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Sazetak:

Postojeci protokoli za krioprezervaciju vodene plijesni Saprolegnia parasitica koriste tradicio-
nalne krioprotektante koji mogu biti toksi¢ni, a prezivljenje nakon odmrzavanja je ¢esto subop-
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(engl. Deep Eutectic Solvents, DES) kao alternativnih otapala za krioprezervaciju ovog mikro-
organizma. Analizirano je prezivljenje i brzina rasta micelija S. parasitica hakon sedmodnev-
nog zamrzavanja pri -80 °C uz koristenje glicerola kao standarda i 12 DES-ova, od kojih je
najbolje rezultate dao glicerol:trehaloza. Predinkubacija u trajanju od 30 minuta uzrokovala je
bolji rast nakon odmrzavanja nego duza predinkubacija (1 sat, 3 sata). Postepeno zamrzava-
nje, nakon predinkubacije od 1 sat, nije imalo zna€ajan ucinak na uspjesnost krioprezervacije.
lako je u svim pokusima uz koristenje glicerola i DES-a glicerol:trehaloza kao krioprotektanata
prezivljenje vodene plijesni S. parasitica nakon odmrzavanja bilo 100%, duZe vrijeme zamr-
zavanja (32 dana naspram 7 dana) uzrokovalo je sporiju regeneraciju micelija pa je potrebno
dodatno optimirani protokol krioprezervacije vodene plijesni S. parasitica.
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Existing protocols for cryopreservation of the water mould Saprolegnia parasitica use tradi-
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1. UVOD

Patogeni iz roda Saprolegnia, medu kojima je najceS¢a vrsta Saprolegnia parasitica, uzrokuju
saprolegniozu, bolest koja zahvacéa sve razvojne stadije riba i mnogih drugih slatkovodnih
zivotinja, a manifestira se u obliku bijelog ili sivog filamentoznog micelija na povrSini koze ili
ikre (Pickering i Willoughby, 1982). Saprolegnioza predstavlja znacajan problem u
slatkovodnoj akvakulturi te uzrokuje prosjeéne godiSnje gubitke od 10 %. Bolesti koje ti
patogeni uzrokuju teSko je kontrolirati jer upotreba ucinkovitog lijeka, malahitnog zelenila, vise
nije dopustena u nekoliko regija (Europa, SAD), zbog kancerogenog i teratogenog djelovanja
(van den Berg i sur., 2013). Kako bi se istrazivanja i metode kontrole ovog patogena mogle
kontinuirano provoditi, izolati roda Saprolegnia moraju se dugoro¢no €uvati u laboratoriju.
Medutim, protokoli za dugotrajno €uvanje vodenih plijesni trenutno nisu dovoljno razvijeni,
pogotovo krioprezervacija, koja ima mnoge prednosti u odnosu ha druge metode ¢uvanja.
Krioprezervacija je korisno rjeSenje za dugoro¢no odrzavanje mikrobnih kultura jer ne
zahtijeva intenzivan rad te onemogucuje pojavu mutanata i kontaminacije. Medutim, na niskim
temperaturama (-80 °C ili nize) voda u stanicama se zamrzava te formira kristale leda koji
mogu oStetiti staniCne strukture. Stoga se prilikom zamrzavanja koriste krioprotektanti koji
pomazu u smanjenju formiranja leda (Nishii i Nakagiri, 1991). U do sada provedenim
istraZivanjima krioprezervacije vodenih plijesni kao krioprotektanti koriSteni su dimetil-
sulfoksid (DMSO) i glicerol, no oba pri koncentracijama koje se koriste u krioprezervaciji
pokazuju citotoksi¢nost, a DMSO moze biti i genotoksi¢an, $to ograni¢ava njihovu primjenu.
Osim toga, prilikom krioprezervacije vodene plijesni S. parasitica na -80 °C stopa prezivljenja
bila je zna€ajno smanjena ukoliko je vrijeme pohrane bilo godinu dana ili duze (Tian i sur.,
2022). Zbog toga je potrebno unaprijediti protokole za krioprezervaciju ove vrste te u njih
ukljuciti nove agense za krioprotekciju.

Niskotemperaturna eutekti¢ka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) smjesa su dviju ili
viSe komponenti koja ima taliSte nize od zasebnih komponenata (Abbott i sur., 2003). Proces
priprave DES-ova odgovara nacelima zelene kemije jer se sastoji od mijeSanja komponenata
uz blago zagrijavanje. Postoje brojni dokazi o niskoj citotoksi¢nosti razli¢itih DES-ova te o
mogucnosti njihove biorazgradnje. Osim toga, neki primarni metaboliti, poput trehaloze,
glukoze, sorbitola i prolina, koji se Cesto koriste za pripravu DES-ova pronadeni su u
Zivotinjama koje preZivljavaju na vrlo niskim temperaturama $to je potaknulo istraZivanje
primjene DES-ova na podrucju krioprezervacije (Choi i sur., 2011).

Cilj ovog rada bio je razviti protokol krioprezervacije vodene plijesni Saprolegnia parasitica, uz

primjenu DES-a koji moze zamijeniti tradicionalni krioprotektant glicerol.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. VODENE PLIJESNI (koljeno Oomycota)

Eukariotski mikroorganizam Saprolegnia parasitica pripada porodici Saprolegniaceae, redu
Saprolegniales te koljenu Oomycota (vodene plijesni). Vodene plijesni svrstane su u 12
redova, medu kojima su najvazniji Saprolegniales, koji obuhvaéa mnoge Zivotinjske parazite
(uklju€ujuci patogena S. parasitica) te Peronosporales s mnogim biljnim parazitima (Beakes i
sur., 2012). Zbog prehrane apsorpcijom, flamentoznog rasta i razmnoZavanja putem spora,
vodene plijesni su ranije smatrane nizim oblicima gljiva. No, temeljem novijih molekularnih
filogenetskih analiza, utvrdeno je da ova skupina organizama nije povezana s pravim gljivama
te je kolieno Oomycota premjesteno u skupinu Stramenopiles (Heterokonta), u koje spadaju i
alge kremenjasice, smede alge i neki drugi mikroorganizmi (Lee i sur., 2012). To potvrduju
mnoga obiljezja, npr. za razliku od gljiva, kod vodenih plijesni rijetke su pregrade u hifama
(cenocitne hife), stani¢na stijenka sastoji se od celuloze, a jezgre vegetativnih stanica obi¢no
su diploidne (Link i sur., 2002).

Prema nacinu prehrane, vodene plijesni mogu biti saprotrofi (hrane se mrtvom organskom
tvari) i paraziti (patogeni koji se hrane zivim organizmima i uzrokuju bolesti). Mnoge su vrste
oportunisticki patogeni, odnosno mogu sa saprofitskog prijeéi na parazitski nacin zivota ako
je imunosni sustav domacina oslabljen ili tome pogoduju drugi okoli$ni uvjeti. Medu domacine
parazitskih vodenih plijesni spadaju mnoge Zivotinjske i biljne vrste (Derevnina i sur., 2016).
Oomicetni patogeni biljaka, poput predstavnika roda Phytophthora, imaju znaCajne negativne
ucinke u poljoprivredi, uzrokujuci trulez korijena, stabljika i ostalih dijelova biljaka, $to moze
dovesti do smrti inficirane biljke (Derevnina i sur., 2016). lako su razorni ucinci oomicetnih
patogena Zivotinja u slatkovodnim ekosustavima poznati, ti patogeni su i dalje premalo
istraZzeni (Beakes i sur., 2012). Medu najpoznatijim predstavnicima su S. parasitica, koja
izaziva bolest saprolegniozu kod razli¢itih domadéina, uglavnom riba, te Aphanomyces astaci,
koji je uzro€nik racje kuge kod slatkovodnih rakova iz porodice Astacidae.

Vrste roda Saprolegnia (S. parasitica, S. australis, S. diclina i druge) koje uzrokuju
saprolegniozu sveprisutne su u slatkovodnom okoliSu i uglavnhom se smatraju oportunistickim
sekundarnim patogenima koji inficiraju domacina u stresnim uvjetima, kao $to su infekcija
drugim patogenima, ozljede ili nepovoljni uvjeti okoliSa opc¢enito (van den Berg i sur., 2013,
Gozlan i sur., 2014). Medutim, za neke sojeve vrste S. parasitica zabiljeZeno je da su visoko
virulentni i uzrokuju primarne infekcije (Stueland i sur., 2005, Thoen i sur., 2011).
Saprolegnioza moze zahvatiti sve razvojne faze ribe, od ikre do odraslih jedinki. Bolest se
manifestira kao sivo-bijele nakupine micelija na povrsini kozZe, 8krga ili jaja (Torto-Alalibo i sur.,
2005), sto je prikazano na Slici 1. Infekcija obi¢no zapocinje na mjestu povrsinske ozljede,
uzrokuje nekrozu i propadanje epidermalnog i dermalnog tkiva (Pickering i Willoughby, 1982,
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Bruno i sur., 2013) te se Siri prema unutrasnjosti tijela, zahvacajuci misi¢e i druge organe, sto
na kraju dovodi do smrti (Lone i Manohar, 2018). Kada je u pitanju ikra, micelij patogena prvo
napada mrtva jaja, a zatim se Siri i na zdrava, $to predstavlja veliki problem u akvakulturi (Link
i sur., 2002). Za razliku od patogena A. astaci, koji ima relativno uski raspon domacina te
uzrokuje bolest samo kod slatkovodnih rakova iz porodice Astacidae, raspon domacina vrste
S. parasitica je puno Siri, te ova vrsta moze izazvati bolest kod riba, rakova i vodozemaca
(Diéguez-Uribeondo i sur., 2009). Saprolegnioza uzrokuje znacajnu smrtnost mnogih vrsta
riba koje su vazne za slatkovodnu akvakulturu, kao $to su atlantski losos (Salmo salar),
kalifornijska pastrva (Oncorhynchus mykiss) te razne divlje vrste poput europskog grgeca
(Perca fluviatilis) i atlantske jesetre (Acipenser sturio). lako prisutna i u prirodnim
populacijama, saprolegnioza prvenstveno predstavlja problem u salmonidnoj akvakulturi gdje
su, kao rezultat nedostatnih mjera kontrole bolesti i loSih uvjeta uzgoja, ¢este masovne
infekcije ribljih jaja (van West 2006, van der Berg i sur. 2013). Ovo je znacajan problem Sirom
svijeta, jer saprolegnioza u slatkovodnim akvakulturnim postrojenjima uzrokuje godisnje
ekonomske gubitke vise od 10 %, a povremeno i do 50 % (van West, 2006, Diéguez-

Uribeondo i sur., 2007, van den Berg i sur., 2013).

ath )

Slika 1. Jedinka atlantskog lososa (Salmo salar) zaraZena saprolegniozom. Crvenom
strelicom oznacen je micelij patogena (Thoen i sur., 2011)

2.2. METODE DUGOTRAJNOG CUVANJA VODENIH PLIJESNI

Dugotrajno €uvanje kolekcija Cistih i genetski stabilnih kultura mikroorganizama, uklju€ujuci
vodene plijesni poput vrste S. parasitica, neophodno je za provodenje fundamentalnih i
primijenjenih istrazivanja te u svim granama gdje se koriste mikroorganizmi, poput
biotehnologije, prehrambene i farmaceutske industrije i medicine. Dugotrajno Cuvane kolekcije
mikroorganizama predstavljaju mjeru zastite od gubitka i kontaminacije vrijednih sojeva.

Jedino na ovaj nacin istrazivaci mogu kontinuirano pristupati istim sojevima mikroorganizama
3



tijekom dugih vremenskih razdoblja. Primjerice, referentni sojevi se mogu opetovano koristiti
u ponovljivim eksperimentima, u biotehnoloSkim i industrijskim primjenama cuvani
mikroorganizmi sluze kao stabilan izvor zeljenih proizvoda, a oCuvani sojevi patogena (poput
S. parasitica) omogucavaju provedbu ciljanih istrazivanja njihove biologije i razvoj metoda
kontrole bolesti. Opisano je vise metoda za kratkoro¢no (£ 1 godine, poglavlje 2.2.1.) i

dugorocno (> 1 godine, poglavlja 2.2.2. — 2.2.4.) odrzavanje kultura vodenih plijesni.

2.2.1. Serijsko precjepljivanje na krutim hranjivim podlogama

Vodene plijesni rodova Phytophthora (Houseknecht i sur., 2012), Saprolegnia (Songe i sur.,
2014), Achlya, Pythium i drugih mogu se kratkorotno odrzavati u laboratoriju serijskim
precjepljivanjem na krutim hranjivim podlogama svakih 2-3 mjeseca (Smith i sur., 1986).
Prednost ove metode je da se kulture Cuvaju u hladnjacima te je jednostavna i jeftina jer nije
potrebna specijalizirana oprema. Medutim, odrZzavanje Zive Kkulture povremenim
precjepljivanjem vremenski je intenzivno i podlozno kontaminaciji, posebno kada se rutinski
radi s velikom zbirkom (Nakasone i sur., 2004). Sto je jo$ vaznije, tijekom opetovanog
precjepljivanja moze do¢i do selekcije mutanata koji imaju promijenjena genetska i fenotipska
obiljezja (npr. slabljenje sposobnosti sporulacije, slabljenje virulencije) (Ko 2003, Songe i sur.,
2014). Zbog navedenih nedostataka metoda je opcenito neprikladna za dugoroCno ¢uvanje

kolekcija sojeva vodenih plijesni (Nakasone i sur., 2004).

2.2.2. Skladistenje u destiliranoj vodi

Jedna od metoda dugotrajnog ¢uvanja vodenih plijesni je skladiStenje u destiliranoj vodi. Prvi
korak uobiCajenog protokola je uzgoj vodene plijesni na krutoj hranjivoj podlozi, a zatim se
diskovi krute hranjive podloge s ruba kolonije prenesu u epruvete sa sterilnom vodom, sa ili
bez sjemenki konoplje. Epruvete se najéesSc¢e Cuvaju na sobnoj temperaturi u mraku. Diskovi
s micelijem se mogu prema potrebi nacijepiti na svjeZe krute hranjive podloge kako bi se
nastavio rast (Sutton i sur., 2009). Ova je metoda prikladna za skladiStenje mnogih vrsta roda
Phytophthora do 7 godina, ali opazene su razlike u preZivljenju izmedu razli¢itih vrsta ovog
roda (Boesewinkel, 1976). Primjerice, Ko (2003.) je uspjedno oCuvao izolate P. cinnamomi, P.
parasitica i P. palmivora u sterilnoj destiliranoj vodi na sobnoj temperaturi i do 23 godine, no
ta metoda nije bila prikladna za odrZavanje vrste P. infestans i nekih izolata P. colocasiae, jer
su uginuli tijekom prvih 2 do 6 mjeseca skladidtenja. Stoga su Cui i sur. (2018) modificirali ovu
metodu i uspjesno skladistili P. infestans u destiliranoj vodi na 12 °C i zakljucili da se optimalna
temperatura skladiStenja razlikuje ovisno o vrsti iz roda Phytophthora. Molina-Gayosso i sur.
(2016), osim Sto su uspjeSno oc€uvali tri vrste iz roda Phytophthora do 21 godinu, uspjeli su
ocuvati i dvije vrste roda Pythium do 7 godina. Cuvanje vrsta iz rodova Phytophthora i Pythium

u sterilnoj vodi je jednostavno i jeftino, posebno u usporedbi s metodama u kojima je potrebno
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uCestalo precjepljivanje ili skupa oprema kao u slu€aju krioprezervacije (Molina-Gayosso i
sur., 2016). U istrazivanju koje su proveli Smith i sur. (1986) pokazano je da ova metoda
omogucuije Cuvanje vecine izolata iz rodova Phytophthora i Pythium i do 3 godine, ali su mnogi
od onih koji su prezivjeli pokazali pogorSanje rasta i sporulacije. Zbog toga ova je metoda
preporu¢ena samo za srednje trajno skladistenje. Vazno je takoder napomenuti da je nakon
re-kultivacije 10 izolata (18 %) roda Phytophthora i 4 izolata (33 %) roda Pythium bilo
kontaminirano. lako nema objavljenih znanstvenih radova, ova metoda se moze Koristiti i za
srednje trajno skladistenje vrsta iz roda Saprolegnia. U Laboratoriju za biologiju i genetiku
mikroorganizama Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
u Zagrebu sojevi vodenih plijesni iz roda Saprolegnia, ukljuCujuci S. parasitica, skladisti se
upravo ovom metodom. Vodena plijesan skladisti se na sjemenkama konoplje u destiliranoj

vodi pri 4 °C te se precjepljuje svakih godinu dana (Pavi¢ i sur., 2021).

2.2.3 Skladistenje u sloju parafinskog ulja

SkladiStenje u sloju parafinskog ulja je metoda za oCuvanje vodenih plijesni na nacin da se
kulture prvo uzgoje na kosim krutim hranjivim podlogama, a zatim preliju parafinskim uljem i
cuvaju na 4-10 °C (Buell i Weston, 1947). Tu je metodu primijenila Reischer (1949) za
skladistenje sedam rodova vodenih plijesni (Achlya, Dictyuchus, Isoachlya, Leptolegnia,
Pythiopsis, Saprolegnia, Thraustotheca). VVeCina je izolata prezivjela, a svih 19 izolata iz roda
Saprolegnia preZivijelo je od 10 do 30 mjeseci. Tijekom dugotrajnijeg skladiStenja sojeva iz
roda Saprolegnia potrebno je subkultiviranje svake dvije godine (Ravimannan i sur., 2012).
lako je ova metoda jednostavna i ne zahtijeva skupu opremu, zbog ograni¢enog vremena

skladistenja, prikladna je za vodene plijesni koje se ne mogu krioprezervirati (Cui i sur., 2018).

2.2.3. Krioprezervacija

SkladiStenje u zamrzivacu (-80 °C) ili u teku¢em dusiku (-196 °C) metode su dugotrajnog
skladistenja kod kojih dolazi do zamrzavanja na niskim temperaturama $to onemogucuje
daljnji rast micelija i moguénost nastanka mutanata te isklju¢uje moguénost kontaminacije. Pri
tome se uzorku moZe dodati i krioprotektant, odnosno tvar koja $&titi stanice od oStecenja
uzrokovanih zamrzavanjem tako Sto spreava formiranje ledenih kristala unutar stanica ili
smanjuje negativne ucinke tih kristala na stanice. Velika prednost krioprezervacije je Sto ne
zahtijeva intenzivan rad jer omoguéuje viSegodiSnju pohranu kultura mikroorganizama, a
njezin jedini nedostatak je visoka cijena aparature, a posebno tekuceg duSika kojeg je
potrebno mijenjati svakih nekoliko dana ili tjedana, ovisno o volumenu posude (Nishii i
Nakagiri, 1991, Nakasone i sur., 2004).

Za vecinu rodova i vrsta vodenih plijesni, uklju€ujuci rod Saprolegnia, metode krioprezervacije

tek su u razvoju (Tablica 1). U svim do sada provedenim istrazivanjima krioprezervacije
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vodenih plijesni koristeni su penetrirajuéi krioprotektanti, odnosno molekule koje su dovoljno
male da mogu proéi kroz stanicne membrane i djelovati unutar stanica. Naj¢eSc¢e koristeni
penetrirajuci krioprotektanti ukljucuju DMSO, glicerol i etilen glikol. Oni pomazu u smanjenju
toCke smrzavanja vode i spreCavaju formiranje velikih ledenih kristala (Tian i sur., 2022).
Vodene plijesni, ukljuCujuci i vrstu S. parasitica, uglavhom su postepeno smrzavane i brzo
odmrzavane na povidenoj temperaturi (30 — 40 °C), a preZivljenje je variralo i u postotku (22
— 100 %) i u trajanju (5 min — 5 god) (Smith i sur., 1986, Morris i sur., 1988, Nishii i Nakagiri,
1991, Eszterbauer i sur., 2020, MacAulay, 2023, Tablica 1). Smith i sur. (1986) su nakon
dvogodiSnjeg skladiStenja izolata S. parasitica u teku¢em dusiku, postigli prezivljenje od 63
%, skoro jednako kao i tijekom krioprezervacije ostalih vodenih plijesni iz rodova Phytophthora
i Pythium. Morris i sur. (1988) su postigli preZivljenje od 32.5 % tijekom skladiStenja u tekuc¢em
dusiku iako je vrijeme smrzavanja bilo samo 5 minuta, a Nishii i Nakagiri (1991) jedini su dobili
100 %-tno prezivljenje nakon krioprezervacije S. parasitica u teku¢em dusSiku. Buduéi je
prezivljenje nakon skladistenja u tekuéem dusiku jako variralo, a cijena ovog postupka je za
dugo vrijeme pohranjivanja visoka, novija istrazivanja fokusirala su se na skladistenje u
zamrzivacu na -80 °C. Tako su Eszterbauer i sur. (2020) postigli 66 %-tno prezZivljenje kultura
S. parasitica nakon 12 mjeseci tijekom skladistenja u 10 %-tnom glicerolu na sjemenkama
konoplje pri -80 °C. MacAulay (2023) provijerio je uspjeSnost metoda krioprezervacije (Tablica
1) na prezivljenje vrste S. parasitica tijekom skladistenja u trajanju 1 — 50 dana i uz koristenje
veceg broja replika (7 — 20). Stope prezivljavanja S. parasitica varirale su ovisno o metodi
krioprezervacije, sa stopom uspjednosti od 100 % za sve sojeve testirane prema metodi
Eszterbauer i sur. (2020.), dok je prezivljavanje koristenjem ostalih metoda variralo od 0 % do
57 %.

Zaklju€no, u svim gore navedenim istraZivanjima navedeni su samo podaci o prezivljenju, ali
ne i o potencijalnim razlikama u regeneraciji odnosno brzini rasta nakon razli€itih tretmana.
Takoder, najduze vrijeme krioprezervacije nakon kojeg je prezivljenje izolata S. parasitica jo$
uvijek bilo 100 % iznosilo je 6 mjeseci (Nishii i Nakagiri 1991). Stoga je vidljivo da su potrebna
dodatna istrazivanja kako bi se razvili i unaprijedili protokoli za dugotrajnu krioprezervaciju

vrste S. parasitica i drugih vodenih plijesni.



Tablica 1. Metode krioprezervacije vodenih plijesni. DMSO = dimetilsulfoksid, LN = tekudi
dusik (engl. liquid nitrogen), PEG = polietilen glikol

Vodena pli- | Kriopro- Temperatura (°C) I-j’reoiivlje-_ Trajanj'g
jesan tektant S_mrzava- Odrprza- nje A)_(bl’Oj pohra_njl- Izvor
nje vanje replika) vanja
-1°C min™’!
o do -40°C, o Dahmen i
Z?g;?g :;‘hora E)?\/Iéo te uronjen | 40 °C (2r]2=/03) 5 godina sur.
u LN (- (1983)
196°C)
60 min na -
o 35°C, te u- o Smith i
ghg;(t);%ﬁora ;I(i)céorol ronjen u 37 °C ?:' =/°23) 2 godine sur.
LN (- (1986)
196°C)
60 min na -
o | 35°C, te u- o Smith i
S. parasitica ;gro/(l) gli- ronjen u 37 °C ?:fz 4) 2 godine sur.
LN (- (1986)
196°C)
-1°C/min
o/ 1. | do-40°C, o Morris i
S. parasitica ;gro/(l) gli- te uronjen | 35°C ?n2:5 4/)° 5 minuta sur.
uLN (- (1988)
196°C)
-1°C/min
do -40°C,
Phytophthora | 10 % :ﬁif:go - 100 % Nishii i
& Pythium | DMSO | 80°C teu- | 20 C  |=1g) |290dine Pl
ronjen u ( )
LN (-
196°C)
-1°C/min
do -40°C,
o) te -2°C/min o Nishii i
S. parasitica 10 % gli- do -80°C, 30 °C 109 A 6 mjeseci Nakagiri
cerol i . (n=4)
e uronjen (1991)
uLN (-
196°C)
o
S. parasitica, ;gro/(l) ig“' +4°C 1h, te | sobna 66 % Eszterba-
S. australis i siemenka direktno na | tempera- (n=23) 1 godina uer i sur.
S. ferax kJ a1 8o°c tura (2020)
onoplje
S. parasitica | 10 % gli- | +4°C 1h, te | sobna 100 % 7 dana MacAulay
cerol i | direktno na | tempera- | (n=15) (2023)
sjemenka | -80°C tura
konoplje
S. parasitica | 10 % gli- | +4°C 1h, te | sobna 100 % 7 dana MacAulay
cerol direktno na | tempera- | (n = 10) (2023)
-80°C tura




2.3. NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

Tradicionalna organska otapala koja se koriste u industriji i laboratorijima tijekom provodenja
razli€itih procesa, npr. ekstrakcije, otapanja ili suspendiranja materijala netopivih u vodi, poput
heksana, heptana, diklormetana, dimetilsulfoksida, dimetilformamida i drugih, &esto imaju
negativan utjecaj na ljudsko zdravlje i okoliS. Primjerice, izloZzenost razliCitim otapalima moze
uzrokovati razli€ite simptome poput mucnine, gubitka ravnoteZe, oSamucenosti, nesvjestice
te koznih i respiratornih bolesti, a uslijed odlaganja ovih otapala mozZe doc¢i do kontaminacije
tla, vode i zraka te toksicnih uc€inaka na Zivi svijet (Uzma i sur., 2008). Znanstvenici stoga

razvijaju nova alternativna otapala koja imaju manje izrazene negativne ucinke.

Jedna od takvih alternativnih odrzivijih otapala su niskotemperaturna eutekti¢ka otapala (engl.
Deep Eutectic Solvents, DES). Eutektik je termin koji se koristi za definiranje homogene
smijese tvari Cije je taliSte nize od tocke talista bilo kojeg od njenih sastojaka, no kod DES-ova
dolazi do znaCajne negativne devijacije od onog §to se oCekuje za idealnu smjesu. Tijekom
pripreme smjese kvaternih amonijevih soli (npr., kolin klorid, taliste 302 °C) i uree (taliste 133
°C) u molarnom omjeru 1:2 dolazi do znagajnog snizenja taliSta u usporedbi s taliStem
pojedinih komponenata te taliSte smjese iznosi 12 °C (Abbott i sur., 2003). Tako znacajno
shizavanje talista pripisuje se interakciji izmedu komponenti smjese preko intermolekularnih
vodikovih veza jer DES-ovi nastaju mijeSanjem donora vodikove veze i akceptora vodikove

veze Sto uzrokuje delokalizaciju naboja i snizavanja taliSta (Sekharan i sur., 2022).

DES-ovi imaju mnoga povoljna svojstva kao 5to su niska hlapljivost, nezapaljivost, niska
toksi€nost te jednostavna priprema iz Siroko dostupnih prirodnih sirovina pa se smatraju
izvrsnom zelenom alternativom konvencionalnim organskim otapalima i mogu se ukljuditi u
brojne procese kako bi bili u€inkovitiji i odrziviji (Hansen i suradnici, 2021). Osim toga odrzivost
DES-ova, mogu¢nost finog podedavanja njihovih svojstava (npr. pH-vrijednost, polaritet,
hidrofilnost/hidrofobnost, viskoznost), ¢ine ih idealnim zelenim kandidatima za (bio)kemijske,
elektrokemijske i materijalne primjene, kao i za ekstrakciju razli€itih spojeva, kako anorganskih
tako i organskih (Mbous i suradnici, 2017). Takoder, primarni metaboliti koji se koriste kao
gradivne komponente DES-ova, poput trehaloze, glukoze, sorbitola i prolina, pronadeni su u
organizmima koje prezivljavaju izrazito niske temperature i ukljuene su u mnoge metabolicke
puteve tijekom zime. To je potaknulo primjenu DES-ova u krioprezervaciji stanica (Choi i sur.,

2011).

2.4. PRIMJENA NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH OTAPALA U
KRIOPREZERVACIJI

Trenutno najraSireniji krioprotektant za krioprezervaciju stanica sisavaca u biomedicini je
DMSO, koji je prihvacen kao ,zlatni standard” za krioprezervaciju (Castro i sur., 2018).
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Medutim, DMSO pokazuje nezanemarivu citotoksi¢nost i mutagenost (Weng i Beauchesne,
2020), sto ograniCava njegovu Siroku primjenu. Osim DMSO-a, kod krioprezervacije
mikroorganizama naj¢eS¢e se Kkoristi glicerol (Camara i Sant’Ana, 2021), iako takoder
ispoljava citotoksi¢nost u viSim koncentracijama, uzrokujuéi potencijalne probleme tijekom

krioprezervacije (Tian i sur., 2022).

U posliednje se vrijeme sve viSe istrazuje primjena DES-ova kao novih krioprotektanata
(Castro i sur., 2018, Qiao i sur., 2018, Craveiro i sur., 2021, Hornberger i sur., 2021, Bryant i
sur., 2022, Tian i sur., 2022, He i sur., 2023). Castro i sur. (2018) koristili su DES na bazi
glicerola i trehaloze (Gly:Treh) za krioprezervaciju misjih fibroblasta te je utvrdeno da taj DES
moze smanijiti broj kristala leda, a time i oSte¢enja stanica tijekom smrzavanja, $to je rezultiralo
boljim ucincima u usporedbi s DMSO-om. Hornberger i sur. (2021) takoder su dokazali da
Gly:Treh DES moze dobro krioprezervirati Jurkat stanice, liniju ljudskih limfocita T. Potvrdili su
da Gly:Treh DES utjeCe na termofizi¢ka svojstva otopine na nacin da suzbija stvaranje kristala
leda i dehidraciju nezamrznutog podrucja. Craveiro i sur. (2021) prvi su koristili DES-ove na
bazi prolina i glukoze te prolina, glukoze i uree za krioprezervaciju stanica sisavaca. Rezultati
tog istrazivanja pokazali su da su koristeni DES-ovi manje toksicni, a jednako djelotvorni kao
DMSO. Bryant i sur. (2022) najbolje rezultate krioprezervacije Cetiri ljudske staniCne linije
(THP-1, HaCat, PC3, UG87-MG) postigli su kada su koristili DES od prolina i glicerola, u
odnosu na ostale koriSstene DES-ove (kolin klorid:glicerol, kolin klorid:galaktoza,
betain:glicerol, betain:galaktoza, prolin:glicerol, prolin:galaktoza). He i sur. (2023) istrazili su
utjecaj Sest DES-ova (betain:etilen glikol, kolin klorid:etilen glikol, prolin:etilen glikol, kolin
klorid:glicerol, prolin:glicerol) na krioprezervaciju mezenhimalnih mati¢nih stanica ljudske
pupkovine (HuUMSC). Najvece prezivljenje postignuto je kada su koristili DES-ove
betain:glicerol i prolin:glicerol, a opc¢enito svi DES-ovi uzrokovali su manju toksi¢nost i veée
prezivljenje stanica nego DMSO. Samo dva istrazivanja krioprezervacije uz primjenu DES-
ova provedena su na mikroorganizmima te su oba utvrdila da je primjena DES-ova u
krioprezervaciji pogodnija od primjene glicerola ili DMSO-a. Qiao i sur. (2018) izvijestili su o
pet DES-ova (kolin klorid:ksilitol, etilen glikol:prolin, kolin klorid:glukoza, glicerol:prolin, kolin
klorid:sorbitol) kao alternativnih krioprotektanata za dugotrajno Cuvanje bakterija mlijecne
kiseline, a najbolje rezultate dobili su koriste¢i DES pripremljen od glicerola i prolina. Ovaj
DES najbolje je djelovao na strukturni integritet staniCcne membrane i aktivhost unutarstani¢nih
enzima te je postignuto najvece prezivljenje kod triju testiranih vrsta mlijecnih bakterija (S.
thermophilus, L. caseii L. lactis). Nadalje, testirana je primjena dvaju DES-ova (prolin:glukoza
i prolin:sorbitol) u krioprezervaciji kvasca S. cerevisiae (Tian i sur., 2022) te je pokazano da su
koridteni DES-ovi manje toksi¢ni od glicerola i DMSO te, za razliku od glicerola i DMSO-a, ne

uzrokuju promjene morfologije stanica.



Iz svega navedenog vidljivo je da veci broj novijih istrazivanja dokazuje pozitivno djelovanje
DES-ova u krioprezervaciji stanica sisavaca i mikroorganizama te predstavlja odrziviju
alternativu tradicionalnim krioprotektantima DMSO-u i glicerolu. Medutim, moguénosti
koristenja DES-ova kao krioprotektanata nisu istrazene kod mnogih skupina organizama,
ukljucujuéi vodene plijesni. Stoga je tema ovog zavrsnog rada bila po prvi put razviti protokol

za krioprezervaciju patogene vodene plijesni Saprolegnia parasitica uz koristenje DES-ova.

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Koristeni mikroorganizam

U ovom istrazivanju koristen je izolat vodene plijesni Saprolegnia parasitica Coker CBS 223.65
(red Saprolegniales, koljeno Oomycota) sa Stuke (Esox lucius), dobiven od R. Galuppi
(Sveuciliste u Boloniji, Italija). Vodena plijesan S. parasitica uzgajana je na krutoj hranjivoj
podlozi GY (5 g/L glukoze, 1 g/L kvadCevog ekstrakta, 12 g/L agara) s dodatkom antibiotika
penicilina G (6 mg/L) i oksolinske kiseline (10 mg/L) kako bi se sprijeCio rast vecine bakterija
(Pavi¢ i sur., 2021). Vodena plijesan S. parasitica uzgajana je pri 14 °C te ¢uvana pri 4 °C i

precjepljivana u aseptic¢kim uvjetima u laminaru svakih tjedan dana.

3.1.2. Kemikalije

Betain, Thermo Fischer Scientific, Belgija
Destilirana voda, PBF, Zagreb, RH
D-Fruktoza, Lach-Ner, Republika Cegka
Dimetilsulfonopropionat, Biosynth, Slovacka
Ektoin, Sigma-Aldrich, Njemacka

Glicerol, Merck, Njemacka

Izopropanol, Sigma-Aldrich, Njemacka
L-Prolin, Thermo Fischer Scientific, Njemacka
L-a-Glicerofosforilkolin, Biosynth, Slovacka
Oksolinska kiselina, Sigma-Aldrich, Kina
Penicilin G, Sigma-Aldrich, SAD

Saharoza, Sigma-Aldrich, Svicarska
Sarkozin, Sigma-Aldrich, Kina

Sorbitol, Biosynth, Slovacka

Taurin, Sigma-Aldrich, Kina

Trehaloza, Sigma-Aldrich, SAD

Urea, Sigma-Aldrich, Njemacka
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3.1.3. Uredaji i oprema

Analiticka vaga, Kern, Balingen, Njemacka

Inkubator/tresilica ES-20/60, Biosan, Latvija

Innova 42 Inkubator s hladenjem, Eppendorf, Kanada

Komora za sterilni rad, Alpina, Poljska

.Mr Frosty", Nalgene, visina 86 mm, promjer 117 mm, Sigma Aldrich

Zamrzivac ultra niskih temperatura DF-290, Nuve, Turska

Laboratorijski pribor (automatske pipete, nastavci za pipete, Falcon epruvete, Petrijeve

zdjelice, mikrobioloska eza, kriotube, Spatula, plamenik)

3.2. Metode

3.2.1 Priprava niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala
Za potrebe provodenja istrazivanja pripravljeno je dvanaest DES-ova Cije su gradivne
komponente te njihovi omjeri popisani u Tablici 2. Sva navedena otapala pripravljena su u

Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije, Zavoda za biokemijsko

inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta u Zagrebu.

Tablica 2. Niskotemperaturna eutekti¢ka otapala koristena pri izradi zavrdnog rada

Niskotemperaturno eutekticko Molarni omjer Udio
otapalo Kratica komponenata vode [%]
Dvokomponentni DES-ovi:

prolin:glicerol Pro:Gly 1:3 /
ektoin:glicerol Ect:Gly 1:2 20
betain:glicerol B:Gly 1:2 10
glicerol:trehaloza Gly:Treh 30:1 /
sarkozin:glicerol Sar:Gly 1:2 20
dimetilsulfonopropionat:glicerol DMSP:Gly 1.2 20
Visekomponentni DES-ovi:

betain:glicerol:saharoza B:Gly:Suc 2:3:1 10
betain:glicerol:ektoin B:Gly:Ect 1:3:2 /
betain:saharoza:prolin B:Suc:Pro 5:2:2 20
prolin:fruktoza:glicerol Pro:Fru:Gly 1:1:1 12
betain:glicerol:trehaloza B:Gly:Treh 2:3:1 13
betain:glicerofosforilkolin:sorbi-

tol:taurin:urea (B:GPC:Sor:Tau:U) | 1:2.8:3.1:0.1:7.1 7
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Kemikalije za pripravu DES-ova koriStene su bez prethodnog prociS¢avanja te su vagane na
analitiCkoj vagi. Odvage potrebnih kemikalija kvantitativno su prenesene u Falcon epruvete,
te je po potrebi dodan odredeni volumen destilirane vode, nakon ¢ega su smjese zagrijavane
na temperaturu izmedu 40 °C i 60 °C i mijeSane u inkubator-tresilici u trajanju do 3 sata.
Reakcija je zavrSena kada se kao produkt dobije bistra tekucina. Tako pripremljeni DES-ovi
razrijedeni su sterilnom destiliranom vodom do volumnog udjela od 10 %. Osim DES-ova
pripremljen je 10 %-tni glicerol mijeSanjem odgovaraju¢eg omjera glicerola i sterilne destilirane

vode.

3.2.2. Postupak odredivanja optimalnih uvjeta krioprezervacije

Rub micelija kulture S. parasitica porasle na krutoj hranjivoj podlozi GY izbuSen je prethodno
steriliziranim metalnim busa¢em (d = 5 mm) kako bi se dobili diskovi hranjive podloge promjera
5 mm obrasli svjeZim micelijem. Potom su diskovi mikrobioloSkom ezom preneseni u kriotube
volumena 2 mL koje su sadrzavale 1,5 mL glicerola ili odredenog DES-a volumnog udjela 10
%. Tako pripremljeni uzorci su predinkubirani pri 14 °C u inkubatoru te nakon toga smrznuti u
zamrzivacu pri -80 °C. Nakon nekog vremena uzorci su odmrznuti u vodenoj kupelji na sobnoj
temperaturi. Nakon odmrzavanja, diskovi prorasteni micelijem S. parasitica isprani su u
sterilnoj destiliranoj vodi kako bi se uklonilo preostalo otapalo i nacijepljeni na krutu hranjivu
podlogu GY. Vodena plijesan je uzgajana pri 14 °C tijjekom 7 dana te je praceno njezino
prezivljenje i rast mjerenjem polumjera micelija. Pokusi su radeni s 3 ili 5 replika $to je u

prikazu rezultata naznaéeno s n =3ilin = 5.

Gore opisani opc¢i postupak koristen je tijekom svakog eksperimenta, uz variranje odredenih
parametara s ciliem odredivanja optimalnih uvjeta krioprezervacije vodene plijesni S.

parasitica:

e KkoriSteni DES (Tablica 1):
e dvokomponentni (Pro:Gly, B:Gly, Ect:Gly, Gly:Treh, Sar:Gly ili DMSP:Gly ),

o viSekomponentni (B:Gly:Treh, B:Gly:Suc, B:Gly:Ect, B:Suc:Pro, Pro:Fru:Gly
ili B:GPC:Sor:Tau:U),

¢ trajanje predinkubacije pri 14 °C:
e 30 minuta,
e 1 sat,
e 3 sata,
¢ nacin zamrzavanja:
e uzorci nakon predinkubacije stavljeni direktno u zamrziva¢ na -80 °C,
e uzorci nakon predinkubacije stavljeni u Mr. Frosty-spremnik s izopropanolom

na -80 °C kroz 40 min, kako bi doSlo do postepenog zamrzavanja (-1 °C/min),
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te nakon toga pohranjeni bez Mr. Frosty-spremnika na -80 °C,
e vrijeme pohrane pri -80 °C:
e 7 dana,

e 32 dana.

3.3. Statisticka obrada rezultata

Statisti¢ka analiza provedena je u nekoliko koraka u programskom jeziku Python u Google
Colab okruzZenju. Podaci su prvo ucitani iz Excel datoteke u DataFrame pomoc¢u pandas
knjiznice. Za testiranje postoji li statistiCki zna€ajna razlika izmedu srednjih vrijednosti razlicitih
grupa podataka koriStena je jednofaktorska analiza varijance (engl. one-way ANOVA). Nakon
Sto je ANOVA test pokazao statistiCku znacajnost, primijenjen je Tukeyev HSD test za
viSestruke usporedbe. Ovaj test daje uvid u parove grupa koji pokazuju znacajne razlike, uz

pruzanje intervala povjerenja za te razlike.

4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Izbor optimalnog DES-a u usporedbi s glicerolom

Analizirana je moguénost primjene razliCitih DES-ova u krioprezervaciji patogene vodene
plijesni S. parasitica u usporedbi s glicerolom kao Cestim krioprotektantom vodenih plijesni i
drugih tipova stanica. Uzorci vodene plijesni inkubirani su u razli¢itim DES-ovima i glicerolu
volumnog udjela 10 % pri 14 °C u trajanju od 1 sat, smrznuti pri -80 °C te odmrznuti nakon 7
dana u vodenoj kupelji. Volumni udio otapala od 10 % odabran je jer su u vecini ranijih
istraZivanja najbolji rezultati krioprezervacije i najmanja toksi¢nost dobiveni kada je koristeni
volumni udio bio 10 % (Smith i sur., 1986, Morris i sur., 1988, Nishii i Nakagiri, 1991, Castro i
sur., 2018, Eszterbauer i sur., 2020, Craveiro i sur., 2021, Bryant i sur., 2022, Bryant i sur.,
2023, MacAulay, 2023).

Rezultati ovog pokusa pokazali su znacajne razlike u prezivljenju (Tablica 3) i rastu (Slike 2 i
3) uzoraka S. parasitica ovisno o koristenom otapalu. Rezultati ANOVA testa pokazali su
postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu svih testiranih grupa 6. dan rasta (F = 26,7919,
p < 0,0001), a Tukeyevim HSD testom je utvrdeno izmedu kojih grupa postoje znacajne
razlike.

Glicerol, vec¢ina dvokomponentnih DES-ova (Pro:Gly, Ect:Gly, B:Gly, Gly:Treh) i
viSekomponentni DES (B:GPC:Sor:Tau:U) imali su najbolje krioprotektivho djelovanje jer su
preziviele sve 3 replike (Tablica 3). Za ostale DES-ove utvrdeno je slabije krioprotektivno
djelovanje jer su preziviele 2/3 replike (B:Gly:Treh, B:Gly:Suc), 1/3 replike (B:Gly:Ect,

B:Suc:Pro) ili niti jedna replika nije preZivjela (Sar:Gly, DMSP:Gly). Najbolja krioprotektivna
13



svojstva pokazali su Gly:Treh (prosjec¢ni radijus micelija 6. dana uzgoja 3,383 £ 0,256 cm), Gly
(3,167 £ 0,225 cm) i Pro:Gly (2,767 + 0,301 cm) (Slika 2), ali izmedu ova tri krioprotektanta
Tukeyevim HSD testom nije utvrdena statistiC¢ki zna¢ajna razlika u rastu micelija S. parasitica
6. dana uzgoja (p > 0,05). Ipak, s obzirom da je rast bio najbolji nakon koristenja Gly:Treh
DES-a i Gly, daljnji pokusi optimizacije krioprezervacije vodene plijesni S. parasitica provedeni

su uz koriStenje ta dva otapala.

Tablica 3. Prezivljenje vodene plijesni S. parasitica nakon sedmodnevnog zamrzavanja uz
primjenu razli€itih DES-ova i glicerola kao standardnog krioprotektanta u volumnom udjelu 10
%. Prezivljenje je iskazano u obliku broja preZzivjelih uzoraka od ukupno tri.

Otapalo Prezivljenje
Gly
Pro:Gly
Ect:Gly
B:Gly
Gly:Treh
B:GPC:Sor:Tau:U
B:Gly:Treh 2/3
B:Gly:Suc 2/3
B:Gly:Ect 1/3
B:Suc:Pro 1/3
Sar.Gly 0/3
DMSP:Gly 0/3
Pro:Fru:Gly 0/3

a4

35
£ 3
%2,5 I
E 9 I
aEl : I' j I
g ! |

05

e

4. 5. 6.
Dani rasta

WM DMSP:Gly mSar:Gly m Ect:Gly Bet:Gly Pro:Gly mGly mGly:Treh

Slika 2. Rast micelija vodene plijesni S. parasitica nakon sedmodnevnog zamrzavanja uz
primjenu glicerola i dvokomponentnih DES-ova u volumnom udjelu od 10 %. Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n = 3).
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Slika 3. Rast micelija vodene plijesni S. parasitica nakon sedmodnevnog zamrzavanja uz
primjenu glicerola i viSekomponentnih DES-ova u volumnom udjelu od 10 %. Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n = 3).

Neki od navedenih rezultata u skladu su s ranijim istraZivanjima. Primjerice dvokomponentni
DES-ovi Pro:Gly, B:Gly i Gly:Treh koji su rezultirali 100%-tnim prezivljenjem vodene plijesni
S. parasitica nakon sedmodnevnog skladiStenja i ranije su pokazali potencijal u
krioprezervaciji razlicitih tipova stanica (Castro i sur., 2018, Qiao i sur., 2018, Craveiro i sur.,
2021, Hornberger i sur., 2021, Bryant i sur., 2022, Tian i sur., 2022, Bryant i sur., 2023, He i
sur., 2023). Ostali DES-ovi koriSteni u ovom radu po prvi su puta koristeni kao krioprotektanti,
a medu njima su najbolji rezultati dobiveni koridtenjem B:GPC:Sor:Tau:U ¢iji je sastav jednak
sastavu osmolita u bubregu zeca (Cvjetko Bubalo i sur., 2023). Ovo sugerira da bi se u
budu¢im istrazivanjima mogli testirati DES-ovi koji se nalaze u ribama ili rakovima koji su
prirodni domacini vodenoj plijesni S. parasitica. Pretpostavlja se da bi bioinspirirani DES-ovi
mogli biti bolji krioprotektanti jer oponasaju prirodne osmolitne sustave koji su poznati po svojoj

sposobnosti stabiliziranja biomolekula u stresnim uvjetima, uklju€ujuc¢i smrzavanje.

4.2. Odredivanje optimalnog nadina zamrzavanja

U mnogim protokolima krioprezervacije, ukljuujuci vodene plijesni kao modelne organizme,
primijenjeno je postepeno zamrzavanje. Primjerice, Nishii i Nakagiri (1991) postigli su 100 %-
tno prezivljenje kada su provodili postepeno zamrzavanje (Tablica 1) tijekom krioprezervacije

patogena S. parasitica i vrsta iz rodova Phytophthora i Pythium. Nasuprot tome, MacAulay
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(2023) postigao je slabije prezivljenje kada je koristio postepeno zamrzavanje, a 100%-tno
prezivljenje kada nije. Stoga je u ovom radu istrazeno ima li postepeno zamrzavanje
koristenjem Mr. Frosty spremnika u kojem se nalazio izopropanol pozitivan ucinak na
regeneraciju i prezivlienje vodene plijesni S. parasitica (Slika 4). Uzorci vodene plijesni
inkubirani su u Gly i Gly:Treh pri 14 °C u trajanju od 1 sat, zatim su ili direktno smrznuti pri -
80 °C ili postepeno zamrznuti u Mr. Frosty spremniku brzinom od -1 °C/min kroz 40 min pa
tek onda smrznuti pri -80 °C. Odmrznuti su nakon sedam dana u vodenoj kupelji pri sobnoj
temperaturi te su rezultati ANOVA testa pokazali postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu
svih testiranih grupa 6. dan rasta (F = 28,0747, p < 0,0001). Tukeyevim HSD testom utvrdeno
je da statistiCki znacajne razlike postoje izmedu dva primijenjena otapala, odnosno da je
Gly:Treh nesto bolji krioprotektant od Siroko rasprostranjenog glicerola (p < 0,05), potvrdujuci
trend opazen u prethodnom pokusu (Slika 2). Sto se tie nagina zamrzavanja, moze se uogiti
da je postepeno zamrzavanje blago pozitivno utjecalo na brzinu rasta micelija, ali taj efekt nije
bio statisticki zna¢ajan (p > 0,05). Ipak, zbog toga je tijekom provodenja ostalih pokusa
koriSteno postepeno zamrzavanje. U nekim ranijim istraZivanjima je dobro prezivljenje vodenih
plijesni nakon odmrzavanija bilo postignuto i bez predinkubacije, ali uz postepeno zamrzavanje
(Dahmen i sur. ,1983, Smith i sur., 1986, Morris i sur., 1988, Nishii i Nakagiri, 1991). MozZe se
pretpostaviti da postepeno zamrzavanje moze biti alternativa predinkubaciji u smislu

penetracije krioprotektanta u stanice.
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W Gly + direktno zamrzavanje Gly + postepeno zamrzavanje

m Gly:Treh + direktno zamrzavanje Gly:Treh + postepeno zamrzavanje

Slika 4. Rast micelija vodene plijesni S. parasitica nakon sedmodnevnog zamrzavanja uz
primjenu Gly i Gly:Treh u volumnom udjelu od 10 %. Zamrzavanje je provedeno na dva nacina:
nakon inkubacije s krioprotektantom u trajanju od 1 sat pri 14 °C, uzorci su stavljeni direktno
na -80 °C ili su postepeno zamrznuti. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti +
standardna devijacija (n = 5).
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4.3. Odredivanje optimalnog trajanja predinkubacije

Trajanje predinkubacije u prisutnosti krioprotektanta znacajno utjeCe na uspjeSnost
krioprezervacije. Duza predinkubacija moze omoguditi bolju penetraciju krioprotektanta u
stanice, $to povecava njihovu otpornost na stvaranje kristala leda i smrzavanje. S druge strane
preduga predinkubacija moze pojacati eventualne toksi¢ne ucinke krioprotektanta. Stoga
optimalno trajanje predinkubacije ovisi o vrsti stanica i koncentraciji i vrsti koriStenog
krioprotektanta. Primjerice, Bryant i sur. (2022) istrazivali su utjecaj trajanja predinkubacije
stanica sisavaca s DES-om te su 2022. godine najbolje rezultate postigli sa predinkubacijom
od 30 min ili 1 sat kada su koristili Pro:Gly. Zatim su 2023. godine istrazivali utjecaj trajanja
predinkubacije HaCat stanica sa Sest DES-ova (kolin-klorid:glicerol, betain:glicerol,
prolin:glicerol, kolin klorid:galaktoza, betain:galaktoza, prolin:galaktoza) te su najbolje
rezultate za sve DES-ove postigli sa predinkubacijom od 1 sat, a daljnje produzenje trajanja

predinkubacije dovelo je do smanjenja prezivljenja stanica.

U ovom je radu testiran u€inak razli€itog trajanja predinkubacije pri 14 °C (30 min, 1 sat, 3
sata) u 10 % Gly i Gly-Treh, uz postepeno zamrzavanje, na prezivljenje vodene plijesni S.
parasitica nakon sedmodnevnog zamrzavanja pri -80 °C (Slika 5). Rezultati ANOVA testa
pokazali su postojanje statisti¢ki zna€ajnih razlika izmedu svih testiranih grupa 6. dan rasta (F
= 17,7887, p < 0,0001). Predinkubacija u trajanju od 30 minuta rezultirala je znacajno boljim
porastom micelija S. parasitica i kod Gly i kod Gly:Treh u usporedbi s istim otapalima kod
predinkubacije od 1 ili 3 sata (Tukeyev HSD test, p < 0,05), dok je rast micelija nakon
predinkubacije od 1 sat i 3 sata bio podjednak (p > 0,05). Nadalje, u slu€aju predinkubacije u
trajanju od 30 min rast je bio bolji kod Gly kao krioprotektanta, a kod duze predinkubacije (1
sat i 3 sata) kod Gly:Treh, ali ove razlike nisu bile statistiCki znacajne (p > 0,05). Opisani
rezultati mogu se objasniti pretpostavkom da produZenje predinkubacije omogucuje da
krioprotektant duze penetrira u stanice vodene plijesni pa su njegovi potencijalni toksi¢ni ucinci
na stanice izrazeniji. To takoder upucuje na to da glicerol ima toksi¢niji u€inak na stanice S.
parasitica i brze u njih penetrira od Gly:Treh DES-a, jer je u slu€aju glicerola uo¢en veci pad
rasta micelija s trajanjem inkubacije. U skladu s tim, Castro i sur. (2018) izvijestili su da kada
je koristen samo Gly ili samo Treh to je rezultiralo veéom toksi¢nosti na stanice misjih
fibroblasta, nego kada je koriSten Gly: Treh, $to je pokazatelj sinergistickog ucinka izmedu ovih
spojeva kada su u obliku DES-a. Trebalo bi eksperimentalno utvrditi vrijedi li ovo i za vodenu
plilesan S. parasitica. Osim toga, buduci da je uo€en trend boljeg rasta sa smanjenjem trajanja
inkubacije, u nastavku istrazivanja potrebno je analizirati u€inak predinkubacije u vise

vremenskih to¢aka u rasponu od 0 do 60 min.
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Slika 5. Rast micelija vodene plijesni S. parasitica nakon sedmodnevnog zamrzavanja uz
primjenu Gly i Gly:Treh u volumnom udjelu od 10 % i razli€ito trajanje predinkubacije pri 14 °C
(30 minuta, 1 sat, 3 sata). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija
(n=95).
4.4. Utjecaj vremena dugotrajnog pohranjivanja
Na kraju je usporedeno prezivljenje vodene plijesni nakon predinkubacije pri 14 °C u trajanju
od 30 minuta u Gly i Gly:Treh te nakon postepenog smrzavanja i pohrane pri -80 °C u trajanju
od 7 i 32 dana (Slika 6). U prijadnjim istrazivanjima krioprezervacije promatrano je samo
prezivljenje vodene plijesni S. parasitica, a nije mjerena brzina regeneracije micelija nakon
odmrzavanja. Tako su Nishii i Nakagiri (1991) nakon krioprezervacije u trajanju od 6 mjeseci
te MacAluay (2023) u trajanju od 24 dana dobili 100%-tno prezZivljenje vodene plijesni S.
parasitica, no nisu istrazivali utjecaj vremena dugotrajnog pohranjivanja na brzinu
regeneracije micelija S. parasitica. Takoder, nakon duzeg vremena pohranjivanja (1 godine)
doslo je do smanjenja preZivljenja vodene plijesni S. parasitica na 66 % (Eszterbauer i sur.,
2020). Zbog toga je u ovom radu osim prezivljenja (koje je bilo 100 %-tno u svim pokusima u
kojima je koristen Gly i Gly:Treh), istrazen i utjecaj vremena dugotrajnog pohranjivanja na
brzinu rasta vodene plijesni S. parasitica. Rezultati su pokazali da je doSlo do znacajnog
smanjenja brzine rasta micelija (p < 0,05) kod pohranjivanja u trajanju od 32 dana u usporedbi
s pohranjivanjem u trajanju od 7 dana. Stoga se moze zakljuCiti da je potrebna daljnja
optimizacija odredenih parametara kao $to je trajanje predinkubacije, koncentracija DES-a,
odabira DES-a i drugo, kako bi se dobili bolji rezultati regeneracije micelija S. parasitica i
nakon dulje pohrane.
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Slika 6. Rast micelija vodene plijesni S. parasitica nakon zamrzavanja uz primjenu Gly i
Gly:Treh u volumnom udjelu od 10 % u trajanju od 7 dana i 32 dana. Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n = 5).

Dobiveni rezultati pokazuju potencijal DES-ova za krioprezervaciju vodenih plijesni, ali tek
nakon Sto se provede niz dodatnih istraZivanja. Neki od mogucih smjerova buducih

istrazivanja su:

1. Testiranje vecéeq broja razligitih bioinspiriranih DES-ova

U ovom radu testirano je 12 razli€itih DES-ova i uo€eno je da oni DES-ovi koji su i u prijadnjim
istraZivanjima pokazali potencijal kao krioprotektanti za stanice sisavaca i mikroorganizama,
poput Gly:Treh i Pro:Gly (Castro i sur., 2018, Qiao i sur., 2018, Hornberger i sur., 2021, Bryant
i sur.,, 2022, He i sur., 2023), bili su dobri krioprotektanti i vodene plijesni S. parasitica.
Medutim, pozitivni rezultati dobiveni su uz koristenje nekih DES-ova koji se ranije nisu koristili
u krioprezervaciji, poput Ect:Gly i B:GPC:Sor:Tau:U, koji se prirodno pojavljuje u bubregu zeca
(Cvjetko Bubalo i sur., 2023). S obzirom na iznimnu raznovrsnost bioinspiriranih DES-ova, u
nastavku istrazivanja trebalo bi testirati Siri raspon DES-ova kreiranih na temelju osmolita

prirodno prisutnih u vodenim organizmima, osobito onima u hladnijoj klimi.

2. Testiranje toksi¢nosti DES-ova na stanice vodenih plijesni

U ovom su radu, temeljem prethodnih istrazivanja (Smith i sur., 1986, Morris i sur., 1988, Nishii
i Nakagiri, 1991, Castro i sur., 2018, Eszterbauer i sur., 2020, Craveiro i sur., 2021, Bryant i
sur., 2022, Bryant i sur., 2023, MacAulay, 2023), koriSteni samo glicerol i DES-ovi volumnog
udjela 10 %. Medutim, u nekim je istrazivanjima pokazano da optimalna koncentracija

krioprotektanta, pri kojoj je postignut kompromis izmedu toksi¢nosti i krioprotekcije, moze biti
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i manja ili veca od 10 %, naj¢esce u rasponu od 5 do 15 % (Maulida i sur., 2023). U nastavku
istrazivanja bi stoga trebalo odrediti optimalnu koncentraciju odabranih DES-ova za

krioprezervaciju vodenih plijesni.

3. Utvrdivanje optimalnog naéina zamrzavanja i trajanja predinkubacije

Kako je gore navedeno, rezultati ovog rada pokazali su da je regeneracija micelija S. parasitica
bila bolja pri kracoj predinkubaciji u trajanju od 30 minuta. Moze se pretpostaviti da je tada
postignut kompromis na nacin da je krioprotektant dovoljno penetrirao u stanice da ih moze
zastiti od oStecenja, a istovremeno su njegovi potencijalni toksi¢ni ucinci bili manje izrazeni. U
nekim ranijim istrazivanjima je dobro prezivljenje vodenih plijesni nakon odmrzavanja bilo
postignuto i bez predinkubacije, ali uz postepeno zamrzavanije koje je ipak moglo omoguditi
penetraciju krioprotektanta u stanice (Dahmen i sur. ,1983, Smith i sur., 1986, Morris i sur.,
1988, Nishii i Nakagiri, 1991). Stoga u nastavku istraZivanja treba analizirati uCinak
predinkubacije u viSe vremenskih to¢aka u rasponu od 0 do 60 min. Osim toga, buduci je u
ovom radu testirano direktno i postepeno zamrzavanje samo uz predinkubaciju u trajanju od
1 sat, treba ispitati i kombinaciju bez inkubacije u kojoj se micelij postepeno zamrzava, koja

se pokazala uspjesSna u gore navedenim istrazivanjima.

4. Utvrdivanje optimalne temperature odmrzavanja

U ovom je radu vodena plijesan odmrzavana u vodenoj kupelji na sobnoj temperaturi. S
obzirom da temperatura u vodenoj kupelji nije detaljno pracena, moze se pretpostaviti da je
ona donekle varirala u razliitim pokusima, ovisno o temperaturi okoline, $to je moglo utjecati
na rezultate istrazivanja. lako je u svim pokusima uz koriStenje Gly i Gly:Treh prezivljenje bilo
100 %, regeneracija micelija je u uzastopnim, jednako provedenim pokusima donekle varirala.
Primjerice, 6. dan nakon odmrzavanja polumjer micelija je u jednom pokusu iznosio za Gly
3,167 +£ 0,225 cm, a za Gly:Treh 3,383 £ 0,256 cm (Slika 1), a u drugom istovjetnom pokusu
3,52 £ 0,199 cm odnosno 3,95 £ 0,097 cm (Slika 4). Osim toga, u nekim drugim istrazivanjima
vodena plijesan S. parasitica, osim pri sobnoj temperaturi, odmrzavana je i pri viSim
temperaturama, primjerice pri 30 °C (Nishii i Nakagiri, 1991). Zbog toga je potrebno testirati

utjecaj temperature i naCina odmrzavanja na regeneraciju i rast micelija S. parasitica.

5. Testiranje protokola krioprezervacije uz koriStenje DES-ova za dugotrajnu pohranu vodene

plijesni S. parasitica

Zbog ograni¢enja u vremenu u ovom je zavrSnom radu maksimalno trajanje zamrzavanja pri
-80 °C bilo 32 dana. Stoga je u nastavku istrazivanja, nakon kona¢ne optimizacije protokola
krioprezervacije, uzorke micelija S. parasitica potrebno pohraniti na duze vrijeme, najmanje

godinu dana, i na taj nacin testirati uspjeSnost protokola za dugotrajnu pohranu.
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6. Razvoj metoda krioprezervacije temeljeninh na DES-ovima za druge rodove i vrste vodenih

plijesni

U gore navedenoj Tablici 1 vidljivo je da su metode krioprezervacije vodenih plijesni do sada
razvijane i testirane na relativno malom broju rodova i vrsta. Medu vrstama i rodovima
postojale su znacajne razlike u prezivljenju §to ukazuje na potrebu optimizacije protokola za
pojedinacne vrste ili bar rodove. Stoga, ako se protokoli krioprezervacije vrste S. parasitica uz
koriStenje DES-ova pokazu uspjesnim, trebaju se pokusati razviti i za druge vrste i rodove iz
reda Saprolegniales.
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5. ZAKLJUCCI

1. Od 12 testiranih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (engl. Deep Eutectic Solvents,
DES), te glicerola kao standardnog krioprotektanta, regeneracija micelija S. parasitica
je nakon odmrzavanja bila najbolja uz DES glicerol:trehaloza, zatim sam glicerol, te
prolin:glicerol kao drugi najbolji DES.

2. Postepeno zamrzavanje u Mr. Frosty-spremniku u prisutnosti izopropanola, nakon pre-
dinkubacije u trajanju od 1 sat, nije poboljSalo uspjeSnost krioprezervacije u odnosu
na direktno smrzavanje. Zbog toga je potrebno analizirati utjecaj na¢ina zamrzavanja
(postepeno ili direktno) i nakon krac¢e predinkubacije.

3. Regeneracija micelija nakon odmrzavanja bila je brza nakon predinkubacije u trajanju
od 30 minuta nego nakon duze predinkubacije (1 h, 3 h), osobito kada je kao kriopro-
tektant koriSten 10 %-tni glicerol.

4. lako je u svim provedenim pokusima uz koridtenje glicerola i DES-a glicerol:trehaloza
kao krioprotektanta prezivljenje vodene plijesni S. parasitica nakon odmrzavanja bilo
100 %, duze vrijeme zamrzavanja (32 dana naspram 7 dana) uzrokovalo je sporiju
regeneraciju micelija. Ovo upucuje na potrebu daljnje optimizacije protokola kriopre-

zervacije vodene plijesni S. parasitica.
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Izjava o izvornosti

Ja Sara Delimar izjavljujem da je ovaj zavrdni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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