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1. UvVOD

Konoplja (Cannabis sativa L.) biljka je podrijetlom iz Azije koja ima povijesnu primjenu u
prehrani, tekstilu i medicini. U drugoj polovici 20.st. stavljena je izvan zakona zbog A°-
tetrahidrokanabinola (THC) koji ima velika psihoaktivna svojstva te se zbog njega neke
podvrste ove biljke koriste kao sredstvo zlouporabe (Attard i sur., 2018). U biljci Cannabis
sativa L., uz THC, najzastupljeniji fitokanabinoid je kanabidiol (CBD). On postaje tema
brojnih istrazivanja jer moze imati povoljniju aktivnost u usporedbi s psihoaktivnim THC-om.
Navodi se da se proizvodi koji sadrze CBD mogu Kkoristiti u ublazavanju brojnih medicinskih
dijagnoza, bez psihoaktivnih nuspojava (Bonaccorso i sur., 2019). Provedena su brojna
istrazivanja koja su procjenjivala u¢inak CBD-a u nizu psihopatoloskih stanja, kroni¢ne boli i
neuroloskih poremecaja (Grotenhermen, 2005; Russo, 2011; Citti i sur., 2017). Na trzistu se
CBD pojavljuje u obliku smole ili ulja koji se dobivaju razli¢itim ekstrakcijskim metodama. S
obzirom na to da su tradiocionalne ekstrakcijske metode skupe i pritom se koriste otapala koja
u vecoj primjeni mogu biti toksi¢na za konzumenta i nisu ekoloski prihvatljiva (Hara i Radin,
1978; Ashafa i sur., 2012; Kiizek i sur., 2018), dolazi do potraznje za alternativnim metodama.
Takoder, u postupcima ekstrakcije koriste se visoke temeperature koje mogu razgraditi zeljene
spojeve i smanjiti njihovu koncentraciju. Upravo zato, niskotemperaturna eutekticka otapala
(engl. Deep Eutectic Solvents, DES) postaju tema brojnih istrazivanja u novim pristupima
ekstrakciji koja dokazuju da zbog jedinstvenih svojstava kao §to su gustoca, viskoznost,
kiselost ili bazi¢nost, polaritet i hlapljivost, a zbog dobre sposobnosti ekstrakcije razli¢itih
analita mogu biti potencijalno rjeSenje za zamjenu tradicionalnih otapala (van Osch i sur.,
2019). Cilj ovoga rada bio je ispitati sposobnost ekstrakcije CBD-a u hidrofobnim DES-ovima
jer se pregledom literature ustanovilo da je ta tema nedovoljno istrazena, a dosadasnja
istrazivanja upucuju na moguénost pripreme netoksi¢nih esktrakata uz zadovoljavanje svih
standarda zelene kemije (Makos i sur., 2020). Nadalje, u ovom radu ispitani su ucinci DES-a i
CBD-a na humanim stani¢nim linijama jetre (HepG2), zZiv€anih stanica (1321N1) i stanica koze
(HaCaT), u svrhu procjene toksi¢nosti ekstrakta CBD-a u hidrofobnom DES-u na ljudski
organizam i radi odredivanja potencijalne dodatne primjene u medicini i kozmetici, ali i za

zakljucivanje potrebe uklanjanja ekstrakcijskog otapala.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KONOPLJA
Konoplja je jednogodisnja kritosjemenjaca iz porodice Cannabinaceae i roda Cannabis L.,

podrijetlom iz Indije i Kine. Taksonomski se u rod Cannabis svrstavaju tri razlicite vrste. To
su Cannabis sativa, Cannabis indica i Cannabis ruderalis, ali se prihvaca i klasifikacija
Cannabis sativa kao monotipi¢ne vrste s tri podvrste: Cannabis sativa subsp. sativa
(industrijska konoplja, slika 1), Cannabis sativa subsp. indica (indijska konoplja), Cannabis
sativa subsp. ruderalis i Cetiri varijeteta: Cannabis sativa L. subsp. sativa var. sativa, Cannabis
sativa L. subsp. sativa var. spontanea, Cannabis sativa L. subsp. indica var. indica i Cannabis
sativa L. subsp. indica var. kafiristanica. Tijekom povijesti se koristila u prehrambene i
ljekovite, ali i tekstilne svrhe. U biljci je identificirano vise od stotine bioaktivnih spojeva kao
S$to su fenoli, proteini, masne kiseline, terpeni, kanabionodi, esteri, steroli, aldehidi, laktoni,

pigmenti itd., a najveéi izvori tih komponenata su list, cvijet i sjeme (Cerino i sur., 2021).

Slika 1. Industrijska konoplja - Cannabis sativa L. subsp. sativa (Plants of the World
Online, 2017)

Cannabis sativa L. ( Slika 1) daje male plodove, botanic¢ki definirane kao oraSice ili ahenije
(engl. achenes), iako se oni obi¢no nazivaju ""sjemenke" koje mogu biti razlicite veli¢ine ovisno
0 sorti. Pravo sjeme je zatvoreno u perikarpu koji predstavlja zastitnu ljusku. Veéina sjemena
sastoji se od zametka, uglavhom od dva kotiledona (embrionalni listovi) bogatih uljima,
odnosno visestruko nezasi¢enim masnim kiselinama te proteinima i ugljikohidratima koji
predstavljaju hranu biljci tijekom klijanja. Ima ugodan orasasti okus i vazan je izvor

esencijalnih aminokiselina, masnih kiselina, mineralnih tvari, vitamina i vlakana, a klice



konoplje bogat su izvor antioksidansa (Rupasinghe i sur., 2020; Cerino i sur., 2021). U sjemenu
se nalaze bioaktivne komponente kao §to su terpeni i kanabinoidi u tragovima koje mogu
pridonijeti iznenadujué¢im blagotvornim ucincima sjemenki konoplje. Visestruko nezasi¢ene
masne kiseline (PUFA) ¢ine oko 80 % ukupnih masnih kiselina, ukljucujuc¢i linolnu, a-
linolensku i y-linolensku kiselinu te nude najbolji omjer omega-6 prema omega-3 PUFA, $to
je optimalno za ishranu, i zbog toga su izuzetno povoljne za proizvodnju jestivog ulja.

Ulje konoplje ekstrahira se iz sjemenki biljke industrijske konoplje postupkom hladnog
presanja. Hladno presano ulje sjemenki konoplje moze posluziti i kao prehrambeni izvor
prirodnih antioksidansa, poput y-tokoferola i vitamina E koji doprinose prevenciji bolesti i
promicanju zdravlja (Cittia i sur., 2017). Stoga je prisutnost antioksidansa jamstvo hladno
presanog ulja, a time i kemijske stabilnosti protiv oksidacijske uzeglosti i relativno kratkog
roka trajanja. Koncentracije kanabinoida medu razli¢itim vrstama ulja mogu vrlo varirati.
Dopustene sorte Cannabis sativa L., koje se mogu Koristiti u Europi za proizvodnju, su one
koje sadrze dopustene razine THC-a, odnosno ne vise od 0,2 %. Kao rezultat toga
kontaminacija THC-om u ulju sjemenki konoplje opéenito je niska i ne prelazi granicu od 5
mg/kg. Takoder, sjemenke konoplje ne sadrze kanabinoide, ali njihov kontakt sa smolom koju
lu¢e epidermalne Zlijezde smjeStene na cvjetovima i liS¢u, koji imaju najveéi sadrzaj
kanabinoida, moZe uzrokovati prisutnost kanabinoida u ulju konoplje (Citti i sur., 2017).
Indijska konoplja najsire je konzumirana i najpopularnija biljka na svijetu. Ona je rekreacijski
i medicinski botanicki lijek zbog svojih psihoaktivnihh svojstva, a konzumira se najéesce
pusenjem osusenih cvjetova i listova biljke ili u obliku smole (hasis, ulje hasisa). Pravni status
biljke znacajno se razlikuje od drzave do drzave te je zbog njezine rasirene uporabe i
nedovoljno definiranih pravnih regulativa doslo do zna¢ajnog povecanja broja istrazivanja u
forenzi¢kim laboratorijima (Wang i sur., 2016). Problemati¢an je spoj u biljci psihoaktivni A%-
tetrahidrokanabinol (THC) te je zbog toga ilegalan posjed, proizvodnja i konzumacija biljke sa
sadrzajem THC-a ve¢im od 0,2 % (Zakon, NN 39/19), primjerice u drzavama ¢lanicama
Europske unije. S druge strane, za dobivanje proizvoda od industrijske konoplje mogu se
koristiti razli¢ite metode ekstrakcije kao Sto su: mehanicka ekstrakcija, Soxhletova metoda,
ekstrakcija vru¢om vodom (hidroliza), ekstrakcija tekucina-tekuca, superkriticna ekstrakcija
pomocu CO; (SC-CO»), ekstrakcija potpomognuta enzimima, ekstrakcija potpomognuta

mikrovalovima ili ultrazvukom (Valizadehderakhshan i sur., 2021).



2.2. KANABINOIDI
Kanabinoidi (CB) spojevi su iz skupine terpenofenolnih spojeva s dvadeset jednim ugljikovim

atomom (Raharjo i Verpoorte, 2004). Najvise su zastupljeni u zenskim cvjetovima i lis¢u
konoplje, a manje u ostalim dijelovima biljke, dok ih sjeme biljke ne sadrzi (Ameri, 1999).
Kemijski sastav konoplje uvelike je odreden genetikom, ali na njega takoder utje¢e uzgoj,
zetva, suSenje i drugi ¢imbenici tijekom proizvodnje (Foster i sur., 2019). Kanabinoidi su
lipofilni i apsorbiraju se, odnosno vezu se na specificne membranske receptore (Ameri, 1999;
Izzo i sur., 2009; Foster i sur., 2019). U ljudskom organizmu djeluju kao endogeni agonisti
kanabinoidnih receptora, a dva su glavna spoja iz te skupine N-arahidonoiletanolamid (AEA)
i 2-arahidonoilglicerol (2-AG). Ti receptori rasporedeni Su u srediSnjem zivéanom sustavu i
mnogim perifernim tkivima, ukljuuju¢i imunoloski sustav, reproduktivni sustav,
gastrointestinalni trakt, simpaticke ganglije, endokrine zlijezde, arterije, pluéa i srce (1zzo i
sur., 2009). Svojstva agonista kanabionoidnih receptora, koja su od terapeutskog interesa,
ukljucuju analgeziju, opustanje misica, imunosupresiju, protuupalno, antialergijsko djelovanje,
poboljsanje raspoloZenja, stimulaciju apetita, antiemezu, sniZzavanje intraokularnog tlaka,
bronhodilataciju, neuroprotektivna i antineoplasti¢na djelovanja. U novije vrijeme provode se
klinicka istrazivanja za njihovu ucinkovitost kod kroni¢ne boli i neuroloskih poremecaja
(Grotenhermen, 2005). Antagonisti CB receptora istrazuju se s ciljem upotrebe u lije¢enju
pretilosti i ovisnosti o nikotinu. Dodatni predlozeni Su za lijeCenje ovisnosti o alkoholu i
heroinu, shizofrenije, snizenog krvnog tlaka, Parkinsonove bolesti i ostecenja paméenja kod
Alzheimerove bolesti (Grotenhermen, 2005; Citti i sur., 2017) pa tako i kod raznih
psihopatoloskih stanja kao §to su psihoza, anksioznost, poremecaji raspolozenja, poremecaji U
prehrani, opsesivno-kompulzivni poremecaji, posttraumatski stres (PTSP) i drugi psihijatrijski
poremecaji (Bonaccorso i sur., 2019). Kanabinoidi se dijele na sintentske i fitokanabionoide.
Sintetski kanabinoidi sadrZe stotinjak spojeva i podijeljeni su u Sest skupina. Fitokanabinoidi
specifi¢ni su za konoplju i sadrze vise od 110 spojeva podijeljenih u 11 skupina (Scheau i sur.,
2020), a glavni predstavnici ove skupine kanabinoida su: A°-tetrahidrokanabinol (THC),
kanabidiol (CBD), kanabigerol (CBG), kanabinol (CBN) i kanabikromen (CBC) (Russo,
2011). Kanabigerol (CBG) relativno je nepoznat nepsihoaktivni fitokanabinoid s analgetskim,
antiproliferativnim i antibakterijskim djelovanjem, kao i antikancerogenim svojstvima i
sposobnos$c¢u snizavanja intraokularnog tlaka. Sve vise razmatra kao potencijalna mogucnost
za lijeCenje glaukoma, upalnih bolesti crijeva i raka debelog crijeva (Moreno i sur., 2020).
Relativno je sporedna komponenta, ali postoje odredeni kemotipovi konoplje razvijeni S

mogucnosti izrazavanja 100 % svog sadrzaja odredenog kanabionoida. Kanabinol (CBN)



pojavljuje se u relativno malim koli¢inama u svjeZem biljnom materijalu jer je proizvod
oksidacije THC-a i obi¢no se smatra kemijskim markerom za loSe ili dugotrajne uvjete

skladistenja (Russo, 2011; Moreno i sur., 2020).

2.3. KANABIDIOL (CBD) ULJE
Kanabidiol (CBD) ulje je koncentrirani ekstrakt dobiven iz cvjetova, stabljika i lis¢a te otopljen

u jestivom ulju kao $to su suncokretovo, konopljino ili maslinovo ulje (Hazenkamp, 2018).
Ovo je ulje postalo izuzetno popularan proizvod u industriji medicinskih i prehrambenih
proizvoda jer moze biti koristno u lijeCenju odredenih stanja bez brige o psihoaktivnim
ucincima ili ucincima povezanima s koriStenjem indijske konoplje (Mari¢, 2020). Sorte
Cannabis sativa L., koje se koriste za proizvodnju sjemena s niskom razinom THC-a, opéenito
sadrze visoku koncentraciju CBD-a koji u odnosu na THC ne izaziva psihotropne aktivnosti,
stoga je jedan od najvise proucavanih Kkanabinoida s dokazanom protuupalnom,
antiepileptickom, analgetskom, neuroprotektivnom, antipsihoti¢cnom i antikonvulzivnom
djelotvornoséu (Citti i sur., 2017). Osim toga, djeluje i kao snazan antioksidans. Njihova
koncentracija ovisi i 0 sorti i 0 postupku proc¢is¢avanja sirovog biljnog materjala. Americka
Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drugs Administration, FDA) 2018. godine
odobrila je koristenje CBD-a u ¢istom obliku (trgovackog imena Epidiolex) koji se koristi za
lije¢enje rijetkih oblika epilepsije i koji je odobren od strane Europske agencije za lijekove
(engl. European Medical Agency, EMA) (Cerino i sur., 2021). CBD ulje dobiva se
ekstrakcijom iz cvjetova, stabljike i lis¢a konoplje. Prema literaturnim podacima razlikujemo
dvije metode ekstrakcije CBD ulja iz konoplje (Ramirez i sur., 2018; De Vita i sur., 2020).
Prva je konvencionalna metoda u kojoj se ekstrakcija provodi organskim otapalima, poput
etanola i etil-acetata. Ona ukljucuje maceraciju biljnog materijala u organskom otapalu §to
znaci da se ekstrakt koncentrira uklanjanjem otapala pod snizenim tlakom. Spojevi u biljci
izloZeni su kombiniranom uéinku topline i Kiseline i mogu se kemijski modificirati. Upravo
zato, jedan od nedostataka ove konvencionalne metode povezan je s termolabilno$cu
ekstrahiranih spojeva, a to znaci da se njihove kemijske strukture mijenjaju zbog visokih
temperatura. Ova vrsta ekstrakcije moze se poboljsati uporabom ultrazvuénih ili mikrovalnih
tehnika za povecanje prinosa (Mason i sur., 2011; Valizadehderakhshan i sur., 2021). Druge
inovativne metode su, primjerice ekstrakcija superkriti¢cnom tekuc¢inom (engl. Supercritical
Fluid Extraction, SFE), koje podrazumijevaju koriStenje otapala pod tlakom. Uglji¢ni dioksid
(CO2) koristi se najéesce kao superkriti¢no otapalo unato¢ njegovoj neucinkovitosti u otapanju

polarnih spojeva. Koristi se zbog niske cijene, netoksi¢nosti, nezapaljivosti, relativne kemijske



inertanosti i formiranja na niskoj temperaturi (31 °C) i zbog prikladnosti za termolabilne
bioaktivne spojeve (Valizadehderakhshan i sur. 2021). Za postizanje topljivosti polarnih tvari
potrebno je dodati otapalo ili modifikator koji bi se trebali potpuno mijesati u superkriticnom
CO:z. Topljivost ovisi o gusto¢i superkriticnog CO> i raste s povecanjem tlaka. Male razlike
tlaka imaju znacajan utjecaj na gustocu u uvjetima blizu kriti¢ne tocke. Dok povecanje tlaka
povecava gustoéu, povecanje temperature obi¢no je smanjuje, a tlak pare i topljivost
povecavaju se. Optimizacijom ovih parametara, dobiveni kombinirani ucinci daju bolje
rezultate za SFE od drugih metoda (Attard i sur., 2018; Ramirez i sur., 2018). No, sama
ekstrakcija sa superkriticnim CO2 pokazuje srednji do nizak potencijal ekstrakcije topljivosti
kanabinoida i terpena u odnosu na etanol ¢iji je raspon topljivosti veci. Takoder, sam proces
zahtijeva velike troskove opreme i diskutabilne je sigurnosti pa se zbog toga traze alternativne
metode ekstrakcije (Valizadehderakhshan i sur., 2021). Poslije ekstrakcije, ¢esto je potrebno
odredenim procesima ukloniti otapalo iz ekstrakta, a iz razloga $to su mnoge druge biljne
komponente koekstrahirane sa Zeljenim kanabinoidima prisutnim u biljnom materijalu, oni se
ponekad uklanjaju tretmanom poznatim kao ,,vinterizacija". Stavljanjem ekstrakta u zamrzivac
(od -20 do -80 °C) na 24 do 48 sati, komponente s viSim taliStem, poput voskova, triglicerida i
klorofila, talozit ¢e se, nakon ¢ega se mogu ukloniti filtracijom ili centrifugiranjem. Ovakav
tretman moZe znacajno poboljsati okus i boju konacnog proizvoda (Hazenkamp, 2018).
Proizvodi za konzumaciju CBD-a pojavljuju se u obliku ulja ili smole. Najvaznija razlika lezi
u koncentraciji CBD-a. Ulje naj¢esée sadrzi 5 — 10 % CBD-a, a smola 20 — 80 % CBD-a
(Vutropedija, 2021).

2.4. EKSTRAKCIJA
Ekstrakcija je proces separacije u kojem se izdvajaju odredene tvari iz ¢vrste ili tekuce faze

prikladnim otapalom u kojem je ta tvar topljiva ili ima bolju topljivost od drugih komponenata
smjese (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010). Dijeli se, s obzirom na agregatna stanja triju faza, na:
ekstrakciju ¢vrsto-tekuce, ekstrakciju tekuce-tekuce i ekstrakciju plinovito-tekuce. Temelji se
na principu molekulske difuzije pri ¢emu otopina dolazi u kontakt s Cistim otapalom ili
otopinom niZe koncentracije, zbog cega otopljena tvar prelazi s podrucja viSe koncentracije na
podrucje nize koncentracije sve dok ne dode do izjednacavanja koncentracija (Herceg, 2011).
Idealno otapalo ne smije reagirati s tvari koja se ekstrahira, mora biti otporno na vise
temperature, kisik i svijetlost, mora biti sigurno za upotrebu, a to znaci da ne smije biti zapaljivo
i Stetno za ljude te mora biti ekoloski prihvatljivo. Biraju se $to jeftinija otapala i ona koja su

pogodna za lako uklanjanje, reciklazu i ponovnu upotrebu. Tradicionalna otapala koja se



koriste u procesu ekstrakcije su etanol, metanol, aceton, etil-acetat i heksan (Drmi¢ i Rezek

Jambrak, 2010). Proces difuzije se opisuje Fickovim zakonom [1]:

dc
dS =—-Dx*xF x—xd
dx

[1]
gdje;
S oznacava kolic¢inu difundirane tvari (kg ili kmol),
D konstantu difuzije ili difuzivnost (m?/s),
F povrsinu difuzije (m?),
¢ molarnu koncentraciju (kmol/m?),
z vrijeme trajanja difuzije (s)

x duljina puta difuzije (m).

Ekstrakcija se odvija u tri osnovne faze, a to su mijeSanje ekstrakcijske sirovine i otapala u
jednom ili vise stupnjeva, zatim zadrzavanje odredeno vrijeme, koje je prethodno izracunato, i
na kraju odvajane otapala ako je potrebno. U drugoj fazi dolazi do prijenosa mase topljive tvari
iz ekstrakcijske sirovine u otapalo. Prijenos se odvija tako da se Zeljena tvar otapa u otapalu,
nakon cega ekstrakt krece iz unutra$njosti ekstrakcijske sirovine na povrsinu i, posljedi¢no,
zeljena tvar rasprsuje se po cijelom volumenu otapala. Vrijeme ekstrakcije smanjuje se i sam
proces pospjesuje Se tako Sto se ekstrakcijska sirovina usitnjava da bi se povecéala dodirna
povrSina izmedu sirovine i otapala. Takoder, pozeljno je provoditi ekstrakciju pri
temperaturama visim do 100 °C da bi se smanjila viskoznost otapala kojem se analogno tome
poveéava protok i omogucéuje lakSe prodiranje slojevima krutih Cestica (Herceg, 2011).
Dodatno povecanje prinosa ekstrakcije dobiva se uporabom ultrazvucnih ili mikrovalnim
tehnika. Povecanjem temperature moze do¢i do razgradnje Zeljenih tvari i do nastajanja nekih
nezeljenih spojeva. 1z toga se razloga istrazuju nove metode koje bi pratile trend minimalno
procesirane hrane i smanjilo koristenje visokih temperatura (Ramirez i sur., 2018). Nadalje,
pozeljno je smanjiti potrebu za odvajanjem otapala i tako smanjiti cijenu i vrijeme trajanja
procesa ekstrakcije pa se zbog toga u novije vrijeme sve vise istrazuje ekstrakcija uz pomoc

novih ,,zelenih otapala®, kao $to su niskotemperaturna eutekticka otapala (DES).



2.5. NISKOTEMPERATURNA EUTETICKA OTAPALA (DES)
DES-ovi su ionska otapala definirana kao eutekti¢ka mjeSavina tekucih ili ¢vrstih komponenti

koje mijesanjem daju tekucinu ¢ija je znacajno SVOjstvo da joj je tocka talista niza od tocke
ledista tih pojedina¢nih komponenti. Mogu biti hidrofilna i hidrofobna. Uvrstena su u zelena
otapala zajedno sa superkriticnim teku¢inama, ionskim teku¢inanama i vodom (MiSan 1 sur.,
2019). Nisu u pravom smislu rije¢i ionske tekucine jer u strukturi ne sadrze ione, ve¢ dvije ili
tri komponente medusobno povezane vodikovim vezama (RadoSevi¢ i sur., 2016). Klju¢ne
komponente otapala su donori vodikovih veza, kao §to su aminokiseline, organske kiseline,
amidi, Seceri ili Secerni alkoholi 1 akceptori vodikovih veza koji su najcesce organske soli
(Mbous i sur., 2017). DES-ovi su poceli privlaciti paznju u ,,zelenoj kemiji* jer se aktivno traze
nova otapala kao zamjena za uobicajena organska otapala koja mogu biti toksi¢na i imaju
visoku hlapljivost, §to dovodi do isparavanja hlapljivin organskih spojeva u atmosferu.
Takoder, potrebno ih je ¢esto uklanjati odredenim procesima iz proizvoda, §to podrazumijeva
dodatne troskove u proizvodnji u kojoj se primjenjuju.

Uvodenjem novih otapala, industrijski procesi ¢ine se sigurnijima i odrzivijima i proizvode se
,,Cisto oznaceni proizvodi” koje potroSaci zahtijevaju (Misan i sur., 2019). Izmedu ostaloga,
alternativna otapala, koja su ovom slu¢aju DES-ovi, imaju povoljnija svojstva kao §to su niska
hlapljivost, toplinska i kemijska stabilnost, moguénost podesavanja, nedostatak zapaljivosti,
Sirok polaritet, nizak tlak pare, visoka topljivost i pristupacnost zbog jeftinijih cijena pocetnih
komponenata. Dodatna prednost je ta, u odnosu na uobi¢ajena organska otpala, da su pocetne
komponente biorazgradive i netoksi¢ne (Paiva i sur., 2014). Upravo zbog tih svojstava, DES-
ovi imaju Siroku moguénost primjene u razliitim podru¢jima kao S$to su: procesi
biotransformacije, procesi proizvodnje biodizela (proces pripreme — engl. upstream i proces
obrade — engl. downstream), ekstrakcija razli¢itih bioaktivnih tvari, transport i topljivost
lijekova te nanotehnologija (Misan i sur., 2019, Mbous i sur., 2017).

Brojna istrazivanja provedena su ve¢ na hidrofilnim DES-ovima i konstatirano je da njihova
hidrofilnost ograni¢ava njihovu prakti¢nu primjenu samo na polarne spojeve,a to je glavni
nedostatak takvih otapala. Hidrofobnim DES-ovima pocinje se tek traziti primjena u
proizvodnji. U posljednjih nekoliko godina, hidrofobni DES-ovi pojavili su se kao alternativni
ekstrakcijski mediji sposobni za ekstrakciju nepolarnih organskih i anorganskih molekula iz
vodenog medija, kao i zbog nedostatka otapala koji zahtijevaju hidrofobne medije. Koncept
hidrofobnog DES-a (HDES) uveli su van Osch i suradnici (2015) kada su kombinirali razli¢ite
kvaternarne amonijeve soli s dekanskom kiselinom. Provedeno je istrazivanje gdje je

primijenjen hidrofobni DES za ekstrakciju u vodi netopivih hlapljivih organskih spojeva.



Rezultati su pokazali visok prinos i visoku u¢inkovitost ekstrakcije. Nadalje, dokazali su da je
HDES na bazi mentola s octenom Kkiselinom (1:1) pokazao ucinkovitiju ekstrakciju
fitokanabinoida od tradicionalnih otapala poput metanola i etanola. Od tada su u tijeku aktivna
istrazivanja koja se provode u svrhu pronalaska kako se hidrofobni DES-ovi sintetiziraju te
mogucnost njihove primjene u razli¢itim podru¢jima kemije i farmacije. Za proizvodnju
HDES-ova koriste se jeftine, prirodne i obnovljive sirovine, a proizvodi se tako da se dvije
komponente mijeSaju u odredenim masenim omjerima nakon c¢ega slijedi zagrijavanje,
mijesanje i/ili vrtlozno mijeSanje (Dwamena, 2019). Unato¢ brojnim prednostima HDES-a u
ekstrakciji, neka od znacajnijih ograni¢enja ovih otapala visoka su viskoznost, zamucéenost,
poteskoce u odvajanju faza tijekom ekstrakcije tekucine-tekuéine i utjecaj na samu analizu (van
Osch i sur., 2015). Testirano je 507 kombinacija ¢vrstih komponenti i to je rezultiralo
identifikacijom 17 novih hidrofobnih DES-ova. Takoder, uvedena su Cetiri kriterija za procjenu
odrzivosti ovih hidrofobnih DES-ova sa stajaliSta kemijskog inzenjerstva. Ovi Kriteriji
ukljucuju viskoznost nizu od 100 mPas, razliku u gusto¢i izmedu DES-a i vode od najmanje
50 kg/m?® pri mijeSanju, nizak prijenos DES-a u vodenu fazu te neznatna promjena pH

vrijednosti (van Osch i sur., 2019).

2.6. DEKARBOKSILACIJA
Dekarboksilacija je kemijski proces u kojem dolazi do uklanjanja karboksilne skupine iz nekog

spoja pri ¢emu dolazi do oslobadanja CO». Predstavlja vazan korak u izolaciji glavnih
komponenati u konoplji, a moze se vrsiti u biljnom ekstraktu ili samoj biljci u obliku suhog ili
svjezeg uzorka. Dekarboksilacija se moze provoditi prije ili poslije ekstrakcije. Svjezi uzorci
konoplje u svom sastavu pretezito sadrze kanabinoide, poput THC-a, CBD-a, CBG-a i sl., u
obliku karboksilnih kiselina i njihovih derivata (Giroud, 2002), no u takvom obliku oni su
nestabilni te se lako dekarboksiliraju. Tada prelaze u stabilniji neutralni oblik, §to nije
posljedica djelovanja enzima, ve¢ jednostavne kemijske reakcije ili, to¢nije, razgradnje
katalizirane toplinom. Takoder, smatra se da kanabinoidi lakSe prolaze hemato encefalnu
barijerukrvno-mozdanu barijeru kad su u neutralnom obliku (Moreno i sur., 2020). Brzina
procesa dekarboksilacije ovisi o razli¢itim ¢imbenicima, kao $to su zagrijavanje iznad 120 °C,
starenje biljke i djelovanje svijetla (Foster i sur., 2019). Uglavnom smatra se da sto je visa
temperatura, to je proces brzi. Pretvorba se takoder odvija na sobnoj temperaturi, ali je puno
sporija (Citti i sur., 2017). U rekreativnoj konzumaciji kanabisa dekarboksilacija se postize

pusenjem, parom ili pe¢enjem (Moreno i sur., 2020).



2.7.HPLC
Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid

Chromatography, HPLC) kromatografska je tehnika koja se koristi se za odjeljivanje,
identifikaciju i kvantifikaciju polarnih i nepolarnih spojeva u farmaceutskoj, biokemijskoj,
forenzickoj, klini¢koj praksi i industriji. Osnovni dijelovi HPLC uredaja su: spremnik za
otapala pokretne faze, pumpa, injektor, po mogucénosti predkolona, kolona za odjeljivanje i
detektor (slika 2). To je tehnika koja se standardno primjenjuje u analitickoj kemiji (Luterotti,
2015). Ona osigurava veliku koli¢inu podataka tijekom analitickih mjerenja. lako je svestrana
tehnika odvajanja sa Sirokim rasponom primjene, proces je iznimno kompleksan zbog velikog
broja varijabli koje je potrebno pravilno prilagoditi prije svakog pojedina¢nog pokretanja.
Optimiranje HPLC metoda sloZen je proces s obzirom na ¢injenicu da se nekoliko varijabli [pH
pokretne faze (engl. mobile phase), koncentracija pufera, brzina protoka, temperatura, valna
duljina detektora i dr.] moraju istodobno kontrolirati u postizanju zeljenog odvajanja, a otapala
koja sluze kao pokretna faza moraju biti visoke Cistoce (Sahu i sur., 2017). Nosa¢ nepokretne
faze (engl. stationary phase) najcesce je silikagel. U kontekstu mjerenja kanabionoida,HPLC
nudi dobru alternativu plinskoj kromatografiji (engl. Gas Chromatography, GC) jer
djelovanjem visoke temperature dolazi do dekarboksilacije kanabinoida u njihove neutralne
oblike. Upravo zato, ¢esto se primjenjuje HPLC u kombinaciji s detektorom vidljivog i
ultraljubicastog zrac¢enja (UV-VIS), detektor s nizom fotodioda (engl. Diode-Array Detection,
DAD) ilidetektor saspektrometrijom masa (engl. Mass Spectrometry, MS) u kombinaciji s
elektrosprej ionizacijom (engl. Electrospray lonization, ESI) ) za analizu kanabinoida u

konoplji (Brighenti i sur., 2017).

10


https://en.wikipedia.org/wiki/Electrospray_ionization

Pokretna
faza

Injektor

Slika 2. Shematski prikaz tekuc¢inskog kromatografa. (Napravljeno pomoc¢u BioRender.com)

2.8. KLOROFIL
Klorofil je pigment fotoautotrofnih organizama koji omogucuje proces fotosinteze pri kojem

apsorbira suncevu svijetlost te sintetizira ugljikohidrate i kisik iz CO2 i vode (May, 2000). U
proc¢is¢enom ulju djeluje kao fotosenzibilizator za stvaranje singletnog kisika pod utjecajem
svjetla. Eksperimentima je dokazano da je singletni kisik uglavnom odgovoran za
fotooksidaciju ulja koje sadrzi klorofil. Zbog toga je potrebno u konacnim proizvodima
industrije ulja i masti imati $to manje klorofila i pakirati proizvode u tamne boce. U industriji
ulja i masti, udio klorofila u proizvodima smanjuje se procesom bjeljenja, ukoliko je to moguce
(Fakourelis i sur.,1987; Li i sur., 2016). Spektrofotometrijsko odredivanje klorofila a, klorofila
b i ukupnih karotenoida zasniva se na principu da svaki fotosintetski pigment ima svoj
jedinstveni apsorpcijski spektar s apsorpcijskim maksimumima pri odredenim valnim
duljinama. Klorofili najbolje apsorbiraju svjetlost u plavom i crvenom dijelu vidljivog spektra
pri ¢emu su apsorpcijski maksimumi za klorofil a u plavom (430 nm) i crvenom dijelu spektra
(660 nm), a apsorpcijski maksimumi za klorofil b se nalaze izmedu dvaju maksimuma klorofila

a, na oko 450 i 640 nm (Abou-Arab i sur., 2010; Barba i sur., 2015).
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2.9. KULTURE STANICA
Stani¢ne kulture uspostavljaju se od stanica koje su uklonjene iz tkiva (ljudskog, zivotinjskog

ili biljnog) i potom se uzgajaju u kontroliranim uvjetima, izvan njihovog prirodnog okruzenja.
Dok se normalne stanice obi¢no dijele ograni¢eni broj puta prije nego Sto izgube sposobnost
proliferacije, neke stani¢ne linije postaju besmrtne uslijed procesa transformacije (moze se
dogoditi spontano ili biti kemijski ili virusno inducirana). Kada konac¢na stani¢na linija prode
transformaciju i stekne sposobnost neogranic¢ene diobe, postaje kontinuirana stani¢na linija
(Thermo Fisher Scientific, 2022). Stani¢ne linije su pogodni modeli za proucavanja fizioloskih
I biokemijskih procesa, a takoder se koriste za utvrdivanje u¢inaka nepoznatih kemijskih
spojeva s potencijalno toksicnim djelovanjem. U stani¢nim kulturama uzgajaju se razli€iti
tipovi stanica kao $to su tumorske stanice, stanice sréanog i koStanog tkiva, fibroblasti i mnoge
druge. One imaju sposobnost rasta i umnozavanja sve dok su im osigurani optimalni uvjeti i
hrana (Ban i Osmak, 1996; Verhoeckx i sur., 2015). Uvjeti uzgoja stanica uvelike variraju, ali
se njihova umjetna okolina uvijek sastoji od odgovaraju¢eg hranjivog medija koji sadrzi
esencijalne hranjive tvari (aminokiseline, ugljikohidrate, vitamine, minerale), ¢imbenike rasta,
hormone, plinove (O2, CO,), te regulirano fizikalno-kemijsko okruzenje (pH, osmotski tlak,
temperatura) (Thermo Fisher Scientific, 2022).

HepG2 stani¢na linija tumorska je stani¢na linija koja je izolirana iz tkiva jetre
petnaestogodiSnjeg mladi¢a koji je bolovao od hepatocelularnog karcinoma. Ove stanice
klju¢ne su u provodenju in vitro testova zbog dobre metabolicke aktivnosti i zbog dobre
morfoloske i funkcionalne diferencijacije (ECACC, 2017). HepG2 je prva humana tumorska
stani¢na linija jetre koja je zamijenila ,,zlatni standard®, tj. model humanih hepatocita za
ispitivanja metabolizma ksenobiotika i citotoksi¢nosti tvari (Gerets 1 sur., 2012). Takoder,u
primjeni je kao prvi korak u istrazivanju agenasa koji imaju potencijalno protutumorsko
djelovanje (Mersch-Sundermann i sur., 2004; Batra i Sharma, 2013).

1321N1 stani¢na linija je tumorska stanic¢na linija ljudskog astrocitoma izvedena iz stani¢ne
linije 1181N1 koja je pak izvedena iz U-118MG linije izolirane iz humanog zlo¢udnog tumora
glioma. Tijekom rasta u kulturi te stanice stvaraju tipi¢nu neuronsku morfologiju, tj.
medusobno se povezuju kako se gustoca stanica povecava. Ova stani¢na linija izrazava
povrsinske receptore koji sluze za regulaciju stani¢ne migracije zbog ¢ega se u kombinacijama
s linjjama izvedenim iz glioma koriste u istraZzivanjima neuroloskih bolesti, ucinaka
neurotropnih ¢imbenika, transmembranskog transporta, prijenosa lijekova i degenerativnih

bolesti, kao §to je Alzheimerova bolest (ECACC, 1980).
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HaCaT stani¢na je linija dugovje¢na, netumorogena, spontano besmrtna linija ljudskih
keratinocita koji se mogu diferencirati u uvjetima in vitro (Colombo, 2017). Za razliku od
izvornih stanica ljudske koze, zahvalnije Su pri istraZivanju jer ne zahtijevaju dodatni
hranidbeni sloj ili faktore rasta prilikom uzgoja, ima duzi Zivotni vijek u kulturi i manje mijenja
svojstva prilikom diferencijacije zbog cega je pogodna za istrazivanja jer omogucuje
standardizaciju in vitro eksperimenata. Koristi se u istrazivanjima imunoloskih i upalnih
odgovora na odredene agense zbog svojstva stanica koze da se kontinuirano obnavljaju i
upravljaju dinamic¢kim odnosima izmedu tijela i okoline ¢ime aktivno sudjeluju u obrani
domacina (Colombo, 2017).

Morfoloske znacajke stani¢nih linija HepG2, 1321N1 i HaCaT promatranih pod svjetlosnim

mikroskopom prikazane su na slici 3.

Slika 3. Mikroskopska fotografija HepG2 stani¢ne kulture (ECACC, 2017) (a), 1321N1
stani¢ne linije (ECACC , 1980) (b), te HaCaT stani¢ne linije (CLS, 2022) (c)
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2.10. TESTOVI TOKSICNOSTI NA STANICNOJ RAZINI
Testovi toksi¢nosti provode se zbog potrebe za odredivanjem prezivljena stanica i citotoksi¢nih

uc¢inaka nakon izlozenosti stanica razli¢itim agensima. Prezivljenje stanica odreduje broj zivih
stanica u odredenoj populaciji, a mjerenje koli¢ine proliferirajuéih stanica koristi se kao vitalni
pokazatelj za prezivljavanje ili smrt stanice kao odgovor na neke lijekove ili kemijske agense.
Suprotan od pojma prezivljenja je pojam citotoksi¢nost koji opisuje broj mrtvih stanica u
odredenoj populaciji (Adan i sur., 2016). Postoje razlicite klasifikacije testova citotoksi¢nosti
I prezivljenja stanica koji su razvrstani prema vrstama mjerenja krajnjih to¢aka. To su: testovi
isklju¢enja boje poput tripanskog modrila (engl. Trypan blue), eozina, Kongo crvenila (engl.
Congo red), erithrozina B; kolorimetrijske metode poput MTT, MTS, XTT, WST-1, WST-8,
LDH, SRB, NRU i bojenje stanica bojom kristal-ljubi¢asto; fluorometrijske metode kao §to su
alamar modro i CFDA-AM,; te luminometrijske metode koje su ATP test i test prezivljenja u
realnom vremenu (Aslanturk, 2018).

2.10.1. MTS TEST
MTS test omogucuje brzu procjenu prezivljenja stanica izloZenih testiranim spojevima. MTS

[3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifhenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva
sol)]ili Owenov reagenszute je boje Koja se pod djelovanjem stani¢nih enzima reducira u
obojani formazanski produkt koji je smede-ljubicaste boje i topljiv je u hranjivom mediju.
Proces je potaknut ili redukcijom ili oksidacijom NADPH i/ili NADH dehidrogenazama u
metabolicki aktivnim stanicama i prijenosom elektrona uz pomo¢ reagensa za prijenos
elektrona kao Sto je fenazin metosulfat (engl. phenazine methosulfate, PMS ). Porast
koncentracije formazanskog produkta, koji je proporcionalan broju metabolicki aktivnih
stanica, prati se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 490 nm na ¢itacu mikrotitarskih
ploc¢ica (Wang i sur., 2010; Kamiloglu i sur., 2020; Juri¢ i sur., 2021).

2.11. TESTOVI ZA PROCJENU STETNIH UCINAKA KEMIJSKIH SPOJEVA NA
RAZINI DNA

2.11.1. KOMET-TEST

Komet-test ili mikroelektroforeza pojedinacnih stanica u gelu agaroze (engl. comet assay/single

cell gel electrophoresis) molekularno-bioloska je metoda koja omoguéuje otkrivanje primarnih

oSte¢enja molekule DNA nastalih pod utjecajem razli¢itih ksenobiotika. Metoda je dobila naziv po

izgledu obrasca ostecene DNA koji obojen specificnim bojama i promatran pod fluorescencijskim

mikroskopom ima izgled nebeskog tijela ,,kometa“ (Azqueta i Collins, 2013; Liao i sur., 2009;
Olive i Banéath, 2006 ; Collins, 2004; Tice i sur., 2000; Singh i sur., 1988). Od kasnih 1980-ih
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godina kada je otkrivena pa sve do danas, ta je metoda nasla Siroku primjenu u razli¢itim
podrucjima biologije, toksikologije i biomonitoringa populacija. Glavne prednosti komet-testa su
mogucénost procjene oStecenja DNA na razini pojedinacne stanice, ¢ime se osigurava visoka
statistiCka znacajnost pri obradi podataka. Za analizu je dovoljna vrlo mala koli¢ina uzorka, ima
visoku osjetljivost za otkrivanje oste¢enja u molekuli DNA te se u ovoj metodi moze Koristiti bilo
koja vrsta eukariotskih stanica u uvjetima in vitro i in vivo (Kumaravel i sur., 2009). Stalnim
usavrSavanjem i kombiniranjem s drugim srodnim metodama, osjetljivost komet-testa dodatno se
prosiruje, Kao i podrucja njegove primjene. Time sve vise raste i znacaj ove metode u regulatornoj
toksikologiji (Azqueta i sur., 2011). Za izradu preparata potrebne su vrlo male koli¢ine stanica koje
moraju imati jezgru. To znaci da se za analizu mogu primjerice koristiti uzorci krvi, suspenzije
stanica, stani¢ne kulture ili uzorci razli¢itih tkiva koji se prethodno mehanicki ili enzimski obrade
zbog oslobadanja pojedina¢nih stanica. Metoda se zasniva na uklapanju pojedina¢nih stanica u
mikrogel agaroze. Nakon polimerizacije agaroze, koja se nanosi na brusena predmetna stakalca,
stanice ostaju ,,zarobljene“ u toj podlozi. Tako pripremljeni mikrogelovi obrade se otopinom za
lizu koja sadrzi visoke koncentracije etilendiamintetraoctene kiselina (EDTA) i deterdzenata
(Triton X-100 i natrijevlauril sulfat). Tijekom postupka lize razara se citoplazma i membranske
strukture stanice i ispiru se iz gela. U prisutnosti visokih koncentracija NaCl-a uklanjaju se histoni
iz DNA te naposljetku ukupna jezgrina DNA ostaje fiksirana na mjestu gdje je bila uklopljena
cjelovita stanica (Azqueta i sur., 2011; Azqueta i Collins, 2013). U sljede¢em koraku, mikrogelovi
se obraduju puferom za denaturaciju. Standardna inaica komet-testa, koja je se najvise
primjenjuje, ukljucuje denaturaciju DNA alkalnim puferom ¢ija je pH vrijednost veca od 13.
Budu¢i da je molekula DNA vrlo osjetljiva na djelovanje luzina, nakon obrade puferom za
denaturaciju, narusavaju se visi stupnjevi njene strukturne organizacije jer negativno nabijeni ioni
OH" uklanjaju vodikove ione iz parova baza u molekuli DNA, dovodec¢i do razdvajanja lanaca
(Collins, 2004). Sljedec¢i korak ukljucuje izlaganje denaturirane DNA djelovanju elektri¢nog polja
u procesu elektroforeze koja se provodi u istome puferu kao i denaturacija. Premda je negativno
nabijena molekula, glavnina jezgrine DNA zbog velike molekularne mase tijekom elektroforeze
ne moze putovati kroz pore mikrogela agaroze. Medutim, ukoliko je u molekuli DNA bilo prisutno
neko ostecenje, na takvim ¢e se mjestima nakon denaturacije osloboditi relaksirane petlje DNA
razlicite veli¢ine koje su povucene pod utjecajem elektricnog polja i mogu putovati porama gela
prema anodi (Azqueta i Collins, 2013). Obrazac njihova putovanja mikrogelom moze se prikazati
nakon bojenja specificnim fluorescencijskim bojama koje se veZzu na molekulu DNA. Za to se
najéesce se koristi etidijev bromid (Rojas i sur., 1999; Liao i sur., 2009) koji nakon pobudivanja

ultraljubiCastim svjetlom emitira narancasto-crveno obojenje. To se moze otkriti promatranjem
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pod fluorescencijskim mikroskopom. Pomoc¢u komet-testa mogu se utvrditi razlike u razinama
oSte¢enja DNA u pojedina¢nim stanicama jer su veli¢ina i izgled kometa uvjetovani brojem i
duzinom oslobodenih petlja koje su tijekom elektroforeze izvucene iz glavnine jezgrine DNA i
otputovale na odredenu udaljenost od nje. Njihov je broj izravno ovisan o broju lomova u molekuli
DNA, sto znac¢i da su lomovi i relaksirane petlje u DNA i postotak DNA u repu kometa
proporcionalne veli¢ine (Collins i sur., 1997; Azqueta i Collins, 2013). Mjerenje kometa moze se
provoditi pomocu racunalnih programa za analizu slike ili ru¢nim svrstavanjem kometa prema
izgledu u nekoliko kategorija oStecenja (Kumaravel i sur., 2009). Pri mjerenju pomoc¢u racunalnog
programa, preparat se promatra pod epifluorescencijskim mikroskopom koji je preko kamere
visoke rezolucije povezan s raCunalom. Klikom misa na izabrani komet program istovremeno mjeri
niz parametara od kojih je najvazniji postotak DNA (%DNA) u repu, tj. intenzitet repa (Mgller i
sur., 2020). On oznacava postotak DNA koja je migrirala u rep kometa, a izrazava se u odnosu na
ukupnu koli¢inu DNA u kometu. Taj parametar najpouzdaniji je i u najboljoj korelaciji sa stupnjem
oSte¢enja DNA, a posebno s koli¢inom nastalih lomova. Sljedec¢i po vaznosti je parametar duZine
repa kometa koji se odnosi na najvecu udaljenost na koju su tijekom elektroforeze otputovale
izvucene petlje DNA. Mjeri se od sredine glave kometa ili od ruba glave i izrazava u mikrometrima
(Kumaravel i sur., 2009). Izmjereni podaci u ra¢unalu se automatski pohranjuju u obliku tablica u
programu Microsoft Excel, te se na njima primjenom odgovaraju¢ih programa provode daljnje
matematicke 1 statisticke obrade. Mnogi istraZivacki laboratoriji nemaju materijalnih sredstava za
nabavu raCunalne mjerne opreme pa preparate analiziraju rucno. Pritom se pojedina¢ni kometi,
koji fluoresciraju u vidnom polju mikroskopa, razvrstavaju u jednu od 5 klasa: od 0 (bez repa) do
4 (gotovo Citava DNA prisutna je u repu). Ta metoda sporija je od raunalnog mjerenja, ali je
jednostavna i daje pouzdane rezultate (Collins, 2004). Osnovna izvedba komet-testa zasniva se na
primjeni alkalne denaturacije, a omogucuje specificno otkrivanje jednolanc¢anih lomova i mjesta
osjetljivih na luzine. To su dijelovi molekule DNA s kojih su uslijed ostecenja otpale purinske ili
pirimidinske baze. Omogucuje se pracenje popravka staniéne DNA i otkrivanje stanica u apoptozi
i nekrozi. Takoder moguce je i otkrivanje dvolanc¢anih lomova (Fairbairn i sur., 1995; Collins i
sur., 1997; Rojas i sur., 1999; Olive, 1999). Razli¢ite modifikacije alkalne tehnike omogucuju
otkrivanje kriznog povezivanja izmedu DNA, odnosno DNA i proteina (Tice i sur., 2000; Collins,
2004). Primarna oSteCenja izmjerena primjenom komet-testa nastaju izravnim utjecajem
genotoksicnog agensa ili su posljedica nepotpunog popravka DNA isijecanjem baza. Medutim,
visokoj razini primarnih oSte¢enja DNA znacajno doprinosi i oksidacijski stres prouzrocen u
stanici djelovanjem reaktivnih kisikovih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) koje nastaju

i spontano ili pod utjecajem genotoksi¢nih agensa (Collins, 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. CILJEVI
Na temelju dostupne literature i podataka o poznatim farmakolo$kim proizvodima koji sadrze

CBD ekstrahiran pomocu etanola, prvi je cilj optimizirati ekstrakciju u laboratorijskim i
pogonskim uvjetima te predloziti pokusni model za testiranje biokompatibilnosti ispitivanog
DES-a i procijeniti bioloske u¢inke DES-a na tri stani¢ne linije u uvjetima in vitro (HepG2,
132IN1 i HaCaT). Ove stani¢ne linije odabrane su zbog svojih bitnih svojstava. To su: (a)
metabolizam u stanicama jetre koji moze pojacati Stetne ucinke testiranih uzoraka; (b) CBD 1
njemu srodni spojevi specifino se vezu na receptore ziv€anih stanica; (c) raste proizvodnja
razli¢itih kozmetickih pripravaka s CBD-om koji se nanose na kozu. Primjenom MTS testa
nakon izlaganja DES-u tijekom 24 h procijenit ¢e se prezivljenje stani¢nih linija. Razine
primarnih oSte¢enja DNA u stanicama HepG2, 1321N1 i HaCaT koje ¢e biti tijekom 24 h
izlozene utjecaju ispitivane otopine DES-a procijenit ¢e se primjenom komet-testa u alkalnim
uvjetima.

Primjenom istih testova za utvrdivanje prezivljenja stanica i procjenu razina primarnih
osteCenja DNA nakon izlaganja ekstraktu tijekom 24 h, procijenit ¢e se bioloSki ucinci
ekstrakta CBD-a u ispitivanom DES-u na stani¢ne linije HepG2, 1321N1 i HaCaT.

Nakon provedbe navedenih analiza ofekuje se dobivanje novih saznanja o ucinkovitosti 1
mogucnostima primjene DES-a u postupcima ekstrakcije CBD-a iz biljnog materijala i
razli¢itih otpadnih materijala iz proizvodnje i1 prerade industrijske konoplje. Budu¢i da je DES
koriSten u ovim pokusima do sada potpuno neistraZen i ne postoje podaci o njegovim moguéim
bioloskim uéincima u uvjetima in vitro, o¢ekuje se dobivanje korisnih preliminarnih podataka
pomocu kojih ¢e se mo¢i planirati buduca istrazivanja bioloskih u¢inaka na drugim stani¢nim
modelima i opéenito na drugim pokusnim modelima. Nadalje, rezultati o biokompatibilnosti
ekstrakta CBD-a u DES-u mogli bi povecati postojeca znanja o bioloskim uc¢incima CBD-a, ali
i dobiti prakticnu primjenu za daljnji razvoj otapala sli¢nih ispitivanom DES-u i njihovu

primjenjivost u izradi farmakoloskih pripravaka s CBD-om.
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3.2. HIPOTEZE
Na osnovi do sada poznatih podataka o uspjesnosti ekstrakcije kanabidiola (CBD) iz biljnog

materijala i razlic¢itih otpadnih materijala iz proizvodnje i prerade industrijske konoplje;
prednostima i nedostacima tradicionalnih otapala koja se primjenjuju u postupcima ekstrakcije;
saznanjima o hidrofobnim DES-ovima koji su predmet ispitivanja i primjenjivani u ovom radu,
postavljaju se Hipoteze (H1, H2, H3):

H1: ova vrste pripreme otopine DES-a pokazat ¢e visoku ucinkovitost pri ekstrakciji CBD-a
iz otpadnog materijala nastalog preradom industrijske konoplje i osigurati dobre prinose ovog
spoja u odnosu na ekstrakte napravljene ekstrakcijom etanolom.

Referirajuéi se na Cinjenice da otapala koriStena za ekstrakciju bioaktivnih spojeva mogu
uzrokovati neZeljene bioloske ucinke, ¢ime se umanjuje iskoristivost i povoljna bioaktivnost
dobivenih ekstrakata u proizvodnji razli¢itih farmakoloski aktivnih pripravaka i uzevsi u obzir
da je ispitivani DES kombinacija dviju sastavnica za koje u primjeni nisu dokazana Stetni
ucinci, potavlja se hipoteza 2:

H2: pripremljena otopina DES-a pokazat ¢e visoku biokompatibilnost sa stani¢nim linijama u
uvjetima in vitro.

Pozivajuéi se na literaturne podatke, koji upuéuju na niz blagotvornih ué¢inaka CBD-a do sada
opisanih na razli¢itim razinama, pocevsi od stanicnih linija, tkiva i organa do razine organizma
laboratorijskih zivotinja i covjeka, postavlja se hipoteza 3:

H3: ekstrakt CBD-a u ispitivanom DES-u pokazat ¢e visoku biokompatibilnost sa stani¢nim

linijama u uvjetima in vitro.

3.3. MATERIJALI
Uzorak

Za izradu ovog rada koristeno je osuseno i prethodno dekarboksilirano lis¢e industrijske

konoplje (Cannabis sativa L. subsp. sativa)

3.4. KEMIKALIE
Priprema DES-a i ekstrakcija CBD

e etanol (96 %), Kemika (Hrvatska)
e DES1
e DES2

e destilirana voda
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MTS test

gotovi reagensi za MTS test (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay (Promega, G3580-82) ili CellTiter 96® AQueous MTS Reagent Powder
(Promega, G1112) i PMS (Phenazine methosulfat (Sigma-Aldrich,, SAD)

fetalni govedi serum, (Gibco Life Technologies, SAD )

otopina neesencijalnih aminokiselina (engl. Non-essential Amino Acid Solution),
Sigma-Aldrich (SAD)

Tripsin-EDTA, Sigma-Aldrich (SAD)

otopina antibiotika (penicilin i streptomicin), Sigma-Aldrich (SAD)minimalni
esencijalni medij (MEM),Sigma-Aldrich (SAD)

Dulbeccov minimalni esencijalni medij (DMEM), Sigma-Aldrich (SAD)
staurosporin, Sigma-Aldrich (SAD)

Komet-test

natrijev klotrid (NaCl), Kemika (Hrvatska)

natrijev hidroksid (NaOH), Kemika (Hrvatska)

dimetil-sulfoksid (DMSO), Kemika (Hrvatska)

vodikov peroksid (H202), Kemika (Hrvatska)

6,7 mM fosfatni pufer (POs) (engl. Phosphate Buffered Saline, PBS). Lonza
(Svicarska)fetalni govedi serum (engl. Fetal Bovine Serum), Gibco (SAD)

otopina neesencijalnih aminokiselina (engl. Non-essential Amino Acid Solution),
Sigma-Aldrich (SAD)

otopina EDTA-tripsina (0,02 % EDTA, 0,25 % tripsin), Gibco (SAD)
otopina antibiotika (penicilin i streptomicin), Sigma-Aldrich (SAD)

minimalni esencijalni medij (MEM),Sigma-Aldrich (SAD)

Dulbeccov minimalni esencijalni medij (DMEM), Sigma-Aldrich (SAD)

agaroza normalnog talista (engl. Normal Melting Point, NMP), Sigma-Aldrich (SAD)
dinatrij-etilendiamintetraoctena kiselina (Na2.EDTA), Sigma-Aldrich (SAD)
trisaminometane (tris-HCI), Sigma-Aldrich (SAD)

Na-laurilsarkozinat, Sigma-Aldrich (SAD)

triton X-100, Sigma-Aldrich (SAD)

etidijev bromid, Sigma-Aldrich (SAD)
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Aparatura i pribor

Dekarboksliacija uzorka konoplje

laboratorijski susionik (INKO, Hrvatska)

plitka limena posuda

tehnicka vaga (WLC 2/A2/C/2), RADWAG (Poljska)
aluminijska folija

staklena ¢asa (500 mL)

Priprema DES-a za mehanicku ekstrakciju

tehni¢ka vaga WLC 2/A2/C/2, RADWAG, Poljska)
Erlenmayerova tikvica (100 mL)
tresilica s termoregulatorom (Thermo Mixer C, Eppendorf® Njemacka)

metalna zlica

Ekstrakcija CBD-a DES-om i ekstrakcija etanolom za kontrolnu skupinu

analiticka vaga (Analytical plus, Ohaus, SAD)

boca strcaljka

epruvete (50 mL)

metalna Zlica

stakleno laboratorijsko posude: boca za odsisavanje (500 mL), laboratorijska ¢asa (600
mL), menzura (500 mL), stakleni Stapi¢, tikvica s okruglim dnom (500 mL)
tehnicka vaga WLC 2/A2/C/2, RADWAG Poljska)

centrifuga ROTINA 380, Hettich) (Njemacka)

tresilica s termoregulacijom Thermo Mixer C, Eppendorf® Njemacka)
mikrofilteri, Eppendorf® Njemacka)

plasti¢ne $price (2 mL), Eppendorf® (Njemacka)

Analiza HPLC-om

analiticka vaga, (Analytical plus, Ohaus, SAD)
HPLC posude za uzorke s ¢epovima (engl. vials)
kapaljka

laboratorijska CaSa

odmjerna tikvica (10 mL)
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Spatula

tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti 1260 Infinity (Agilent Technologies,
SAD)

kolona HPLC, 1260 Infinity (Agilent Technologies, SAD)

Spektrofotometrija

kivete (1 mL), Eppendorf® Njemacka)
spektrofotometar UV-1600PC, (VWR SAD)
mikropipete, Eppendorf ® (Njemacka)
staklene epruvete i stalak za epruvete

staklena ¢asa (50 mL)

MTS test

¢ita¢ mikrotitarskih plocica Infinite M200PROTecan Austrija GmbH (Austrija)
laboratorijska vaga, Sartorius (Njemacka)

laminar za sterilni rad sa stani¢nim kulturama LFVP 12 (Iskra PIO, Slovenija)

bocice za uzgoj stani¢nih kultura - Tissue culture flask 25 cm? Eppendorf® (Njemacka)
termostat za stani¢ne kulture HeraCell Vios 2501, Thermo Scientific (SAD)

sterilne jednokratne, pojedinaéno pakirane plasti¢ne pipete (10 mL), Eppendorf ®
(Njemacka)

mikrotitarske plocice s 96 jazica ,Thermo Fisher Scientific (SAD)

Analiza metodom komet-testa

laboratorijska vaga,Sartorius (Njemacka)

termostat za stani¢ne kulture HeraCell Vios 250i, Thermo Scientific (SAD)

mikroskop za stani¢ne kulture Primo Veert, Zeiss (Njemacka)

laminar za sterilni rad sa stani¢nim kulturama LFVP 12, Iskra PIO (Slovenija)
laboratorijska centrifuga Rotofix 32, Hettich (Njemacka)

vodena kupelj, INKOLAB (Hrvatska)

kadica za horizontalnu elektroforezu, SCIE-PLAS (Velika Britanija)

izvor struje/napona (power supply) za elektroforezu Power Pac HC TM,BIO-RAD
(SAD)

epifluorescencijski mikroskop Olympus BX51,0lympus (Japan)

raunalni program za analizu slike Comet Assay IV™ software, Instem-Perceptive

Instruments Ltd. (Velika Britanija)
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e brusena mikroskopska stakla,Surgipath, Leica (SAD)

e sterilne jednokratne, pojedina¢no pakirane plasti¢ne pipete (10 mL), Eppendorf ©
(Njemacka)bodice za uzgoj stani¢nih kultura - Tissue culture flask 25 cm? Eppendorf®
(Njemacka)

3.5. METODE

3.5.1. DEKARBOKSILACIA UZORKA KONOPLJE
Proces dekarboksilacije je proveden prema radu Moreno i sur. (2020) gdje se prvo u ¢asu na

tehnickoj vagi odvagalo 50 g uzorka osusenog liS¢a industrijske konoplje. Nakon toga
odvagano lis¢e konoplje prebaceno je u limenu posudu, ravnomjerno rasporedeno po dnu te
prekriveno aluminijskom folijom. Uzorak je prebacen u laboratorijski suSionik na 120 °C u
trajanju od 30 minuta. Poslije toga, posuda s uzorkom izvadena je iz susionika te ohladena do

sobne temperature.

3.5.2. PRIPREMA DES-A ZA MEHANICKU EKSTRAKCIJU
DES za ekstrakciju bio je pripremljen tako da se u Erlenmayerovu tikvicu na tehnickoj vagi

odvaze kruta sastavnica DES 1 i tekuca sastavnica DES 2 u masenom omjeru 1:3. Nakon toga
je tikvica stavljena u tresilicu na 50 °C, 20 minuta.

3.5.3. PRELIMINARNA EKSTRAKCIJA S DES-OM | KONTROLNAEKSTRAKCIJA S
ETANOLOM
Uzorci za ekstrakciju CBD-a u otopini DES-a pripremljeni su tako da su u 3 epruvete dodani

uzorak konoplje i DES uomjerima 1:5, 1:101 1:15. U ¢etvrtu epruvetu dodani su etanol i uzorak
konoplje u omjeru 1:7,5 (kontrolna otopina). Provedena je ekstrakcija na tresilici pri 130
okretaja/min 20 minuta na 25 °C (tablica 1). Nakon toga je provedena filtracija uporabom 0,45
um-filtera. Nakon svake ekstrakcije epruvete su stavljene u centrifugu da bi se bolje razdvojio
talog i olaksala filtracija. Centrifugiranje je trajalo 10 minuta pri 5000 rpm. Uzorci su
analizirani na uporabom tekuéinske kromatografije (HPLC/DAD). Omjer 1:5 dao je najvecu
iskoristivost, no bilo je previSe teSko odvojiti ekstrakt od krutog taloga u laboratorijskim
uvjetima i zato je za daljnje preliminarno testiranje bio odabran drugi uzorak omjera 1:10.
Nadalje u 6 epruveta dodani su uzorak konoplje i DES u omjeru 1:10 i u dvije dodatne epruvete
dodani su etanol i uzorak konoplje u omjeru 1:7,5 (kontrolne otopine). Provedene su ekstrakcije
uzoraka na temperaturama i vremenima $to je prikazano u tablici 2 na tresilici pri 130

okretaja/min. Nakon toga je provedena filtracija uporabom 0,45 um-filtera. Uzorci su
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analizirani na uporabom tekuéinske kromatografije (HPLC/DAD). Nakon svake ekstrakcije
epruvete su stavljene u centrifugu da bi se bolje razdvojio talog i olakSala filtracija.
Centrifugiranje je trajalo 10 minuta pri 5000 rpm. Zbog potencijala za industrijsku proizvodnju,
provedena je treca preliminarna ekstrakcija. Uzorci za ekstrakciju bili su pripremljeni tako da
je u 13 epruveta dodano 2 g prethodno dekarboksilirane konoplje. U jednu je dodano 15 mL
etanola kao otapala (kontrolna otopina), a u ostale je dodan DES u omjerima od 1:4 do 1:8, tj.
volumeni DES-a na 2 g konoplje kako je prikazano u tablici 3. Ekstrakcija je provedeno
pomocu tresilice pri 130 okretaja/min. u vremenskim periodima prikazanim u tablici 3 pri 25
°C. Nakon svake ekstrakcije epruvete su stavljene u centrifugu da bi se bolje razdvojio talog i
olaksala filtracija. Centrifugiranje je trajalo 10 minuta pri 5000 rpm. Nakon toga je provedena
filtracija uporabom 0,45 pm-filtera. Uzorci su analizirani na uporabom tekuéinske
kromatografije (HPLC/DAD).

Tablica 1. Prelimnarna ekstrakcija za odredivanje optimalnog omjera konoplje i DES-a

Uzorak | Omjer konoplje i DES-a | Vrijeme ekstrakcije (min) | Temperatura (°C)
1 1:5 20 25
2 1:10 20 25
3 1:15 20 25
K 1:7,5 20 25

Tablica 2. Prelimnarna ekstrakcija za odredivanje optimalnog vremena i temperature

provodenja ekstrakcije

Uzorak | Omjer Konoplje i DES-a | Vrijeme ekstrakcije (min) | Temperatura (°C)
1 1:10 20 25
2 1:10 40 25
3 1:10 60 25
4 1:10 20 50
5 1:10 40 50
6 1:10 60 50
K 1:7,5 60 25
K 1:7,5 60 50
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Tablica 3. Podaci za omjere DES-a i ekstrakta te kontrolni uzorak (central compostite design)

Masa Volumen DES-a Vruemg_ Temperatura
Uzorak K - ekstrakcije e (10
onoplje (9) (mL) (min) ekstrakcije (°C)
1 2,04 12 0,86 25
2 2,01 8 25 25
3 2,07 17,66 15 25
4 2,01 16 5 25
5 2,03 12 15 25
6 2,04 6,35 15 25
7 2,05 8 5 25
8 2,06 12 15 25
9 2,07 12 15 25
10 2,03 16 25 25
11 2,04 12 15 25
12 2,07 12 15 25
13 2,06 12 29,13 25
K 2,08 15 15 25

3.5.4.SPEKTROFOTOMETRIJA
Nakon centrifugiranja uzorci su razrijedeni deset puta. Kao slijepa proba koristio se etanol i

DES, a apsorbancije slijepe probe oduzete su od apsorbancije uzorak. Mjerene su aposrbancije
pri valnim duljinama od 470 nm, 649 nm i 664 nm. Pomoc¢u formule i izmjerenih apsorbancija,

u Microsoft Excelu izracunate su koncentracije klorofila a [2], klorofila b [3]i karotenoida [4].

Ca(ng/mL) = 13,36 Asss— 5,19 Asag [2]
Cb (ug/mL) = 27,43 Aeag— 8,12 Ases [3]
C (x+c) (ng/mL) = (1000 A470— 2,13 Ca— 97,63 Cb) / 209 [4]

A = apsorbancija (mjerena pri valnim duljinama od 470 nm, 649 nm i 664 nm)
Ca = koncentracija klorofila a

Cp = koncentracija klorofila b

C (x+c) = koncentracija karotenoida (ksantofili + karoteni)

3.5.5.ANALIZA HPLC-OM
Nakon centrifugiranja uzorka, ekstrakti su filtrirani uporabom 0,45 um-filtera te je provedena

analiza nanai HPLC/DAD instrumentu. Odreden je CBD kao ciljani spoj i CBN koji je
proizvod oksidacije THC-a i marker za lose ili dugotrajne uvjete skladistenja (Moreno i sur.,

2020). Injektirano je 2,5 pL uzorka te su provedena dva paralelna mjerenja. Analiza je
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provedena kromatografijom obrnutih faza na C18 koloni (4,6 x 250 mm) termostatiranoj na 40

°C, pri ¢emu su kao pokretne faze koristene 0,1 %-tna (v/v) otopina mravlje kiseline u vodi

(pokretna faza A) i 0,1 %-tna (v/v) otopina mravlje kiseline u acetonitrilu (pokretna faza B) u

razli¢itim omjerima. Eluiranje analita provodeno je gradijentno pri protoku od 1 mL/min,
tijekom 46 min, a CBD i CBN su detektirani DAD detektorom pri valnoj duljini od 228 nm

prema rezimu eluacije prikazanom u tablici 4.

Tablica4.  Prikaz dinamikegradijentne eluacije CBD-a i CBN-a koja se primjenila na

tekuc¢inskom kromatografu (HPLC/DAD)

Vrijeme Volumni udio Volumni udio Protok
(min) otapala A (%) otapala B (%) (mL/min)
0 70 30 1
1 70 30 1
3 50 50 1
4 50 50 1
45 20 80 1
46 20 80 1

Identifikacija CBD-a i CBN-a provedena je usporedbom vremena zadrzavanja i UV spektra

pikova u uzorcima s analitickim standardima CBD-a i CBN-a Kvantifikacija CBD-a i CBN-a

u uzorcima provedena je pomoc¢u bazdarnog pravca koji se dobiva propustanjem poznatih
koncentracija CBD-a i CBN-a.

Bazdarni dijagrami za odredivanje koncentracije CBD-a i CBN-a u uzorcima prikazani su na

slikama 4 i 5.
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Slika 4.
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Slika 5.

Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije CBN-a u uzorcima
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3.5.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA
Plan eksperimenta napravljen je pomoc¢u Design Expert 11 (StatEase, Minneapolis, USA, god

2022). Metoda odzivne povrsine (engl. response surface methodology) je primjenjena kako bi
se optimirao process ekstrakcije kanabidiola (CBD) i ukupnih kanabinoida uz pomo¢ DES-a.
Izracun optimalne formulacije proveden je metodom pozeljnosti prema pet kriterija:
maksimalni udio CBD-a i ukupnih kanabinoida te minimalni udio CBN-a, klorofila a i klorofila
b. Udjelu CBD-a dat je faktor znacajnosti 5 dok je ostalim istrazivanim Kriterijima dat faktor

znacajnosti 3.

3.5.7. POSTAVLJANJE EKSPERIMENTALNOG MODELA ZA TESTIRANJE UCINAKA
U UVJETIMA IN VITRO
Za procjenu ucinaka DES-a na stani¢nim linijama postavljen je eksperimentalni model na

osnovu usporedbe s registriranim proizvodom koji sadrzi CBD. Izabran je lijek Epidiolex® koji
se koristi u lije¢enju epilepsija. Ovaj lijek primjenjuje se u obliku oralne otopine koja sadrzi
100 mg/mL CBD. Jedan mL oralne otopine sadrzi: 100 mg CBD i pomo¢ne tvari: bezvodni
etanol (79 mg), rafinirano sezamovo ulje (736 mg), benzilni alkohol (0,0003 mg), sukralozu
(E955) i okus jagode (EMA, 2022; JPI, 2022). Prema uputama proizvodaca, preporucena
pocetna doza lijeka je 2,5 mg/kg dvaput dnevno (5 mg/kg/dan) tijekom jednog tjedna. Nakon
toga dozu lijeka treba povecati na dozu odrzavanja od 5 mg/kg dvaput dnevno (10 mg/kg/dan).
Najvisa preporucena doza lijeka je 10 mg/kg dvaput dnevno (20 mg/kg/dan).

Na osnovi tih podataka izracunati su volumeni otapala koji se dnevno unose u organizam pri
uzimanju terapijskih doza lijeka (tablica 5). Da bi se odredilo koji se volumeni DES-a moraju
testirati, krenulo se od pretpostavke da je isti sastav lijeka, samo je CBD otopljen u DES-u,
umjesto u etanolu. To ¢e dati dovoljno prostora za donoSenje zakljucaka o sigurnosti primjene
DES-a pokaze li se da pri testiranim koli¢inama otapala nema znac¢ajnih ucinaka. .

Najprije su izracunati volumeni otapala koji se unose u organizam primjenom dnevnih doza
lijeka u njegove tri ranije navedene doze. Polazi$ni podaci za izraCunavanje bili su: masa

odrasle osobe: ~ 70 kg i maseni udio od 100 mg/kg.

27



Tablica5.  Izra¢un volumena otapala koji se dnevno unose u organizam pri uzimanju
terapijskih doza lijeka.

Podaci Pocetna doza o dr[i)z(u)\zf:nja NI g;(;gorucena
Pojedina¢na doza 2,5 mg/kg/dan 5,0 mg/kg/dan 10,0 mg/kg/dan
Ucestalost uzimanja 2% dnevno 2% dnevno 2% dnevno
Dnevna doza 5,0 mg/kg 10,0 mg/kg 20,0 mg/kg
Kolicina lijeka u pojedinacnoj dozi 175 mg 350 mg 700 mg
Ukupan dnevni unos lijeka 350 mg 700 mg 1400 mg
Volumen otapala u jednoj dozi 1,75 mL 3,50 mL 7,00 mL
Ukupni dnevni volumen otapala 3,50 mL 7,00 mL 14,00 mL

Dobivene ukupne dnevne volumene otapala, uz pretpostavku da je to otapalo DES koji je
testiran, ekstrapolira se na sustav za testiranje u uvjetima in vitro — kulturu stanica u hranjivom
mediju.

U plasti¢nim boc¢icama (slika 6) nalazi se odgovarajuca stani¢na kultura (HepG2, 132IN1 i

HaCaT) u ukupnom volumenu od 10 mL hranjivog medija.

Slika 6. Prikaz stani¢nih kultura uzgajanih u plasticnim bo¢icama s hranjivim medijem.

Testirani volumeni DES-a te ekstrakta CBD-a u DES-u koristeni u pokusu izracunati su uzevsi

u obzir tezinu odrasle osobe od 70 kg 1 ukupni volumen stani¢ne kulture od 10 mL, kao Sto je

prikazano u tablici 6.
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Tablica 6.

Izracun volumena otapala DES-a ili ekstrakta CBD-a u DES-u koji treba dodati

U odgovaraju¢i hranjivi medij za stani¢nu kulturu kako bi se provelo testiranje.

« Najvisa
. Pocetna Doza 9
Podaci . . | preporucena
doza odrZavanja d
0za
Ukupni dnevni volumen otapala
- _ 3,50 mL 7,00 mL 14,00 mL
koji se unosi na 70 kg (= 70000 mL)
X=@5mL | X=(7mLx | X=(14mL x
3,5 mL ~ 70000 mL
x10mL)/ 10mL)/ 10mL)/
X'mL ~ 10 mL (ukupni volumen stani¢ne kulture)
70000 mL 70000 mL 70000 mL
Volumen DES-a ili ekstrakta CBD-a u DES-u za
testiranje koji treba dodati u odgovarajuéi hranjivi | 0,0005 mL= | 0,001 mL= | 0,002 mL=
medij za stani¢nu Kulturu do ukupnog volumena 0,5 uL 1,0 uL 2,0 uL
od 10 mL
Oznaka u pokusu V1 V2 V3

3.5.7. TESTOVI ZA PROCJENU TOKSICNIH UCINAKA NA RAZINI STANICA

Uzgoj stani¢nih kultura

U pokusu su koristene stani¢ne linije HepG2, 1321N1 i HaCaT.

Uzgoj stani¢ne linije HepG2 proveden je u hranjivom mediju MEM - minimalni esencijalni medij

obogacenom s 10 % fetalnog govedeg seruma, 1 % otopine neesencijalnih aminokiselina i 1 %

otopine antibiotika (penicilin i streptomicin).

Uzgoj stani¢nih linija 1321N i HaCaT proveden je u hranjivom mediju DMEM — Dulbeccov

minimalni esencijalni medij oboga¢enom s 10 % fetalnog govedeg serumai 1 % otopine antibiotika

(penicilin i streptomicin).

Sve stanice su koriStene za pokus 48 h nakon presadivanja odnosno kad je postignuta

subkonfluentna kultura.

MTS test

Postupak MTS testa proveden je u skladu s metodom opisanom u redu Zandona i sur. (2020).

Stani¢ne kulture koriStene za MTS test pripremljene su nasadivanjem 100 pL suspenzije

stanica iz mati¢nih kultura u prozirne mikrotitarske plocice s 96 jazica. Nakon toga plocice se

stavljene u inkubator 24 sata pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 % CO> da bi se postignula

subkonfluentna kultura. Idu¢eg dana uklonjen je medij sa stanica, a stanice su tretirane
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prethodno pripremljenim otopinama DES-a u hranjivom mediju, odnosno ekstrakta CBD-a u
DES-u (tablica 4) u trajanju 24 h pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 % CO». Kao negativna
kontrola, koriSten je uzgojni medij. Kao pozitivna kontrola koriSten je staurosporin u
koncentraciji 3 umol/L. Nakon zavrs$etka inkubiranja, uklonjene su otopine kojima su tretirane
stanice te su stanice isprane puferom PBS (100 pL) kako bi se uklonili ostaci testiranih
uzoraka.. U svaku jazicu je dodano 120 uL MTS+PMS reagensa te su stanice ponovno
inkubirane pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 % COo. u trajanjul — 4 sata, ovisno o0 brzini
razvijanja zuto-ljubiCaste boje. Na kraju je izmjerena apsorbancija na 492 nm na
mikrotitarskom citacu plocica te je iz brojcanih podataka odreden broj prezivjelih stanica. Svi
pokusi ponovljeni su najmanje tri puta, a mjerenja su provedena na $est neovisnih replika po
uzorku. Rezultati su prikazani kao postotak prezivjelih stanica u odnosu na kontrolne,

netretirane stanice.

Komet-test

Tretman stanica

Stanice su najprije izloZene testiranom uzorku DES-a te uzorku ekstrakta CBD-a u DES-u na
sljede¢i nacin: u vremenskoj tocki 0 u prethodno uzgojene stani¢ne kulture HepG2, 1321N1 i
HaCaT stanica dodan je odgovarajuéi hranjivi medij te uzorak DES-a (ili ekstrakta CBD-a u
DES-u) u tri razli¢ita volumena: 0,5 pL, 1,0 uL i 2,0 pL, pri ¢emu je ukupni volumen hranjivog
medija tijekom testiranja iznosio 10 mL (tablica 4). Tako pripremljene stani¢ne kulture tijekom
sljedeca 24 h inkubirane su pri 37 °C u vlaznoj atmosferi s 5 % COz. Po isteku 24 h, iz bocica
s kulturama stanica uklonjen je hranjivi medij s testiranim otopinama. Stanice su kratko isprane
s po 2 mL svjeZzeg hranjivog medija i na njih je dodana otopina tripsin-EDTA, te su par minuta
inkubirane pri 37 °C u vlaznoj atmosferi s 5 % CO2. Pod utjecajem tripsina stanice se
odljepljuju s podloge i odvajaju. Zatim je u svaku kulturu dodano 1 mL odgovarajuceg svjezeg
medija i stanice su u sterilnim uvjetima visekratno resuspendirane te su dobivene suspenzije
prebacene u epruvete. Neposredno prije uporabe za izradu mikrogelova za komet-test, stanice
su oborene centrifugiranjem (3 minute na 800 okr./min) i koncentrirane u 500 pL
odgovarajuceg medija. Pokusi su ponovljeni barem tri puta, a sva su mjerenja provedena na

Sest neovisnih replika.
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Postupci u komet-testu

U pokusu je primijenjena inacica komet-testa u alkalnim uvjetima prema protokolu koji su
predlozili Singh i sur. (1988) uz manje modifikacije, kako slijedi. Za izradu mikrogelova koristena
su brusena predmetna stakalca. Mikrogelovi su pripremljeni pomocu dvije vrste agaroze: agaroze
normalnog talista (NMP) i agaroze niskogtalista (LMP). Buduci da su obje u praskastom obliku,
agaroze su prije uporabe izvagane te resuspendirane u fosfathom puferu (PBS) i otopljene
zagrijavanjem u mikrovalnoj pe¢nici. Nakon otapanja, 0,5 %-tna LMP-agaroza drzana je u vodenoj
kupelji na 37 °C, dok je 0,6 %-tna NMP-agaroza odmah koriStena za izradu prvog sloja
mikrogelova. Postupak je uklju¢ivao odmjeravanje 300 uL 0,6 %-tne NMP agaroze i njeno
nakapavanje na bruseno predmetno stakalce. Nakon pokrivanja pokrovnim staklom gel je ostavljen
na hladnoj podlozi 10-ak minuta radi polimerizacije. Zatim je pokrovno stakalce uklonjeno i na
agarozu je stavljen drugi sloj od 100 pL 0,5 %-tne LMP agaroze pomijeSane sa tretiranim
stanicama (po svakom gelu koriSteno je 18 pL stani¢ne suspenzije). Nakon 10-minutne
polimerizacije na hladnoj podlozi sloj mikrogela prekriven je sa 100 puL 0,5 %-tne LMP agaroze
koja se polimerizirala 10 minuta. Koriste¢i uzorak netretiranih kontrolnih stanica pripremljeni su
preparati za pozitivnu kontrolu. Oni su inkubirani s 50 pL vodene otopine H2O> (30 umol/L) u
trajanju od 10 minuta na ledu (Juric€ i sur., 2021), nakon ¢ega su kratko isprani destiliranom vodom.
Daljnji postupci za sve mikrogelove bili su isti. Po zavrsetku polimerizacije, pripremljeni preparati
su uronjeni u otopinu za lizu. Otopina (pufer) za lizu (pH = 10) pripremljena je neposredno prije
upotrebe iz mati¢ne otopine za lizu. Ona se priprema unaprijed u ve¢em volumenu i razrjeduje se
prema potrebi. Za pripremu mati¢ne otopine potrebno je otopiti 146,6 g NaCl, 37,3 g Na2EDTA i
1,2 g Tris-HCI u 100 mL vode. Zatim se pomoc¢u 10 M NaOH pH podesi na 10 i u tu se otopinu
dodaje 10 g Na-laurilsarkozinata. Ukupni volumen mora biti 890 mL. Mati¢na otopina ¢uva Se U
tamnoj boci na sobnoj temperaturi i neposredno prije uporabe se pomijesa s 10 %-tnom otopinom
DMSO i deterdzentom Triton X-100, u omjeru 89 mL mati¢ne otopine za lizu + 10 mL 10 %-tne
otopine DMSO +1 mL Tritona X-100. Dobivenih 100 mL potrebno je za obradu 10 mikrogelova,
a potrebne se koli¢ine odrede ovisno o broju preparata. Preparati u puferu za lizu drzani 1 h na 4
°C, zasti¢eni od svjetla. Nakon lize, preparati su sloZeni u kadicu za horizontalnu elektroforezu 1
drzani 20 minuta u puferu za denaturaciju (pH > 13). Puferu za denaturaciju pripremljen je
neposredno prije uporabe mijeSanjem destilirane vode (965 mL) s 10 M NaOH (30 mL) 1 200 mM
Na:EDTA (5 mL). Elektroforeza je provedena u istom puferu kao i denaturacija, pri jakosti struje
od 300 mA i naponu od 25 V, a trajala je 20 minuta. Nakon elektroforeze, preparati su isprani tri

puta po 5 minuta u neutralnom puferu (0,4 M Tris-HCI, pH = 7,5). Za pripremu 0,4 M Tris-HCI
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48,5 g Tris-a otopljeno je u destiliranoj vodi, te je pH s HCI podesen na 7,5. Neutralizirani preparati
su prije bojenja ¢ivani na 4 °C. Za bojenje je koriSten etidijev bromid (20 ug/mL). Boja (100 uL)
nakapana je na gel te je nakon 10 minuta provedena analiza i mjerenje.

Za mikroskopsku analizu preparata koristen je epifluorescencijski mikroskop koji je preko kamere
visoke rezolucije povezan s racunalom. Mjerenja su provedena pomocu programa za analizu slike

Comet Assay IV™ Primjer mjerenja prikazan je na slici 7.

TV Comet Assay IV [Comet6.BMP] : System Supervisor logged in = | ) [

File SystemSetup ImageBank Results Help

No. Headlengh Tailength HeadXInt Tal % Int Tail Migrabon Tail Moment Width Total Area  Totsl Int. MGL Comment
1380

4100 20000 5363 40| 18350|  208] 5600 60000l sl el |

1 cell scored  <default>: 1.00 pixels per pixel

Slika 7. Primjer mjerenja kometa pomocu racunalnog programa za analizu slike Comet
Assay IV, Klikom miSa na svaki pojedinacni komet istovremeno je izmjereno
viSe parametara koji upucuju na stupanj oSteCenja DNA. Podaci mjerenja
pohranjeni su u dokumente programa Microsoft Excel.

Provedeno je Sest neovisnih mjerenja nasumi¢nim izborom po 100 pojedinaénih kometa u svakome
uzorku, ¢ime je ukupni broj pregledanih kometa po svakoj pokusnoj skupini iznosio 600. Kao
glavni parametar za procjenu oSteCenja izabran je postotak DNA u repu kometa (%DNA).
Dobiveni podaci mjerenja obradeni su primjenom deskriptivne statistike, pri ¢emu je za svaki
uzorak izraCunata srednja vrijednost, medijan, standardna devijacija i standardna pogreska, te
raspon izmjerenih vrijednosti (min.-maks.) za parametar %DNA. Rezultati su prikazani graficki s
pomocu histograma ili tzv. Box-Whisker grafikona. Daljnja statisticka obrada podataka mjerenja
provedena je na logaritamski transformiranim podacima (da bi se postigla normalna raspodjela),
primjenom testa analize varijance (ANOVA) uz post-hoc Tukeyjev test. Statisticka znacajnost

razlika izmedu pokusnih skupina odredena je na razini od 5 % (p<0,05). Za statisticke obrade
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podataka koriSten je racunalni program Statistica software — Data Science Workbench, version 14.
(License No. 14.0.0.15; TIBCO Software Inc. 2020; Palo Alto, CA, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U svrhu pronalazenja optimalnih parametara za ekstrakciju CBD-a u DES, u ovome su
istrazivanju provedene preliminarne ekstrakcije (tablica 7 i 8), spektrofotometrijska analiza
ekstrakta (tablica 9) i HPLC metoda(tablica 10) na ekstraktima. Nadalje, provode se testovi
toksi¢nosti na ekstraktima iz optimalne ektrakcije CBD-a u DES. MTS testom odreduje se
stani¢no prezivljenje kultura stanica u prisutnosti ekstrakta (slika 10). Komet test proveden je
da bi se odredila primarna ostecenja na DNA u stanicama s jezgrom u pristunosti ekstrakta
(slika 11, 12, 13, 14, 151 16). Na temelju provedenih eksperimenata slijede graficki i tabli¢ni

prikazi te opisi dobivenih rezultata istrazivanja.

4.1. PRELIMINARNE EKSTRAKCIJE
Preliminarnim ekstrakcijama dobivene su koncentracije CBD-a u ekstraktima. Od ispitanih

omjera najveéu koncentraciju i najve¢i prinos ima omjer 1:5 u usporedbi s kontrolnimm
skupinom, no za daljna testiranja je odabran uzorak 1:10 jer je neprakti¢no i tesko bilo odvojiti
ekstrakt od krutog taloga u laboratorijskim uvjetima u uzorku 1:5 (tablica 7). Nadalje, dobivene
su vece koncentracije CBD-a pri sobnoj temperaturi nego pri povisenoj temperaturi i veée su
koncentracije pribliznih iznosa bile nakon 20 i 40 minuta pri ¢emu se te vrijednosti bile

priblizne kontrolnoj skupini (tablica 8).

Tablica 7. Rezultati preliminarne ekstrakcije za odredivanje optimalnog omjera konoplje i
DES-a

Uzorak | Omjer konoplje i DES-a mg/g uzorka % uzorka (biljke)
1 1:5 4,27 0,43
2 1:10 2,73 0,27
3 1:15 2,5 0,25
K 1:7,5 3,92 0,39

Tablica 8. Rezultati preliminarne ekstrakcije za odredivanje optimalnog vremena i

temeperature
Uzorak | Omjer Konoplje i DES-a | CBD mg/g uzorka | % CBD uzorka (biljke)
1 1:10 7,01 0,7
2 1:10 8,56 0,86
3 1:10 4,57 0,46
4 1:10 3,24 0,32
5 1:10 3,15 0,32
6 1:10 5,54 0,55
K 1.7,5 9,28 0,93
K 1.7,5 8,85 0,88
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4.2. KONCETRACIJA KLOROFILA A1 B I OSTALIH KANABINOIDA

Prema formulama navedenim u poglavlju Materijal 1 metode te izmjerenim vrijednostima
apsorbancija uzoraka ekstrakta CBD-a u DES-u i kontrolnog uzorka ekstrakta CBD-a u
etanolu, izraCunate su vrijednosti koncentracija klorofila a i b i ostalih karotenoida u uzorcima.
Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 9, zajedno s vrijednostima apsorbancija. S obzirom da
su zbog osjetljivosti spektrofotometra uzorci bili razrijedeni deset puta, iznosi koncentracija u
tablici 9. su prilikom racuna pomnozeni s deset, $to znaCi da spomenute vrijednosti

predstavljaju koncentracije u poéetnim uzorcima.

4.3. HPLC ANALIZA
U tablici 10 prikazane su povrSine pikova dobivene testiranih uzoraka za CBD (vrijeme

zadrzavanja 31,18 minuta) i CBN (vrijeme zadrzavanja 37,60 minuta) . Iz povrsina pikova o iz
bazdarnog pravca dobiveni sumaseni udjeli CBD-a i CBN-a u uzorcima industrijske konoplje
(‘tablica 10)
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Tablica 9. Koncentracije klorofila a i b te karotenoida izmjerene u uzorcima primjenom

spektrofotometrije

GD - granica detekcije

Ul k(l)\:llgi)?je V[C;IIlEJg_l gn Razrjedenje Razrjedenje Cb Razrjedenje
@ (mL) Ca (pg/mL) (pg/mL) C(x+c)(ng/mL)

1 2,036 12 <GD 77,869 <GD
2 2,016 8 48,84 16,196 <GD
3 2,07 17,66 7,39 2,789 <GD
4 2,011 16 14,42 1,919 <GD
5 2,028 12 29,99 0,222 5,8654
6 2,036 6,35 67,53 40,522 <GD
7 2,047 8 44,01 11,123 -<GD
8 2,059 12 32,611 3,241 <GD
9 2,069 12 27,162 2,669 <GD
10 2,029 16 27,094 <GD 23,5

11 2,039 12 31,861 3,454 <GD
12 2,073 12 31,794 1,31 1,2526
13 2,062 12 27,942 2,923 <GD
K 2,08 15 21,885 3,692 <GD
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Tablica 10.

Maseni udjeli CBD-a i CBN-a u ekstraktima industrijske konoplje

e I - I Il o e
1 655,88 0,66 0,07 62,77 0,06 0,0063
2 7480,26 7,48 0,75 81,01 0,08 0,0081
3 4176,22 4,18 0,42 50,61 0,05 0,0051
4 4889,27 4,89 0,49 58,67 0,06 0,0059
5 6871,25 6,87 0,69 83,28 0,08 0,0083
6 6832,97 6,83 0,68 75,71 0,08 0,0076
7 6166,35 6,16 0,62 75,74 0,08 0,0076
8 6755,58 6,75 0,68 82,26 0,08 0,0082
9 6544.,4 6,54 0,65 78,92 0,08 0,0079
10 6510,99 6,51 0,65 78,92 0,08 0,0079
11 6686,35 6,69 0,66 79,03 0,08 0,0079
12 6679,16 6,68 0,66 82,35 0,08 0,0082
13 66465,89 66,47 6,64 11,14 0,01 0,0011
K 5702,77 5,7 0,57 71,57 0,07 0,0072
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Na osnovi preliminarnih rezultata odlu¢eno je da ¢e se za procjena ucinaka u uvjetima in vitro
koristiti uzorak CBD-a u DES-u koji ima omjer suhog biljnog uzorka i DES-a 1:8. Odabran je
zbog toga §to je iz rezultata sprektrofotometrije on imao najbolji omjer i malu koli¢inu prisutnih
klorofila i karotenoida (Ca = 14,42 pg/mL; Cp = 1,91 pg/mL; Cx+c) < GD zanemarivo mala), te
iz rezultata HPLC-a da ima najbolji omjer ekstrahiranog CBD-a i CBN-a, pri ¢emu je CBD-a
trebalo $to vise (CBD = 4,89 mg/g konoplje), a CBN-a sto manje (CBN = 0,06 mg/g konoplje).

4.4, OPTIMIRANJE EKSTRAKCIJE
Iz grafova ovisnosti vremena, volumena i koncentracije (slika 8 i slika 9), dobivenim nakon

statistiCke obrade podataka dobivenih spektrometrijom i HPLC-om, primjecuje se da volumen
DES-a ne utjeCe znatno na poviSenje ili sniZzenje koncentracije CBD-a, ali je proporcionalna s
koncentracijom CBN-a. Vrijeme trajanja ekstrakcije utjeCe tako da je proporcionalno s
koncentracijom CBD-a i ne utjeCe na poviSenje ili snizenje koncentracije CBN-a. Tim
rezultatima se opisuje da uvjeti pri kojima ekstrakcija optimalna, tj. u kojoj je u kona¢nom
produktu udio CBD-a i ukupnih kanabinoida maksimalan te udio CBN-a, klorofila a i klorofila
b minimalan, su vrijeme esktrakcije od 25 minuta, omjer uzorka i otapala od 1:79 do 1:8 i

temperatura 25 °C (faktor pozeljnosti = 0,63)
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45 A: Vrijeme (min)

Slika 8. Graf ovisnosti koncentracije CBD-a, vremena provodenja ekstrakcije i volumena
DES-a

Slika 9. Graf ovisnosti koncentracije CBN-a, vremena provodenja ekstrakcije i volumena
DES-a
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4.5. PREZIVLIENJE STANICA — MTS TEST
PreZivljenje stanica nakon izloZenosti stanica DES-u tijekom 24 h, odnosno ekstraktu CBD-a

u DES-u, procijenjena je primjenom MTS testa. Prema dobivenim vrijednostima izracunat je

postotak prezivljenja tretiranih stanica u odnosu na negativnu kontrolu. Rezultati su prikazani

na slici 10.
MTS test
140
120 &
) { : 7
100 [ ] I l Y ] * I | . I
. * ok
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Kontrola DES-V1 DES-V2 DES-V3 DES+CBD-V1 DES+CBD-V2 DES+CBD-V3 SS3uM
Slika 10. Rezultati MTS testa koji upuéuju na prezivljenje stanica nakon izlaganja DES-

u i ekstraktu CBD-a u DES-u tijekom 24 h.

Rezultati su prikazani u obliku srednjih vrijednosti = standardna devijacija Sest

neovisnih mjerenja po svakome uzorku.

StatistiCka znacajnost testirana je pomocu t-testa. * - znacajan pad u odnosu na

odgovarajucu kontrolu (p<0,05); & - zna¢ajan porast u odnosu na odgovarajué¢u

kontrolu (p<0,05); # - znacajan pad u odnosu na sve ostale uzorke (p<0,05).
Najveca smrtnost stanica utvrdena je u uzorcima pozitivne kontrola koje su bile izlozene

poznatom induktoru apoptoze, staurosporinu. Dobivene vrijednosti u sve tri stani¢ne linije
statisticki znacajno odstupaju prema svim ostalim uzorcima (oznaka na slici 10).

Nakon izlaganja DES-u, statisti¢ki znac¢ajno smanjenje postotka prezivljelih stanica uoceno je
u svim staniénim linijama pri najviSem testiranom volumenu DES-a i u linijama HepG2 i
1321N1 pri srednjem testiranom volumenu (oznake * na slici 10). Najnizi testirani volumen
DES-a nije izazvao statisticki znacajne citotoksi¢ne ucinke. Nakon izlaganja HepG2 stanica
ekstraktu CBD-a u DES-u statisticki znacajan pad prezivljenja stanica u odnosu na kontrolu
uoCen je pri najviSem i srednjem testiranom volumenu (oznaka * na slici 10). U pokusu s
1321N1 stanicama nijedan od testiranih volumena DES-a nije pokazao statisticki znacajan
citotoksi¢an u¢inak o odnosu na kontrolu. Najnizi testirani volumen cak je potaknuo bolje

prezivljenje stanica u odnosu na kontrolu (oznaka & na slici 10).Nakon izlaganja HaCaT stanica
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ekstraktu CBD-a u DES-u statisti¢ki zna¢ajan pad prezivljenja stanica u odnosu na kontrolu

uocen je samo pri najvisem testiranom volumenu (oznaka * na slici 10).

4.6. KOMET-TEST

4.6.1.Razine primarnih oste¢enja DNA u HepG2 stanicama
Rezultati mjerenja razina primarnih oste¢enja DNA u HepG2 stanicama u pokusu provedenom

s ciljem procjene mogucih genotoksi¢nih u¢inaka DES-a prikazani su na slici 11 i u tablici 11.

Slika 11.

Rezultati mjerenja razina primarnih oSteCenja DNA u HepG2 stanicama
izlozenim ispitivanom DES-u u tri razli¢ita volumena (V1 = 0,5 pL; V2 =1,0
uL; V3 =2,0 uL) tijekom 24 h, utvrdeni primjenom komet-testa u alkalnim
uvjetima.

Mjerenja su usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te pozitivne
kontrole (10-minutno izlaganje stanica 30 pmol/L H20).

U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumicno izabranih kometa.
Statisticka znacajnost testirana je primjenom testa analize varijance i post-hoc
Tukey-evog HSD testa. * - statisti¢ki znacajno viSa vrijednost u odnosu na sve
ostale uzorke; # - statisticki znacajno visa vrijednost u odnosu na uzorak DES-

V2.
Oznake: Mean — srednja vrijednost; Min-Max — raspon izmjerenih vrijednosti; Median —
medijan

41



Tablica1l. Detaljan prikaz broj¢anih vrijednosti dobivenih mjerenjem razina primarnih
osSte¢enja DNA u HepG2 stanicama izlozenim ispitivanom ekstraktu CBD-a u
DES-u u tri razli¢ita volumena (V1 =0,5 uL; V2=1,0 uL; V3=2,0 uL) tijekom
24 h. Mjerenja su usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te
pozitivne kontrole (10-minutno izlaganje stanica 30 pumol/L H20y).

HepG2 stanice

YoDRAUrepuomeR-DES24 | ontrola | v V2 V3 H:02
Srednja vrijednost 1,69 1,83 1,25 1,30 18,67
SE 0,12 0,12 0,10 0,09 0,85
SD 2,98 2,86 2,33 2,13 20,79
Medijan 0,20 0,19 0,04 0,09 10,05
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maksimum 15,64 13,24 12,62 9,40 74,05

Napomena: U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumi¢no izabranih kometa, a
dobiveni podaci obradeni su primjenom deskriptivne statistike.

Kontrola i pozitivna kontrola

HepG2 stanice u kontrolnim uzorcima imale su nisku razinu primarnih oSteenja DNA!:
vrijednost medijana za parametar postotka DNA u repu kometa iznosila je 0,20 %, a srednja
vrijednost + standardna devijacija (te standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 1,69 +
2,98 (0,12) %. Mjerenjem 600 pojedina¢nih kometa u kontrolnim uzorcima utvrden je raspon
od 0 do 15,64 % DNA u repu kometa (tablica 11).

Zbog provjere pouzdanosti primijenjenog testa, usporedno su mjerene razine oSte¢enja DNA u
stanicama izloZenim poznatom genotoksicnom spoju, vodikovom peroksidu koji je
predstavljao pozitivnu kontrolu. U pokusu je koristena koncentracija 30 uM, a stanice su
djelovanju vodikovog peroksida bile izlozene 10 minuta. Primjenom komet-testa u tom je
uzorku utvrdena visoka razina primarnih oSte¢enja DNA koja potvrduje osjetljivost ove
metode. Vrijednost medijana za parametar % DNA u repu kometa iznosila je 10,05 %, a srednja
vrijednost + standardna devijacija (kao 1 standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 18,67
+ 20,79 (0,85)%. Raspon pojedina¢nih izmjerenih vrijednosti za 600 nasumic¢no odabranih
kometa iznosio je 0 - 74,05 % DNA u repu kometa (tablica 11).
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Izlaganje HepG2 stanica ispitivanom DES-u tijekom 24 h

Iz prikaza naslici 10 i u tablici 12 vidljivo je kako sve pokusne skupine HepG2 stanica izlozene
DES-u imaju niske razine primarnih oste¢enja DNA.

Za uzorak tretiran s najnizim volumenom DES-a (0,5 pL) vrijednost medijana za parametar
%DNA u repu kometa iznosila je 0,19 %, a srednja vrijednost + standardna devijacija (kao i
standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 1,83 + 2,86 (0,12)%. Mjerenjem 600
pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon od 0,00 do 13,24 % DNA u
repu kometa.

U uzorku tretiranom dvostruko ve¢im volumenom DES-a (1,0 pL) vrijednost medijana za
parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,04 %, dok je srednja vrijednost + standardna
devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 1,25 + 2,33 (0,10) %. Mjerenjem
600 pojedinacnih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon od 0do 12,62 % DNA u
repu kometa.

U uzorku tretiranom najve¢im volumenom DES-a (2,0 pL) vrijednost medijana za parametar
%DNA u repu kometa iznosila je 0,09 %, dok je srednja vrijednost + standardna devijacija (kao i
standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 1,30 £+ 2,13 (0,09) %. Mjerenjem 600 pojedinacnih
kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon od 0,00 do 9,40 % DNA u repu kometa.
Statisticka znacajnost rezultata provjerena je pomocu testa analize varijance uz primjenu post-hoc

Tukey-evog testa. Detaljni rezultati koji se odnose na statisticku analizu prikazani su u tablici 12.

Tablica12. Rezultati statisticke analize provedene primjenom testa analize varijance i
post-hoc Tukey-evog HSD testa.
Brojevi u tablici predstavljaju izracunate p-vrijednosti.
Spaaline Kl DES-V1 DES-V2 DES-V3 | Pozitivha
b (0,5 L) (1,0 yL) (2,0 uL) | kontrola
Kontrola 0,866 0,226 0,664 <0,001
DES-V1 (0,5 pL) 0,019 0,138 <0,001
DES-V2 (1,0 pL) 0,947 <0,001
DES-V3 (2,0 uL) <0,001

Napomena: p-vrijednosti oznacene crvenom bojom su statisticki znacajne.

Najvazniji zakljucak koji proizlazi iz stastistiCke obrade podataka jest da izlaganje HepG2
stanica ispitivanom DES-u tijekom 24 h nije dovelo do statisticki znaCajnih odstupanja

vrijednosti %DNA u repu kometa u odnosu na netretiranu kontrolu. Uzorak pozitivne kontrole
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zbog najvise razine oSte¢enja DNA statisticki znacajno je odstupao u odnosu na sve ostale

pokusne skupine. Utvrdena je 1 statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka koji su bili tretirani

s najnizim volumenom V1 (0,5 pL) i dvostruko ve¢im volumenom DES-a V2 (1,0 uL), a ona

je uvjetovana razlikama u medijanima i srednjim vrijednostima (0,19 % vs. 0,04 %, odnosno
1,83 vs. 1,25 %).

Izlaganje HepG2 stanica ispitivanom ekstraktu CBD-a u DES-u tijekom 24 h

Rezultati mjerenja razina primarnih ostecenja DNA u HepG2 stanicama izloZenim ispitivanom

ekstraktu CBD-a u DES-u tijekom 24 h utvrdeni primjenom komet-testa u alkalnim uvjetima

prikazani su na slici 12 i u tablici 13.

%DNA u repu kometa

T0 1

10

HepG2 stanice - DES+CBD 24h

j S o l%m

Kontrola DES+CBD-V1 DES+CBD-V2  DES+CBD-V3 + Median

Slika 12.

Rezultati mjerenja razina primarnih oSteCenja DNA u HepG2 stanicama
izlozenim ispitivanom ekstraktu CBD-a u DES-u u tri razli¢ita volumena (V1 =
0,5 uL; V2 =1,0 uL; V3 = 2,0 uL) tijekom 24 h, utvrdeni primjenom komet-
testa u alkalnim uvjetima.

Mjerenja su usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te pozitivne
kontrole (10-minutno izlaganje stanica 30 umol/L H20>).

U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumicno izabranih kometa.
Statisticka znacCajnost testirana je primjenom testa analize varijance i post-hoc
Tukey-evog HSD testa. * - statisticki znacajno visa vrijednost u odnosu na sve
ostale uzorke; # - statisticki znacajno visa vrijednost u odnosu na sve uzorke

izlozene ekstraktu CBD-a u DES-u.
Oznake: Mean — srednja vrijednost; Min-Max — raspon izmjerenih vrijednosti; Median —
medijan
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Tablica 13. Detaljan prikaz broj¢anih vrijednosti dobivenih mjerenjem razina primarnih
oSte¢enja DNA u HepG2 stanicama izlozenim ispitivanom ekstraktu CBD-a u
DES-u u tri razli¢ita volumena (V1=0,5 uL; V2 =1,0 uL; V3 =2,0 uL) tijekom
24 h. Mjerenja su usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te
pozitivne kontrole (10-minutno izlaganje stanica 30 pmol/L H20y).

HepG2 stanice

% DNA u repu kometa—DES+CBD 24h | Kontrola V1 V2 V3 H202
Srednja vrijednost 1,69 0,25 0,24 0,27 18,67
SE 0,12 0,03 0,03 0,03 0,85
SD 2,98 0,66 0,66 0,66 20,79
Medijan 0,20 0,00 0,00 0,01 10,05
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maksimum 15,64 4,98 4,79 4,36 74,05

Napomena: U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumic¢no izabranih kometa, a
dobiveni podaci obradeni su primjenom deskriptivne statistike.

Iz spomenutih prikaza vidljivo je kako sve pokusne skupine HepG2 stanica izloZene ekstraktu
CBD-a u DES-u imaju niske razine primarnih ostecenja DNA.

Za uzorak tretiran s najnizim volumenom ekstrakta CBD-a u DES-u (0,5 pL) vrijednost
medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0 %, a srednja vrijednost + standardna
devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 0,25 + 0,66 (0,03) %.
Mjerenjem 600 pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0— 4,98 %
DNA u repu kometa.

U uzorku tretiranom dvostruko veéim volumenom ekstrakta CBD-a u DES-u (1,0 pL)
vrijednost medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0 %, dok je srednja
vrijednost + standardna devijacija (kao i standardna pogreSka) u tom uzorku iznosila 0,24 +
0,66 (0,03) %. Mjerenjem 600 pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon
0,00 — 4,79 % DNA u repu kometa.

U uzorku tretiranom najveéim volumenom ekstrakta CBD-a u DES-u (2,0 pL) vrijednost
medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,01 %, dok je srednja vrijednost +

standardna devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 0,27 + 0,66 (0,09) %.
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Mjerenjem 600 pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — do 4,36 %
DNA u repu kometa.
Statisticka znac¢ajnost rezultata provjerena je pomocu testa analize varijance uz primjenu post-

hoc Tukey-evog testa. Detaljni rezultati koji se odnose na statistiCku analizu prikazani su u

tablici 14.

Tablica 14.  Rezultati statisticke analize provedene primjenom testa analize varijance i post-hoc
Tukey-evog HSD testa.
Brojevi u tablici predstavljaju izracunate p-vrijednosti.
SKubine Kontrola CBD+DES-V1 | CBD+DES-V2 | CBD+DES-V3 | Pozitivha
b 05uL) LOpL) 0uL) | kontrola
Kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CBD+DES-V1 (0,5 pL) 0,991 1,000 <0,001
CBD+DES-V2 (1,0 pL) 0,998 <0,001
CBD+DES-V3 (2,0 uL) <0,001

Napomena: p-vrijednosti oznacene crvenom bojom su statisticki znacajne.

Najvazniji zakljucak koji proizlazi iz stastistiCke obrade podataka jest da je izlaganje HepG2
stanica ispitivanom ekstraktu CBD-a u DES-u tijekom 24 h uzrokovalo statisti¢ki znacajno
smanjenje vrijednosti %DNA u repu kometa u odnosu na netretiranu kontrolu. Uzorak
pozitivne kontrole zbog najvise razine oSte¢enja DNA statisticki je znacajno odstupao u odnosu
na sve ostale pokusne skupine. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka koji

su bili tretirani s razli¢itim volumenima ispitivanog ekstrakta.
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4.6.2.Razine primarnih oste¢enja DNA u 1321N1 stanicama

Rezultati mjerenja razina primarnih oste¢enja DNA u 1321N1 stanicama u pokusu provedenom

s ciljem procjene moguéih genotoksi¢nih uc¢inaka DES-a prikazani su na slici 13 i u tablici 15.
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Slika 13.

Rezultati mjerenja razina primarnih oSte¢enja DNA u 132IN1 stanicama
1zloZenim ispitivanom DES-u u tri razli¢ita volumena (V1 = 0,5 uL; V2 =1,0
uL; V3 = 2,0 ul) tijekom 24 h, utvrdeni primjenom komet-testa u alkalnim
uvjetima.

Mijerenja su usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te pozitivne
kontrole (10-minutno izlaganje stanica 30 pmol/L H20>).

U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumi¢no izabranih kometa.
StatistiCka znacajnost testirana je primjenom testa analize varijance i post-hoc
Tukey-evog HSD testa. * - statisti¢ki znacajno visa vrijednost u odnosu na sve

ostale uzorke.
Oznake: Mean — srednja vrijednost; Min-Max — raspon izmjerenih vrijednosti; Median —
medijan
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Tablica 15. Detaljan prikaz broj¢anih vrijednosti dobivenih mjerenjem razina primarnih
oSte¢enja DNA u 1321N1 stanicama izlozenim ispitivanom DES-u u tri razlicita
volumena (V1 =0,5puL; V2=1,0 uL; V3 =2,0 pL) tijekom 24 h. Mjerenja su
usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te pozitivne kontrole (10-
minutno izlaganje stanica 30 pmol/L H20>).

1321N1 stanice

% DNA u repu kometa — DES 24 h Kontrola V1 V2 V3 H202
Srednja vrijednost 0,58 0,58 0,58 0,43 14,85
SE 0,05 0,05 0,05 0,04 0,75
SD 1,21 1,16 1,23 1,01 18,40
Medijan 0,04 0,03 0,01 0,02 7,16
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maksimum 8,87 8,73 7,86 7,18 69,79

Napomena: U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumic¢no izabranih kometa, a
dobiveni podaci obradeni su primjenom deskriptivne statistike.

Kontrola i pozitivna kontrola

1321N1 stanice u kontrolnim uzorcima imale su nisku razinu primarnih oste¢enja DNA: vrijednost
medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,04 % , a srednja vrijednost * standardna
devijacija (te standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 0,58 £ 1,21 (0,05) %. Mjerenjem 600
pojedinac¢nih kometa u kontrolnim uzorcima utvrden je raspon 0-8,87 % DNA u repu kometa.

Zbog provjere pouzdanosti primijenjenog testa usporedno su mjerene razine oste¢enja DNA u
stanicama izloZenim poznatom genotoksicnom spoju, vodikovom peroksidu koji je
predstavljao pozitivnu kontrolu. U pokusu je koriStena koncentracija 30 pol/L, a stanice su bile
izloZene djelovanju vodikovog peroksida 10 minuta. Primjenom komet-testa u tom je uzorku
utvrdena visoka razina primarnih oSte¢enja DNA koja potvrduje osjetljivost ove metode.
Vrijednost medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 7,16 % , a srednja
vrijednost + standardna devijacija (kao i1 standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 14,85
+ 18,40 (0,75) %. Raspon pojedina¢nih izmjerenih vrijednosti za 600 nasumi¢no odabranih

kometa iznosio je 0, — 69,79 % DNA u repu kometa.
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Izlaganje 1321N1 stanica ispitivanom DES-u tijekom 24 h

Iz prikaza na slici 10 i u tablici 14 vidljivo je kako sve pokusne skupine 1321N1 stanica
izlozene DES-u imaju niske razine primarnih oSte¢enja DNA.

Za uzorak tretiran s najnizim volumenom DES-a (0,5 pL) vrijednost medijana za parametar
%DNA u repu kometa iznosila je 0,03 %, a srednja vrijednost + standardna devijacija (kao i
standardna pogreSka) u tom uzorku iznosila je 0,58 + 1,16 (0,05) %. Mjerenjem 600
pojedinac¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 8,73 % DNA u repu
kometa.

U uzorku tretiranom dvostruko ve¢im volumenom DES-a (1,0 pL) vrijednost medijana za
parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,01 %, dok je srednja vrijednost * standardna
devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 0,58 + 1,23 (0,05) %. Mjerenjem
600 pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 7,86 % DNA u repu
kometa.

U uzorku tretiranom najveé¢im volumenom DES-a (2,0 pL) vrijednost medijana za parametar
%DNA u repu kometa iznosila je 0,02 %, dok je srednja vrijednost + standardna devijacija (kao
I standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 0,43 = 1,01 (0,09) %. Mjerenjem 600
pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 7,18 % DNA u repu
kometa.

StatistiCka znacajnost rezultata provjerena je pomocu testa analize varijance uz primjenu post-
hoc Tukey-evog testa. Detaljni rezultati koji se odnose na statisticku analizu prikazani su u

tablici 16.

Tablica 16.  Rezultati statisticke analize provedene primjenom testa analize varijance i post-
hoc Tukey-evog HSD testa.
Brojevi u tablici predstavljaju izracunate p-vrijednosti.
Skupine Kontrola DES-V1 DES-V2 DES-V3 | Pozitivha
b (0,5 L) (1,0 pyL) (2,0puL) | kontrola
Kontrola 1,000 1,000 0,662 <0,001
DES-V1 (0,5 uL) 1,000 0,613 <0,001
DES-V2 (1,0 pL) 0,740 <0,001
DES-V3 (2,0 uL) <0,001

Napomena: p-vrijednosti oznacene crvenom bojom su statisticki znacajne.
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Najvazniji zakljucak koji proizlazi iz statistiCke obrade podataka jest da izlaganje 1321N1

stanica ispitivanom DES-u tijekom 24 h nije dovelo do statisticki znacajnih odstupanja

vrijednosti %DNA u repu cometa u odnosu na netretiranu kontrolu. Uzorak pozitivne kontrole

zbog najvise razine oSte¢enja DNA statisticki znacajno je odstupao u odnosu na sve ostale

pokusne skupine. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka koji su bili tretirani

s razli¢itim volumenima ispitivanog DES-a.

Izlaganje 1321N1 stanica ispitivanom ekstraktu CBD-a u DES-u tijekom 24 h

Rezultati mjerenja razina primarnih oste¢enja DNA u 1321N1 stanicama izlozenih ispitivanom

ekstraktu CBD-a u DES-u tijekom 24 h utvrdeni primjenom komet-testa u alkalnim uvjetima

prikazani su na slici 14 i u tablici 17.
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Slika 14.

Rezultati mjerenja razina primarnih oSte¢enja DNA u 132IN1 stanicama
izlozenim ispitivanom ekstraktu CBD-a u DES-u u tri razli¢ita volumena (V1 =
0,5 uL; V2 = 1,0 uL; V3 = 2,0 pL) tijekom 24 h, utvrdeni primjenom komet-
testa u alkalnim uvjetima.

Mijerenja su usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te pozitivne
kontrole (10-minutno izlaganje stanica 30 pmol/L H20y).

U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumicno izabranih kometa.
Statisticka znacajnost testirana je primjenom testa analize varijance i post-hoc
Tukey-evog HSD testa. * - statisti¢ki znacajno visa vrijednost u odnosu na sve

ostale uzorke.
Oznake: Mean — srednja vrijednost; Min-Max — raspon izmjerenih vrijednosti; Median —
medijan
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Tablica1l7. Detaljan prikaz brojc¢anih vrijednosti dobivenih mjerenjem razina primarnih
oSte¢enja DNA u 1321N1 stanicama izlozenim ispitivanom ekstraktu CBD-a u DES-u u tri
razli¢ita volumena (V1 = 0,5 uL; V2 =1,0 uL; V3 =2,0 uL) tijekom 24 h. Mjerenja su
usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te pozitivne kontrole (10-minutno
izlaganje stanica 30 pumol/L H20y).

1321N1 stanice

% DNA u repu kometa—DES+CBD 24h | Kontrola V1 V2 V3 H20:2
Srednja vrijednost 0,58 0,39 0,41 0,65 14,85
SE 0,05 0,04 0,04 0,05 0,75
SD 1,21 0,87 0,97 1,30 18,40
Medijan 0,04 0,01 0,01 0,02 7,16
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maksimum 8,87 5,77 6,15 8,16 69,79

Napomena: U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumic¢no izabranih kometa, a
dobiveni podaci obradeni su primjenom deskriptivne statistike.

Iz spomenutih prikaza vidljivo je kako sve pokusne skupine 1321N1 stanica izlozene ekstraktu
CBD-a u DES-u imaju niske razine primarnih ostecenja DNA.

Za uzorak tretiran s najnizim volumenom ekstrakta CBD-a u DES-u (0,5 pL) vrijednost
medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,01 %, a srednja vrijednost +
standardna devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 0,39 + 0,87 (0,04)%.
Mjerenjem 600 pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 5,77 %
DNA u repu kometa.

U uzorku tretiranom dvostruko veéim volumenom ekstrakta CBD-a u DES-u (1,0 pL)
vrijednost medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,01 %, a srednja vrijednost
+ standardna devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 0,41 + 0,97 (0,04)
%. Mjerenjem 600 pojedinacnih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 6,15 %

DNA u repu kometa.
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U uzorku tretiranom najveé¢im volumenom ekstrakta CBD-a u DES-u (2,0 pL) vrijednost
medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,02 %, dok je srednja vrijednost *
standardna devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 0,65 + 1,30 (0,05) %.
Mjerenjem 600 pojedinacnih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon0 — 8,16 %
DNA u repu kometa.

StatistiCka znacajnost rezultata provjerena je pomocu testa analize varijance uz primjenu post-

hoc Tukey-evog testa. Detaljni rezultati koji se odnose na statistiCku analizu prikazani su u
tablici 18.

Tablica 18. Rezultati statistiCke analize primjenom testa analize varijance i post-hoc Tukey-
evog HSD testa.
Brojevi u tablici predstavljaju izraGunate p-vrijednosti.
SKuDine Kontrola CBD+DES-V1 | CBD+DES-V2 | CBD+DES-V3 | Pozitivna
b O5uL) (1,0pL) (20puL) kontrola
Kontrola 0,472 0,505 0,979 <0,001
CBD+DES-V1 (05 L) 1,000 0,174 <0,001
CBD+DES-V2 (1,0 L) 0,193 <0,001
CBD+DES-V3 (20pL) <0,001

Napomena: p-vrijednosti oznacene crvenom bojom su statisticki znacajne.

Najvazniji zaklju€ak koji proizlazi iz stastisticke obrade podataka jest da izlaganje 1321N1
stanica ispitivanom ekstraktu CBD u DES-u tijekom 24 h nije uzrokovalo statisticki znac¢ajno
smanjenje vrijednosti %DNA u repu kometa u odnosu na netretiranu kontrolu. Uzorak
pozitivne kontrole zbog najvisSe razine oSte¢enja DNA statisticki zna¢ajno je odstupao u odnosu
na sve ostale pokusne skupine. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka koji

su bili tretirani s razli¢itim volumenima ispitivanog ekstrakta.
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4.6.3.Razine primarnih oste¢enja DNA u HaCaT stanicama

Rezultati mjerenja razina primarnih oste¢enja DNA u HaCaT stanicama u pokusu provedenom

s ciljem procjene moguéih genotoksi¢nih uc¢inaka DES-a prikazani su na slici 15 i u tablici 109.
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Slika 15.

Rezultati mjerenja razina primarnih oSteCenja DNA u HaCaT stanicama
izlozenim ispitivanom DES-u u tri razli¢ita volumena (V1 = 0,5 pL; V2 = 1,0
uL; V3 =2,0 uL) tijekom 24 h, utvrdeni primjenom komet-testa u alkalnim
uvjetima.

Mjerenja su usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te pozitivne
kontrole (10-minutno izlaganje stanica 30 pmol/L H20,).

U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumicno izabranih kometa.
Statisticka znacajnost testirana je primjenom testa analize varijance i post-hoc
Tukey-evog HSD testa. * - statisticki znacajno visa vrijednost u odnosu na sve

ostale uzorke.
Oznake: Mean — srednja vrijednost; Min-Max — raspon izmjerenih vrijednosti; Median —
medijan
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Tablica19. Detaljan prikaz broj¢anih vrijednosti dobivenih mjerenjem razina primarnih
oste¢enja DNA u HaCaT stanicama izlozenim ispitivanom DES-u u tri razlicita
volumena (V1 =0,5puL; V2=1,0 uL; V3 =2,0 pL) tijekom 24 h. Mjerenja su
usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te pozitivne kontrole (10-
minutno izlaganje stanica 30 pumol/L H20>).

HaCaT stanice

% DNA u repu kometa — DES 24

h Kontrola V1 V2 V3 H202
Srednja vrijednost 0,51 0,56 0,47 0,39 23,27
SE 0,04 0,05 0,04 0,03 0,69
SD 1,06 1,15 0,97 0,85 16,96
Medijan 0,02 0,03 0,03 0,01 19,45
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 1,49
Maksimum 7,12 8,07 6,72 511 68,51

Napomena: U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumic¢no izabranih kometa, a
dobiveni podaci obradeni su primjenom deskriptivne statistike.

Kontrola i pozitivna kontrola
HaCaT stanice u kontrolnim uzorcima imale su nisku razinu primarnih oSte¢enja DNA:

vrijednost medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,02 %, a srednja vrijednost
+ standardna devijacija (te standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 0,51 + 1,06 (0,04)%.
Mjerenjem 600 pojedina¢nih kometa u kontrolnim uzorcima utvrden je raspon 0 — 7,12 % DNA
u repu kometa.

Zbog provjere pouzdanosti primijenjenog testa, usporedno su mjerene razine oSte¢enja DNA u
stanicama izloZenim poznatom genotoksi¢énom spoju, vodikovom peroksidu, koji je
predstavljao pozitivnu kontrolu. U pokusu je koriStena koncentracija 30 umol/L, a stanice su
djelovanju vodikovog peroksida bile izlozene 10 minuta. Primjenom komet-testa u tom je
uzorku utvrdena visoka razina primarnih oSteCenja DNA koja potvrduje osjetljivost ove
metode. Vrijednost medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 19,45 %, a srednja
vrijednost + standardna devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 23,27
+ 16,96 (0,69) %. Raspon pojedina¢nih izmjerenih vrijednosti za 600 nasumi¢no odabranih
kometa iznosio je 1,49 — 68,51 % DNA u repu kometa.
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Izlaganje HaCaT stanica ispitivanom DES-u tijekom 24 h

Rezultati mjerenja razina primarnih oSte¢enja DNA u HaCaT stanicama izloZenih ispitivanom
DES-u tijekom 24 h utvrdeni primjenom komet-testa u alkalnim uvjetima prikazani su na slici
15 i u tablici 19.

Iz spomenutih prikaza vidljivo je kako sve pokusne skupine HaCaT stanica izlozene DES-u
imaju niske razine primarnih o$te¢enja DNA.

Za uzorak tretiran s najnizim volumenom DES-a (0,5 pL) vrijednost medijana za parametar
%DNA u repu kometa iznosila je 0,03 %, a srednja vrijednost + standardna devijacija (kao i
standardna pogreSka) u tom uzorku iznosila je 0,56 = 1,15 (0,05) %. Mjerenjem 600
pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 8,07 % DNA u repu
kometa.

U uzorku tretiranom dvostruko veé¢im volumenom DES-a (1,0 pL) vrijednost medijana za
parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,03 %, dok je srednja vrijednost + standardna
devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 0,47 £ 0,97 (0,04) %. Mjerenjem
600 pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 6,72 % DNA u repu
kometa.

U uzorku tretiranom najve¢im volumenom DES-a (2,0 pL) vrijednost medijana za parametar
%DNA u repu kometa iznosila je 0,01 %, dok je srednja vrijednost + standardna devijacija (kao
I standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 0,39 % 0,85 (0,03) %. Mjerenjem 600
pojedinac¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 5,11 % DNA u repu
kometa.

Statisticka zna¢jnost rezultata provjerena je pomocu testa analize varijance uz primjenu post-
hoc Tukey-evog testa. Detaljni rezultati koji se odnose na statisticku analizu prikazani su u

tablici 20.

Tablica20. Rezultati statistiCke analize primjenom testa analize varijance i post-hoc
Tukey-evog HSD testa.
Brojevi u tablici predstavljaju izracunate p-vrijednosti.
Skubpine Kontrola DES-V1 DES-V2 DES-V3 | Pozitivna
b ©5uL) | (LouL) | (20uL) | kontrola
Kontrola 0,975 0,996 0,714 <0,001
DES-V1 (0,5 L) 0,866 0,336 <0,001
DES-V2 (1,0 uL) 0,901 <0,001
DES-V3 (2,0 uL) <0,001

Napomena: p-vrijednosti oznacene crvenom bojom su statisticki znacajne.
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Najvazniji zakljucak koji proizlazi iz stastistiCke obrade podataka jest da izlaganje HaCaT

stanica ispitivanom DES-u tijekom 24 h nije dovelo do statisticki znacajnih odstupanja

vrijednosti %DNA u repu kometa u odnosu na netretiranu kontrolu. Uzorak pozitivne kontrole

zbog najvise razine oste¢enja DNA statisticki je znacajno odstupao u odnosu na sve ostale

pokusne skupine. Nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike izmedu uzoraka koji su bili tretirani

s razli¢itim volumenima ispitivanog DES-a.

Izlaganje HaCaT stanica ispitivanom ekstraktu CBD-a u DES-u tijekom 24 h

Rezultati mjerenja razina primarnih o$te¢enja DNA u HaCaT stanicama izloZenih ispitivanom DES-u

tijekom 24 h utvrdeni primjenom komet-testa u alkalnim uvjetima prikazani su naslici 16 i u tablici 21.
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Slika 16.

Rezultati mjerenja razina primarnih oSte¢enja DNA u HaCaT stanicama
izlozenim ispitivanom ekstraktu CBD-a u DES-u u tri razli¢ita volumena (V1 =
0,5 uL; V2 = 1,0 uL; V3 = 2,0 pL) tijekom 24 h, utvrdeni primjenom komet-
testa u alkalnim uvjetima.

Mijerenja su usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te pozitivne
kontrole (10-minutno izlaganje stanica 30 pmol/L H20).

U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumicno izabranih kometa.
StatistiCka znacajnost testirana je primjenom testa analize varijance i post-hoc
Tukey-evog HSD testa. * - statisti¢ki znacajno visa vrijednost u odnosu na sve
ostale uzorke.
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Oznake: Mean — srednja vrijednost; Min-Max — raspon izmjerenih vrijednosti; Median —
medijan

Tablica2l. Detaljan prikaz broj¢anih vrijednosti dobivenih mjerenjem razina primarnih
oSte¢enja DNA u HaCaT stanicama izlozenim ispitivanom ekstraktu CBD-a u
DES-u u tri razli¢ita volumena (V1 =0,5 uL; V2=1,0 uL; V3=2,0 uL) tijekom
24 h. Mjerenja su usporedo provedena na uzorcima netretirane kontrole te
pozitivne kontrole (10-minutno izlaganje stanica 30 pmol/L H20y).

HaCaT stanice

% DNA u repu kometa—DES+CBD 24h | Kontrola V1 V2 V3 H202
Srednja vrijednost 0,51 0,33 0,41 0,41 23,27
SE 0,04 0,04 0,04 0,04 0,69
SD 1,06 0,88 0,97 1,00 16,96
Medijan 0,02 0,00 0,01 0,01 19,45
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 1,49
Maksimum 7,12 6,60 7,12 6,72 68,51

Napomena: U svakom je uzorku izmjereno ukupno 600 nasumic¢no izabranih kometa, a
dobiveni podaci obradeni su primjenom deskriptivne statistike.

Iz navedenih prikaza vidljivo je kako sve pokusne skupine HaCaT stanica izlozene ekstraktu
CBD-a u DES-u imaju niske razine primarnih oSte¢enja DNA.

Za uzorak tretiran s najnizim volumenom ekstrakta CBD-a u DES-u (0,5 pL) vrijednost
medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0 %, a srednja vrijednost + standardna
devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila je 0,33 + 0,88 (0,04) %.
Mjerenjem 600 pojedina¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 6,60 %
DNA u repu kometa.

U uzorku tretiranom dvostruko veéim volumenom ekstrakta CBD-a u DES-u (1,0 pL)
vrijednost medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,01 %, dok je srednja
vrijednost + standardna devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 0,41 +
0,97 (0,04) %. Mjerenjem 600 pojedinac¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon
od 0— 7,12 % DNA u repu kometa.

U uzorku tretiranom najveéim volumenom ekstrakta CBD-a u DES-u (2,0 puL) vrijednost
medijana za parametar %DNA u repu kometa iznosila je 0,01 %, dok je srednja vrijednost +

standardna devijacija (kao i standardna pogreska) u tom uzorku iznosila 0,41 + 1,00 (0,04) %.
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Mjerenjem 600 pojedinac¢nih kometa u ovoj pokusnoj skupini utvrden je raspon 0 — 6,72 %
DNA u repu kometa.
Statisticka znac¢jnost rezultata provjerena je pomocu testa analize varijance uz primjenu post-

hoc Tukey-evog testa. Detaljni rezultati koji se odnose na statistiCku analizu prikazani su u
tablici 22.

Tablica 22. Rezultati statisticke analize primjenom testa analize varijance i post-hoc Tukey-
evog HSD testa.
Brojevi u tablici predstavljaju izra¢unate p-vrijednosti.
Skupine Kontrola CBD+DES-V1 | CBD+DES- | CBD+DES-V3 | Pozitivna
b (O5puL) V2 (10 L) 0pL) kontrola
Kontrola 0,149 0,706 0,709 <0,001
CBD+DES-V1(05uL) 0,851 0,849 <0,001
CBD+DES-V2(1,0pL) 1,000 <0,001
CBD+DES-V3(2,0pL) <0,001

Napomena: p-vrijednosti oznacene crvenom bojom su statisticki znacajne.

Najvazniji zakljucak koji proizlazi iz stastistiCke obrade podataka jest da je izlaganje HaCaT
stanica ispitivanom ekstraktu CBD-a u DES-u tijekom 24 h uzrokovalo statisti¢ki znacajno
smanjenje vrijednosti %DNA u repu cometa u odnosu na netretiranu kontrolu. Uzorak
pozitivne kontrole zbog najvise razine oSte¢enja DNA statisticki je znacajno odstupao u odnosu
na sve ostale pokusne skupine. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka koji

su bili tretirani s razli¢itim volumenima ispitivanog ekstrakta.

Da se detaljnije pojasnili razlike u stupnju ostecenja DNA utvrdenom u stani¢nim kulturama
HepG2, 1321N1 i HaCaT izlozenim ispitivanom DES-u te ekstraktu CBD-a u DES-u prema
kontrolama, u nastavku su priloZene fotografije kometa.

Na slici 17. prikazane su fotomikrografije obrisa kometa obojenih etidijevim bromidom i
promatranih pod fluorescencijskim mikroskopom Olympus BXS51 (povecanje 200%) nakon
provedene mikrogel-elektroforeze u alkalnim uvjetima (komet-test). Iz njih je vidljivo kako
nakon izlaganja stanica ispitivanom DES-u tijekom 24 h (b-d), te ekstraktu CBD-a u DES-u
(e-g) nije nastupilo zna¢ajno narusavanje integriteta molekule DNA niti u jednoj vrsti stanica
u odnosu na kontrolu (a). Visoki stupanj oste¢enja DNA utvrden je u uzorku pozitivne kontrole,

u kojem su uoceni kometi razli¢itih duzina repa (h). Takav rezultat potvrduje osjetljivost
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metode jer vodikov peroksid, koji je koriSten kao pozitivna kontrola, izaziva brojna ostecenja

u molekuli DNA koja se mogu osjetljivo detektirati primjenom alkalne inacice komet-testa.

U cjelini uzevsi, prilozene fotomikrografije potvrduju ranije komentirane rezultate i brojéane

podatke dobivene mjerenjima koje govore u prilog niskog potencijala za oSte¢enje DNA

ispitivanog DES-a kao i pretezito zastitnih u¢inaka CBD-a.

Slika 17.

Fotomikrografije obrisa kometa obojenih etidijevim bromidom i promatranih
pod fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51 (povecanje 200x) nakon
provedene mikrogel-elektroforeze u alkalnim uvjetima (komet-test). (a)
kontrola HaCaT stanice (bez tretmana); (b) HaCaT stanice tretirane 24 h s
najnizim volumenom DES-a (V1, 0,5 pL); (c) HepG2 stanice tretirane 24 h s
V2 DES-a (1,0 pL); (d) HaCaT stanice tretirane 24 h s V3 DES-a (2,0 pL); (e)
HaCaT stanice tretirane 24 h s V1 CBD+DES; (f) 1321N1 stanice tretirane 24
h s V2 CBD+DES; (g) HepG2 stanice tretirane 24 h s V3 CBD+DES; (h)
pozitivna kontrola HaCaT stanice (30 umol/L vodikov peroksid, 10 min).
Snimljeno pomocu ra¢unalnog sustava za mjerenje kometa Comet Assay [VT™
software te uredeno u grafickom programu IrfanView primjenom odgovarajuc¢ih
filtera za boju kako bi se prikazao stvarni izgled obojenja vidljiv pod
mikroskopom.
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Razvoj proizvoda koji sadrze bioaktivne spojeve zahtijeva razliite sigurnosne provjere
njihovih sastojaka da bi se sprijecili moguci nezeljeni ucinci na zdravlje potrosaca. Budu¢i da
se postojece tehnologije proizvodnje zasnivaju na poznatim i provjerenim postupcima, razvoj
1 poboljsanje znacajki nekog proizvoda moze ukljucivati i razli¢ite modifikacije i primjene
novih potencijalno ucinkovitijih ili kvalitetnijih sastojaka o ¢ijim moguéim Stetnim ili
povoljnim bioloskim u¢incima jo§ nema dovoljno podataka. Otapala imaju vrlo vaznu ulogu u
postupcima ekstrakcije i ona opcenito ne bi smjela interferirati s bioloSkom aktivnosti spoja od
interesa, niti utjecati na njegove moguce toksi¢ne ucinke (Le Hegarat i sur., 2020), ali poznato
je da neka otapala ipak mogu utjecati na toksi¢nost ekstrakata (YYao i sur., 2019). Primjerice,
etanol se zbog dobrih kemijskih svojstava koristi u mnogim postupcima ekstrakcija spojeva,
poput CBD-a te kao otapalo u proizvodnji lijekova, a poznato je da njegove visoke
koncentracije mogu imati Stetne uc¢inke na organizam i/ili stanice (Jamalzadeh i sur., 2016;
Nguyen i sur., 2020, Kar i sur., 2021). Stoga je opravdano razvijati tehnoloske postupke u
kojima se etanol zamjenjuje nekim drugim, podjednako ucinkovitim, a manje Stetnim i
biokompatibilnijim otapalom. U tom smislu sve vise raste znacaj primjene DES-ova kao

potencijalno uéinkovitih otapala (Xue i sur., 2020).

Koncentracije bioloski aktivnih spojeva poput CBD-a u biljnom materijalu ¢esto su vrlo niske
i da bi se dobila Sto veca koli¢ina spoja od interesa, potrebno je koristiti §to ucinkovitije i
jeftinije ekstrakcijske metode. Optimalna metoda trebala bi biti ponovljiva, ekoloski
prihvatljiva 1 nezahtjevna za izvodenje u smislu vremena potrebnog za provedbu 1 analizu.
Nadalje, pri odabiru ekstrakcijske metode vazno je imati na umu i termolabilnost aktivnih
molekula, stoga temperaturu i druge parametre treba optimizirati. Danas je razvijeno mnogo
ekstrakcijskih strategija koje se razlikuju u smislu metodologije, vremena potrebnog za analizu,
temperature, tlaka i otapala, koje se takoder koriste u kombinaciji s drugim tehnikama da bi se
povecale koli¢ine ekstrakata. Medutim, kao posljedica razlika u ekstrakcijskim procesima
moguce su razlike u kvalitativnom 1 kvantitativnom sastavu ekstrakata dobivenih iz iste biljke.
U novije vrijeme sve vecu pozornost privlace nepolarni DES-ovi, koji bi se zbog svojih
svojstava, mogli primijeniti kao zamjenska otapala za neke od standardnih otapala koja se
koriste u postupcima ekstrakcije i takoder spadaju u ,,zelena otapala® (MiSan i sur., 2019). U
ovom radu je bilo potrebno ispitati sposobnost ekstracije CBD-a u novoj kombinaciji dvaju
DES-ova uz pomo¢ tresilice, na sobnoj temperaturi. Pri tome je bilo potrebno pronaci

optimalan omjer DES-a kao ekstrakcijskog otpala i ¢istog prethodno dekarboksiliranog biljnog
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materijala u kojem ¢e se iz biljnog materijala izvuci §to vise CBD-a, a da se pri tome ekstrahira
Sto manje neZeljenih spojeva, kao Sto su klorofili i ostali karoteni. Klorofil u pro¢is¢enom ulju
djeluje kao fotosenzibilizator jer stvara singletni Kisik u prisutnosti svjetla. U radu Fakourelisa
I sur. (1987) izjavljeno je da su eksperimenti jasno pokazali da je singletni kisik uglavnom
odgovoran za fotooksidaciju ulja koje sadrzi klorofil, kao i da su uéinci klorofila na oksidaciju
lipida velika briga znanstvenika koji se bave hranom (Foote i Denny, 1968; Foote i sur., 1970;
Endo i sur., 1984) te se u nekim situacijama nastoji ukloniti. Nadalje, da bi se utvrdilo koji
omjer otapala i biljnog materijala daje nabolju iskoristivost bilo je potrebno odrediti
koncentraciju ekstrahiranog CBD-a Ciolino i sur., 2017; Hadener i sur., 2019). Iz rezultata
preliminarnih istrazivanja dobivenih tekuc¢inskom kromatografijom s DAD detektorom (HPLC
DAD) moze se zakljuciti da je omjer konoplje i DES-a za optimalnu ekstrakciju u
laboratorijskim uvjetima je 1:10 jer daje dovoljnu uravnotezenost prakti¢nosti odvajanja
ekstrakta od krutog taloga i konacne koncentracije u uzorku. Nadalje je optimalni prinos
ekstrakcije bio pri sobnoj temepraturi nakon 20 minuta provodenja ekstrakcije. Uspkros tome
Sto je bila veca koncentracija pri 40 minuta provodenja ekstrakcije, vazno je napomenuti da to
dvostruko veée vrijeme provodenja nije znanto poveéalo prinos u konaénom produktu. Sto se
tiCe preliminarnih rezultata i statisticke obrade tih rezultata za potencijalnu industrijsku
proizvodnju, dobivenih spektrometrijskom metodom te tekuc¢inskom kromatografijom s DAD
detektorom (HPLC DAD), moze se zakljuciti da uvjeti pri kojima ekstrakcija optimalna, tj. u
kojoj je u kona¢nom produktu udio CBD-a i ukupnih kanabinoida maksimalan te udio CBN-a,
klorofila a i klorofila b minimalan, su vrijeme esktrakcije od 25 minuta, omjer uzorka i otapala
od 1:7,9 do 1:8 i temperatura od 25 °C (Faktor pozeljnenosti = 0,63). Osim toga, u usporedbi s
kontrolnim uzorkom ekstrahiranim u etanolu, odabrani uzorak ima manji udio klorofila i CBN-
a kao i zanemarivo manji udio CBD-a. Takav uzorak je pokazao kvantitativhu optimalnost i
zbog toga je bio odabran za ispitivanje toksi¢nih u€inaka u uvjetima in vitro da bi se odredilo
Steti i takav uzorak zdravlju ljudskog organizma. Za toksikoloske procjene u okviru ovog
istrazivanja izabrani su jednostavni testovi na razini stanica koji predstavljaju prvi korak u

procjeni mogucih rizika od izlozenosti nedovoljno proucenih kemijskih spojeva.

Premda su u novije vrijeme provedena brojna ispitivanja u¢inaka razli¢itih DES-ova i srodnih
otapala na stani¢nim modelima (Hayyan i sur., 2015; Radosevi¢ i sur., 2018; Macario i sur.,
2019; Varela Zanoni i sur., 2019; Jung i sur., 2021; Rodriguez-Juan i sur., 2021, Pedro i sur.,
2022), toksikoloski profil hidrofobnih DES-ova koristenog za ekstrakciju CBD-a u ovom

istrazivanju potpuno je neistrazen i nepoznat jer je rije¢ 0 novoj i originalnoj smjesi dviju
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sastavnica koje mijeSanjem daju ucinkoviti DES. Zato je trebalo osmisliti i provesti njegova
preliminarna bioloSka, tj. toksikoloska ispitivanja. Pitanje je bilo uzrokuje li izloZenost stanica
u uvjetima in vitro toj novoj vrsti DES-a citotoksi¢ni u¢inak te izaziva li znacajna ostecenja na
razini molekule DNA. Moguce citotoksi¢ne i genotoksi¢ne uéinke povezane s izlozeno$éu
DES-u i ekstraktu CBD-a u tom DES-u procijenjivali smo na tri stani¢ne linije pomo¢u MTS
testa i komet-testa. Za procjenu biokompatibilnosti novodizajniranog DES-a izabrane su
stani¢ne linije koje se razlikuju po podrijetlu, a time i specificnim znacajkama vaznim za
testiranje. Budu¢i da su ove stanic¢ne linije u odredenoj mjeri zadrzale svojstva tkiva iz kojih
potjecu, pretpostavlja se da ¢e se njihovi odgovori na primijenjene tretmane razlikovati, ¢ime
¢e se dobiti potpunija slika 0 moguéim toksi¢nim uc¢incima. Pri izboru stani¢nih modela vaznu
ulogu ima njihova sposobnost za metaboliziranje kemikalija. U tom smislu, model HepG2
stanica u vrlo je Sirokoj primjeni za provodenje testiranja bioloski aktivnih spojeva Cija se
djelotvornost moze mijenjati uslijed metabolicke transformacije (Zunec i sur., 2016). Uspjesno
je primijenjen i u testiranjima toksi¢nosti razli¢itih otapala (Hasspieler i sur., 2006). 1321N1
stanice izabrane su jer su podrijetlom iz ziv€anog tkiva, koje je ciljno tkivo za djelovanje CBD-
a, dok je stani¢na linija HaCaT u $irokoj primjeni kao model za stanice koze, a takav model
vazan je zbog moguce primjene CBD-a u razli¢itim kozmetickim proizvodima koji se nanose
na kozu. Prednost testiranja na stanicnim modelima je da su takve studije jednostavne, jeftine
za izvodenje, daju znacajnu koli¢inu informacija, mogu se provoditi u kontroliranim uvjetima,
ponovljive su I mogu razjasniti brojne mehanizme stani¢ne toksi¢nosti. Rezultati dobiveni
testiranjem u uvjetima in vitro mogu biti indirektni pokazatelj mogucih u¢inaka u uvjetima in
vivo i primjenu u realne situacije. Metode koje su primijenjene u ovome istrazivanju pokazale
su se vrlo uspjesnim u prethodnim studijama na istim stani¢nim modelima. Kao S$to je
spomenuto, MTS test se moze koristiti za procjenu citotoksic¢nosti nepoznatih spojeva i smjesa
(Kamiloglu i sur., 2020). Zasniva se na pracenju aktivnosti mitohondrijske sukcinat
dehidrogenaze u metabolickim aktivnim stanicama (Juri€ 1 sur., 2021) i do sada je uspjesno
koriSten u razli¢itim istraZivanjima s istim vrstama stanica (Wang i sur., 2009; Nair i sur., 2014;
Abdul Rahman i sur., 2014; Chaudhry i sur., 2021). Za procjenu Stupnja oSte¢enja DNA
primijenjena je alkalna inaCica komet-testa koji osjetljivo otkriva Siroku paletu ostecenja
molekule DNA, a osobito jednolancane lomove u molekuli DNA i lomove na mjestima
osjetljivim na djelovanje luzina (Collins, 2004). Ista se metoda takoder do sada pokazala
uspje$nom na stani¢nim linijama koje su bile predmet ovog istrazivanja (Valentin-Severin i
sur., 2003; Wischermann i sur., 2007; Lawal i Ellis, 2010; Zunec i sur., 2016).
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U ovome istrazivanju utvrdeno je da izlaganje testiranom DES-u tijekom 24 h utjeCe na
prezivljenje stanica tek nakon primjene dva visa volumena i to u 1321N1 stanicama izrazenije
od ostale dvije vrste stanica. No, prisutnost CBD-a u istim volumenima DES-a imala je
ve¢inom povoljan ucinak na stani¢no prezivljenje. Vazno je naglasiti kako ni otapalo ni
ekstrakt nisu izazvali znaCajna odstupanja u razini primarnih oste¢enja DNA u odnosu na
kontrolne uzorke. Uzevsi u cjelini, ovi rezultati upucuju da, iako oba testirana uzorka u
pojedinim pokusnim skupinama pokazuju slaba citotoksi¢na svojstva, oni znacajno ne
narusavanju integritet DNA u izlozenim stanicama. Budu¢i da je ovo preliminarno
boistrazivanje za procjenu biokompatibilnosti novog DES-a u uvjetima in vitro, ne moze se
dati jednoznacan odgovor na pitanje zasto je nastupilo smanjeno prezivljenje stanica zato §to u
postojecoj literaturi nema objavljenih sli¢nih podataka. Medutim, s obzirom da su sastavnice
DES-a masne kiseline, koje imaju potencijal medudjelovati sa stani¢nim lipidima, moze se
pretpostaviti da ispitano otapalo vjerojatno utjece na cjelovitost i funkcionalnost stanicne
membrane. Nakon ulaska u stanicu, ono moze djelovati i na organele koje posjeduju vlastite
membrane, primjerice mitohondrije. U literaturi je vrlo dobro dokumentirano da narusavanje
funkcije mitohondrija moze izazvati stani¢nu smrt (Lemasters i sur., 1999; Ott i sur., 2007;
Maharajan i sur., 2014). Nepostojanje mjerljivih Stetnih uéinaka na razini DNA, unatoc¢
utvrdenoj niskoj citotoksi¢nosti moze se pripisati vrlo malim testiranim volumenima DES-a te
pretpostavci da sastavnice testiranog DES-a nisu reaktivne prema molekuli DNA (Traul i sur.,
2000; Johny i sur., 2009; Ruiz-Rico i sur., 2015). Vazno je istaknuti da dobiveni rezultati
upucuju kako ekstrakt CBD-a u DES-u pridonosi porastu preZivljenja 1321N1 stanica te
opc¢enito povoljno utje€e na smanjenje stupnja ostecenja DNA u svim istraZenim stani¢nim
linijama. Takav bi se u¢inak mogao pripisati zastitnom, odnosno antioksidacijskom djelovanju
CBD-a koje je dokumentirano u literaturi (Petrosino i sur., 2018; Baswan i sur., 2020). Poznato
je da sve stanice, bez obzira jesu li bile tretirane ili ne, zbog prirode samih postupaka, koji se
tijekom pokusa na njima provode, mogu dozivjeti odredenu razinu stresa koji se odrazava na
vrijednosti oba ovdje primijenjenih testova. Usprkos tome, moguce je da su uzorci tretirani
ekstraktom imali nize vrijednosti oStecenja DNA od kontrole zato Sto se tijekom izlaganja u
trajanju 24 h pod utjecajem CBD-a u stanici mogu aktivirati razli¢iti zastitni sustavi koji nisu

bili aktivni u netretiranim stanicama.

Zaklju¢no, dobiveni rezultati su obecavajuéi i daju podatke o sigurnosti primjene testiranog
DES-a u okvirima primijenjenih stani¢nih modela. Takoder, ova zapazanja mogu se smatrati

pocetnima i potrebno je daljnje istraziti sigurnosni i toksikoloski profil drugih i sli¢nih
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kombinacija otapala. Buduca se istrazivanja trebaju nastaviti primjenom $ireg raspona testova
da bi se dobila detaljnija saznanja o mehanizmima njegovog djelovanja na ciljnim mjestima u
stanici i mogué¢im uc¢incima nakon dugotrajnije primjene. S obzirom na to da neki kemijski
spojevi mogu biti ne-genotoksi¢ni kancerogeni (Hernandez, 2009; Nohmi, 2018), vazno je
utvrditi posljedice dugotrajnije izloZenosti novome otapalu i iskljuciti njegove moguce ucinke
nakon duljih vremena izlaganja. Budu¢i da su u ovom eksperimentu kori$tene tri kontinuirane
stani¢ne linije, nastavak istrazivanja mogao bi i¢i u smjeru koristenja razlicitih drugih stani¢nih
linija, ali i primarnih stanica kao $to su limfociti iz periferne krvi. Primjenom limfocita iz
periferne krvi trebalo bi dodatno potvrditi za sada uo¢ene zanemarive ucinke na razini DNA s
pomocu testa kromosomskih aberacija i mikronukleus-testa koji su specificni za taj stanicni
model, a priznati su od strane medunarodnih regulatornih tijela u podrucju toksikologije

(OECD 2016a; OECD 2016b).
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5. ZAKLJUCAK

1. Ovim je istrazivanjem dobiven ekstrakt CBD-a u hidrofobnom DES-u koji je u usporedbi s
kontrolnim uzorkom CBD-a ekstrahiranim u etanolu, pokazao potencijal za istrazivanje
moguce buduce primjene u medicini i kozmetici. Provodenjem preliminarnih ispitivanja i
primjenom tekucinske kromatografije s DAD detektorom pokazano je da optimalna ekstracija
u laboratorijskim uvjetima provodi s omjerom 1:10 suhog biljnog uzorka i smjese DES-a od
dviju hidrofobnih sastavnica te da se provodi 20 minuta na 25 °C jer se dobiva koncentracija

CBD-a priblizno kao i u kontrolnom uzorku.

2. Primjenom spektrofotometrijske metode kao i tekuéinske kromatografije s DAD detektorom
te statistickom obradom rezultata pokazano je da da uvjeti optimalne ekstrakcije, u kojoj je u
kona¢nom produktu udio CBD-a i ukupnih kanabinoida maksimalan te udio CBN-a, klorofila
a i klorofila b minimalan, su vrijeme esktrakcije od 25 minuta, omjer uzorka i otapala od 1:7,9
do 1:8 i temperatura od 25 °C (faktor pozeljnosti = 0,63).

3. Dokazano je da DES utjece na prezivljenje stanica tek nakon primjene dva visa volumena i
to izrazenije kod 1321N1 stanicama u odnosu na ostale dvije vrste stanica /HepG2 i HaCaT).
Nadalje, isti volumeni CBD-a u DES-u imali su ve¢inom povoljan ucinak na stani¢nu

vijabilnost.

4. Komet-testom dokazano je da isti volumeni ¢istog DES-a i ekstrakta CBD-a u DES-u ne
izazivaju znacajna odstupanja u razini primarnih oste¢enja DNA u odnosu na kontrolu.
Zakljuéno, ekstrakt CBD-a u ovoj kombinaciji dviju sastavnica koje mijeSanjem daju
uéinkoviti DES pokazuje znacajan potencijal za daljnja istrazivanja i buduéu primjenu u

kozmetici i medicini.
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