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1. UvVOD

Napredak znanosti i tehnologije ima znaCajan utjecaj na okoli$; nastanak ozonskih
rupa te masovno nakupljanje nerazgradivin sastojaka koji oneCisCuju sve dijelove
ekosustava jedni su od vodeCih ekoloskih problema. Naime, vecina postojecih procesa u
kemijskoj i farmaceutskoj industriji, te biotehnologiji koristi hlapljiva organska otapala
barem u jednom proizvodnom stupnju pri ¢emu nastaju velike koli€ine otpadnih, za okoli$
Stetnih tvari. Osim toga, posljednjih nekoliko godina globalna ekonomska kriza, rastuce
cijene hrane, energije i drugih roba, ali i pove¢ana svijest o utjecaju Covjeka na okoli§ su
potaknuli koncept zelene ekonomije u srediSte politickih, gospodarskih i znanstvenih
rasprava. Novi zakoni i odredbe Europske unije usmjereni su k zastiti okoliSa i ljudi od
Stetnih utjecaja kemikalija, pa je stoga akademska zajednica mobilizirana da razvije nova

otapala koja su manje Stetna za ljudsko zdravlje i okolis.

EutektiCna otapala (DES - eng. Deep Eutectic Solvents) su sastavljena od primarnih
metabolita poput SeCera, aminokiselina ili organskih kiselina te u potpunosti zadovoljavaju
koncept zelene kemije (Paiva i sur., 2014). Kao ,zelenija verzija“ ionskih kapljevina,
eutektiCna otapala su zbog prilagodljivosti njihovih svojstava odabirom pocetnih sirovina,
privukla pozornost u sintetskoj kemiji i (bio)katalizi, elektrokemiji, nanomaterijalima,
biokemiji, separacijskim postupcima, te su istrazivane u cilju ekstrakcije bioloskih aktivnih
spojeva razliCite polarnosti (Dai i sur., 2013c).

Osim navedenih podrucja primjene eutekticnih otapala, ona pokazuju obecavajucu
primjenu i u kriobiologiji, bioloskoj grani znanosti koja istrazuje prezivljavanje i postojanost
stanica, tkiva, organa i organizama pri uvjetima niskih temperatura te proucava ponaSanja
zivih tvari izlozenih intenzivnom hladenju. Cilj krioprotektivnih metoda je izloziti zive
stanice niskim temperaturama, s namjerom da se oc€uva morfoloSka struktura i
funkcionalnost stanica kroz duzi vremenski period. Mnogi prirodni spojevi koji mogu
stvarati prirodna eutekti¢na otapala su i stani¢ni metaboliti koji su u korelaciji sa suSom,
hladno¢om ili tolerancijom na salinitet. Standardni krioprotektanti poput dimetil sulfoksida,
usprkos svojim visokim performansama oCuvanja stanica i tkiva tijekom zamrzavanja,
pokazuje 1 odredenu razinu toksiCnosti. Prirodna eutektiCna otapala zbog svojih
karakteristicnih svojstava poput visoke viskoznosti imaju predispoziciju za krioprotekciju, a

uz to su nehlapiva i netoksicna (Ishiguro i Rubinsky, 1994).



U ovom radu istraZit ¢e se mogucnost primjene prirodnih eutekticnih otapala kao
krioprotektivnih agenasa s ciljem zamjene standardnih spojeva koje se primjenjuju u ovu
svrhu. Cilj ovog rada temelji se na primjeni dvije vrste NADES-a (glukoza:prolin, kolin
klorid:glukoza) kao krioprotektanata tijekom smrzavanja humanih stanica HEK 293T te
usporedbi djelotvornosti sa standardnim krioprotektantima, glicerolom 1 dimetil
sulfoksidom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. EutektiCna otapala

Nova ekoloski prihvatljiva otapala koja bi mogla posluziti kao zamjena za uobiCajena
organska otapala jedan su od najznaCajnijin predmeta istraZzivanja u sklopu zelenih
tehnologija. Konvencionalna organska otapala su u uporabi u gotovo svim procesima te
velike koli¢ine takvih organskih otapala mogu predstavljati ekoloski problem. Jedan od
naCina oCuvanja okolisa je zamjena organskih otapala novim ,,zelenim* otapalima, a u tu
kategoriju spadaju ionske kapljevine i eutekticna otapala. Stoga se ionske kapljevine i
eutektiCna otapala, nova generacija nehlapljivih i stabilnih otapala, posljednjih godina
intenzivno prouavaju kao zamjena za tradicionalna i Skodljiva otapala u razli€itim

podrucjima industrije.

U cilju razvoja ekoloski prihvatljivih otapala, ionske kapljevine su privukle veliku
pozornost zbog njihovog zanemarivog tlaka para pri sobnoj temperaturi, ali i zbog njihovih
karakteristika poput polarnosti i selektivnosti koje mogu biti alterirane ovisno o karakteru
primjene. lonske kapljevine su organske soli u tekuéem stanju odnosno soli Cija je tocka
taljenja niza od 100 °C (Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Sastavljene od organskih kationa i
anorganskih ili organskih aniona, a moguca je sinteza i do 10*8 razli¢itih ionskih kapljevina.
Posliedica mnostva razli¢itih kombinacija kationa i aniona koji ih Cine jesu razliCita
fizikalno - kemijska svojstva pojedinih ionskih tekuéina. lako ionske kapljevine
predstavljaju dobru alternativu za kovencionalna organska otapala, njihova primjena je
limitirana u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji s obzirom na njihovu visoku cijenu,

visoku toksicnost pojedinih komponenti otapala, ali i zbog iritacijskih svojstava.

Drugi tip otapala sa slicnim karakteristikama kao i ionske kapljevine su eutekticna
otapala (eng. Deep Eutectic Solvents — DES) i prema tomu ona su kategorizirana kao Cetvrta
genercija ionskih kapljevina. DES-ovi se definiraju se kao smjesa dviju ili vise komponenata
u krutom ili tekuéem stanju, koje u odredenom omijeru imaju niZe taliSte nego pojedinacne
komponente smjese (Paiva i sur., 2014). DES-ovi su smjese Lewis-ovih ili Brgnsted-ovih
Kiselina i baza, te mogu sadrZavati razliCite anione i katione. Za razliku od njih, ILs se
formiraju prvenstveno od jedne izolirane vrste kationa i aniona (Smith i sur., 2014). Dakle,

eutekticna otapala nastaju mjeSanjem cCwvrstih spojeva koji tvore eutekticnu mjeSavinu sa
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toCkom topljenja mnogo niZzom nego $to je slucaj kod zasebnih komponenti. Kao primjer
mozemo navesti mjeSavinu kolin klorida (2-hidroksietil-trimetilamonij klorid) i uree u
omjeru 1:2. Naime, kolin klorid ima toCku taljenja na 302 °C, a urea na 133 °C, dok ce
eutekti¢na smjesa ostati u tekuéem stanju do temperature od 12 °C. Vise takvih primjera
prikazano je u tablici 1 (Zhang isur., 2012). Snizavanje temperature taliSta ovisi 0 simetriji
prisutnog kationa i o kemijskoj prirodi funkcionalnog bo¢nog lanca (Abbott i sur., 2001). U
slu€aju kolin klorida, izbor HBD (Hidrogen Bond Donor) kao i njihov molarni omjer je
kritiCna toCka formiranja NADES sa nizom toCkom taliSta. Takoder, prisutan anion u
derivatu kolinskih soli moze utjecati na tocku talista, pa tako u kombinaciji s ureom tocka

taliSta NADES opada prema redosliedu F>NOz > CI> BF4~ (Zhang i sur., 2012).

Tablica 1. Temperature lediSta eutekticnih otapala i temperature talista njihovih pojedinih
komponenti (Zhang i sur., 2012).

Komponenta 2:
Donor vodikove veze Temperatura _
(HBD) talisa Molarni Temperatura
komponente 2 omjer ledista
: HBD ChCIHBD °C
Naziv Struktura ( 9 ) ( ) CCl
[°C]
O
cc%: Urea i, 134 12 12
=0
SN
c O < .
=% Glicerol HO OH 17,8 1:2 -40
52 .
g 2°
¥ = £ | Oksalna OH 190 11 34
¥ 2| kiselina | °
e
FeT) O
|_
Limunska 0 O 149 11 69
Kiselina Ho%OH
Jabucna |°| ﬁ 135 11 10
kiselina e

Spomenuta otapala obi¢no su sastavljena od organskih komponenti poput kvaternarnih

amonijevih soli, amida, organskih kiselina i polialkohola te kao takva pokazuju prednosti



naspram ionskih kapljevina: jednostavna metoda priprave, niske cijene troSkova, visoka

Cisto¢a te niska toksi¢nost.

2.1.1. Prirodna eutektiCna otapala

U cilju povecanja broja kandidata za ionske kapljevine i eutektiCna otapala te
svladavanja njihovih negativnih karakteristika, prirodni spojevi su istraZzivani kao izvor
komponenti za ovakva otapala. Istrazivanja su se uglavnom temeljila na primarnim
metabolitima kao Sto su aminokiseline, organske kiseline, Seceri ili derivati kolina. Takva

otapala u potpunosti zadovoljavaju naCela zelene kemije (Choi i sur., 2011).

Prirodni spojevi su izdaSan i idealan izvor za sintezu eutekticnih otapala zbog
njihove kemijske razliCitosti, biorazgradivih svojstava, odrzivosti i prihvatljive toksicnosti.
EutektiCna otapala sastavljena od prirodnih spojeva nazivaju se zajednickim imenom
prirodna eutektiCna otapala (eng. NADES — Natural Deep Eutectic Solvents). Osim Sto
predstavljaju zanimljivu alternativu za konvencionalna organska otapala i ionske kapljevine,
njihova funkcija u zivim organizmima ima joS interesantniji aspekt; njihova egzistencija
unutar mnogih organizama mogla bi vrlo dobro objasniti mnoge bioloSke procese poput
biosinteze, topljivosti, skladiStenja itransporta u vodi netopivih metabolita i makromolekula.
Takoder, prisutnost prirodnih eutekticnih otapala u Zivim organizmima moZe objasniti
prezivljavanje istih u uvjetima ekstremne suSe ili niskih temperatura. Mnoge prednosti
prirodnih eutekticnih otapala sugeriraju veliki potencijal za njihovu primjenu u
prehrambenoj, farmaceutskoj, ali i kozmetickoj industriji, rezultirajuCi ekonomskim i

ekoloskim beneficijama.

2.1.2. Priprema NADES-a

Sama priprava NADES je jednostavna i ekonomi¢na u odnosu na pripravu drugih
generacija ionskih kapljevina. Postoji vie naCina priprave; iz koncentrirane vodene otopine
koja sadrzi svaku komponentu, iz otopine jedne komponente u kojoj je druga disocirana ili
iz krute mjeSavine dviju komponenti koje se zagrijavaju do unaprijed odredene vrijednosti

temperature (Paiva i sur., 2014).



NajceS¢i postupak priprave je blago zagrijavanje to€no odredene mase komponenata
sa ili bez dodatka vode uz mijeSanje na temperaturi do 100 °C, 30 do 90 minuta dok se ne
formira bistra tekucina. Molarni omjer komponenata i temperatura taljenja ovisi o kemijskoj
prirodi komponenata eutekticnog otapala. Otapala istog kemijskog profila mogu se dobiti
vakuum upravanjem gdje se sastojci NADES prvo otapaju u vodi, a potom uparavaju na 50
°C pomocu rotacijskog uparivaCa do postizanja konstantne mase (Abbott i sur., 2004; Dai i
sur., 2013a). Osim spomenutog postupka priprave, NADES se moZe dobiti i primjenom
postupka liofilizacije; vodene otopine pojedinanih komponenata u odredenom omjeru se
pomijeSaju i zamrznu te se postupkom suSenja (sublimacije) dobiva teku¢i NADES
(Gutiérrez i sur., 2009).

2.1.3. Kemijska struktura NADES-a

Svaka komponenta koja Cini eutekticnu mjeSavinu je istovremeno donor i akceptor
vodikovih veza, Sto je u stvari temelj nastanka supermolekularne strukture prirodnih
eutektiCnih otapala. Osim toga, na stabilnost utjeCe i sama struktura komponenata koje Cine
prirodna eutekticna otapala. Broj donorskih ili akceptorskih grupa vodikovih veza, prostorna
struktura tih grupa i pozicija nastalih vodikovih veza ima veliki utjecaj na formiranje i
stabilnost prirodnih eutekticnih otapala (Dai i sur., 2013a). Primjerice, limunska i malonska
kiselina formiraju eutekticnu otopinu sa kolin kloridom u molarnom omjeru 1:2, no zbog
razliCitog prostornog rasporeda reaktivnih skupina, eutektiCna otopina sa limunskom
Kiselinom (donor tri protona) gubi na stabilnosti i s vremenom postaje gusti gel, dok
eutektiCna otopina sa malonskom kiselinom (donor dva protona) zadrzava svoja svojstva

duze vrijeme (Popescu i Constantin, 2014).

HOESY spektar (heteronuklearna spektroskopija) 1,2 propandiola, kolin klorida i
vode otkriva odgovarajuéi signal da proton na metilnoj grupi 1,2 propandiola ulazi u
interakcije s metilnim i metilnskim (vezan na dusik) C-atomima kolin klorida. Protoni
hidroksilnih grupa 1,2 propandiola tvore vodikove veze s kolin kloridom (Dai i sur., 2013a).
NOESY spektar (*H — 'H nuklearna spektroskopija) ukazuje na jaku interakciju izmedu
protona i hidroksilnih grupa kolin klorida, 1,2 propandiola i vode putem formiranja
vodikovih veza. Ovaj primjer sugerira da voda ima vaznu ulogu u formiranju
supermolekularne strukture NADES-a ( Slika 1).
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Slika 1. Nastanak vodikovih veza izmedu 1,2 — propandiola, kolin klorida i vode (Dai i sur.,
2015)

Razli¢iti omjeri komponenata koje Cine prirodna eutekti¢na otapala mogu utjecati na
stabilnost mjeSavine u smislu ostajanja u tekuéoj fazi kroz duzi vremenski period. U cilju
testiranja stabilnosti prirodnih eutektic¢nih otapala, pripremljene su mjeSavine s razlicitim
molarnim omjerima komponenata. Primjerice, eutekticna smjesa glukoze i kolin klorida u
molarnom omjeru 2:5 je stabilna, dok one u omjerima 2:1, 1:1 ili 1:4 tvore prozirnu
tekucinu, medutim kroz odredeni vremenski period dolazi do kristalizacije. Razlog tomu je
Sto jedan kloridni ion iz kolin klorida moZe tvoriti dvije vodikove veze sa dvije hidroksilne

grupe glukoze (Dai isur., 2013a).

Dodatak male koli¢ine vode u eutektiCnu mjeSavinu rezultira smanjenjem vremena
priprave i temperature, ali i smanjuje njihovu viskoznost. Ekstenzivna razrjedenja vodom
rezultiraju gubitkom postojecih vodikovih veza i posljedi¢no nestankom posebne strukture

prirodnih eutekticnih otapala.

2.1.4. Fizikalno — kemijska svojstva NADES-a

Sliéno kao i kod ionskih tekucCina, eutekticna otapala se mogu ,dizajnirati“ kombinirajuci
razliCite kvaternarne amonijeve soli sa razlicitim donorima vodikovih veza. Stoga se mogu
dobiti eutektiCna otapala s razliCitim fizikalno-kemijskim svojstvima (tocka taliSta,
viskoznost, konduktivnost, pH wvrijednost ) (Dai i sur., 2013a). Istrazivana su razliCita
svojstva eutektiCnih otapala kao Sto su gustoca, viskoznost i pH vrijednost. Fizikalno
kemijska svojstva pokazuju da se gustoéa NADES-a kre¢e uopsegu od 1.08 — 1,36 g cm3, a

njihova viskoznost izmedu 37 i 720 mm? s, Sto je mnogo vise od vode (1 mm? st).



Viskoznost se dramati¢no povecava pri niskim temperaturama, ali i ako NADES sadrzava
mali udio vode. Nekoliko studija ukazuje da su fizikalno — kemijska svojstva stani¢ne
citoplazme u stanju anhidrobioze odnosno suSnih uvijeta vrlo slicna NADES-ima. U
uvjetima anhidrobioze, dolazi do formiranja takozvanog “staklenog” stanja citoplazme.
“Stakleno” stanje citoplazme u stanicama pri uvjetima suse posljedica je kompleksa Secera,
aminokiselina i soli (Buitink i Leprince, 2004). Viskoznost citoplazme se drasticno

povecava tijekom uvjeta suSe i s vremenom prelazi u takozvano “stakleno” stanje.

2.1.5.1. Gustoéa

Gustoca je jedno od najvaznijih fizikalnih svojstava za otapalo, a definira kao omjer
mase i volumena neke tvari. Opcenito, gustoéa NADES je veca nego gustoca vode, te je
usporediva sa ILs €ija gustoéa varira izmedu 1.08 — 1,36 g cm3. Na gustoéu NADES-a
moZe se utjecati promjenom temperature; poveCanje temperature dovodi do vece
molekularne aktivnosti i pokretljivosti, a posljedica toga je poveCanje molarnog volumena
otopine te linearno smanjivanje gustoce (Hayyan isur., 2012; Hayyan i sur., 2013; Kareem i
sur., 2010). Takoder, na promjenu gustoce NADES utjeCe i molarni omjer organske soli i

donora vodikove veze, kao i njihova kemijska priroda.

2.1.5.2. Viskoznost

Viskoznost je vazna karakteristika, ali istovremeno jedna od najvecih prepreka
njihove primjene. Prirodna eutekti¢na otapala odlikuju se vrlo visokom viskoznosti (200-500
mn¥st na 40 °C) S$to dovodi do nekih prakti¢nih problema kao $to je dugotrajan prijenos
mase u postupcima ekstrakcije (Dai i sur., 2013b). Visoke vrijednosti viskoznosti povezuju
se sa jakim intermolekularnim interakcijama (mreza vodikovih veza i Van der Waalsove
interakcije) izmedu pojedninih komponenata NADES koje neizbjezno smanjuju
pokretljivost slobodnih molekula unutar NADES (Rup i Konig, 2012; Zhang i sur., 2012).

Dodatak vode utjeCe na viskoznost NADES-a; voda utjeCe na prisutne vodikove veze
koje postupno oslabljuju tj. progresivno pucaju Cime se viskoznost eutekticnog otapala
smanjuje. No, kada udio vode prede 50 %, gubi se struktura NADES (povecava se broj
slobodnih molekula), te se takvo otapalo viSe ne moze smatrati NADES (Dai i sur., 2015).

Primjerice, dodatkom 5% vode u eutekticnu smjesu dobivenu mijeSanjem kolin klorida i



glukoze viskoznost se smanjuje za 1/3, dok se povisenjem temperature s 20 °C na 40 °C

viskoznost spomenute eutekticne smjese smanjila za 2/3 od pocCetne vrijednosti.

2.1.5.3. pH vrijednost

pH je mjera Kiselosti odnosno bazi¢nosti vodenih otopina i mijenja se linearno sa
promjenom temperature. Osim temperature, na pH moZe imati jak utjecaj i kemijska priroda
donora vodikovih veza (HBD - Hidrogen Bond Donor), pa tako eutekticna otapala koja
sadrze kolin klorid i SeCerne alkohole kao HBD uvijek pokazuju neutralni pH (Maugeri,
2012).

Na sobnoj temperaturi pH NADES koji sadrZe Secere (fruktoza, glukoza) krece se u
rasponu od 6,1 do 7,1, no postupno povecanje temperature uzrokuje smanjivanje pH
(Hayyan isur, 2012; Hayyan i sur, 2013c). Buduci da se organske kiseline koriste kao HBD
u prirodnim eutekticnim otapalima, dokazano je da takvi NADES imaju osobito niske
vrijednosti pH (manje od 3), te kao rezultat toga je njihov negativan uCinak na aktivnost
stanica zbog toga $to uzrokuju denaturaciju proteina (RadoSevic i sur., 2015), ali zbog svojih

kiselih svojstva takvi NADES su pozeljniji u ekstrakcijskim procesima (Dai i sur., 2013b).

2.1.5. Funkcija NADES-a u zivim organizmima

EutektiCna otapala imaju joS jedan interesantniji aspekt. Naime, pretpostavlja se da
su eutektiCna otapala tre¢i mediji za odvijanje bioloskih reakcija, uz ve¢ postojec¢i vodeni i
lipidni medij u organizmima Zivih bica (Dai i sur., 2013a). Naime, ako su vodeni i lipidni
mediji jedini mediji u stanicama bilo bi teSko objasniti velik broj bioloSkih procesa koji se
pojavljuju u svim organizmima kao Sto su primjerice biosinteze metabolita teSko topljivih u
vodi ili prezivljavanje organizama u ekstremnim uvjetima kao Sto su suSe. Sastojci koji tvore
prirodna eutekticna otapala, a prisutni su u organizmima Zivih bi¢a, vode do hipoteze da
spomenuta otapala igraju vaznu fizioloSku ulogu kao tre¢i medij u Zivim stanicama i

organizmima.

Tolerancija na suSu, hladnoc¢u ili povisenu koncentraciju soli je u visokoj korelaciji
sa prisutstvom stanicnih metabolita poput SeCera (sukroza, trehaloza, rafinoza),
aminokiselina (askorbinska kiselina), Secernih alkohola (sorbitol, manitol), glicina, betaina i

kolina (Bartels i Sunkar, 2005). Svi navedeni spojevi mogu stvarati prirodna eutektiCna
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otapala, pa se toga sumnja u mogucnost formiranja istih u Zivim organizmima. U uvjetima
suSe, biljke poput Sporobolus staofianus nakupljaju velike koliCine glukoze i aminokiselina
(Whittaker i sur., 2007). Suprotno tomu, u uvjetima hladnoce, biljke poput Arabidipsis
italiana nakupljaju vece koliCine Secera (fruktoza, glukoza, rafinoza), prolin i galaktinol.
Posljedica toga je veca sposobnost prezivljenja spomenutih biljaka u ekstremnim klimatskim

uvjetima.

2.1.6.1. Prirodna eutekti¢na otapala kao krioprotektivna sredstva

Cesto koristeni krioprotektanti za biljke su 3eceri, Seéerni alkoholi i prolin. Prolin je
bitan za aklimatizaciju biljaka i drugih organizama na hladne klimatske uvijete (Kovacs i
sur., 2011). Mnogi prirodni spojevi koji mogu stvarati prirodna eutektiCna otapala su i
stanicni metaboliti koji su u korelaciji sa susom, hladno¢om ili tolerancijom na salinitet. To
su netoksicne molekule koje ne interferiraju s normalnim metabolizmom i uglavnom se
akumuliraju u citoplazmi u visokim koncentracijama tijekom stresnih uvijeta kao i za
vrijeme osmotskog stresa (Bartels i Sunkar, 2005). Sederi s drugim komponenatama mogu
tvoriti ,,stakleni® matriks i na taj nacin sprjecavaju makromolekularnu denaturaciju i gubitak

integriteta membrane u uvjetima suse.

U slu€aju uvjeta ekstremne hladnoce, visoke koncentracije prolina uzrokuju da
preostala nesmrznuta voda prijede u stanje nalik staklu (tekuci Kristali) i na taj nacin
sprjeCava stvaranje kristalica vode koji oStecuju stanicu (Kovacs i sur., 2011). Spomenuiti
metaboliti mogu tvoriti prirodna eutektiCna otapala u razliCitim staniCnim odjeljcima.
Snazno vezanje metabolita putem vodikovih veza temelj je objasSnjenja formacije tekucih
kristala 1 zadrzavanje odredene koliCine vode kao dio sastava prirodnih eutektiCnih otapala.
Komponente eutekti¢nih otapala mogu tvoriti tekuce kristale u vodenom okruZenju i na taj
naCin smanjuju sadrzaj SeCera u vodi Sto posljedi¢no utjee na osmotski tlak. Takvi tekuCi

kristali mogu otopiti i stabilizirati makromolekule i stanine membrane.

Prirodna eutekti¢na otapala imaju stabiliziraju¢i u¢inak na stanicnu membranu. Jedan
od mogucih mehanizama na koji NADES-i stabiliziraju stani¢nu membranu jest smanjenje
lateralne difuzije lipida unutar fosfolipidnog dvosloja u prisutnosti NADES-a. Smatra se da

NADES-i stvaraju sloj oko liposoma, Sto dovodi do povecanja njegove velicine (Dai, 2015).
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U slu€aju primjene eutekticnog otapala sastavljenog iz sukroze, prolina, glukoze i
vode (SPGH) te onog sastavljenog od sukroze, prolina i vode (SPH), dok je u sluCaju
eutektiCnog otapala sastavljenog od sukroze, malicne kiseline i vode (SMH), weli¢ina
liposoma se smanjila (Dai, 2015).

Zeta potencijal se Cesto koristi za kvantifikaciju elektricnog naboja fosfolipidnog
dvosloja. U slu¢aju SPGH, SPH zeta potencijal se smanjio, a povecao kod SMH, u
usporedbi s fosfatnim puferom. RazliCiti zeta potencijali potvrduju interakcije NADES-a s
liposomima, ali i ukazuju da su te interakcije drugaCije ovisno o tome koji je NADES
primjenjen. U sluCaju SPGH, Secerne komponente ovog eutekticnog otapala stvaraju
vodikove veze sa glavnom skupinom lipida stvaraju¢i film oko liposoma i na taj nacin
povecavaju njegovu velic¢inu (Crowe i Crowe, 2012). Eutekticno otapalo koje sadrZzava
malicnu Kkiselinu dovodi do smanjenja veliCine liposoma, a razlog tomu je negativno
nabijena grupa mali¢ne kiseline koja stupa u interkcije s pozitivno nabijenim grupama lipida
i ovakve interakcije mogu smanjiti veliCinu liposoma kao posljedica efekta privlacenja

pozitivnih i negativnih kemijskih grupa (Dai, 2015).

Dakle, odredeni NADES-i formiraju ,,zastitni sloj* oko liposoma pa se smatra da isti
mogu formirati takav sloj i oko stanicnih membrana stanica i stabilizirati ih na taj nacin.
Nagada se da takav zastitni sloj posljedicno moze imati i pozitivan uCinak na samu
krioprezervaciju buduéi da je stanitna membrana stanica koje se smrzavaju vrlo vazna

komponenta u procesu krioprezervacije.

2.2. Krioprezervacija

Krioprezervacija razvila se 50-tih godina proSlog stoljeca, a glavni dogadaj koji je
prethodio njenom razvitku jest otkrice krioprotektanata; glicerol se pokazao efikasan u
oCuvanju vijabilnosti spermatozoida u uvjetima smrzavanja (Polge i sur., 1949). Owvo
podrucCje kriobiologije definira se kao proces prezervacije ili Cuvanja bioloskog materijala,
stanica i tkiva hladenjem na niskim temperaturama (obicno oko - 80°C) te odrZavanja
vijabilnosti nakon naknadnog zagrijavanja na temperaturi iznad 0°C. Tijekom procesa
krioprezervacije metabolizam je usporen, a posljedica toga je usporeno propadanje

smrznutih stanica ili tkiva.
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Smrzavanje je konverzija tekuée vode u kristalice leda, $to rezultira u povecanoj
koncentraciji otopljenih tvari u preostaloj tekucoj fazi i precipitaciji onih otopljenih tvari
koje su prekoraCile njihovu granicu topljivosti. Smrzavanje pocinje nakon odredenog
perioda hladenja. Tijekom smrzavanja odnosno formiranja ledene kristalne strukture,
kristalizacija poCinje oko takozvane ledene jezgre, a taj se proces se naziva ledena nukleacija
(Denniston i sur., 2000). Ledena nukleacija se moze pojaviti u dva oblika; homologna i

heterologna nukleacija.

Mehanizmi oStecenja do kojih dolazi tijekom intracelularnog smrzavanja jo$ su
uvijek stvar nagadanja. Postoje dvije teorije nastanaka oStecenja smrzavanjem; smatra se da
oSteéenja tijekom smrzavanja mogu nastati kao posljedica formiranja kristala leda koji
direktno mehanicki oStecuju i naruSavaju staniéne strukture, ili da su oStecenja posljedica
sekundarnih efekata odnosno promjene sastava tekuce faze. Oba mehanizma su vazna;
njihov relativni doprinos ovisi o tipu stanice, stopi hladenja i zagrijavanja. Konsenzusom
spomenutih mehanizma ostecenja zakljuCilo se da je intracelularno smrzavanje letalno, dok
je ekstracelularno relativno bezopasno (Pegg, 1987). NajceSée KkoriStene krioprezervativne

metode su metoda sporog smrzavanja i vitrifikacija.

2.2.1. Metoda sporog hladenja

Metoda sporog hladenja poznata je jo$ kao i ravnotezno smrzavanje uslijed izmjene
tekuCina izmedu ekstracelularnog i intracelularnog prostora i ona rezultira sigurnim
smrzavanjem bez ozbiljnih osmotskih i deformacijskih efekata na stanice (Mazur, 1990).
Ova tehnika je prihvaéena kao sigurna zbog primjene relativno niske koncentracije
krioprotektanta pa posljedi¢no ne uzrokuje ozbiljna toksi¢na i osmotska oSte¢enja. Medutim,
niske koncentracije krioprotektanata mogu biti nedovoljne za izbjegavanje nastajanja
kristala leda unutar stanica, a i sama metoda je vremenski zahtjevna s obzirom da se stanice
moraju sporo zamrzavati, odnosno stopa hladenja je visoka. Osim toga, metoda sporog

hladenja zahtjeva i primjenu skupih programiranih uredaja za smrzavanje.

Stope smrzavanja i zagrijavanja imaju vrlo vaznu ulogu u prezivljenju stanica
tijekom smrzavanja. Stopa promjene temperature je vazna jer je odgovorna za regulaciju

transporta vode kroz stanicnu membranu, a indirektno i za mogucnost nastanka
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intracelularnih kristala leda Sto je uglavnom letalno za stanicu (Mazur, 1963). Stopa
hladenja je odgovorna za regulaciju osmolalnosti tekucCine koja okruzuje stanicu pa je stoga
posliedicno odgovorna za transport vode iz stanice tijekom hladenja i transport vode u
stanicu tijekom zagrijavanja (Pegg, 1972). Pri optimalnoj stopi hladenja, stanice brzo mogu
povratiti termodinamic¢ku ravnotezu kroz stanicnu membranu pri ¢emu se citoplazma nece
ohladiti ispod temperature toCke smrzavanja, i svi nastali kristali leda bit ¢e izvan stanice.
Medutim, ako je stopa hladenja prebrza za specificnu stanicnu membranu, premala koli¢ina
vode bit Ce transportirana iz stanice, a posljedica toga je da Ce se citoplazma ohladiti ispod
temperature toCke smrzavanja $to u konacnici dovodi do nastanka intracelularnih kristala
leda koji oSteCuju staniCne strukture Sto je uglavnom letalno za samu stanicu (Mazur, 1963).
U sluCaju preniske stope hladenja, odnosno ako se hladenje odvija presporo, dolazi do
formacije ekstracelularnog leda; gubitak vode je posljedica transmembranskog osmotskog
gradijenta koji u konaCnici dovodi hipertonicnog stanja stanica. Ako stanice prijedu
odredenu razinu hipertonicnosti, nastupaju osmotska oSte¢enja (Meryman, 1970). Svaka
vrsta stanica ima optimalnu stopu hladenja (slika 2), iako je apsolutno prezivljavanje stanica
nakon smrzavanja uglavnom vrlo malo, osim ako nije prisutan krioprotektant koji smanjuje

oSteCenja prisutna kod niskih stopa hladenja (Pegg, 1972).
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Slika 2. Utjecaj stope hladenja na prezivljavanje Cetiri tipa stanica nakon smrzavanja (Pegg,
1972)
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2.2.1.1. Krioprotektanti

Krioprotektanti su supstance koje se dodaju stanicama prije smrzavanja u cilju
smanjena oStecenja koja nastaju kao posljedica smrzavanja (Karow, 1969). Izazov uspjeSne
krioprezervacije je moguénost hladenja i oporavka stanica od vrlo niskih temperatura (ispod
100°C), a da pritom ne dolazi do promjene metabolizma i strukture stanice nakon izvjesnog
vremenskog perioda. Funkcija krioprotektanta u procesu krioprezervacije je smanjenje
oSteCenja koja nastaju kao posliedica smrzavanja. Visoka koncentracija krioprotektanta
uzrokuje osmotsku dehidrataciju u izloZenih stanica. Ako se primjenjuje penetrirajuci
krioprotektivni spoj, on prolazi kroz stanicu $to rezultira povecanjem volumena same
stanice. Krajnja ravnoteza volumena stanice ovisi 0 koncentraciji nepermeabilnih otopljenih
tvari u stanici i izvan nje. Krajnji ravnoteZzni volumen je jednak normalnom volumenu
stanice samo ako je koncentracija otopljenih tvari unutar i izvan stanice jednaka, odnosno
ako se stanica nalazi u izotoni¢noj otopini (Yang, 2009). Krioprotektant okupira prostor
unutar stanice, a posljedica toga je smanjen volumen vode unutar stanice; s obzirom da je
udio vode unutar stanice mnogo manji, posljedi¢no nastaje i puno manje intracelularnih

kristala leda koji su uglavnom letalni za stanicu.

Krioprotektanti su kategorizirani u dvije velike skupine na temelju njihove
mogucnosti prolaska kroz stani€nu membranu; razlikujemo penetrirajuce i nepenetrirajuce
krioprotektante (UK Essays, 2013). Penetrirajui krioprotektanti mogu difundirati kroz
stanicnu membranu i stvoriti okolinu za smanjenje sadrzaja vode u stanici u cilju smanjenja
oSteCenja. S obzirom da je sadrZaj vode u stanici manji, manja je i mogucnost nastanka
intracelularnih kristala leda koji uzrokuju oStecenja staninih struktura. Osim toga, ovakvi
krioprotektanti uzrokuju preraspodjelu membranskih lipida i proteina, S$to rezultira
poveCanom membranskom fluidnoS¢u, vecom dehidratacijom stanice pri nizim
temperaturama, a posljedicno tomu i vece preZivljenje stanica nakon krioprezervacijskog
procesa (Holt, 2000). Penetrirajuci krioprotektanti su otapala koja otapaju Secere i soli u
krioprezervacijskom mediju. Postoji mnogo spojeva koji se definiraju kao penetrirajuci
krioprotektanti, a najceSCe se primjenjuju glicerol, dimetilsulfoksid, propilen glikol i etilen
glikol (Karow, 1969). Glicerol je prvi otkriveni i najéeS¢e koriSteni krioprotektant koji se
Siroko poCeo primjenjivati u kriobiologiji i to uglavnom za krioprezervaciju eritrocita i
sperme (Purdy, 2006). Glicerol je mala, polihidroksilirana molekula koja je vrlo topiva u

vodi, te pokazuje nisku razinu toksi¢nosti prema Zivim stanicama. Medutim, negativna
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strana glicerola je sporo difundiranje kroz stanichu membranu, pa se velik broj stanica ili
tkiva Cini nepropusnim za ovaj krioprotektant (UK Essays, 2013). Dimetil sulfoksid za

razliku od glicerola, vrlo brzo difundira kroz vecinu staniénih membrana.

Visoke koncentracije krioprotektanata poput dimetil sulfoksida, etilen glikola i
dimetilformamida mogu biti toksiCne za stanice (Meryman, 1970). Mehanizmi toksi¢nosti
krioprotektanata jo$ nisu u potpunosti shvaéeni (Fahy, 1990), ali na temelju emprije moZze se
donjeti nekoliko generaliziranih zakljuaka. Lipofilnost je u strogoj korelaciji sa toksinoS¢u
krioprotektanata; molekule s visokim afinitetom za lipide mogu se ugraditi u stani¢nu
membranu i na taj nacin ih destabilizirati. Osim toga, postoji i korelacija toksi¢nosti i visoke
hidrofilnost krioprotektanata; smatra se da takvi krioprotektanti odvode molekule vode s
powvr§ine makromolekola (npr. proteina), Sto posljedi¢no utjeCe na njihovu strukturu, ali i
funkciju (Fahy, 1990).

Nepenetrirajuci krioprotektanti ne mogu difundirati kroz stani¢nu membranu, nego
oni osmotski istiskuju vodu iz stanica tijekom inicijalnih faza smrzavanja kada su takvi
krioprotektanti koncentrirani u ekstracelularnom podrucju (McGann, 1978). Pri vrlo niskim
temperaturama, nepenetrirajui Kkrioprotektani dehidratiraju stanicu i omoguéuju brzo
umjesto sporog hladenja. Nepenetrirajuci krioprotektanti su uglavnom polimeri koji mogu
stvarati mnogo vodikovih veza s molekulama vode pri ¢emu su najceCe primjenjivani
polietilen glikol i polivinilpirolidon. Ovakvi krioprotektanti su obi¢no manje toksi¢ni od

onih penetriraju¢ih pri istoj koncentraciji.

Osim spomenutih kategorija krioprotektanata, postoje i oni prirodni koje nalazimo
kod razlicitih organizama koji zive u ekstremnim klimatskim uvijetima. Odredene otopljene
tvari koje mogu djelovati kao prirodni krioprotektanti su metaboliti sintetizirani i

akumulirani kao odgovor na stres.

O

Slika 3. Nemoura arctica (Anonnymus 1, 2016).
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Primjerice, Nemoura arctica (slika 3) koja spada u red insekata, akumulira razliCite
potencijalne krioprotektivne spojeve i smatra se da se na taj naCin adaptira na ekstremne
klimatske uvijete. ToCnije, uovakvom insektu pronadene su vece koli¢ine niskomolekulskih
otopljenih tvari, poput prolina i trehaloze, za koje je prethodno dokazano da direktno stupaju
u interakcije s membranskim fosfolipidima te na taj naCin stabiliziraju lipidni dvosloj

tijekom smrzavanja (Walters i sur., 2009).

2.2.2. Vitrifikacija

1894. godine kriobiolog Gregory Fahy je prvi predlozio vitrifikaciju kao alternativni
pristup krioprezervaciji. Vitrifikacija je metoda koja omogucuje da Zivuce stanice budu
ohladene na kriogene temperature bez nastanka kristala leda unutar i izvan njih. Da bi
vitrifikacija bila uspjeSna, otopina koja se smrzava, mora biti vrlo koncentrirana u cilju
sprjeCavanja brzog izluivanja vode koje je posljedica osmotskog gradijenta izvanstanicnog
medija. Koncentracija otopine se povecava dodatkom krioprotektivnih sredstava (Lin isur.,
2009). Druga vrlo bitna stavka u procesu vitrifikacije jest brzo hladenje; s obzirom da ne
dolazi do stvaranja kristala leda, hladenje ne mora biti sporo. Ova metoda pojednostavljuje i
Cesto poboljSava krioprezervaciju zbog toga $to eliminira mehanicka oSte¢enja koja su
posliedica kristala leda, eliminira potrebu za pronalaskom optimalnih stopa hladenja i

zagrijavanja te omoguéuje da hladenje bude dovoljno brzo kako bi se izbjegla oStecenja.

Krioprotektanti koji se koriste u postupku vitrifikacije moraju posjedovati specifi¢na
svojstva; koriste se penetrirajui krioprotektanti koji prodiru u stanicu te osiguravaju
dehidrataciju stanice prije nego Sto dode do formiranja intracelularninh kristala leda. U
procesu vitrifikacije, koristi se visoka koncentracija krioprotektanta zbog Cega je otopina
vrlo viskozna $to dovodi do smanjenja toCke smrzavanja. Smanjenje toCke smrzavanja
onemogucuje da molekule vode poprime kristalu strukturu, ve¢ one poprimaju amorfnu

strukturu odnosno dolazi do takozvanog ,staklenog“ stanja.

Kao i u slu€aju primjene sporo-smrzavajuée metode, metoda vitrifikacije takoder
moZe oStetiti stanice ili tkiva. Primjenom vitrifikacijskih metoda, stanice ili tkiva se nalaze u
mediju koji ima visoku koncentraciju krioprotektivnih agenasa. Ako je koncentracija
dovoljno visoka, vitrificirana otopina ¢e poprimiti takozvanu staklenu strukturu i to bez

rizika od stvaranja ekstracelularnog i intracelularong leda tijekom hladenja ili zagrijavanja,
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ovisno o stopama hladenja ili zagrijavanja. Medutim, wvrlo visoke koncentracije
krioprotektanata potrebnih za vitrifikaciju mogu uzrokovati oSteCenja uslijed naglih
osmotskih promjena, ekstremno niskog potencijala vode ili kemijske toksi¢nosti (Rall,
1987).

Koncentracija krioprotektanata u vitrificiranoj otopini ponekad prelazi i preko 50%
pa se stoga krioprotektant se ne moze dodati u jednom koraku jer u protivnom nastaju uvjeti
u kojima stanica prelazi u ekstremno hipotoni¢no stanje koje moZe biti letalno za stanicu.
Stanice koje se smrzavaju metodom vitrifikacije tretiraju se krioprotektivnim agensom u
viSe koraka priemu koncentracija krioprotektanta u svakom koraku eksponencijalno raste.
Dodatak krioprotektanta dodaje se pri temperaturi od 0°C kako bi se smanjila toksicnost.

17



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1 Kemikalije

Destilirana voda, PBF

DMEM (Dulbecco’”s Modified Eagle”s Medium), GIBCO Invitrogen Corporation,
Paisley, UK

DMSO (dimetilsulfoksid), Kemika, Zagreb

FBS (Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland
Glukoza, Kemika, Zagreb, RH

Glicerol, Kemika, Zagreb, RH

Kolin-klorid (=97 %), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Prolin, Kemika, Zagreb, RH

3.1.2. Uredajii oprema

Analiticka vaga, Kern, Balingen, Njemacka

Cary Eclipse Fluorescence Spectrofotometar, Varian, Mulgrave, Australia
Inkubator s kontroliranom atmosferom CO2, Kambi€, Slovenija

Inverzni mikroskop, Carl Zeiss, Njemacka

Komora za sterilni rad, Iskra P10, Slovenija

Laboratorijsko posude (laboratorijske CaSe, ljevci, pipete, odmjerne tikvice, menzure,
Kivete)

Lakmus papir (pH raspon 0-14), Johnson Test Papers

Magnetske mijeSalice s grijanjem, RTC Basic, IKA Werke

Neubauerova komorica za brojanje stanica

PloCe s 96 jazica, Corning, SAD

Vodena kupelj, Camlab Limited, tip SUB 14, Cambridge, UK
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3.1.2. Humana stanicna linija

U ovom radu koristena je humana stanicna linija HEK 293T, dobivena iz radne
banke stanica American Type Culture Collection (ATCC).

HEK 293T (slika 4) stanice su izvedene transformacijom humanih embrionalnih
stanica bubrega s DNA adenovirusom 5. Ranih 1970-ih godina u Nizozemskoj, Alex Van
der Eb kultivirao je stani¢nu liniju, dok je transformaciju izveo Frank Graham po Cijoj
metodi dobivaju ime; HEK je skraCenica engleskog naziva ove stanicne linije (eng. Human
Embryotic Kidney), dok 293 predstavlja redni broj eksperimenta koji je bio uspjeSan
odnosno kojim je nastala ova stani¢na linija. Popularne su zbog brze i jednostavne
reprodukcije i odrZavanja, te mogucnosti transfekcije razliCitim metodama. Zbog visoke
ucinkovitosti transfekcije Cesto se koriste u bioloskim istrazivanjima. Koriste se za
proizvodnju egzogenih proteina ili virusa, za farmaceutsku i biomedicinsku namjenu te u

raznim istrazivanjima.

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um

Slika 4. HEK 293T staniCna linijja (Anonymous 2, 2016).

3.2. Metode rada
3.2.1. Priprava prirodnih eutektiCnih otapala

Sve kemikalije za pripravu NADES koriStene su bez prethodnog proCis€avanja, a
njihova odvaga se provodila na analitickoj vagi. Za potrebe istraZivanja pripravljena su dva

prirodna eutektiCna otapala s razliCitim udjelima vode: kolin klorid:glukoza (ChCI:Glu) s
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molarnim omjerom komponenata 2:1 s udjelom vode od 10% te prolin:glukoza (Pro:Glu) u

omjeru 5:3 s udjelom vode od 20%.

Priprava se provodi u tikvici s okruglim dnom u kojoj se pomijeSaju Cvrste-cvrste ili
Cvrste-tekuée komponente prirodnog eutekticnog otapala u molarnim omjerima kako je
navedeno gore uz razli¢iti udio vode (10% odnosno 20 %). Reakcijska smjesa se zagrijava
na magnetnoj mjeSalici do 3 sata na temperaturi od 40 do 60 °C uz neprestano mijeSanje.

Reakcija je gotova kada se dobije bistro, tekuce eutekticno otapalo.

3.2.2. Invitro ispitivanje citotoksicnosti prirodnih eutekticnih otapala na
HEK 293T stanicnim linijama i njihove primjene kao krioprotektanata

Uzgoj stanicnih kultura

Uzgoj stanica u kulturi ovisi o tipu stanicne linije. HEK 293T su adherentne stanice
koje ovise 0 povrSini za rast tj. stanice ¢e porasti tek kada se prihvate za powrSinu. Za uzgoj
stanicnih kultura koristi se kompleksni tekuci medij koji mora zadovoljavati potrebe stanica
jednako kao uodgovarajuéem in vivo sustavu. Medij je neophodan za rast i razvoj stanica, a
najvaznije komponente medija su glukoza, aminokiseline, anorganske soli i vitamini.
Hranjivom mediju najéeS¢e se dodaje i serum sisavaca koji predstavlja izvor hormona, te
razlicitin faktora kao S$to su faktori rasta, faktori prihvacanja i Sirenja stanica i druge
specificne tvari potrebne za rast stanica u kulturi. Osim hranjivog medija za uzgoj,
stanicama je potrebno osigurati i optimalne fizikalno-kemijske uvjete kao $to su pH,
temperatura, osmolalnost te odgovarajuéa atmosfera. Za vrijeme rada u laboratoriju potrebno
je odrZavati aseptiCne uvjete i Koristiti sterilne tehnike rada kako ne bi doSlo do

kontaminacije kulture stanica.

HEK 293T stanice odrZavane su u Petrijevim zdjelicama za potrebe umnoZavanja
biomase i postavljanja pojedinacnih pokusa u mediju DMEM (Dulbecco's Modification of
Eagle's Medium) uz dodatak 5 % (v/v) serumom FBS (fetal bovine serum) te su uzgajane u
inkubatoru na 37 °C sa 5 % CO: i vlaznoj atmosferi. Stanice su svakodnevno promatrane
pod inverznim mikroskopom pri ¢emu je praceno njihovo prihvaéanje za podlogu i opée
stanje. Stanice su pasazirane svaka 3-4 dana kako bi se odrZavale u eksponencijalnoj fazi

rasta i kako bi se sprijeCila kontaktna inhibicija.
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Odredivanje broja stanica metodom tripan- plavo

Boja tripan- plavo omogucuje razlikovanje mrtvih, plavih stanica od Zivih koje ostaju
neobojene. Prvo se ukloni hranjivi medij te se doda ugrijani tripsin koji djeluje tako da
odvoji stanice od powrSine. Reakcija traje oko 4 minute u inkubatoru, a zatim se pod
inverznim mikroskopom provjeri da li su se stanice odvojene od podloge. Stanice
pricvrs¢ene za powrSinu su nepravilnog, romboidnog i izduljenog oblika, dok odvojene
stanice su pravilnog kruznog oblika. Slijedi dodavanje hranjivog medija sa serumom da se
sprijeCi daljnje djelovanje tripsina i time su stanice resuspendirane te se uzima 20 pL
alikvota suspenzije stanica i pomijeSa se sa 10 pL boje tripan plavo. 10 pL takve
suspenzije nanese se na Neubauerovu komoricu za brojanje stanica. Komorica je
podjeljena na 4 welika kvadrata, a u svakom velikom kvadratu nalazi se 16 malih
kvadrati¢a u kojima se broje stanica (Slika 5). Broj stanica u mL suspenzije izracuna se

prema formuli:

-1

Broj stanica suspenzije= broj stanica izbrojenih u 4 kvadrata x 5000

NEWBRUER &

1.00 mm.

l 1.00 mm
0.05 mm. —
T =
L 1.00 mm.
0.25 mm.

Slika 5. Neubaerova komorica za brojanje stanica (Anonymous 3, 2016).
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Test citotoksi¢nosti

S obzirom da su HEK 293T stanice adherentnog tipa, prije postavljanja pokusa su
tretirane tripsinom kako bi se odvojile od podloge, izbrojan je ukupan broj stanica u
Neubaerovoj komorici za brojanje stanica, te je izraCunat volumen suspenzije stanica
potreban za nacijepljivanje ploCe s 24 jazice. U svaku jazicu nacijepljeno je po 1,8 mL
suspenzije stanica u pocetnoj koncentraciji 4,5 x 10 stanica mLL.

Slika 6. PloCa za uzgoj stanica s 24 jazice (Anonymus 4, 2016).

Nakon Sto su se stanice prihvatile za podlogu i porasle, tj. nakon 24 sata uzgoja,
tretirane su s 200 pL (po jazici) ishodnih otopina razliCitih koncentracija NADES, te su
stavljene na inkubaciju na 1h odnosno 48h. Ishodne otopine NADES pripremljene su u
deioniziranoj vodi, sterilizirane su filtracijom kroz 0,22 pm filter, te su razrijedene u mediju
za uzgoj stanica kako bi volumni udio NADES-a bio 10%, 5%, 2%, i 0,5%. Eksperimenti su
provedeni na HEK 293T stani¢noj liniji s dvije paralele za svaku koncentraciju i podaci su
izraZeni kao prosjek £ S.D. Postotak preZivljenja stanica izraZen je kao postotak tretiranih

stanica u odnosu na kontrolne, netretirane stanice.

Smrzavanje iodmrzavanje stanica

Prije smrzavanja stanica potrebno je stanice tripsinizirati kako bi se stanice odvojile
od podloge, a zatim im je dodan medij u cilju inhibicije tripsina. Suspenzija stanica
podjeljena je u Cetiri falkonice koje se cetrifugiraju na 1000 RPM u vremenu od 3-5 min.
Supernatant se baca, a talogu stanica dodaju pripremljeni Kkrioprotektanti i NADES-i;

krioprotektanti i NADES-i su pripremljeni na naCin da su razrijedeni u mediju za uzgoj
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stanica kako bi njihov udio u konacnici bio 10% odnosno 2%. Stanice se resuspendiraju u
mediju s dodanim krioprotektantima te se zatim rasporede u ampulice za smrzavanje u
volumenu od 0,5 mL. Stanice se nakon toga smrzavaju na temperaturu od -80 °C i tako se

mogu Cuvati kroz izvjesni vremenski period.

Vijabilnost stanica se provjerava u vremenskom periodu od trideset odnosno
devedeset dana. Pri odmrzavanju stanica, stanice se stavljaju u vodenu kupelj na
temperaturu od 37°C. Nakon odmrzavanja broje se Zive i mrtve stanice u Neubaerovoj
komorici za brojanje stanica. Eksperimenti su provedeni na HEK 293T stanicnoj liniji s
dvije paralele za svaki krioprotektant i NADES u razli¢itim koncentracijama, a podaci su

izrazeni kao prosjek + S.D.
pH vrijednost

pH vrijednosti krioprotektanata i NADES-a koji su koristeni u eksperimentu

izmjereni su pomocu lakmus papira koji mjeri pH vrijednost u rasponu od 0 do 14.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu pripravljena su dva prirodna eutekti¢na otapala (glukoza:prolin, kolin
klorid:glukoza) s razliCitim molarnim omjerima i udjelima vode s ciljem ispitivanja njihove
primjene kao krioprotektivnih agenasa. Pripravljena prirodna eutekticna otapala koriStena su
kao krioprotektanti tijekom smrzavanja humanih stanica HEK 293T te je njihova
djelotvornost usporedena sa standardnim krioprotektantima, glicerolom i dimetil
sulfoksidom. Vijabilnost stanica se provjerava u vremenskom periodu od trideset odnosno
devedeset dana.

Takoder je proveden i test citotoksicnosti standardnih krioprotektanata i primjenjenih
NADES-a u razli¢itim koncentracijama na stani¢noj liniji HEK 293T u vremenskom periodu
nakon 1h i 48h.

Izmjerene su i1 pH vrijednosti standardnih krioprotektanata, glicerola i dimetil
sulfoksida, te koristenin NADES-a pomoc¢u lakmus papira.

4.1. Priprava prirodnih eutekticnih otapala

Priprava ispitivanih prirodna eutekti¢na otapala, molarni odnosi komponenata, te
razliciti udjeli vode prikazani su u tablici 2. lako dodavanjem male koli¢ine vode u NADES
doprinosi smanjenju vremena i temperature pripreme, udio vode u pripravljenim NADES ne
prelazi 50 %, zbog toga Sto dodatak vode utjeCe na prisutne vodikove veze koje s prevelikim
dodatkom vode pucaju, Sto utjeCe na njihova fizikalno-kemijska svojstva, ali i strukturu
NADES koja se gubi jer se povecava broj slobodnih molekula, te se takvo otapalo vise ne
moze smatrati NADES (Dai i sur., 2015).

Priprava veCine otapala provodila se na temperaturi od 60 °C. U sluCaju ispitivanih
otapala, N ADES sastavljen od prolina i glukoze s udjelom vode od 20% poprimio je svijetlo
smedu boju zbog oksidacije tj. karmelizacije SeCera te se zbog toga njihova priprava

provodila na temperaturi od 40 °C, Sto se slaze sa zapazanjima Hayyan i sur. (2012).
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Za pripravu NADES-a sastavljenog od kolin klorida i glukoze primjetno je puno
krace vrijeme priprave (30 do 45 minuta) u odnosu na ono sastavljeno od prolina i glukoze u

Cijem je slucaju bilo potrebno oko 3h.

Tablica 2. Pripravljena eutekticna otapala koriStena u radu

NADES Molarni omjer Kratica Udio vode
Kolin klorid:Glukoza 2:1 ChCIGIc_10 10%
Prolin:Glukoza 53 Pro:Glc_20 20%

Za ovaj eksperiment odabrana su ova dva prirodna eutekti¢na otapala s obzirom na to
da mnogi radovi ukazuju da Seceri poput trehaloze i glukoze, ali i prolin imaju ulogu u
preZivljavanju razli¢itih organizama, od biljaka do Zivotinja, tijekom ekstremnih klimatskih

uvijeta (Kovacs isur., 2011).

NADES-i su se ishodisno pripremali s udjelima vode od 10, 30 i 50%, medutim za
ovaj eksperiment odabrana su ona s najmanjim udjelom vode. lako veca koliCina vode
dodana NADES-ima olakasava njihovu pripremu, u primjeni NADES-a kao
krioprotektanata moze biti kontraproduktivna; ekscesivna koliCina vode, osim Sto moze
narusiti strukturu samih NADES-a (Dai i sur., 2015), moze dovesti i do stvaranja kristala

leda tijekom smrzavanja $to moZe biti letalno za stanice koje se smrzavaju (Mazur, 1963).

Koristeni NADES-i1 iznimno su visoke viskoznosti, a razlog tomu je minimalna
pridodana koli¢ina vode. Povecana viskoznost otopine odnosno samog krioprotektanta
tijekom hladenja inhibira nastajanje kristala leda, uzrokujui malo odstupanje od
termodinamiCke ravnoteze (Morris i sur., 2006). U slucaju NADES-a sastavljenog od
prolina i glukoze, njegova priprava je ishodiSno zapoceta s udjelom vode od 10%, medutim
takav NADES je bio ekstremno viskozan i kaSast, a u konacnici je doSlo i do kristalizacije.
Stoga je on pripremeljen s udjelom vode od 20%, pri Cemu se viskoznost smanjila, te nakon
duzeg vremenskog perioda nije doSlo do kristalizacije.
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4.2. Mjerenje pH vrijednosti

Izmjerene su pH vrijednosti ispitivanih NADES-a i standardnih krioprotektanata.
NADES-i i standardni krioprotektanti, glicerol i dimetil sulfoksid, razrijedeni su s medijem
za uzgoj stanicne linije HEK 293T kako bi njihov volumni udio bio 10%, 5%, 2% i 0,5%.
pH vrijednosti pripremljenih otopina ispitane su pomocu lakmus papira, a rezultati su
prikazani u tablici 3. Na sobnoj temperaturi pH N ADES-a koji sadrZe Secere (glukoza) krece
se u rasponu od 6,1 do 7,1, no postupno povecanje temperature uzrokuje smanjivanje pH
(Hayyan i sur, 2012; Hayyan i sur, 2013c). Niska pH vrijednost NADES-a ima negativan
ucinak na aktivnost stanica zbog toga Sto uzrokuju denaturaciju proteina, posebice ako su
NADES-i sastavljeni od organskih kiselina (pH vrijednosti manje od 3) (Radosevi¢ i sur.,
2015).

Tablica 3: pH vrijednosti standardnih krioprotektanata i ispitivanih NADES-a

PH VRIJEDNOST

Udio sredstva za
kriprotekciju u DMSO Glicerol Pro:Glc_20 ChCIGlu_10

mediju za uzgoj

10% 7,6 7,7 7,5 7,7
5% 7,6 7,6 7,5 7,6
2% 7,5 7,6 7,4 7,6
0,5% 7,5 7,5 7,4 7,6

pH vrijednosti pripremljenih otopina ispitana na lakmus papiru se nalaze u
neutralnom podrucju. pH vrijednosti su neutralne i stoga ne mogu imati negativni u€inak na

aktivnost stanica odnosno ne dolazi do denaturacije staniCnih proteina.
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4.3. In vitro ispitivanje citotoksicnosti prirodnih eutektiCnih
otapala i standardnih krioprotektanata na HEK 293T stanicnoj
liniji

Prije nacjepljivanja ploCe s 24 jazice, staniCna linija je tripsinizirana, izbrojan je
ukupan broj stanica u Neubaerovoj komorici za brojanje stanica, te je izraCunat volumen
suspenzije stanica potreban za nacijepljivanje. U svaku jazicu nacijepljeno je po 1,8 mL
suspenzije stanica u pocetnoj koncentraciji 4,5 x 108 stanica mL. Nakon §to su se stanice
prihvatile za podlogu i porasle, tj. nakon 24 sata uzgoja, tretirane su s 200 pL (po jazici)
ishodnih otopina razliitih koncentracija NADES, te su stavljene na inkubaciju na 1h
odnosno 48h. Eksperimenti su provedeni na HEK 293T stanicnoj liniji s dvije paralele za
svaku koncentraciju i podaci su izraZzeni kao prosjek £ S.D. PreZivljavanje stanica izrazeno
je kao postotak tretiranih stanica u odnosu na kontrolne, netretirane stanice, a rezultati su

prikazani na slikama 5 i 6.

90%

80% 76,4%

71,8%
70% 64,2% 65,6%
60%
50%
0% 26,7% 28,9% 28,9%
20,0%
20%
10%
0%

DMSO Pro:Glc_20 ChCI1:Glc_10
Sredstvo za krioprotekciju

Postotak prezivjelih stanica (%)
.
faw]

10% m2%

Slika 5: Djelovanje standardnih krioprotekatanata, dimetil sulfoksida (DMSO) i glicerola
(Gly), te ispitivanih NADES-a, Pro:Glc_20 i ChCl:Glc_10 nakon 1h u koncentracijama od
10% i 2% na stanicnoj liniji HEK 293T. Postotak preZivljenja izraZzen je u odnosu na

netretiranu stanicnu kulturu.
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1h nakon tretiranja staniCne linije HEK 293T standardnim krioprotektantima,
glicerolom i dimetil sulfoksidom, te ispitivanim NADES-ima, Pro:Glc_20 i ChCIl:Glc_10, u
udjelima od 10% i 2%, prac¢eno je prezivljavanje stanica te izraZzeno kao postotak tretiranih

stanica u odnosu na kontrolne, netretirane stanice (slika 5).

Pri udjelima od 10% ispitivanih standardnih krioprotektanata i NADES-a, najmanyji
postotak prezivjelih stanica bio je prilikom tretiranja HEK 293T NADES-om sastavljenog
od kolin klorida i glukoze s udjelom vode od 10%. Postotak prezivjelih stanica tretiranih sa
standardnim krioprotektantima s udjelima od 10%, dimetil sulfoksidom (DMSO) i
glicerolom, je gotovo jednak i iznosi 26,7% odnosno 28,9%. Postotak prezivjelih stanica
tretiranih 10% NADES-om sastavljenog od prolina i glukoze, s udjelom vode od 20%,
jednak je postotku prezivljenja stanica tretiranih standardnim krioprotektantom glicerolom.
Pri udjelima od 2% najveCi postotak prezivjelih stanica je onaj gdje je stanicna linija HEK
293T tretirana NADES-om sastavljenim od prolina i glukoze s udjelom vode od 20% i
iznosi 76,4%. Postotak preZivljenja stanica prilikom tretiranja stanicne linije HEK 293T
ostalim standardnim krioprotektantima s udjelima od 2% u suspenziji stanica, dimetil
sulfoksidom i glicerolom gotovo je jednak i iznosi 64,2% odnosno 65,6%. Postotak
preZivljenja stanica tretiranin NADES-om sastavljenim od kolin klorida i glukoze s udjelom
vode od 10% neSto veéi u odnosu na standardne krioprotektante, glicerol i dimetil sulfoksid

te iznosi 71, 8%.

Ovim eksperimentom pokazano je da ispitivani NADES-i u koncentraciji od 2% u
stanicnoj suspenziji imaju neSto manji negativni u€inak na prezivljenje stanica HEK 293T u
odnosu na standardne krioprotektante, glicerol i dimetil sulfoksid, dok pri koncetraciji od

10% imaju gotovo jednak toksicni ucinak na stanice.
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Slika 6: Djelovanje standardnih krioprotekatanata, dimetil sulfoksida (DMSO) i glicerola
(Gly), te ispitivanin NADES-a, Pro:Glc_20 i ChCl:Glc_10 u koncentracijama od 10, 5, 2 i
0,5 % nakon 48h na stanicnoj liniji HEK 293T. Postotak prezivljenja izrazen je u odnosu na

netretiranu stanicnu kulturu.

48h nakon tretiranja stanicne linije HEK 293T standardnim krioprotektantima,
glicerolom i dimetil sulfoksidom, te ispitivanim NADES-ima, Pro:Glc_20 i ChCI:Glc_10, u
udjelima od 10%, 5%, 2% i 0,5%, praceno je preZivljavanje stanica te izraZzeno kao postotak
tretiranih stanica u odnosu na kontrolne, netretirane stanice (slika 6). Pri udjelima od 10%
ispitivanih standardnih krioprotektanata i NADES-a, u vremenskom periodu od 48h jedino
preZivljenje stanica vidljivo je prilikom tretiranja stani¢ne linije HEK 293T NADES-om
sastavljenog od prolina i glukoze s udjelom vode od 20%. Takoder, pri udjelima od 5%,
NADES Pro:Glc_20 se pokazao najmanje toksicnim na stani¢noj liniji HEK 293T gdje je
postotak preZzivljenja iznosio 2,8%. Drugi ispitivani NADES sastavljen iz kolin klorida i
glukoze s udjelom vode od 10%, pokazao je postotak prezivljenja stanica od 0,6%. Postotak
preZivljenja stanica tretiranih standardnim krioprotektantima, DMSO-om i glicerolom, bio je

jednak nuli.

Pri udjelima od 2% kroz vremenski period od 48h najmanju citotoksi¢nost je

pokazao glicerol, u odnosu na dimetil sulfoksid i ispitivane NADES-e pri cemu postotak
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prezivljenja iznosi 46,9%. Odmah iza glicerola slijedi DMSO pri ¢emu je postotak
prezivljenja 28,8%. Postotak prezivljenja stanica tretiranih NADES-om sastavljenim od
prolina i glukoze iznosi 27,6%. Pri udjelu od 2% najvecu toksi¢nost imao je NADES
ChCI:Glc_10. Pri udjelima od 0,5%, kao najmanje toksi¢an ponovo se pokazao glicerol, iza
kojeg slijedi NADES Pro:Glc_20.

Usporedujuci standardne krioprotektante, glicerol i dimetil sulfoksid, te prirodna
eutektiCna otapala, Pro:Glc_20 i ChCI:Glc_10, u razli¢itim koncentracijama (2% i 0,5%),
glicerol se pokazao kao najmanje toksiCan kroz vremenski period od 48h. Glicerol kao
penetrirajuci krioprotektant, odmah poslije etilen glikola, pokazuje najmanju toksi¢nost u
odnosu na druge penetrirajuce krioprotektante kao Sto je to primjerice dimetil sulfoksid.
Toksicnost krioprotektanta ovisi 0 razliCitim eksperimentalnim uvjetima poput temperature
okoline, njihovoj koncentraciji, ali i vremenskim periodu u kojem su stanice izloZene

krioprotektantima (Liebermann, 2015).

NADES Pro:GIn 20 pokazuje najmanju toksi¢nost poslije glicerola, dok se NADES
sastavljen od kolin klorida i glukoze pokazao najtoksi¢nijim. Ve¢ina komponenta koje tvore
eutektiCna otapala su prirodnog podrijetla, i stoga je pretpostavka da su oni netoksicni.
Medutim, zbog sinergistickog ucinka izmedu komponenta koje tvore eutektiCna otapala,
toksiCni uCinak na stanice moZe bit veci u odnosu na zasebne komponente (Hayyan i sur.,
2013a, 2013b). Mehanizam djelovanja eutekticnih otapala najvjerojatnije je povezan s
interakcijama staniCne membrane, iako se pretpostavlja da toksicnost eutekticnih otapala
baziranih na solima kolina uvelike ovisi io tipu samih stanica. Najvjerojatniji razlog zasto se
NADES ChCI:Glc_10 pokazao kao najtoksicniji na stanicnoj liniji HEK 293 je posljedica

negativnog sinergistickog ucinka komponenti koje tvore ovo prirodno eutekticno otapalo.
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4.4. Uporaba NADES-a kao sredstva za krioprotekciju staniCne linije
HEK 293T

Eksperiment zamrzavanja staniCne linije HEK 293T zamisSljen je na naCin da se
vijabilnost stanica provjerava u vremenskom periodu od jednog odnosno tri mjeseca.
Suspenziji stanica prije zamrzavanja dodali su se klasicni krioprotektanti, glicerol i dimetil
sulfoksid, te ispitivani NADES-i, Pro:Glc_20 i ChCI:Glc_10, u koncentracijama od 10% i
2%. Stanice se resuspendiraju u mediju s dodanim krioprotektantima te se zatim rasporede u
ampulice za smrzavanje u volumenu od 0,5 mL. Stanice se nakon toga smrzavaju na

temperaturu od -80 °C i Cuvaju se kroz trideset odnosno devedeset dana.

Pri odmrzavanju stanica, stanice se stavljaju u vodenu kupelj na temperaturu od 37°C.
Nakon odmrzavanja broje se Zive i mrtve stanice u Neubaerovoj komorici za brojanje
stanica. Trideset dana nakon smrzavanja, vijabilnost odmrznute staniCne linije HEK 293T

prikazana je na slici 7.
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Slika 7: Vijabilnost odmrznutih stanica 30 dana nakon, uz primjenjene standardne

krioprotektante, glicerol i dimetil sulfoksid, u koncentracijama od 10%, te NADES-e,
Pro:Glc_20 i ChCIGlc_10, u koncentracijama od 10 i 2%.
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Trideset dana nakon smrzavanja, staniCna linija je odmrznuta te je ispitana
vijabilnost stanica. Iz slike 7 je vidljivo da se dimetil sulfoksid (DMSO) pokazao kao
najuCinkovitiji, a odmah iza njega slijedi glicerol i to u koncentracijama od 10% koja je
uobiCajena za ove krioprotektante u procesu krioprezervacije. NADES-i Pro:Glc_20 i
ChCIL:Glc_10 (u koncentracijama od 10 i 2%) koji su testirani kao alternativa klasicnim
krioprotektantima, nazalost nisu se pokazali ucinkovitima, pa se eksperiment odmrzavanja
stanica nakon tri mjeseca nije provodio. lako su ispitivani NADES-i sastavljeni od
komponenti koje se inaCe koriste u krioprotekciji, u obliku eutekticnih otapala nisu se
pokazali efikasnim. Naime, prethodno je dokazano da niskomolekulski spojevi poput prolina
i drugih Secera direktno stupaju u interakcije s membranskim fosfolipidima ida na taj nacin
stabiliziraju lipidni dvosloj tijekom smrzavanja (Walters, 2009).

Moguéi razlog nedjelovanja ispitivanih NADES-a kao krioprotektanata je
nemoguénost odnosno vrlo sporo difundiranje NADES-a kroz stanichu membranu HEK
293T stanica. Ukoliko NADES-i ne mogu difundirati kroz stanicnu membranu i stvoriti
okolinu za smanjenje sadrZaja vode, dolazi do oSteCenja stanica kao posljedica formiranja
intracelularnih kristala leda. Drugi moguéi razlog nedjelovanja ispitivanih NADES-a je
neformiranje zaStitnog sloja oko fosfolipidnog dvosloja stani€ne membrane; Dai i suradnici
(2015) smatraju da NADES-i stvaraju sloj oko stani¢ne membrane Sto djeluje stabilizirajuce

na stanicnu membranu.

S druge strane, dimetil sulfoksid se pokazao kao najucinkovitiji, a jedan od razloga je
brzo difundiranje u stanicu te ,,istiskivanje* intracelularne vode pa stoga ne moze doci do
nastanka intracelularnih kristala leda koji su uglavnom letalni za stanicu. Drugi standardni
krioprotektant, glicerol, takoder se pokazao uCinkovitim tijekom smrzavanja HEK 293T
stanicne linije. lako je glicerol mala, polihidroksilirana molekula koja je vrlo topiva u vodi,
te pokazuje nisku razinu toksiCnosti prema zivim stanicama njena krioprotektivna
efektivnost je manja u odnosu na dimetil sulfoksid. Glicerol je molekulskom masom veci od
dimetil sulfoksida pa sporije difundira kroz stanicnu membranu te se velik broj stanica ili
tkiva Cini nepropusnim za ovaj krioprotektant (UK Essays, 2013). To za posljedicu ima
stvaranje unutarstanicnih kristala, pa je stoga i njegova ucinkovitost u krioprezervaciji manja
u odnosu na dimetil sulfoksid.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Primarni metaboliti kao Sto su glukoza, prolin i kolin klorid u odgovaraju¢im

omjerima i s razlicitim udjelima vode (10% i 20 %) uspjesno tvore stabilne NADES.

2. Ovisno o strukturi NADES-a, njihova fizikalno-kemijska svojstva medusobno se
znatno razlikuju. Povecanje udjela vode u NADES uzrokuje smanjivanje vrijednosti

gustoce i viskoznosti.

3. pH vrijednost ispitivanin NADES nalazi se u neutralnom podrucju s obzirom na to

da u svom sastavu ne sadrZe organske Kiseline koje obi¢no snizavaju pH vrijednost.

4. lIspitivani NADES-i u vremenskom periodu od 1h u koncentraciji od 2% u stanicnoj
suspenziji imaju manji negativni ucinak na prezivljenje stanica HEK 293T u odnosu
na standardne krioprotektante, glicerol i dimetil sulfoksid, dok pri koncetraciji od

10% imaju gotovo jednak toksicni ucinak na stanice.

5. lIspitivani NADES Pro:Glc_20 u vremenskom periodu od 48h u gotovo svim
istrazivanim koncentracijama (10, 5 i 0.5 %) pokazuje najmanju toksicnost poslije
glicerola, dok se NADES sastavljen od kolin klorida i glukoze pokazao

najtoksicnijim.

6. Dimetil sulfoksid (DMSO) pokazao se kao najuCinkovitiji krioprotektant, a odmah
iza njega slijedi glicerol. NADES-i Pro:Glc_20 i ChCI:Glc_10 u koncentracijama od
10% i 2% koji su testirani kao surogat standardnim krioprotektantima nisu se

pokazali u€inkovitima u krioprotekciji stanica.
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