane relativno na maksimalno koncentracijo glukoze, ki je predstavljala 100 %. Enot
nismo poenotili zaradi nepreglednosti grafikonov, saj bi maksimalna koncentracija
glutamina predstavljala 11 % koncentracije glukoze.

Proizvajalec naprave Vi-Cell navaja napako meritve 10 %. Ker je bila bioloska variabilnost
med tremi paralelkami 2 %, smo za standardni odklon uporabili vrednost, ki jo navaja
proizvajalec (Beckmann Coulter Inc., 2011).

Proizvajalec naprave Bioprofile 400 navaja napako meritve 7 %. Ker je bila bioloska
variabilnost med tremi paralelkami okoli 2 %, smo za standardni odklon v magistrskem delu
uporabili vrednost, ki jo navaja proizvajalec (Nova Biomedical, 2014)
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Podvojitvene Case smo izracunali po enacbi 2.

tgen = (L, — t,) X :ié -(2)
e
Spremenljivka Enota

toun Podvajitveni as [h]

t Cas meritve koncentracije fivih celic v togki 1 [h]

ts Cas meritve koncentracije Fivih celic v tofki 1 [h]

[ Koncentracija fivih celic ob Casu t, [Zivih celic/mil)

Ca Koncentracija Zivih celic ob €asu t; [Zivih celic/ml)

Na sliki 22 je predstavljena rastna krivulja celi¢ne linije A. Oblika krivulje je sovpadala s
tremi fazami rasti. Od dneva 0 do dneva 5 so bile celice v logaritemski fazi rasti. Njihov
podvojitveni ¢as smo izracunali po enacbi 2.

V logaritemski fazi so celice rastle eksponentno in so sledile kinetiki 1. reda — koncentracija
celic se je povecevala s faktorjem 2". Prvih pet dni je ta perioda znaSala okoli 20 ur.
Logaritemska faza rasti je trajala do dneva 5, nato je zacelo primanjkovati glutamina,
prepolovila pa se je tudi koncentracija glukoze (Slika 23). Celice so na dan 6 tako presle v
stacionarno fazo rasti, v kateri so upocasnile metabolizem. Ta faza je trajala do dneva 7. Na
dan 8 so bile celice ze v fazi odmiranja, ki je bila posledica dokonénega pomanjkanja
glukoze. Celice so bile izstradane, njihovo Stevilo pa se je eksponentno zmanj$evalo. Na
sliki 22 ni mo¢ zaslediti faze prilagajanja, saj smo celice v logaritemski fazi rasti le prenesli
v sveZe gojisce enake sestave.
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Slika 22: Rastna krivulja in delez zivih celic celi¢ne linije A
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S slike 23 lahko prav tako razberemo, da se je koncentracija laktata med logaritemsko fazo
rasti povecevala, ko so celice vstopile v stacionarno fazo pa se je le-ta zacel porabljati.
Koncentracija glutamata se je povecevala vse do konca bioprocesa. Ko so celice presle v
fazo odmiranja, se je prav tako zacela povecevati koncentracija glutamina v gojiscu. 1z
rezultatov smo sklepali, da bi pojav lahko bil posledica razpadanja odmrlih celic.
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Slika 23: Poraba substratov celi¢ne linije A

Fenotip celi¢ne linije A smo prav tako dolocali s pomocjo tehnologije fenotipskih mikromrez
in naprave OmniLog. Naprava je merila absorbanco vzorcev pri 590 nm, v ¢asovnem
intervalu 15 min. Rezultati so bili podani v razponu od O - 400 absorban¢nih enot.
Pridobljene podatke smo nato obdelali s programom PMM Kinetic, ki nam omogoca
skupinski ali posami¢ni izbor rezultatov, prikazanih na grafikonu. Za prikaz rezultatov
fenotipa celi¢ne linije A, smo tako uporabili rezultate vseh mikromrez PM-M1, pridobljenih
od dneva 4 do dneva 9. Vse rezultate smo zdruzili v eno mikromrezo, prikazano na sliki 24.
Za lazji pregled smo odstranili Sum, ki ga je predstavljala povprecna absorbanca treh
negativnih kontrol (mesta A1, A2 in A3). Kot pozitivna kontrola so bile upostevane luknjice
na mikromrezi, Kjer je bila dodana glukoza (mesta B4, B5 in B6). Slednja predstavlja za
celice obicajen vir energije, zato je bila rast tukaj najboljSa. Odsotnost rasti ali slaba rast na
pozitivni kontroli bi pomenila neustrezen vzorec in bi zahtevala ponovitev poskusa.
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Slika 24: Fenotip celi¢ne linije A na mikromrezi PM-M1. Vsaka izmed krivulji v posamezni luknjici
predstavlja odziv celi¢ne linije A na specifi¢en substrat v posameznem dnevu bioprocesa.

Da bi dobili boljsi pregled, smo rezultate izvozili v Excelovo datoteko. Ker celi¢na linija
preferencno koristi glukozo (mesta B4, B5 in B6) in ker je bil odziv na tem substratu najvisji,
smo kon¢no vrednost absorbance po 24 urni inkubaciji, dolo€ili kot maksimalen odziv v
dolo¢enem dnevu. Relativno na glukozo, smo preracunali odzive na preostalih substratih v
posameznih dnevih. Konéni rezultati so zbrani v preglednici 9, v kateri so prikazani odzivi
na posameznih substratih, relativno na glukozo. Za bolj$o vizualno predstavo, smo uporabili
Excelovo funkcijo pogojnega oblikovanja, v kateri smo izbrali dvobarvno lestvico, kjer
minimum odziva (0 %) predstavlja bela barva, maksimum odziva (100 %) pa oranzna barva.
Kot kriterij za ocenitev ali je odziv na doloCenem substratu pomemben ali ne, smo dolo¢ili
10 % odziva glukoze. Na enak na¢in smo obdelali tudi podatke za preostale celi¢ne linije.

Ker smo fenotip proucevali 6 zaporednih dni, Smo lahko rezultate povezali s koncentracijami
substratov v gojis¢u. Celi¢na linija A je izKoristila 12 razli¢nih virov ogljika, med katerimi

v

je prednostno uporabila glukozo in manozo; odziv je bil tukaj najvisji.

Ne glede na koncentracijo substratov v gojiscu, so celice koristile dekstrin, sukcinamidno
kislino, mono - metil sukcinat, in acetoacetat, vendar je bilo njihovo izkori§¢anje precej
Sibko, kar lahko razberemo iz preglednice 9.

51



Ladinek S. Uporaba fenotipskih mikromrez za izboljSanje rasti in produktivnosti celi¢nih linij CHO.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

Preglednica 9: Izkori$¢anje alternativnih substratov celi¢ne linije A tekom bioprocesa, od dneva 3 - 8.
Rezultati so prikazani kot relativne vrednosti glede na glukozo (%)

SUBSTRAT *D3 D4 D5 D6 D7 D8
Dekstrin 9 1 8 1 10 11
D-manoza
D-galaktoza 36 18 31 8 13 12
Adenozin 34 27 34 14 10 21
Inozin 35 28 35 18 12 23
D,L-a-glicerol fosfat 21 1 21 18 53 45
D,L-laktat 33 20 40 9 ;
Piruvat 6 6 15 32 63 14
Sukcinat 24 15 22 22 2 25
Mono-metil sukcinat 13 9 13 9 23 16
Acetoacetat 8 1 1 9 16 10

*0znaka za dan

Dokler so imele celice na voljo vsa hranila, so lahko uporabljaje tudi galaktozo, adenozin in
inozin. Na dan 7, ko jim je zmanjkalo glutamina, pa je zacel odziv na teh substratih upadati.
S pomanjkanjem glutamina je bilo povezano tudi izkori§¢anje piruvata, katero se je
povecalo. Zanimivi pa so bili odzivi uporabe laktata. Na dan 6, ko je bila koncentracija
glutamina Ze zelo nizka, se je povecala sposobnost uporabe laktata, nato je na dan 7 upadla,
na dan 8 pa je odziv na laktatu dosegel kar 84 % odziva na glukozi. Glede na to, da se je do
dneva 6 koncentracija laktata v gojis¢u povecevala, nato pa se je zacel laktat porabljati, smo
pri¢akovali enakomerni odziv od dneva 6 naprej. Na dan 8 se je moc¢no povecala tudi
sposobnost izrabe D, L- a-glicerol fosfata.

Ce povezemo rezultate rastne krivulje, porabe substratov in sposobnost izrabe drugih virov
energije in ogljika opazimo, da se na prehodu iz logaritemske v stacionarno fazo rasti
spremeni metabolizem celi¢ne linije A. Do spremembe prav tako pride ob prehodu v fazo
odmiranja, saj se poveca sposobnost izkoris¢anja laktata, piruvata in glicerol fosfata. Klju¢ne
substrate, ki dolo¢ajo metabolno stanje celice, koncentracijo celic in sposobnost izkoriS¢anja
alternativnih substratov, smo povzeli na sliki 25.
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Slika 25: Rastna krivulja in izraba substratov celi¢ne linije A
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4.4 FENOTIPSKA ANALIZA CELICNE LINIJE B

Preglednica 10: Rezultati fenotipske analize celiéne linije B

Analiza koncentracije celic

© © c
Dan | S5 |38 |52 | €%

©8 g 8 g 8 E i
0 0,2 0,2 98,5 / 100,0 0,0 100,0 0,0 9,3
1 0,35 0,32 99,1 354 76,4 3,7 98,9 0,0 16,8
2 0,67 0,54 98,9 31,8 66,5 6,2 96,4 8,7 28,6
3 0,85 0,86 98,5 35,7 58,2 16,3 92,9 8,1 32,0
4 1,39 1,37 98,6 35,7 52,6 12,0 89,8 11,4 40,1
5 238 | 2,34 | 986 | 31,1 430 14,9 84,6 13,1 50,1
6 4,02 3,98 99,1 31,3 27,1 12,1 79,3 16,4 54,0
7 6,86 6,83 99,6 31,1 13,2 13,2 60,6 175 499
8 10,68 | 10,62 | 99,5 37,6 0,0 13,4 43,9 15,3 34,5
9 13,3 | 13,16 99 75,8 0,0 12,9 36,2 5,4 24,7
10 14,74 | 14,48 | 98,2 | 161,8 3,1 15,4 26,4 0,0 33,4
11 13,86 | 13,15 | 94,2 * 34 16,5 16,5 0,0 474
12 14,72 | 10,93 | 88,4 * 79 20,2 45 0,0 499

*podvojevalnega ¢asa ni bilo mogoce izracunati, saj celi¢na kultura preide v fazo odmiranja

Tudi rastno krivuljo celi¢ne linije B smo razdelili na 3 faze, prikazane na sliki 26.
Logaritemska faza rasti je trajala 8 dni, povprecni podvojitveni ¢as je bil okoli 31 ur. Celice
S0 se podvojevale pocasi, prav tako je bila pocasna poraba metabolitov, razvidna s slike 27.
Ko je celicam na dan 8 zmanjkalo glutamina, se je rast zacela ustavljati, nastopila je
stacionarna faza rasti. V tej fazi so celice zacele porabljati tudi nakopicen laktat. Kljub temu,
da so celice imele na dan 10 Se 25 % glukoze v gojiscu, so presle v fazo odmiranja.
Koncentracija glutamata v gojis¢u je bila bolj ali manj konstantna, povecevati se je zacela
Sele okoli dneva 10, vzporedno s povecevanjem koncentracije glutamina. Tudi pri celi¢ni
liniji B lahko potrdimo povezavo med povecevanjem koncentracije glutamina in

odmiranjem celic.
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Slika 26: Rastna krivulja in deleZ zivih celic celi¢ne linije B
100
X
> 80
S
©
7
S 60
(7]
2
‘S
©
£ 40
5]
=
S
20
0
0 2 4 6 8 10 12

Cas [dan]

—@— Glutamin [%] —@— Glukoza [%] —®— Laktat[%] —@— Glutamat [%]

Slika 27: Poraba substratov celi¢ne linije B
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Slika 28: Fenotip celi¢ne linije B na mikromrezi PM-M1. Vsaka izmed krivulij v posamezni luknjici predstavlja
odziv celi¢ne linije B na specifien substrat v posameznem dnevu bioprocesa.

Na sliki 28 je predstavljen fenotip celi¢ne linije B, ki je nastal z zdruZzenjem 8 mikromrez,
nacepljenih na zaporedne dneve. Vsaka krivulja predstavlja meritev ob dolo¢enem dnevu.
Ker so tovrstni rezultati neprimerni za kvantifikacijo odzivov, smo izdelali preglednico 11.
Rezultate lahko povezemo s koncentracijo metabolitov v gojiscu. Celi¢na linija B je bila
sposobna izrabljati 12 razli¢nih virov ogljika na fenotipski mikromrezi PM-M1.

Preglednica 11: IzkorisGanje alternativnih substratov celi¢ne linije B tekom bioprocesa, od dneva 4 -
11. Rezultati so prikazani kot relativne vrednosti glede na glukozo (%)

SUBSTRAT *D4 | D5 D6 D7 D8 D9 D10 |D11
Dekstrin
a-D-glukoza
D-manoza
D-galaktoza 31 7 33 5 1 4 1 0
Adenozin 37 85 40 24 23 19 13 7
Inozin 41 36 39 23 19 13 7 6
D,L-a-glicerol fosfat 25 27 20 25 22 21 25 42
D,L-laktat 60 68 60 i 68 67 ﬁ
Piruvat 29 43 4 45 50 42 39 31
Sukcinamidna kislina 51 50 42 52 47 50 45 44
Mono-metil sukcinat 25 23 21 28 26 29 26 24
Acetoacetat 12 9 6 11 8 9 8 11

*0znaka za dan

Enakomerne, nizke odzive med dnevi 4 in 11 smo dobili za dekstrin in acetoacetat. Ti odzivi
so hili precej nizki in so nakazovali, da jih celica o€itno lahko izkoristi, vendar bi verjetno
potrebovala $e kakSen dodaten substrat.
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v

odziv pa smo dobili tudi ob dodatku laktata. Sposobnost izkori$¢anja slednjega se je
povecala za 24 % iz dneva 6 na dan 7, kar lahko povezemo s pomanjkanjem glutamina v
gojis¢u. Na koncentracijo glutamina je bila vezana tudi sposobnost izrabe galaktoze,
adenozina in inozina. Galaktozo so lahko celice izrabljale do dneva 6, nato je odziv drasti¢no
upadel, medtem ko so se odzivi na adenozinu in inozinu postopno zmanjSevali od dneva 7
naprej.

Izkoris¢anje piruvata in sukcinamidne kisline je bilo konstantno in je znasalo okoli 50 %
odziva na glukozo. Prav tako je bila konstantna uporaba mono-metil sukcinata in D,L-a-
glicerol fosfata, ki pa je bila nekoliko nizja — okoli 25 % odziva na glukozo. Pri D,L - a-
glicerol fosfatu se je sposobnost izrabe poveca na dan 11, ko je zacel delez Zivih celic
upadati.

Tudi za celi¢no linijo B lahko zaklju¢imo, da je sposobnost izrabe metabolitov povezana z
fazo rasti celic. Ko za¢ne zmanjkovati glavnega vira ogljika in dusika, se izklopijo/vklopijo
nekatere metabolne poti. Ko celice vstopijo v fazo odmiranja, se mocno poveca izraba
glicerol fosfata. Povezava rastne krivulje, porabe substratov in izkori$¢anje alternativnih
virov energije je prikazana na sliki 29.
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Slika 29: Rastna krivulja in izraba substratov celi¢ne linije B
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45 FENOTIPSKA ANALIZA CELICNE LINIJE C

Preglednica 12: Rezultati fenotipske analize celi¢ne linije C

Dan

0 0,26 | 0,25 | 99,1 / 100,0 | 0,0 |100,0| 0,0 9,9
1 053 | 053 | 995 | 22,1 | 808 | 39 | 968 | 0,0 | 17,7
2 1,16 | 1,15 | 992 | 215 | 652 | 66 | 89,7 | 89 | 30,3
3 212 | 2,12 | 989 | 27,2 | 38,0 | 27,7 | 73,5 | 20,0 | 52,8
4 483 | 483 | 994 | 204 | 258 | 235 | 62,3 | 23,0 | 62,3
5 880 | 875 | 995 | 27,7 | 12,7 | 23,0 | 439 | 229 | 62,4
6 12,97 | 12,85 | 99,0 | 433 | 0,0 | 13,0 | 2266 | 17,7 | 27,7
7 13,88 | 13,62 | 98,1 * 0,0 6,2 6,7 | 104 | 17,2
8 10,83 | 8,86 | 818 * 00 | 122 | 00 0,0 | 337
9 589 | 0,60 | 10,2 * 34 | 292 | 00 00 | 381

Koncentracija Zivih celic [*10%/ml]

*podvojevalnega ¢asa ni bilo mogoce izracunati, saj celi¢na kultura preide v fazo odmiranja
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Slika 30: Rastna krivulja in delez zivih celic celi¢ne linije C
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Tudi rastna krivulja celi¢ne linije C je imela znacilno obliko. Sestavljena je bila iz petdnevne
logaritemske faze rasti, v kateri je bil podvojevalni ¢as okoli 22 ur. Nato je rast celic presla
v stacionarno fazo, kateri je sledila faza odmiranja. Slednja je bila precej nenavadna, saj je
delez zivih celic iz 81 % na dan 8, upadel na 10 % v dnevu 9. Razlog bi lahko bil v
pomanjkanju vseh metabolitov, kar je razvidno s slike 31. Medtem ko je glutamina v rastnem
g0jis¢u zmanjkalo Ze na dan 6, je glukoze in laktata zmanjkalo na dan 8. Temu je sledilo
mocno znizanje deleza Zivih celic. Metabolizem laktata je bil vezan z metabolizmom
glutamina — ko je slednjega zmanjkalo, so celice zacele izrabljati nakopicen laktat.
Koncentracija glutamata je narascala vse do tretjega dneva bioprocesa, nato je zacela
upadati, skupaj s porabo glutamina. Ko so zacele celice odmirati, so se koncentracije teh
dveh substratov zopet povecale.
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Slika 32: Poraba substratov celi¢ne linije C
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Slika 31: Fenotip celi¢ne linije C na mikromrezi PM-M1. Vsaka izmed krivulj v posamezni luknjici predstavlja
odziv celi¢ne linije C na specifi¢en substrat v posameznem dnevu bioprocesa.
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Celi¢no kulturo smo med dnevi 4 in 8 nanasali na fenotipske mikromreze PM-M1. Rezultate
smo zdruzili v fenotip celi¢ne linije C, prikazan na sliki 32. Konéne vrednosti absorbanc smo
prenesli v Excel in izdelali pregledico 13.

Preglednica 13: Izkori$¢anje alternativnih substratov celi¢ne linije C tekom bioprocesa, od dneva 4 - 8.
Rezultati so prikazani kot relativne vrednosti glede na glukozo (%)

SUBSTRAT

*D4

D5

D6

D7

D8

Dekstrin

12

12

14

7

3

D-glukoza-6-fosfat

14

10

0

8

12

a-D-glukoza-1-fosfat

12

a-D-glukoza

D-manoza

D-fruktoza-6-fosfat

2

12

24

12

17

7

11

4

9

D-galaktoza

41

48

34

3

0

Adenozin

34

33

35

17

14

Inozin

34

37

37

25

D,L-a-glicerol fosfat

21

25

29

46

citrat

4

3

7

6

28

20

D,L-laktat

74

74

74

41

8

Piruvat

14

28

30

3

4

Sukcinat

11

11

18

13

17

Sukcinamicéna kislina

2

2

4

4

20

Mono-metil sukcinat

10

9

14

13

22

Acetoacetat

15

13

15

12

27

y-amino-N-butirat

9

6

6

20

o-keto butirat

3

2

7

16

2

11

26

heksonat 1
*0znaka za dan

Celi¢na linija C je bila sposobna uporabiti 20 razli¢nih virov ogljika. Neodvisno od

koncentracije metabolitov v gojis¢u, so celice z enako sposobnostjo izrabljale dekstrin,D-

glukozo-6-fosfat, a-D-glukozo-1-fosfat, sukcinamidno kislino, sukcinat, monometil

sukcinat in acetoacetat. Najvisji odziv na fenotipskih plos¢ah smo zopet dobili na glukozi

in manozi, visok odziv pa se je pokazal tudi pri D,L-a-glicerol fosfatu na dan 8, ko so celice

ze bile v fazi odmiranja.

Metabolizem galaktoze, adenozina in inozina se je zacel znizevati na dan 7, ko je celicam zZe
primanjkovalo glutamina. Sposobnost izrabe D-fruktoze-6-fosfata se je pokazala na dan 5,
nato pa zacela upadati. Zanimivo je, da se je na dan 8 pojavila povisana sposobnost izrabe
y-amino-N-butirata, a-keto butirata, heksonata in citrata.

Povezava rastne krivulje, porabe substratov in izrabe alternativnih virov energije je razvidna
s slike 33. Za prikaz smo uporabili le tiste substrate, katerih odziv je presegel 30 %. Uporaba
preostalih je razvidna iz preglednice 13.
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Slika 33: Rastna krivulja in izraba substratov celi¢ne linije C
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4.6 FENOTIPSKA ANALIZA CELICNE LINIJE D

Preglednica 14: Rezultati fenotipske analize celiéne linije D

Dan
0 0,27 | 0,25 | 97,10 / 100,0 | 0,0 100,0 | 0,0 19,5
1 0,49 0,46 | 96,8 27,3 74,5 7,8 91,0 0,0 35,0
2 0,75 0,72 | 96,5 37,1 47,5 13,0 82,6 18,2 59,8
3 0,96 093 | 964 65,0 16,5 34,5 75,8 26,6 93,8
4 1,2 1,15 | 96,3 | 78,3 0,0 32,5 72,0 | 296 | 106,55
5 1,35 1,30 | 96,3 | 135,7 0,0 25,8 72,2 29,4 | 1178
6 1,64 1,52 | 93,0 | 106,40 | 0,0 26,8 66,8 32,2 | 120,8
7 1,69 1,57 | 91,0 | 51399 | 0,0 26,0 66,6 33,6 | 1293
8 1,78 160 | 89,7 | 878,88 | 0,0 25,0 63,6 34,8 | 136,5
9 1,86 | 159 | 86,1 * 0,0 22,0 614 | 350 | 1285
10 1,82 | 145 | 79,6 * 0,0 20,0 58,6 | 36,0 | 1418
11 1,86 138 | 741 * 0,0 18,3 56,8 39,8 | 1513
*podvojevalnega ¢asa ni bilo mogoce izraCunati, saj celice preidejo v fazo odmiranja
20 h Logaritemska faza rasti < St;z?::srtr;a > — 120
1,8 odmiranja
wé 16 - 100
=] <y
% 1,4 0 E
T 12 3
£ 10 - 60 E
=03 g
£ 06 S 40 3
S o
£ 04 - 20
)
0,0 -
0 2 4 6 8 10
Cas [dan]

—8—VCD —@— Delez viabilnih celic

Slika 34: Rastna krivulja in delez zivih celic celi¢ne linije D
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Namnozevanje celi¢ne linije D je bilo popolnoma druga¢no od preostalih celi¢nih linij.
Podvojitveni Cas se je podaljSeval z vsakim dnevom, zato tezko govorimo o logaritemski
fazi rasti. V stacionarni fazi rasti, katero so celice dosegle na dan 6, se koncentracija celic ni
ve¢ povecevala, znizevati pa se je zacel delez zivih celic. Po dveh 9 dneh so celice presle v
fazo odmiranja.

100,0
80,0
60,0

40,0

Koncentracije substratov [%]

20,0

0,0
0 2 4 6 8 10
Cas [dan]
—@— Glutamin [%] —@— Glukoza [%] ®— Laktat [%] —@— Glutamat [%]

Slika 35: Poraba substratov celi¢ne linije D

Rastno gojisc¢e celicne linije D je vsebovalo polovicno vrednost substratov v primerjavi z
z enako dinamiko. Ko je zmanjkalo glutamina, se je ustavila tudi izraba glukoze. Od dneva
4 naprej se je tako porabilo le 10 % glukoze. Vzrok bi lahko bil v sestavi rastnega gojisca,
ki je wvsebovalo hidrolizate rastlinskih proteinov. Le-te lahko celice razgrajujejo in
uporabljajo, vendar jih mi z nasimi metodami ne moremo zaznati. Koncentracija glutamata
v gojis¢u je na zacetku narascala, ko je zmanjkalo glutamina, pa je zacela upadati.
Koncentracija laktata v gojis¢u je naraScala skozi celoten bioproces. Zaradi hitre porabe
glutamina smo z analizo fenotipa na PM-M1 mikromrezah zaceli Ze na dan 3.

Na sliki 36 so predstavljene krivulje odzivov. lzstopa predvsem modra krivulja, ki
predstavlja fenotip na dan 10, ko je delez zivih celic upadel Ze na 80 %. Metabolizem celi¢nih
linij je bil o€itno Ze tako okrnjen, da kljub prisotnosti glukoze, le-te niso mogle vec
u¢inkovito uporabiti. Steviléne vrednosti odzivov relativno na glukozo so predstavljene v
preglednici 15.
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P01 01 02 03

Dekstrin

‘D-glukoza - |
fosfat.

Glukoza

Glukoza

Dofrukt

fosfat

Adenozin

D,L-a-glicerol -
fosfat

Inozin

=

g D,L-Laktat

Piruvat

Sukcinat

L Moﬂo:mfj! .
sukcinat

a-hidroksi

D,L-b-hidroksi

butirat

butirat

odziv celi¢ne linije D na specificen substrat v posameznem dnevu bioprocesa.

Preglednica 15: Izkori§¢anje alternativnih substratov celiéne linije D tekom bioprocesa, od dneva 3 -
10. Rezultati so prikazani kot relativne vrednosti glede na glukozo (%)

SUBSTRAT *D3 | D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
Dekstrin 6 8 8 10 9 3 15 16
D-glukoza-6-fosfat 45 5 10 4 4 5 12 8
a-D-glukoza-1-fosfat 14 2 3 6 4 3 7 4
a-D-glukoza
D-manoza
D-fruktoza-6-fosfat 60 5 5 7 7 4 8 6
D-galaktoza 0 21 22 19 14 21 16 14
Adenozin 24 19 14 12 10 16 12 10
Inozin 47 22 17 17 14 18 15 17
D,L - a-glicerol fosfat -I 43 50 53 58 17 60 67
citrat 31 5 5 8 9 8 9 6
D,L-laktat 42 44 44 53 53
Piruvat 5 35 25 35 56 36 63 69
Sukcinat 20 28 25 27 31 32 31 29
Mono-metil sukcinat 15 14 14 16 22 19 25 29
Acetoacetat 43 12 12 17 15 11 21 20
y-amino-N-butirat 29 5 2 9 3 7 4 6
a-keto butirat 16 3 2 8 6 7 10 9
a-hidroksi butrirat 13 8 5 13 16 4 29 35
D,L-B-hidroksi butirat 17 9 4 1 9 6 16 22
v- hidroksi butirat 15 3 1 6 2 6 5 10

*0znaka za dan
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Celi¢na linija D je bila sposobna izrabljati 21 razli¢nih virov ogljika. 1z preglednice 15 je
lepo razvidna sprememba fenotipskih lastnosti iz dneva 3 na 4, ko je padla koncentracija
glutamina v gojis¢u pod mejo zaznave. Tretji dan bioprocesa so celice kazale precej visjo
sposobnost izkoris¢anja D-glukoze-6-fosfata, D-fruktoze-6-fosfata, inozina, D,L - a-glicerol
fosfata, citrata, laktata, aceto acetata in y-amino-N-butirata, kot na preostale dneve. V
nasprotju z dnevom 4, pa na dan 3 niso izrabljale D-galaktoze in piruvata. Od dneva 4 naprej
se fenotipske lastnosti niso mo¢no spreminjale — poudarek izkoris¢anja metabolitov je bil na
glukozi in manozi, v manj$i meri pa so lahko izrabljale tudi Stevilne druge metabolite,
prikazane v preglednici 15. Deveti dan se je poviSala sposobnost izrabe D,L-a-glicerol
fosfata, laktata, piruvata in a-hidroksi butrirata.

Povzetek spremembe metabolizma je prikazan na sliki 37. Zaradi vecje preglednosti smo
uporabili le substrate, katerih odziv je presegal 30 %.

66



Ladinek S. Uporaba fenotipskih mikromrez za izbolj$anje rasti in produktivnosti celi¢nih linij CHO.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

Koncentracije substratov [%]

120,0

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0

A

Uporaba glukoze, manoze, inozina, adenozina, sukcinamidne kisline in glicerol fosfata

A

> < Uporaba galaktoze in piruvata

v

Uporaba glukoze-6-fosfata,

fruktoze-6-fosfata, citrata in

acetoacetata

v

<«Povecana uporaba laktata in glicerol fosfatg ~ ; gg

1,60

1,40

=
N
o

Koncentracija Zivih celic [*10%/ml]

1,00

0,80

o
o)
o

0,40

0,20

& & & g &
4 6 8

Cas [dan]

—@— Glutamin [%] —@— Glukoza [%] —@—VCD

Slika 37: Rastna krivulja in izraba substratov celi¢ne linije D

67

L 4 - 0,00
10



Ladinek S. Uporaba fenotipskih mikromrez za izboljSanje rasti in produktivnosti celi¢nih linij CHO.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

4.7 PRIMERJAVA CELICNIH LINIJ

Koncentracija Zivih celic [*10%/ml]

0 2 4 6 8 10 12
€as [dan]
—@— Celi¢na linijaA  —@— Celi¢na linija B ®— Celi¢na linijaC —@— Celi¢na linija D

Slika 38: Rastne krivulje $tirih celi¢nih linij

Zalazjo primerjavo celiénih linij smo vse rastne krivulje prikazali na sliki 38. Vidimo lahko,
da sta bili rastni krivulji celiénih linij A in C zelo primerljivi, prav tako njuna maksimalna
celi¢na gostota. Razlika se je pojavila le pri dinamiki upadanja deleza zivih celic, katera je
bila pri linji C hitrejSa. Celi¢na linija B je v primerjavi s preostalimi rastla nekoliko
pocasneje, tudi podvojitveni ¢as je bil nekoliko daljsi. Hkrati s pocCasnejSo rastjo celic je bila
nizja tudi izraba substratov. Kljub temu je celi¢na linija B dosegla primerljivo maksimalno
gostoto celic. Tako kot so celice pocasneje rastle, je pocasneje upadal tudi delez zivih celic.
Razlike so bile posledica upocasnjenega metabolizma celi¢ne linije B, kar je pomenilo
pocasnejSo porabo substratov v logaritemski fazi rasti ter dolgotrajnejSo fazo odmiranja, saj
pomanjkanje substratov za to celi¢no linijo ni bilo tako usodno.

Rastna krivulja celi¢ne linije D ni bila primerljiva z ostalimi. Iz nje niso bile razvidne
posamezne faze rasti, tudi maksimalna celiéna gostota je bila zelo nizka —le 2-10° celic/ml.

Fenotipske razlike med celicami so se izrazile tudi v sposobnosti preZivetja celic v
osiromasenem gojis¢u Os. Na sliki 21 (poglavje 4.2) smo tako opazili, da je delez Zivih celic
najhitreje upadel pri celi¢ni liniji A, medtem ko je lahko celi¢na linija B brez substratov
prezivela precej dlje Casa.
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celicna linija A celic¢na linija B

celicna linija C celiéna linija D

Slika 39: Primerjava celi¢nih linij na fenotipskih mikromrezah PM-M1
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S slike 39 so razvidni rezultati fenotipske analize posameznih celi¢nih linij, izbranih na
dneve, ko so bile celice sposobne izrabljati najve¢ substratov. Opazimo lahko, da so si bile
celicne linije A, B in C med sabo podobne, o se pa vse razlikovale od celi¢ne linije D. Prav
tako opazimo, da sta se celi¢ni linij A in B razlikovali od celi¢ne linije C. Rezultati so bili
pri¢akovani, saj so celi¢ne linije izvirale iz razli¢nih starSevskih linij. Osnovni vzorec je bil
enak — vse celi¢ne linije so najbolje izkoristile glukozo in manozo. Prav tako smo lahko
videli pri vseh celi¢nih linijah odzive na laktatu, galaktozi, piruvatu, sukcinamidni kislini,
mono-metil sukcinatu, glicerol fosfatu, adenozinu in inozinu, vendar so se med linijami
pojavile razlike v intenziteti vijolicnega obarvanja in s tem V sposobnosti izkori$¢anja
njimi jih lahko najve¢ koristila celicna linija D. Lokacija posameznih substratov na
mikromrezi PM-M1je opisana v poglavju 3.2.4.

S poskusom smo dokazali, da je tehnologija fenotipskih mikromreZ primerna za primerjavo
metabolnih lastnosti razli¢nih celi¢nih linij. V poskusu smo uporabili 4, po izvoru razli¢ne
celi¢ne linije CHO. Celi¢ni liniji A in B izvirata iz enake starSevske celi¢ne linije CHO-K1,
pri ¢emer je celicna linija B izpeljanka celi¢ne linije A. Pri¢akovano je bilo, da si bosta
celi¢ni linija A in B fenotipsko precej podobni. Celi¢na linija C izvira iz celi¢ne linije CHO-
DXB11, ki ima izbrisan en alel za DHFR, drugi pa je inaktiviran, medtem ko celi¢na linija
D izviraiz linije CHO-DHFR", ki ima izbrisana oba alela za DHFR (Wurm in Hacker, 2011).
Razlika med celicnimi linijami je bila pricakovana, saj se za razvoj visoko produkcijskih
celi¢nih linij uporablja transfekcija, ki pa ni tarcna. Posledicno se plazmid s transgenom
vstavi v naklju¢no mesto v genom gostiteljske celice, kar lahko rezultira v spremembah
genotipskih in fenotipskih lastnosti ter metabolizmu celic. Med razvojem celi¢ne linije preko
selekcijskih pritiskov prav tako prihaja do delecij, translokacij in prerazporeditev segmentov
kromosoma, kar se seveda izraza tudi na fenotipksih lastnostih.

Iz rezultatov fenotipske analize je razvidno, da se celi¢ne linije med seboj zelo razlikujejo,
kar smo dokazali s pomocjo razlicnih metod, med drugim tudi s tehnologijo fenotipskih
mikromrez. Potrdimo lahko drugo hipotezo. Slika 24, slika 28, slika 32 in slika 36
povezujejo odvisnost fenotipa celi¢nih linij od koncentracij substratov v gojiscu in potrjujejo
tretjo hipotezo.

Za potrebe poskusa 3.3.5 in hipoteze 4 smo morali izbrati celi¢no linijo, za katero smo
spremenili rastno gojis¢e. Odlo¢ili smo se za celi¢no linijo A, saj so bile celice hitro rastoce,
hitro so porabljale substrate, tudi proizvodnja monoklonskih protiteles je bila zadovoljiva.
Ko je celicam zmanjkalo substratov, so hitro presle v fazo odmiranja. Na§ namen je bil
izboljSati rastne lastnosti, zakasniti fazo odmiranja in povisati proizvodnjo monoklonskih
protiteles.

70



Ladinek S. Uporaba fenotipskih mikromrez za izboljSanje rasti in produktivnosti celi¢nih linij CHO.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

4.8 SPREMEMBA RASTNEGA GOJISCA CELICNE LINIJE A

S pomocjo poskusa spremembe rastnega gojiS¢a, smo zeleli potrditi zadnjo hipotezo, ki
predpostavlja, da lahko na podlagi rezultatov fenotipske analize s pomoc¢jo mikromrez
izboljSamo bioproces. Ker je osrednja metoda magistrskega dela tehnologija fenotipskih
mikromrez, smo s tem poskusom Zeleli le pokazati, da jo lahko uporabimo za izboljSanje
bioprocesov. Posledi¢no smo izvedli le nekaj osnovnih poskusov z dodajanjem substratov v
rastna gojisca.

Ker je recept za rastna gojis¢a lastnina farmacevtske druzbe Lek d.d., so koncentracije
substratov prerac¢unane relativno glede na maksimalno koncentracijo posameznega substrata
v gojiscu

Iz koncentracije Zivih celic smo izra¢unali podvojitvene ¢ase na podlagi ena¢be 2. Casovni
intervali so znasSali 24 ur.

Izracunali smo tudi specificno produktivnost, ki nam pove, koliko produkta je proizvedla
ena celica v enem dnevu. Za izracun slednje smo morali najprej izraunati integral zivih celic
(IVC), ki nam poda povrsino trapezov pod rastno krivuljo. IzraGunan je bil po enacbi 3.

Xo+Xq
2

X (t; — tg) + )ﬁ;r—xzx(tz_tﬂ"‘

Xo+X3

Xn—1+&n
2

e =
2

Xty —ty) + ..+ Xty —they) . (3)

Spremenljivka Enota

IVC Integral zivih celic [(Zivih celic * dan)/ml]

Xo Koncentracija zivih celic ob ¢asu to [zivih celic/ml]
Xp Koncentracija zivih celic ob ¢asu tn [zivih celic/ml]
t Cas meritve koncentracije Zivih celic [dan]

Specifi¢na produktivnost je bila izraCunana po enacbi 4.

P, — P

Qp = Ve, — VG, o (4)
Spremenljivka Enota
Qp Specificna produktivnost [ng/(Zivih celic * dan)]
P, Koncentracija produkta merjena ob ¢asu t: [mg/ml]
P, Koncentracija produkta merjena ob ¢asu t2 [mg/ml]
e, Integral Zivih celic ob €asu t1 [(Zivih celic * dan}/ml]|
e, Integral zivih celic ob ¢asu tz [(zivih celic * dan)/ml]
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4.8.1 Uporaba alternativnih sladkorjev

Preko fenotipske analize na mikromrezah PM-M1 smo ugotovili, da lahko vse celi¢ne linije
uporabljajo kot alternativna sladkorja galaktozo in manozo. Zato smo izvedi bioprocese (E1
in E3), v katerih smo rastnemu gojiS¢u za celi¢no linijo A, dodali manozo ali galaktozo v
poloviéni koncentraciji glukoze. Nas cilj je bil podaljsati bioproces in povecati proizvodnjo
monoklonskih protiteles.

Zanimalo nas je tudi, ali celice ¢e imajo na voljo alternativne sladkorje, preferen¢no
uporabijo najprej glukozo in nato preklopijo na drug substrat ali ju izkoris¢ajo skupaj.
Zastavili smo poskuse (E2 in E4), v katerih smo rastnemu gojiS¢u zmanjsali zacetno
koncentracijo glukoze za 50 % ter jo nadomestili z galaktozo oziroma manozo.

Kot negativno kontrolo smo uporabili bioproces EO, ki je bil izveden v obi¢ajnem rastnem
gojiscu celicne linije A.
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Slika 40: Rastne krivulje bioprocesov z dodano galaktozo (E1, E2), manozo (E3, E4) in negativna kontrola (EO)
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Rastna krivulja bioprocesa z dodano galaktozo (E1) in dodano manozo (E3) je bila zelo
podobna rastni krivulji negativne kontrole, podvojevalni ¢asi so bili podobni, prav tako ni
bilo razlike v dosezeni maksimalni gostoti celic. Pojavila pa se je razlika v fazi odmiranja —
bioproces z dodano galaktozo 0z. manozo se je podaljsal za dva dni, delez Zivih celic pa je
upadal pocasneje. Do razlike je lahko prislo tudi zaradi veje koncentracije skupnih
sladkorjev v gojiscu, zato bi bilo potrebno poizkusiti Se z vi§jimi zacetnimi koncentracijami
glukoze.

Bioproces E2, ki je vseboval 50 % glukoze in 50 % galaktoze, se je razlikoval od negativne
kontrole. Celice so rasle pocasneje, podvojitveni ¢as je bil daljsi, prav tako je bila nizja
maksimalna gostota celic. Zanimiva je poraba substratov — glukoza se je zacela porabljati
Sele 3 dan bioprocesa, medtem ko se je izkoriS€anje galaktoze zacelo dva dni kasneje.

Prav tako lahko vidimo, da so celice v bioprocesu E4 rasle pocasneje od negativne kontrole.
Iz poskusov E2 in E4 je bilo o¢itno, da je nizZja koncentracija glukoze v gojis¢u, kljub
dodatku alternativnih sladkorjev, vodila v pocasnejSo rast celic in posledi¢no nizjo
proizvodnjo produkta.
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Slika 41: Poraba substratov v bioprocesu E2
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Slika 42: Poraba substratov v bioprocesu E4

S slike 42 je razvidno, da je bila uporaba manoze in glukoze v rastnem gojis¢u vzporedna,
celiéna linija A do substratov ni kazala nobene preference. Rezultati so se skladali z
fenotipskimi mikromrezami, kjer so bili odzivi na glukozi in manozi prakti¢no enaki.

Sslike 41 in 42 lahko opazimo, da je bila poraba substratov od dneva 3 naprej linearna. Zato
smo iz grafov izvzeli linearne dele in jim dodali trendno ¢rto ter enacbo premice. Rezultati
so razvidni s slike 43. Smerni koeficienti premice, ki opisujejo izrabo glukoze in manoze, so
si bili med sabo zelo podobni, medtem ko je bil smerni koeficient premice, ki opisuje izrabo
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galaktoze nekoliko nizji. Izraba galaktoze je bila tako 30 % nizja. Opazimo lahko tudi, da so
celice zacele uéinkoviteje izrabljati galaktozo dan kasneje kot manozo.
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Slika 44: Hitrost izrabe substratov
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Slika 43: Specifi¢na produktivnost bioprocesov z alternativnimi sladkorji.

Specifiéne produktivnosti med bioprocesi se med seboj niso razlikovale drasti¢no.
Bioprocesi, pri katerih smo samo dodali alternativne sladkorje, so imeli specifi¢no
produktivnost enako negativni kontroli. Nekoliko niZja je bila le pri bioprocesih z zmanj$ano
koncentracijo glukoze. Smiselno bi bilo preveriti Se kakovost pridobljenega produkta.
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Poskusi, ki so bili izvedeni, sluzijo samo kot potrditev, da lahko s pomocjo tehnologije
fenotipskih mikromrez izboljSamo rastne in produkcijske lastnosti celi¢nih linij. V nadaljnjih
korakih bi bilo smiselno preveriti kakovost pridobljenega produkta in poskuse izvesti v
produkcijskem gojis¢u. V slednjih bi bilo smiselno popolnoma zamenjati glukozo z
galaktozo ali manozo, ter dodajati glukozo in manozo/galaktozo v razlicnih razmerjih, za
kar bi lahko uporabili eno izmed statisti¢ni orodij za nacrtovanje poskusov. Za boljso rast in
amonija, zato bi bilo dobro v nadaljnjih poskusih prouéevati tudi vpliv alternativnih oblik
ogljika na porabo in proizvodnjo teh dveh metabolitov.

Poskusi, ki smo jih izvedli, so temeljili na obi¢ajnem bioprocesu brez dohranjevanja. V
industriji se za proizvodnjo rekombinantnih proteinov obiCajno uporablja bioproces z
dohranjevanjem, ki omogoca doseganje visokih celi¢nih gostot in specifi¢ne produktivnosti.
Uporabo galaktoze in manoze kot alternativnega vira ogljika, bi bilo tako dobro preizkusiti
tudi v obliki substrata za dohranjevanje.

Poskusi z uporabo manoze in galaktoze kot alternativnih virov ogljika so bili na industrijskih
celi¢nih linijah Ze izvedeni. Leta 2006 so Altamirano in sod. (2006) na celi¢ni liniji CHO,
Ki proizvaja t-PA, preizkusili kombinacijo glukoze in galaktoze v razmerju 1:4. Ugotovili
so, da so celice najprej porabile glukozo, cemur je sledila poraba galaktoze in laktata v
gojisc¢u. Koncni rezultat poskusa je bila izboljSana rast celic V primerjavi z njihovo celi¢no
linijo je nasa sposobna hkratnega izkori§¢anja glukoze in galaktoze, vendar mi izbolj$anja
rasti nismo opazili.

Sun in sodelavci (2013) so razvili dohranjevalni proces za celi¢no linijo CHO-DHFR, Ki
proizvaja monoklonsko protitelo CD20. V bioprocesu je kot dohranjevalni substrat
kombiniral glukozo in galaktozo v razmerju 1:1,8. Z ustreznim ¢asovnim intervalom
dohranjevanja jim je uspelo izboljSati rast celicne linije za 45 %, povecati specifi¢no
produktivnost za 143 %, maksimalno koncentracijo laktata v izrabljenem gojis¢u pa
zmanjSati za 55 %. V bioprocesu se je pojavil tudi laktatni premik iz proizvodnje v porabo,
ki pa ni vodil v pomanjkanje laktata in kopi¢enje amonija v izrabljenem gojiscu.

Poskusi so bili izvedeni prav tako na manozi. Berrios in sodelavci (2011) so v produkcijskem
mediju za proizvodnjo t-PA v perfuzijskem sistemu nadomestili glukozo z manozo. Opazili
so 15-20 % povecanje gostote celic, koncentracije laktata v izrabljenem gojiSc¢u pa so bile
25 — 30 % nizje. Volumska produktivnost se je povecala za 30 %, ne da bi se spremenil
delez siali¢ne kisline v kon¢nem produktu. Prav tako se je v bioprocesu zmanjSala poraba
kisika za 10 — 25 %, kar je omogo¢ilo gojenje celicne kulture v 3000-1 bioreaktorjih, v
primerjavi z glukozo, kjer je mozno gojenje le v 80-l reaktorjih. V nasih poskusih smo
uporabili obi¢ajen bioproces, v katerem se rezultati niso razlikovali od negativne kontrole —
dodatek manoze ni imel vpliva na gostoto celic in koli¢ino produkta, vendar je bila manoza
le dodatek in ne glavni vir ogljika.
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4.8.2 Uporaba nukleozidov

Nukleozidi so nukleotidi, ki imajo vezano fosfatno skupino. V celici so pomembni gradniki
molekul DNA in RNA. Sintetizirani so lahko de novo ali pa so samo reciklirani iz
nukleinskih kislin. Na fenotipskih mikromrezah so vse celicne linije izkazovale sposobnost
izrabe adenozina in inozina kot vira energije, zato smo se odlocili, da ju bomo preizkusili Se
v bioprocesih. Ker je poznana citostaticna vloga adenozina, smo ju preizkusili v treh
koncentracijah: 1 g/l, 0,5 g/l in 0,1 g/I.

Pri bioprocesih z dodatkom adenozina smo hitro ugotovili, da so dodane koncentracije ne le
citostati¢ne, temve¢ tudi citotoksi¢ne. Ve¢ kot 4 dni je prezivel le bioproces E7, ki je
vseboval najnizjo koncentracijo adenozina. S slike 45 je razviden zanimiv uéinek adenozina
— prvih pet dni je deloval na celice citostati¢no, nato pa so se celice zacele podvajati. Mozni
razlagi sta dve — ali so celice porabile adenozin ali pa so se nanj prilagodile.

Tudi inozin je imel na rast celi¢ne linije citostati¢ni ucinek, ki pa je upadal z zniZevanjem
koncentracije substrata. Medtem ko je bioproces z najvi§jo koncentracijo dosegel
maksimalno gostoto 2 milijonov celic/ml, desetkrat nizja koncentracija skorajda ni imela
vpliva na rast celic in celi¢no gostoto.
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Slika 45: Rastne krivulje bioprocesov z dodanimi nukleozidi in negativna kontrola (EQ)

Kljub temu, da so dodani nukleozidi upocasnili rast celi¢nih kultur, pa so bile celice vseeno
sposobne proizvodnje monoklonskih protiteles. S slike 46 je razvidno, da je ze dodatek
inozina v koncentraciji 0,1 g/l povecal proizvodnjo produkta v primerjavi z negativno
kontrolo. Koncentracija monoklonskih protiteles je bila ob dodatku inozina 1 g/l kar 4,5 —
krat vi§ja od negativne kontrole. S povecevanjem koncentracije nukleozidov v rastnem
g0jis¢u smo tako povecali proizvodnjo monoklonskih protiteles.

77



Ladinek S. Uporaba fenotipskih mikromrez za izboljSanje rasti in produktivnosti celi¢nih linij CHO.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

35

30 29

25

20

15,9

15
9,7

10 7,02

Specifiéna produktivnost [ng/celico/dan]

OE0 mE7 DE8 MES OEILO

Slika 46: Specifi¢na produktivnost bioprocesov z dodanimi nukleozidi in negativna kontrola (EO).

Ker v bioprocesih ni pomembna samo volumska produktivnost, temve¢ tudi specificna, je
pomembna izboljSava bioprocesa pove€anje le-te. Kljub manjsi celi¢ni gostoti, so celice
proizvedle enako koli¢ino rekombinantnega proteina pri procesu E9 v primerjavi z negativno
kontrolo. Manjsa koncentracija celic pomeni manjSo porabo substratov in hitrejSe ter cenejSe
zakljuéne procese v proizvodnji. Kljub temu pa bi bilo v nadaljnjih korakih smiselno
preveriti kakovost proizvedenih produktov.

Prav tako bi bilo smiselno izvesti poskuse v produkcijskem gojis¢u in v bioprocesu z
dohranjevanjem. Izziv bi bil izdelati dohranjevalni substrat glede na to, da je topnost obeh
nukleozidov v gojiscu le 20 g/l. U¢inek dodanih nukleozidov v gojisce bi lahko preverili v
razlicnih koncentracijah z namenom iskanja koncentracije, ki bi povecala produkcijo
rekombinantnih proteinov, ne da bi preve¢ upocasnila rast celi¢ne kulture. Za inozin bi to
bila lahko koncentracija 0,5 g/l, medtem ko je za adenozin ustrezno koncentracijo Se
potrebno poiskati.

Uporaba nukleozidov (inozina in adenozina) v bioprocesih z namenom povecanja specifi¢ne
produktivnosti v sesalskih celi¢nih linijah do danes Se ni bila uporabljena. So pa Ze dolgo
znani citostati¢ni u¢inki adenozina na sesalske celice. Ze Snyder in sodelavci (1978) so
porocali o toksi¢nosti adenozina na ¢loveSke limfoblaste, do katere pride zaradi zmanjSanja
koncentracije pirimidinskih ribonukleotidov (citozin, timin, uracil) in NAD", kar povzroci
kopicenje oroti¢ne kisline v celici. Povecane koli¢ine le-te namre¢ zniZajo nivo fosforibozil
pirofosfata (PPRP), ki je nujno potreben za nadaljnjo sintezo pirimidinskih nukleotidov.
Metabolizem adenozina gre v dve smeri — s pomo¢jo adenozin deaminaze se pretvori v manj
toksi¢en inozin, preko adenozin kinaze pa se fosforilira v adenozin-5'-monofosfat (AMP). V
prisotnosti zunajceli¢nih koncentracij adenozina, adenozin kinaza le-tega fosforilira, kar
rezultira v citotoksi¢nih koli¢inah AMP (Ishii in sod., 1973).

Inozin je v celici lahko pretvorjen v inozin-5-fosfat (IMP) z encimom inozin kinaza, ¢emur
sledi pretvorba s pomo¢jo IMP dehidrogenaze v ksantozin-5-fosfat. Slednji je nato
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pretvorjen do ksantozina. Inozin pa je lahko tudi razgrajen do hipoksantina. Encim IMP
dehidrogenaza uravnava sintezo nukleotidov, natancneje PRPP. Ko je v celici inozina
preve¢, je inhibirana glutamin-5-ribozil-1-pirofosfat amidotransferaza, zaradi Cesar ne
potece sinteza adenilata in gvanilata (Hedstrom, 2009).

4.8.3 Uporaba piruvata in sukcinamidne kisline

Fenotipska analiza celicne linije A je pokazala, da lahko celice izmed intermediatov
Krebsovega cikla izrabljajo le piruvat in sukcinamidno kislino, ko jim v rastnem gojis¢u
zmanjka glutamina. Izvedli smo dva bioprocesa:

e EI11 - dodali smo piruvat na zac¢etku v koncentraciji 50 % koncentracije glukoze
e EI12 - dodali smo sukcinamidno kislino na zacetku v koncentraciji 50 %
koncentracije glukoze
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Slika 47: Rastne krivulje bioprocesov z dodanim piruvatom (E11), sukcinamidno kislino
(E12) in negativna kontrola (EO)

Iz rezultatov lahko razberemo, da je dodatek piruvata v rastno gojisce deloval citostati¢no —
rast celic se je mo¢no upocasnila, podvojitveni ¢as je bil okoli 70 ur, medtem ko je bil pri
negativni kontroli okrog 20 ur. Najvisja celi¢na gostota je bila 4 milijone celic/ml $ele na
dan 14. V primerjavi z negativno kontrolo, pa je bioproces trajal enkrat dlje. S slike 48 je
opazno, da se je metabolizem mocno upocasnil — konzumacija glutamina je bila
upocasnjena, piruvat se je zacel porabljati na dan 3, glukoza pa na dan 5.
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Slika 48: Poraba substratov v bioprocesu E11.

Na sliki 48 je razvidno, da je bila dinamika porabe glutamina in piruvata precej podobna. Da
bi ugotovili, kateri substrat celice uporabljajo hitreje, smo iz grafa izvzeli linearne dele
porabe substratov in jim dodali trendno ¢rto ter enacbo, kot je razvidno s slike 49. Opazimo

lahko, da je bila uporaba piruvata nekoliko hitrej$a od uporabe glutamina, saj je bil naklon
premice piruvata vecji.
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Slika 49: Dinamika porabe substratov

Podobne rezultate smo dobili tudi na bioprocesu E12, vendar je imela dodana sukcinamidna
kislina manj$o citostaticno delovanje, kljub temu pa je podaljsala bioproces za 7 dni.
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Najvisja celi¢na gostota je bila dosezena na dan 13, ko je bilo v celi¢ni kulturi 6,3 milijona
zivih celic/ml.

Rezultati bioprocesov na sukcinamidni Kislini so bili podobni rezultatom bioprocesov s
piruvatom. Ker zaenkrat $e ne obstaja metoda za merjenje sukcinamidne kisline, nismo imeli
podatkov o njeni porabi v bioprocesu. Upocasnjena rast celic je bila posledica upoc¢asnjenega
metabolizma. S slike 50 je razvidno, da je bila poraba glutamina zelo nizka, celice so raje
porabljale glukozo.
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Slika 50: Poraba substratov v bioprocesu E12.

Na sliki 51 so prikazane specifi¢ne produktivnosti bioprocesov. Vidimo lahko, da je dodatek
piruvata v rastno gojis¢e povecal specificno produktivnost za faktor 2. Po drugi strani pa
dodatek sukcinamidne kisline ni imel izrazitega vpliva na povecanje specificne
produktivnosti.
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Slika 51: Specifi¢na produktivnost bioprocesov z dodanim piruvatom (E11),
sukcinamidno kislino (E12) in negativna kontrola (E0)

V literaturi do danes Se nisem zasledila uporabe piruvata za povecevanje specificne
produktivnosti v proizvodnji rekombinantnih glikoproteinov s pomoc¢jo sesalskih celic.
Genzel in sodelavci (2005) so uporabili piruvat kot nadomestilo za glutamin v rastnem
gojiscu treh razli¢nih adherentnih celi¢nih linij (MDCK,BHK21, CHO-K1). Zamenjava je
bila uspesna, saj je piruvat omogocal rast celic ¢ez vseh 19 pasaz, brez upocasnitve rasti
celic, manjSe pa so bile tudi koncentracije laktata in amonija, ki se obi¢ajno kopicijo med
bioprocesom. V nasih bioprocesih je bila opazna moc¢no upocasnjena rast celic v prisotnosti
piruvata, kar bi lahko bila posledica prevelike koli¢ine dodanega substrata. Vendar smo
tekom poskusa opazili, da se piruvat tudi mo¢no porablja, zato bi bilo morda smiselno izvesti
poskus, v katerem bi s piruvatom dohranjevali celice med bioprocesom. V naslednjem
koraku bi bilo potrebno preveriti tudi kvaliteto proizvedenega produkta in analizirati
dinamiko aminokislin tekom bioprocesa v izrabljenem gojis¢u. S tem bi dobili vpogled v
metabolizem aminokislin in bi morda lahko sestavili dohranjevalni substrat, prilagojen
metabolizmu piruvata, ki bi imel pozitiven ucinek na rastne lastnosti celicne linije in
specificno produktivnost.

Prav tako v literaturi do danes nisem zasledila uporabe sukcinamidne kisline kot substrata
za sesalske celi¢ne linije. Glede na nase rezultate ni vidnih prednosti uporabe tega substrata,
vendar bi bilo smiselno vseeno preuciti kakovost pridobljenega produkta in analizirati
dinamiko aminokislin tekom bioprocesa. Kljub temu, da ta substrat zaenkrat ni perspektiven,
gre vseeno za intermediat Krebsovega cikla in bi v kombinaciji z drugimi substrati morda
pokazal potencial.
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4.9 UPORABA MIKROMREZ ZA 1IZBOLJSANJE BIOPROCESOV

V magistrskem delu smo izvedli pregled lastnosti Stirih razli¢nih celi¢nih linij. Analizo smo
izvedli le na fenotipski plos¢ici PM-M1, ki vsebuje razli¢ne vire ogljika. Poleg te plosce je
na voljo Se 13 drugih, med njimi so za optimizacijo gojis¢ najbolj uporabne PM-M2, PM-
M3 in PM-M4, ki vsebujejo $e posamezne aminokisline in dipeptide. Ze analiza fenotipa na
eni sami plosci je odkrila potencial te tehnologije za proucevanje metabolizma sesalskih
celi¢nih linij in za izboljSavo gojis¢, ki bi lahko rezultirala v bolj$ih rastnih in produkcijskih
lastnostih industrijskih celi¢nih linij.

Rezultati fenotipizacije so nam dali veliko idej, kako bi lahko izboljsali obstojeci bioproces,
vendar smo zaradi dolo¢enega obsega magistrskega dela izvedli le majhen del poskusov, ki
pa so potrdili uporabnost tehnologije. Poleg uporabe galaktoze in manoze, ki je bila v
literaturi Ze opisana, smo opazili tudi potencial uporabe nukleozidov, piruvata in
sukcinamata, na mikromrezah pa je bilo opaznih $e kar nekaj drugih metabolitov, ki bi jih
lahko preizkusili.

Tehnologija fenotipskih mikromrez nam omogoca pregled metabolnih lastnosti kadarkoli
med bioprocesom, saj zahteva le sterilno odvzeti vzorec, ki se nato centrifugira in nanese na
mikrotitrske mreze. Tako nam omogoc¢a spremljanje fenotipskih lastnosti med potekom
bioprocesa in proucevanje odvisnosti metabolizma od inkubacijskih pogojev. Proucevali bi
lahko vpliv temperaturnega in pH premika med dohranjevalnim bioprocesom na
metabolizem, saj nam naprava omogoca uravnavanje temperature v inkubacijski komori.
Prav tako se tehnologija lahko uporabi Ze po spremembi gojis€a na podlagi analize, saj je
povsem mogoce, da je dodaten substrat v gojiS€u aktiviral dodatne metabolne poti, ki so nato
vidne pri ponovni analizi in nam lahko e dodatno izboljsajo gojisce.

Fenotipske mikromreZe bi lahko izdelali sami. Uporabimo lahko prazne mikrotitrske
ploscice, ki jih ponuja Biolog, na katere lahko nato nanesemo substrate v razlicnih
koncentracijah in kombinacijah. Pri tem bi bilo smiselno uporabiti statisti¢cno orodje na
nacrtovanje poskusov, saj je kljub temu, da ima naprava zmogljivost pregleda 50 fenotipskih
mikromrez naenkrat, dela s pripravo celi¢ne kulture in ploséic veliko, ¢e nimamo na voljo
robotskega sistema.
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5 SKLEPI

S pomocjo rezultatov magistrskega dela lahko potrdimo vse 4 hipoteze:

Kljub fenotipski raznolikosti celi¢nih linij CHO nam je uspelo razviti ustrezen

sploSen protokol, ki omogoca razlikovanje med visoko sorodnimi celi¢nimi linijami.

e Izbrane celi¢ne linije CHO se kljub visoki sorodnosti precej fenotipsko razlikujejo
v hitrosti rasti, doseganju maksimalne celi¢ne gostote, porabi substratov, proizvodnji
metabolitov in sposobnosti uporabe alternativnih virov energije na fenotipskih
mikromrezah PM-M1. Vir razlik je razvoj celi¢ne linije preko naklju¢ne transfekcije
in selekcijski pogoji, ki vodijo v delecije, translokacije in prerazporeditve

kromosomov.

e S pregledom fenotipskih lastnosti na mikromrezah PM-M1 na razliéne dneve
bioprocesa smo ugotovili, da je metabolizem celi¢nih linij odvisen od koncentracije

substratov v gojiscu. Ko v gojis€u zmanjka glutamina, so celice sposobne izkori$c¢ati

vec razli¢nih virov ogljika.

e S pomocjo tehnologije fenotipskih mikromrez lahko izboljSamo rastne in

produkcijske lastnosti industrijskih celi¢nih linij. Izbolj$anje je mozno predvsem na

stopnji razvoja rastnih in produkcijskih gojiS¢ ter dohranjevalnih substratov.

Izbrana sesalska celi¢na linija je kot alternativna vira ogljika sposobna izrabljati galaktozo
in manozo, kar pa v prikazanih poskusih ni privedlo do izboljSanih rastnih in produkcijskih

lastnosti. Dodatek nukleozidov v rastno gojis¢e poveca specificno produktivnost izbrane
celi¢ne linije, vendar je potrebno preveriti kakovost dobljenega produkta. 1zziv predstavlja
razvoj nukleozidov v obliki dohranjevalnih substratov. Specifiéno produktivnost izbrane
celi¢ne linije prav tako poveca dodatek piruvata v gojis¢e. Potrebno je preveriti dinamiko
porabe aminokislin v gojis¢u, kar bi lahko privedlo do dodatnega izboljSanje bioprocesa.
Prav tako je potrebno preveriti dodatek piruvata v razli¢nih koncentracijah in kombinacijah

z drugimi substrati v bioprocesu z dohranjevanjem.
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6 POVZETEK

Vec¢ kot polovico rekombinantnih proteinov v farmacevtski industriji je proizvedenih v
sesalskih ekspresijskih sistemih, med njimi najve¢ v ovarijskih celicah kitajskega hrcka.
Glavne slabosti teh sistemov so nizke celicne gostote in specificne produktivnosti, v
primerjavi z bakterijskimi in kvasnimi ekspresijskimi sistemi. Da bi te slabosti odpravili, se
posveca precej pozornosti v razvoj produktivnejSih celicnih linij, predvsem na podrocju
rekombinantnih tehnik DNA - z izboljSanjem transfekcije, vstavitve plazmidov v
transkripcijsko aktivne dele gostiteljskega kromosoma, povecanja Stevila kopij plazmida v
gostiteljskih celicah, vi§je nivoje transkripcije in translacije ter prelaganja zacetka apoptoze.
Rast celi¢nih linij in produktivnost pa je precej odvisna tudi od kemijskih pogojev, ki jih
omogoca ustrezno gojisce.

V nasprotju z razvojem Stevilnih orodij za manipulacijo DNA, ki omogocajo izboljSavo
bioprocesov na nivoju izboljsanja industrijskih celi¢nih linij, je razvoj metod spreminjanja
g0jis¢ v precejinjem zaostanku. Ce Zelimo prilagoditi celiéni liniji gojis€e, ki bo omogoéilo
uporabo njenega celotnega potenciala, moramo poznati njen metabolizem. Vec¢ina metod za
razvoj gojis¢ namre¢ temelji predvsem na slepemu mesanju Ze obstojecih formulacij ali na
analizi izrabljenega gojisca, ki pa je omejeno s Stevilom metabolitov, ki smo jih sposobni
zaznati.

Tehnologija fenotipskih mikromrez je primeren kandidat za eno izmed orodij, ki lahko
dopolni ze obstojeCe metode razvoja rastnih in produkcijskih gojis¢. Poleg komercialno
dostopnih mikromrez za sesalske celicne linije, namre¢ omogoca tudi izdelavo lastnih
mikromreZ z razliénimi koncentracijami in kombinacijami substratov. Medtem ko vecina
podobnih analiz temelji na zaznavanju rasti celicne kulture, fenotipske mikromreZe temeljijo
na redukciji tetrazolijevih barvil, ki zaznavajo prisotnost celi¢ne respiracije ob dodatku
posameznega substrata.

V magistrskem delu smo uporabili tehnologijo fenotipskih mikromreZ za pregled fenotipskih
lastnosti celi¢nih linij. Kljub njihovi visoki sorodnosti, tehnologija omogoca razlikovanje
med njimi in odkriva njihov metabolni potencial. S pomocjo rezultatov smo uspeli ustvariti
nove kombinacije rastnih gojis¢, ki so povecala specificno produktivnost izbrane celi¢ne
linije, hkrati pa smo potrdili ugotovitve, do katerih so prisli raziskovalci z drugacnimi
metodami.
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PRILOGE

PRILOGA A: Protokol za fenotipizacijo celi¢nih linij CHO s pomoc¢jo mikromrez

Delo s celicami poteka v sterilni mikrobioloski komori. Za razkuzevanje se uporablja sterilen
70 % izopropanol. Gojisca se segrevajo v vodni kopeli, na temperaturi 37 °C, za 1 1 gojisca
potrebujemo vsaj 30 min. Inkubacije potekajo v CO> stresalniku na temperaturi 36,5 °C,
10 % CO», 200 rpm, rocica 50 mm. V fazah namnozevanja celic se uporabi za celi¢no linijo
specificno rastno gojisce, v fazi priprave celic za fenotipsko analizo pa se uporabi
osiromaseno gojisce Os.

1. ODTALJEVANJE CELIC

e 49 ml na 37 °C ogretega specifi¢nega rastnega gojisc¢a prenesemo v SF250.

e Kiriovialo prenesemo iz kriobanke v termoblok, ogret na 37 °C.

e Po0 3 — 4 min v termobloku, odtaljeno kriovialo s celi¢no kulturo prenesemo v
mikrobiolo§ko komoro. Odstranimo pokrovcek in vsebino krioviale s 5 ml
pipeto prenesemo v 49 ml ogretega gojisca.

e Nezno premeSamo vsebino SF250 in z novo 5 ml pipeto prenesemo 1 ml celi¢ne
kulture v epico.

e Epico s celi¢no kulturo prenesemo v napravo Vi-Cell XR za dolocevanje
koncentracije in deleza zivih celic. Pri uspeSnem odmrzovanju mora biti delez
zivih celic vsaj 80 %.

e SF250 s celi¢no kulturo prenesemo v CO> stresalnik.

e Inkubiramo 4 dni, na standardnih pogojih.

2. NAMNOZEVANJE CELIC

e Po4 dneh namnoZevanja celic, celi¢no kulturo zopet vzoréimo (1ml) in dolo¢imo
koncentracijo celic s pomoc¢jo naprave Vi-Cell XR.

e Po spodnji enacbi izratunamo volumen vcepka in svezega gojisca.
Zazelena koncentracija zivih celic v celiéni kulturi je 2-10° celic/ml, konéni
volumen celi¢ne kulture pa 250 ml.



Y g . (celic . Ly
zazelena koncentracija Zivih celic (W) x koncni volumen celi¢ne kulture (ml)

Vvcepka (ml) = alic
izmerjena koncentracija zivih celic (W)

Vsvezega gojisca (ml) = konéni volumen celi¢ne kulture (ml) — Vycepka(ml)

e Izradunan volumen svezega rastnega gojis¢a, ogretega na 37 °C, prenesemo v
SF1000.

e S pipeto, ki ustreza volumnu vcepka, premeSamo celicno kulturo in ustrezen
volumen prenesemo v SF1000, Kkaterega smo Ze napolnili s svezim gojis¢em.

e SF1000 z novo nacepljeno celi¢no kulturo prenesemo v CO> stresalnik.

e Inkubiramo vsaj 3 dni, na standardih pogojih. Trajanje inkubacije je odvisno od
hitrosti rasti celic, porabe substratov in zazelene faze rasti, v kateri Zelimo
dolociti fenotip celi¢ne linije.

PRIPRAVA CELIC ZA FENOTIPSKO ANALIZO

e Ko zelimo izvesti fenotipsko analizo celicne linije, celicno kulturo zopet
vzor¢imo (1ml) in dolo¢imo koncentracijo celic s pomocjo naprave Vi-Cell XR.

e Po zgornji enacbi zopet izracunamo volumen vcepka. Zazelena koncentracija
zivih celic v celi¢ni kulturi je 6,5-10° celic/ml, konéni volumen celiéne kulture
pa je odvisen od Stevila mikromrez, ki jih Zelimo napolniti. Za eno mikromreZzo
se obicajno porabi 7 ml celi¢ne kulture, upostevajo¢ rezervo in izgube pri
prenosu celic.

e Izraunan volumen vcepka prenesemo iz SF1000 v 50 ml mikrocentrifugirko.
Celi¢no kulturo centrifugiramo 5 min na sobni temperaturi in 180 rpm.

e Po prvem centrifugiranju iz mikrocentrifugirke ostranimo supernatant, celi¢no
usedlino pa resuspendiramo s 40 ml na 37 °C ogretega gojisca Os.

e Resuspendirano kulturo zopet centrifugiramo, pri enakih pogojih kot prej.

e Po drugem centrifugiranju zopet odstranimo supernatant in celicno usedlino
resuspendiramo z ustreznim volumnom gojiséa Os, ki ga potrebujemo za
nacepitev mikromrez.

e V primeru, da je konéni volumen vec¢ji od 50 ml, celicno usedlino
resuspendiramo s 40 ml ogretega gojis¢a Os in prenesemo v SF250. Nato
dodamo preostali volumen gojisca Os.



NANOS CELIC NA MIKROMREZE

e Mikromreze en dan pred uporabo prenesemo na sobno temperaturo v
mikrobiolosko komoro. Na dan uporabe odstranimo folijo in jih ustrezno
0znacimo.

e Inkubator Omnilog nastavimo na temperaturo 36,5 °C.

e Pripravljeno celi¢no kulturo v gojis¢u Os (v mikrocentrifugirki ali SF250)
dobro premesamo in prelijemo v sterilne plasti¢ne kadicke, z volumnom 50 ali
100 ml. Ce z isto kulturo polnimo ve¢ mikromreZ, je smiselno celiéno kulturo
sproti dodajati v kadicko, da se ohrani homogenost kulture.

e Celi¢no kulturo ¢im hitreje s pomocjo multikanalne pipete nanesemo na
mikromreze. V vsako luknjico na mikrmrezi dodamo 60 pl celi¢ne kultre.

¢ Ko je mikromreza napolnjena, jo zapremo s prilozenim plastiénim pokrovckom
in prenesemo Vv inkubator Omnilog.

e Inkubiramo 4 ure.

e Steklenicko z barvilom MB premaknemo iz hladilnika na sobno temperaturo.

DODATEK BARVILA

e Po 4 urni inkubaciji, mikromreze iz inkubatorja Omnilog prenesemo nazaj v
mikrobiolosko komoro.

e Na sobno temperaturo segreto barvilo MB prelijemo v sterilno plasti¢no
kadicko.

e S pomocjo multikanalne pipete napolnimo mikromreze z barvilom. V vsako
luknjico dodamo 10 pl barvila MB.

e Ko je mikromreza napolnjena, jo prelepimo s plasti¢no folijo, ki preprecuje
okuzbe celi¢ne kulture ter izhlapevanje, hkrati pa omogoca opti¢no od¢itavanje
absorbance v sistemu OmniLog.

e Tako pripravljene mikromreze prenesemo v inkubator Omnilog in jih
razporedimo na ustrezna mesta. Uporabljamo nosilce 6 — 20.

e ZaZzenemo program Omnilog Data Collection, ki omogoca vpis podatkov o
celi¢ni liniji na posameznih mestih.

e Sledi zagon opticnega branja absorbance, ki traja 24 ur, v ¢asovnih intervalih 15
min.



PRILOGA B: Podatki pridobljeni iz bioprocesov na podlagi katerih smo izracunali
podvojitvene Case, IVC in specifi¢ne produktivnosti ter izrisali grafe porabe substratov

PRILOGA B1: Rezultati poskusa EO

= 02F 0ef nes Ez = S w5 £5%
= 3 3 8 65 07 © - & >
0 0,25 0,24 97,9 100 81,1 100,0 0,0
1 0,44 0,44 98,9 98,2 71,3 96,6 0,0 27,90
2 0,86 0,85 99,2 84,6 87,9 931 24,6 24,74
3 1,87 1,86 99,3 68,4 100,0 85,0 55,8 21,44
4 4,24 4,22 99,6 45,6 29,5 68,2 82,6 20,23
5 8,99 8,96 99,6 15,6 34,1 37,8 100 22,11
6 14,71 14,66 99,6 0,0 32,9 26,3 86,3 33,78
7 18,07 17,88 98,9 8,8 46,2 20,1 65,3 83,74
8 17,01 16,03 94,2 1,4 53,4 4,3 17,3 -151,98
9 14,41 11,06 76,7 6,4 60,2 0,0 0,0 -44.,84
10 10,42 0,34 3,3 0,0 76,9 0,0 0,0 27,90
Integral Zivih celic [IVC] 70552883
Specificna produktivnost [ng/celico/dan] 7,02:10°
PRILOGA B2: Rezultati poskusa E1
T oef osF w5.f. E. §. s B EZ
= 025 095 253is8%Y 8% £F ¥ ¥ 93
g FLg >&3 43F3% 3% 3% g% 35 8o
Q0 3] 3] 8O O O O a g
0 0,27 0,27 99,1 100 83,7 100 0,0 100
1 0,45 0,44 99,3 93,7 83,5 96,2 0,0 100 32,6
2 0,85 0,84 989 832 86,2 93,6 33,4 99,6 26,1
3 1,80 1,79 994 66,6 100 86,8 55,5 93,7 22,0
4 3,90 3,88 99,6 444 30,9 74,1 80,8 99,3 21,5
5 8,09 8,06 99,6 19,4 29,6 48,5 100 90,0 22,8
6 14,08 14,03 99,7 0,0 33,2 35,3 98,1 74,8 30,0
7 17,40 17,32 99,5 0,0 35,0 27,2 83,2 59,3 79,1
8 17,30 17,11 98,9 4.4 37,0 19,1 64,0 445  -1336,1
9 17,03 16,22 95,2 58 48,3 13,7 46,3 34,9 -313,4
10 14,28 7,02 53,0 1,6 48,0 3,3 42,8 27,0 -19,9
11 8,15 2,87 27,8 8,1 61,3 18,7 51 20,1 -18,6
12 6,60 1,29 15,0 0,0 74,4 1,1 0,8 -20,9
13 4,10 0,12 2,9 0,0 73,0 0,0 0,0 -7,0
Integral zivih celic [IVC] 717197167

Specifi¢na produktivnost [ng/celico/dan] 6,92-10°



PRILOGA B3: Rezultati poskusa E2

—_— <« Q = 4 = © [« S
I P £ 2E fo Eo §o T Eg g%
> o2 a2 3 £2 £2 38 §E =& £2E
S O3 0g T8 5 & ) < < 8=
[ > =) - o a
0 0,22 0,22 98,8 100 100 100 0,0 100
1 0,41 0,40 98,3 83,6 82,9 97,4 0,0 98,3 28,05
2 0,62 0,61 984 733 94,2 91,7 205 922 39,61
3 1,29 1,28 99,3 61,1 27,3 82,3 54,0 94,7 22,29
4 2,20 2,18 99,2 437 32,6 65,5 752 94,6 31,24
5 5,56 5,54 99,7 26,8 37,1 50,3 929 855 17,86
6 10,64 10,61 99,7 7,7 44,7 28,5 100 78,9 25,61
7 14,47 14,35 99,2 2,0 53,7 6,4 736 674 55,06
8 14,39 13,67 94,9 7,3 68,1 0,0 239 54,7 -339,35
9 10,23 7,00 68,4 0,0 85,4 0,0 0,0 43,3 -24,89
10 7,11 1,90 24,5 0,0 108,7 2,6 0,0 38,7 -12,74
11 6,32 0,29 4,58 0,0 118,0 52 0,0 35,0 -8,85
Integral zivih celic [IVC] 52251133
Specifi¢na produktivnost [ng/celico/dan] 6,37-10°

PRILOGA B4: Rezultati poskusa E3

5 AsE Qs E Bas g g S IS N =
= OoFs OPs T:i: 8% S £¥ ¥ 2¥ Sz=
2 FLZ >EEZ ANz 3= = S = 5 = g-—' SET
0 = © <O 0] o O
0 0,23 0,23 99,6 100 73,4 100 0,0 100,0
1 0,42 0,42 99,1 96,5 75,5 97,7 6,7 98,6 27,8
2 0,88 0,88 994 851 76,3 98,4 30,3 97,5 22,4
3 1,76 1,75 99,6 68,0 100,0 91,6 54,6 88,7 24,1
4 3,81 3,80 995 47,0 30,0 79,7 81,8 80,4 21,5
5 8,01 7,99 99,7 214 32,8 55,8 100 66,1 22,4
6 14,51 14,48 99,7 0,0 35,2 42,7 97,5 56,5 28,0
7 17,53 17,44 99,5 0,0 36,7 31,2 78,8 52,3 89,3
8 17,72 17,46 98,5 0,0 41,6 22,6 61,8 355 146105
9 16,93 15,69 92,7 7,3 46,7 16,2 51,2 16,5 -156,2
10 14,09 7,66 56,8 1,7 46,3 5,3 55,5 111 -23,2
11 9,80 3,27 29,3 0,0 68,5 0,8 52,0 15 -19,5
12 8,18 0,39 4,7 0,0 75,6 1,7 45,0 0,0
Integral Zivih celic [IVC] 72156266

Specifi¢na produktivnost [ng/celico/dan] 6,96-10°°



PRILOGA B5: Rezultati poskusa E4

celic/ml]

4

© o~ u s~ wn ~ o Casldan]
TCD [*10°

0,21
0,40
0,67
1,29
2,97
6,79
10,88
15,11
13,73
10,39
10 6,82
11 0,21

celic/ml]

VCD [*10°

o
N
[

0,40
0,66
1,28
2,96
6,77
10,83
14,94
12,48
7,26
0,48
0,21

8 g Delt?z Zivih
celic [%0]

[N

98,6
99,0
99,5
99,7
99,5
98,8
90,9
69,9
7,0
99,7

Integral Zivih celic [IVC]
Specifi¢na produktivnost [ng/celico/dan]

PRILOGA B6: Rezultati poskusa E5

Cas [dan]
TCD
[*106

celic/ml]

W N P O
oo oo
2w NN
W NN B

VCD
[*106
celic/ml]

oo o0
oN NN
g N o s

Delez
Zivih celic

© ©
o ©
w o

72,8
36,2

PRILOGA B7: Rezultati poskusa E6

Cas [dan]
celic/ml]

W N - O ¢
TCD [*10°
oS o o
= N DN
o O -

0,14

celic/ml]

VCD [*10°

o o
NCRN)
g e

o
-
o

]

0,01

Delez zivih
celic [%]

Glutamin
[%0]

100
84,2
74,1
60,6
42,1
23,5
5,0
6,0
4,9
7,5
3,0
100

%]
Glutamin
[%0]

Glutamin
[%0]

=

00
93,8
84,5
74,9

Glutamat
[%0]

© © U
o oS
© ©

100,0

Glutamat
[%0]

\l
()
e’

75,0
89,6
100,0

€ 8. &
sy 2% K¥
5 S T
5] o -
87,9 100 0,0
71,5 97,7 0,0
92,3 94,6 26,7
27,2 86,4 53,8
31,3 72,6 75,1
32,6 62,4 92,6
39,5 454 100,
451 29,2 85,3
66,3 14,6 68,1
84,8 0,0 51,2
100,0 2,4 55,8
87,9 100,0 0,0
54049466
5,92'10'9

Glukoza
[%0]

100,0
96,8
99,6
95,8

Manoza
[%0]

100
94,86
88,80
85,39
75,33
65,71
49,12
30,99
11,78

3,84

0,57

Laktat
[%0]

0,0
57,5
100

Laktat
[%0]

0,0
0,0
0,0
100

[h]

Podvojitve
ni ¢as

24,79
33,37
25,28
19,79
20,08
35,40
51,72
-92,52
-30,73
-6,11
24,79

[h]

Podvojitv
eni ¢as

-91,2
55,4
-9,6

Podvojitve
ni ¢as [h]

95,4
-17,8
-5,6



PRILOGA B8: Rezultati poskusa E7

Cas [dan]

4

OO NOOTUVA WNPRELRO

[ =
N o unbhO

TCD
[*106
celic/ml]

o

o) O
PP NN
© ® Ul O

o

0,18
0,25
0,28
0,35
0,47
0,81
1,08
6,87
8,99
10,13
10,22

VCD

[*106
celic/ml]

o

o e
D)
w o & O

o

0,14
0,19
0,21
0,26
0,38
0,61
0,9
6,69
8,70
9,56
7,56

Delez
Zivih
celic [%0]
Glutamin
[%0]

99,5
94,4
85,5
68,3
69,3
73,7
76,1
76,0
81,5
75,2
87,2
97,3
96,7
94,4
73,9

Integral Zivih celic [IVC]
Specifi¢na produktivnost [ng/celico/dan]

PRILOGA B9: Rezultati poskusa E8

Cas [dan]

4

© 00N O O b W DN - O

celic/ml]

TCD [*10°

0,18
0,25
0,42
0,59
0,81
1,09
1,58
2,06
2,34
2,77

VCD [*10°

celic/ml]

0,18
0,25
0,41
0,56
0,78
1,03
1,45
1,83
1,94
2,04

v v

Delez zivih
celic [%]

Integral Zivih celic [IVC]
Specifi¢na produktivnost [ng/celico/dan]

O wWWENOU TN ®© s
— AN AP O0OWRMODRO
©CO o wOwwwwkrowumpswo

0,0
11,9

Glutamin
[%0]

100
94,0
85,9
72,1
59,0
42,0
32,0
23,4
14,4
14,0

Glutamat

100,0

Glutamat

[%0]

22,7
26,1
30,2
32,3
30,6
34,0
38,8
79,4
443
52,6
54,6
73,9
82,5
90,0

[%6]

15,3
29,2
31,1
34,2
40,8
44,8
57,1
69,9
100
98,0

Glukoza
[%0]

100
99,9
98,7
99,5
98,2
97,9
99,5
76,1
97,5
96,4
91,7
48,5
37,0
27,4
14,8

54049466

5,92-10°

Glukoza
[%0]

100
97,9
96,3
91,6
88,7
81,1
76,5
73,2
67,1
61,1
9363333
29,0-10°

Laktat
[%0]

0,0

0,0

0,0

13,2
21,4
24,8
27,8
62,4
41,7
47,4
59,0
100
90,6
76,3
83,5

Laktat [%)]

oo
o o

23,0
434
61,3
75,8
83,3
91,5
95,0
100

eni ¢as
[h]

Podvojitv

91,2
-41,0
-80,1
224,5

54,5
166,2

77,9

43,8

35,1

38,5

25,4

63,3
176,5
-70,9

[h]

i éas

Podvojitven

56,1
32,2
53,7
50,5
60,8
48,6
71,5
293,6
330,4



PRILOGA B10: Rezultati poskusa E9

celic/ml]

4

© o~ U~ wn — o Casl[dan]
TCD [*10°

o
w N
w

o

0,58
0,73
1,35
2,10
3,61
5,38
7,12
6,47
10 5,3

celic/ml]

VCD [*10°

Lo
w N
w P

0,57
0,72
1,32
2,06
3,50
5,17
6,48
4,57

2,6

YARY]

Delez zivih
celic [%0]

©
® S
©o O

98,0
98,0
97,8
98,2
97,00
96,0
91,0
70,6
49,0

Integral Zivih celic [IVC]
Specificna produktivnost [ng/celico/dan]

PRILOGA B11: Rezultati poskusa E10

Cas [dan]
celic/ml]

TCD [*10°

V4

o

o
w N
SN

0,56
1,09
2,70
4,51
10,34
14,46
16,81
15,39
10 12,0

© 00 N o 0o A WO N -, O

celic/ml]

VCD [*10°

o
()
~

o
w
\l

0,55
1,09
2,69
4,49
10,27
14,33
16,30
13,16
7,0

Y ARY]

Delez zivih
celic [%0]

100
98,7
98,2
99,6
99,6
99,6
99,3
99,1
96,9
85,5
58,5

Integral Zivih celic [IVC]
Specificna produktivnost [ng/celico/dan]

Glutamin
[%0]

90,1
77,1
65,1
48,6
36,3
241
25,0
5,8
0,0
6,3

Glutamin
[%0]

51
0,0
0,0
0,0
4,1

Glutamat
[%0]

el
o o A~
NN o

21,6
25,7
33,7
45,6
56,1
75,5
94,2
100

Glutamat
[%0]

13,1
17,8
20,2
23,8
26,5
31,4
40,4
58,6
66,9
85,9
100,0

Glukoza
[%0]

100
99,8
96,8
92,8
86,6
79,3
72,7
75,4
48,5
35,8
27,1

22540000
19,0-10°

Glukoza [%0]

100
99,6
94,8
93,1
80,7
66,7
49,9
34,5
17,2
3,4
0,0

56790000
9,7-10°

Laktat
[%0]

Laktat [%0]

oo
o o

20,7
43,2
68,5
91,3
100
83,8
55,6
32,8
19,1

[h]

Podvojitve
ni ¢as

36,8
30,4
71,2
27,4
37,4
31,4
42,6
73,7
-47,6

[h]

cas

Podvojitveni

38,4
42,0
24,3
18,4
32,5
20,1
49,9
129,1
-17,7



PRILOGA B12: Rezultati poskusa E11

T ©= S = £ =
S 28 98 238
0 0,25 0,25 99,1
1 0,39 0,39 99,2
2 0,56 0,55 98,4
3 0,69 0,68 98,1
4 0,85 0,84 97,9
5 0,92 0,89 96,7
6 1,15 1,11 96,5
7 1,26 121 95,6
8 1,51 1,43 94,8
9 1,85 1,73 93,7
10 2,34 2,19 93,5
11 2,98 2,77 92,9
12 3,63 3,37 92,7
13 4,09 3,74 91,4
14 4,66 4,00 86,0
15 4,74 3,66 77,2
16 4,34 2,62 60,4
17 3,95 1,76 44,7
18 3,57 0,63 17,6

Integral Zivih celic [IVC]

Glutamin
[%0]

100
95,0
86,6
78,2
67,9
59,7
50,2
46,9
38,6
32,5
29,8
21,6
12,4
2,5
0,0
0,0
2,2
3,4
0,8

Specifi¢na produktivnost [ng/celico/dan]

Glutamat
[%0]

o o
o g
A~ ©

74,8
89,5
27,6
30,7
351
45,3
48,7
70,1
56,2
64,6
80,8
74,2
77,1
83,9
81,1
85,9
100,0

Glukoza
[%0]

14,3
23011750
15,0-10°

Laktat [%6]

0,0

0,0

0,0

0,0

9,3

21,4
26,0
36,6
45,8
62,8
68,8
86,4
88,3
91,2
92,2
89,3
91,2
94,3
100

Piruvat [%0]

[h]

cas

Podvojitveni

36,5
47,3
80,7
79,1
265,8
76,4
186,4
36,10
88,9
70,1
71,4
85,2
157,2
2447
-183,9
-50,0
-41,9
-16,1



PRILOGA B13: Rezultati poskusa E12

T o=
S 08
0 0,26
1 0,38
2 0,55
3 0,79
4 1,02
5 1,13
6 2,16
7 2,12
8 3,36
9 4,51
10 5,28
11 6,43
12 6,85
13 7,45
14 7,61
15 7,05
16 6,84
17 7,18

celic/ml]

VCD [*10°

o
N
(o]

0,37
0,54
0,78
1,00
1,11
2,13
2,68
3,30
4,42
5,10
6,08
6,24
6,25
5,39
2,17
1,14
0,48

ARY]

Delez zivih
celic [%]

(o]
©
N

98,6
98,2
98,2
98,5
98,4
98,5
98,5
98,2
97,9
96,7
94,6
91,1
83,9
70,8
30,3
17,1
6,7

Integral zivih celic [IVC]

Specificna produktivnost [ng/celico/dan]

Glutamin
[%6]

100
99,4
93,1
86,3
75,8
66,5
57,1
48,9
40,2
36,9
33,2
30,4
26,8
23,4
22,7
22,6
20,4
18,8

Glutamat
[%6]

57,6
61,4
17,5
18,2
211
22,6
25,6
36,3
36,9
46,2
70,8
77,8
82,5
82,8
89,9
100,0

9,5
6,4
5,7
5,2

42831816

8,01-10°

Laktat [%6]

bd OB 2B &
o ©o o o o o

10,2
26,1
39,1
51,9
59,2
75,8
84,4
91,5
100
94,8
90,1
85,1

Piruvat [%0]

100
94,5
93,8
82,9
73,5
59,8
55,4
47,0
36,1
21,5
5,3
1,4

[h]

cas

Podvojitveni

48,7
42,9
46,0
66,1
158,0
25,6
72,6
80,4
56,7
115,7
95,0
638,8
7167,4
-111,7
-18,3
-25,7
-19,3



