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1 UvVOD

U mnogim procesima kao Sto su separacija, ekstrakcija i sinteza primjenjuju se organska
otapala. Njihova upotreba je Stetna za zdravlje radnika i sigurnost procesa zbog toksi¢nosti,
eksplozivnosti i lake zapaljivosti. Kako organska otapala ne zadovoljavaju nacela zelene kemije
zadatak je pronadi zadovoljavajucu alternativu i razviti nova zelena otapala. Eutekti¢ka otapala
nazivaju se zelenima jer se sastoje od amonijevih soli i donora vodikovih veza (Seceri, alkoholi,
karboksilne kiseline, amidi, amini), a spojevi sami po sebi nisu toksicni i Stetni za okolis (Dai i
sur.,2013).

Niskotemperaturna eutektic¢ka otapala definirana su kao smjesa dvaju ili viSe komponenti koje
su povezane vodikovim vezama pri ¢emu dolazi do snizenja temperature taliSta pa se otapala
nalaze u tekuéem stanju (Paiva i sur., 2014). Jedan od glavnih problema farmaceutske
industrije je topljivost lijekova, a potencijal za otapanje polarnih i nepolarnih spojeva pokazuju
eutekticka otapala (Pedro i sur., 2019). U radu Tuntarawongsa i Phaechamud (2012) utvrdeno
je kako se topljivost aktivnog sastojka (ibuprofena) povecava izmedu 5 i 22 000 puta

otapanjem u terapeutskom niskotemperaturnom eutektickom otapalu.

Iako eutekticka otapala zadovoljavaju nacela zelene kemije, njihov ekotoksikoliski profil nije u
potpunosti poznat pa je potrebno prije upotrebe u industriji provesti ekotoksikoloSka
istrazivanja na stanic¢nim linijama. U ovom radu ispitano je djelovanije triju niskotemperaturnih
eutekticnih otapala (limunska kiselina: glukoza, betain:jabuc¢na kiselina:glukoza,
glicerol:glukoza) u svrhu bolje topljivosti antibiotika ciprofloksacina kao i terapeutskog

eutekti¢kog otapala (limunska kiselina:glukoza:ciprofloksacin)



2 TEORIJSKI DIO

2.1 TOPLIIVOST I PERMEABILNOST AKTIVNIH DIJELATNIH TVARI

Farmaceutska industrija Cesto se suoCava s problemom slabe topljivosti i permeabilnosti
lijekova Sto rezultira neodgovaraju¢om farmakokinetikom i slabom bioraspolozivosti aktivne
djelatne tvari (eng. Active pharmaceutical ingredient, API ) koji je odgovoran za ucinkovito

djelovanje lijeka (Duarte i sur., 2017).

Prema biofarmaceutskom klasifikacijskom sustavu (eng. Biopharmaceutical classification
system , BCS) lijekovi se mogu klasificirati u Cetiri skupine ovisno o topljivosti u tjelesnim
tekucinama i permeabilnosti u probavnom sustavu (Slika 1.). Aktivne tvari koje ulaze u skupinu
I pokazuju dobru topljivost i permeabilnost, tj. brzo se apsorbiraju preko stijenke
gastrointestinalnoga sustava te imaju dobru topljivost u tjelesnim tekuc¢inama. Aktivne tvari iz
skupine II imaju veliku sposobnost permeabilnosti, ali pokazuju slabiju topljivost. U suprotnosti
od djelatnih tvari skupine II, djelatne tvari skupine III pokazuju dobru topljivost, ali loSu
permeabilnost zbog ¢ega se u konacnici izlu€e iz organizma. U tom slucaju, buduci da ne dolazi
do apsorpcije, nema ni zeljenog farmakokineti¢ckog djelovanja. Djelatne tvari iz skupine IV
predstavljaju veci izazov za farmaceutsku industriju jer uz loSu permeabilnost te tvari imaju i

loSu sposobnost otapanija.

Prema radu Heimbach i sur. (2007) procjenjuje se da je 40 % aktivnih tvari u razvoju (eng.
New chemical entities, NCE) slabo topljivo u vodi. U posljednje vrijeme, u farmaceutskoj
industriji, nastoje se poboljsati takvi nedostatci kod ve¢ postojecih lijekova nego razviti nove
lijekovi, Sto zahtijeva dugotrajna klinicka ispitivanja, stoga se modifikacije lijekova mogu
odnositi na oblik i formulaciju, a moze se mijenjati i sam nacin primjene. Modifikacije se
izvrSavaju posebno kod biofarmaceutika iz klase II koji imaju veliku sposobnost permeabilnosti
kroz stijenke gastrointestinalnog sustava, no slabije su topljivosti u tjelesnim tekucinama
(Pedro i sur.,2019).

BCS sustav je nerijetko povezan s topljivosti u simuliranim tjelesnim tekucinama i
gastrointestinalnom permeabilnosti jer se njime klasificiraju najcesce lijekovi oralne primjene.
Usvojeni su /in vitro modeli kojima se odreduje permeabilnost lijekova u sintetickim

membranama koje oponasaju ucinak tkiva. Slaba topljivost i/ili permeabilnost API-ja Cesto se



nadoknaduje veéim dozama lijeka kako bi se osigurala djelatna koncentracija na ciljnom
mjestu, analogno tome moze doéi do sistematske toksicnosti ili razlicitih nezeljenih ucinaka
kao posljedica (Duarte i sur., 2017). Bez obzira na ve¢ opisane pristupe u literaturi, poboljSanje

topljivosti lijekova ostaje velik izazov u farmaceutskoj industriji.
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Slika 1. Biofarmaceutski sustav kiasifikacije (prilagodeno prema Duarte i sur., 2017)

2.1.1 Topljivost aktivnih djelatnih tvari

Topljivost bilo koje tvari moze se definirati kao koli¢ina tvari koja je nakon postizanja ravnoteze
izmedu otopine i otopljene tvari presla u otopinu pri odredenim uvjetima tlaka i temperature.
Bilo koji lijek koji se apsorbira mora biti otopljen u mediju na mjestu apsorpcije, pa tako
postoje razliCite metode za poboljSanje topljivosti slabo topljivin aktivnih tvari. Metode
ukljucuju kemijske i fizikalne modifikacije kao i neke druge modifikacije koje su: smanjenje
veli¢ine Cestica, kristalno inZenjerstvo, kompleksiranje, stvaranje soli, upotreba surfaktanata i
dr. te se metoda odabire ovisno o svojstvu lijeka, mjestu apsorpcije i potrebnim

karakteristikama doziranja.

Cinjenica da se API najces¢e nalazi u &vrstom stanju, ograni¢ava napredak u pobolj$avanju
ucinkovitosti lijekova. Opcija je prevodenje API-ja u tekuce agregacijsko stanje koje pokazuje



bolju topljivost i terapeutsku ucinkovitost. Ova promjena mora biti izvedena tako da ne
ugrozava stabilnost, efikasnost i sigurnost konac¢nog proizvoda (Pedro i sur., 2019). Lijek ili
aktivni farmaceutski sastojak smatra se dobro topljivim u vodi ako se najjaca doza moze otopiti
u volumenu od 250 mL vodenoga medija u odredenom pH rasponu. Volumen od 250 mL
izabran je jer se upravo ta koli¢ina vode konzumira prilikom oralne primjene lijeka. Uvjeti
temperature pri kojoj se topljivost lijeka ispituje su 37+1 °C, dok je pH raspon 1-7.5 prema
USFDA-u ( eng. United States Food and Drug Administration, USFDA) ,prema WHO (eng.
World Health Organisation, WHO) je 1.2-6.8 , a prema Europskoj agenciji za procjenu lijekova
( eng. European Medicines Evaluation Agency, EMEA) je 1-8. Kako je Sirok raspon pH-
vrijednosti postoji mogucnost degradacije aktivne tvari i iz tog razloga potrebno je promatrati

topljivost aktivne tvari u Sto Sirem rasponu pH-vrijednosti (Chavda i sur., 2009).
Niskotemperaturna eutekticka otapala

U novije doba, paznju akademskih znanstvenika kao i onih iz odjela istrazivanja i razvoja
farmaceutskih kompanija, privukla su niskotemperaturna eutekticka otapala, kao jedno
rjeSenje za poboljSanu topljivost aktivnih djelatnih tvari. Postoji moguénost sinteze
niskotemperaturnih eutektickih otapala u kojima je jedna od sastavnih komponenti API.
Ovakve smijese nazivaju se terapeutskim eutektiCkim otapalima (eng. Therapeutic deep
eutectic system, THEDES) (Aroso i sur., 2016). Tuntarawongsa i Phaechamud (2012) utvrdili
su kako se povecava topljivost ibuprofena izmedu 5 i 22 000 puta otapanjem u terapeutskom
niskotemperaturnom eutektickom otapalu koje sadrZi :mentol, kamfor i API (ibuprofen).
Ukoliko nema dobre topljivosti nema ni bioraspoloZivosti pa su Aroso i sur. (2016) u svome
radu ispitivali razlike u topljivosti tri aktivna sastojka: acetilsalicilne (AA), benzojeve (BA) i
fenilacetilne kiseline (PA) koriStenjem THEDES-a sa mentolom i kolin-kloridom i te razlike u
topljivosti prikazane su na slici 2. Dokazana je bolja topljivost aktivnih sastojaka kada su u
formulaciji THEDES-a, nego u cistoj vodenoj otopini aktivne tvari. Iz grafa se vidi kako sve tri
aktivne tvari : AA, PA i BA pokazuju bolje otapanje u THEDES-u s mentolom, nego s kolin-
kloridom. Slijedom navedenog mnoga su istrazivanja provedena s mentolom te je zaklju¢eno
kako se aktivna tvar razli¢ito ponasa ako je u smjesi s drugim tvarima kao mentol i kolin klorid.
Ibuprofen koji je ve¢ spomenut kao djelatna tvar pripada klasi II , no u smjesi s mentolom
ima povecanu permeabilnost i topljivost te tim poboljSanjem prelazi u klasu I. Benzojeva
kiselina kao samostalan aktivni sastojak pripada klasi III, no ako je u smjesi sa mentolom u
omjeru mentola i benzojeve kiseline 3:1 povecava joj se permeabilnost i topljivost pa pokazuje
svojstva klase I (Duarte i sur., 2017).
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Slika 2. Graficki prikaz otapanja Cistih farmaceutski aktivnih tvari u etanolu i u DES-u nakon
7 h, prilagodeno prema radu (Aroso i sur., 2016)

Mentol (eng. Menthol), ChCl (kolin klorid), AA ( acetilsalicilna kiselina), BA ( benzojeva
kiselina), PA ( fenilacetilna kiselina)

2.1.2 Permeabilnost aktivnih djelatnih tvari

Permeabilnost je velic¢ina za odredivanje sposobnosti transporta ljekovitih tvari kroz membranu
gastrointestinalnoga sustava, presudna je i za pravilnu raspodijelu lijeka u farmakoloski ciline

organe i stanice. Zbog toga se Cesto koristi u otkrivanju i razvoju lijekova (Wang i sur., 2014).

Za odredivanje permeabilnosti novih farmaceutski aktivnih tvari koriste se /in vitro metode
koje se dijele na stani¢ne i nestani¢ne. U stani¢nima metodama primjenjuju se kulture
stanica, dok se kod nestani¢nih metoda koriste umjetne membrane koje simuliraju
membranu u gastrointestinalnome sustavu. Umjetne membrane koje se koriste za procjenu
apsorpcije API-ja dobro opisuju apsorpcijski potencijal lijeka jer se vecina tvari apsorbira
potpuno ili djelomic¢no pasivnim transportom kroz umjetnu membranu koja oponasa pasivni
unutarstanicni transport (Zhu i sur., 2002). Stani¢na /n vitro metoda koja se danas koristi
kao standard u istrazivanju intestinalne permeabilnosti je primjena Caco-2 stanicne linije
(Artursson i sur., 2001). Caco-2 su epitelne stanice tumora debeloga crijeva koje se koriste

kao model za spomenuta istrazivanja (Press i Grandi, 2008). Jos 1983. godine Pinto i sur.



otkrili su sposobnost Caco-2 stanica da diferenciraju u epitelne stanice crijeva koja ima
veliku primjenu u procjeni permeabilnosti. Niskotemperaturna eutekticka otapala

Posljednjih godina razvijaju se ekoloski prihvatljivija otapala ili tzv. zelena otapala koja moraju
zadovoljiti zahtjeve kao Sto su: energetski nezahtjevna i jednostavna sinteza, dostupnost,
biorazgradivost, niske cijene, mogucnost ponovne upotrebe, nezapaljivost, mala hlapljivost i
niska toksi¢nost (Zang i sur., 2012).

Niskotemperaturna eutekticka otapala su zelena otapala koja nastaju mijeSanjem dva ili vise
metabolita u definiranom molarnom omjeru te pri definiranoj temperaturi koja se povezuju
vodikovim vezama (Martins i sur., 2019). Ime ovih otapala dolazi od grcke rijeci eu (eu) i Téic
(teksis) Sto u prijevodu znaci lako topljenje, dakle otapala imaju svojstvo eutektickosti, dok
niskotemperaturna oznacava pad temperature taliSta smjese u odnosu na temperaturu talista

ishodnih komponenti (Paiva i sur., 2014).

Struktura niskotemperaturnih eutektickih otapala prema radu Smith i sur. iz 2014 godine moze
se opisati opéom formulom Cat*XzY , Cat* predstavlja fosfonijev, amonijev ili sulfonijev

kation, halogenid Xje Lewisova baza, dok Y predstavlja Lewis-ovu ili Brgnsted-ovu kiselinu.

Cat*Xdio formule predstavlja akceptora vodikove veze (eng. hydrogen bond acceptor, HBA),
s kojim tvori kompleks kao donor vodikove veze (engl. Aydrogen bond donor, HBD),a z
oznacava broj ¥ molekula u kompleksu. Prema navedenome niskotemperaturna eutekticka

otapala dijele se u Cetiri skupine:

Tip I (kvaterna sol Cat*X'i halogenid metala poput Zn, Sn, Fe)

Tip II (kvaterna sol Cat*X i halogenid metla poput Cr, Co, Fe)

Tip III (kvaterna sol Cat*X i donor vodikove veze poput amida, kiseline i alkohola)
Tip IV (halogenid metala i donor vodikove veze poput amida i alkohola)

Nakon razvoja DES-ova medu kojima su najzastupljenija bila ona bazirana na kolin-kloridu
(ChCl), organskim kiselinama, Secerima, polialkoholima, aminokiselinama i dr. (Carriazo i sur.,
2012), Dai i sur. (2013) uveli su novu vrstu niskotemperaturnih eutektickih otapala koju su
nazvali NADES (eng. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES) koja po svim karakteristikama
zadovoljavaju nacela zelene kemije; nehlapljivost, toplinska kemijska i elektrokemijska
stabilnost, biorazgradivost, nizak tlak pare, nezapaljivost, netoksi¢nost, veca viskoznost od

vode i klasi¢nih organskih otapala, nemijeSanje sa mnogim organskim otapalima.



2.1.3 Toksicnost niskotemperaturnih eutektickih otapala

Bez obzira Sto postoji mogucénost Siroke upotrebe DES-ova u podrucju zelenih tehnologija,
prije primjene u industriji potrebno je detaljno provjeriti njihovu toksicnost. Glavni cilj
ispitivanja citotoksi¢nosti in vitro je unapredenje zastite okoliSa i ljudskoj zdravlja ranijom

identifikacijom kemijskih tvari koje su potencijalno toksi¢ne (Hayyan i sur., 2015).

Prema radu Radosevic i sur. (2015) u sintezi niskotemperaturnih eutektickih otapala od velike
je vaznosti izbor donora vodikove veze. Naime u radu je ispitana je citotoksi¢nost na ribljoj
(CCO) i humanoj stanicnoj liniji (MCF-7), fitotoksi¢nost na pSenici i biorazgradivost pomocu
mikroorganizama iz otpadnih voda. U istrazivanju koriStena su tri niskotemperaturna
eutekticka otapala na bazi kolin-klorida uz glukozu, glicerol i oksalnu kiselinu, koji imaju ulogu
donora vodikove veze. Utvrdeno je da kombinacija kolin-klorid sa glukozom ili glicerolom
pokazuje nisku razinu citotoksi¢nosti, dok kolin-klorid uz oksalnu kiselinu rezultira toksi¢nim
otapalom. Sva otapala karakterizirana su kao biorazgradiva i ta spoznaja dovodi do zakljucka
kako su DES-ovi na bazi kolin-klorida perspektivni za Siroku primjenu u razli¢itim industrijama.
Hayyan i sur. (2013a, 2013b) takoder su u svome istrazivanju potvrdili rezultate o
netoksicnosti eutektickih otapala s kolin-kloridom koristeéi larve racica i bakterije, te je

zaklju¢eno da toksicnost i citotoksi¢nost ovisi 0 sastavu i primijenjenoj koncentraciji.

U radu Rodrigues i sur. (2021) ispitana su fizikalno-kemijska i toksikoloSka svojstva DES-ova
sa betainom uz razli¢ite udjele vode u otapalu, za procjenu ovakvih eutektickih otapala
toksicnost se ispitivala na humanim intestinalnim stanicama epitelnog tkiva (Caco-2),
bakterijama i sjemenkama psenice. Opcenito toksi¢nost otapala bila je manja kako se udio
vode u otapalu poveéavao kod Caco-2 , ali i bakterijskih stanica. Takoder kod sjemenaka
pSenice uoceno je kako se i dalje mogu razvijati i rasti uz DES-ove pa se ova otapala smatraju

niske fitotoksi¢nosti.

2.1.4 Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala

Komponente prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala Siroko su rasprostranjene u
prirodi. Njihov naziv ne opisuje samo podrijetlo vec i njihovu pretpostavljenu ulogu u Zivim
organizmima pa imaju potencijal kao medij za skladistenje, otapanje i transport metabolita
koji nisu topljivi u vodi i mastima. Naime velik je broj kombinacija ishodnih molekula koje



formiraju NADES Sto otvara mogucnosti sinteze novih NADES koja imaju svojstva za toc¢no

odredenu primjenu npr. u proizvodniji funkcionalne hrane (Dai i sur., 2013).

Eutekticka otapala smatraju se dobrom alternativom otapala za Siroku primjenu u kemijskim
procesima kao Sto su:ekstrakcija, (bio)kataliza, organska sinteza, elektrokemija i mnoge druge
(Rodrigues i sur., 2021). Nadalje DES-ovi imaju svoju primjenu i u ekstrakciji, procisavanju i
izolaciji sekundarnih metabolita koja posjeduju biolosku aktivnost, upravo ta aktivhost moze
biti korisna i primjenjiva u lije¢enju ili prevenciji bolesti kod ljudi. U posljednjih 10 godina ta
se otapala intenzivno proucavaju i sve viSe pronalaze svoju primjenu. Naprimjer u ekstrakciji
zbog svoje sposobnosti otapanja organskih i anorganskih spojeva pa se uz niskotemperaturno
eutekticko otapalo ChCl:U (kolin klorid:urea) vrsi ekstrakcija proteina keratina iz prirodnih
izvora. Niskoteperaturna eutekticka otapala koriste se i u obradi biomase , otapalo ChCl:AA
(kolin klorid:octena kiselina) koristi se za otapanje celuloze. Svoju primjenu niskotemperaturna
eutekticka otapala pronasla su i u elektrokemiji zbog elektricne provodljivosti i sposobnosti
otapanja razli¢itih metalnih soli i oksida pa se otapalo ChCl:U(kolin klorid:urea) koristi u

proizvodniji nanocestica (Ag) (Radovic¢ i sur., 2021)



3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

3.1.1 Kemikalije

e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley,
UK

e FBS (Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corportion, Auckland, Novi Zeland

e 0,25% Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK

e Tripan-plavo, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Kristal-ljubi¢asto, Kemika, Zagreb, RH

e MTS[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil )-2H-
tetrazolij], Promega, NY, SAD

e Etanol, Kemika, Zagreb, RH

o Niskotemperaturna eutekticka otapala: limunska kiselina:glukoza (Ca:Glc),
glicerol:glukoza (Gly:Glc), betain:jabucna kiselina: glukoza (B:Ma:Glc), Laboratorij za

tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije, PBF, Zagreb, RH

3.1.2 Otopine i puferi

PBS pufer (pH=7,4)

NaCl 8,0g
KCl 0,2g
Na2HPO4 1,44 ¢
KH2PO4 0,24 g

Destilirana voda do 1000 mL

0,4% otopina tripan-plavo

Boja tripan-plavo 0,049

PBS pufer do 10 mL



0,2% otopina kristal-ljubic¢asto

Boja kristal-ljubicasto 0,02 g

2% etanol do 10 mL

3.1.3 Caco-2i Hela stanice

U ovom radu koriStena je Caco-2 humana stani¢na linija iz CLS Cell Lines Service GmbH
(Eppelheim, Germany) banke stanica prikazana na slici 3. Caco-2 je besmrtna stanicna linija
ljudske stanice kolorektalnog andenokarcinoma. Primarno se koristi kao model crijevne
epitelne barijere. Stanice Caco-2 u kulturi spontano diferenciraju u heterogenu smjesu
crijevnih epitelnih stanica, odnosno morfoloski i funkcionalno podsjecaju na enterocite koji
oblazu tanko crijevo. Za usporedbu koristena je i Hela stanicna linija koja je izolirana iz tumora
vrata maternice i koristi se kao izuzetno dobar bioloski model za razliCita /in vitro istraZivanja.
Hela stanicna linija iz CLS Cell Lines Service GmbH (Eppelheim, Germany) radne banke
stanica, prikazana je na slici 4. Obje stanicne linije su adherentne, a morfoloski epitelne i
uzgajaju se u inkubatoru s atmosferom koja sadrzi 95% zraka i 5% CO, te pri temperaturi od
37 °C. Uzgoj stanica provodi se u petrijevim zdjelicama ili u ploci s jaZicama prilikom

postavljanja eksperimenata ispitivanja citotoksicnosti eutektickih otapala.

10



Slika 3. Mikroskopska slika Caco-2 stanicne linije (viastita fotografija)
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Slika 4. Mikroskopska slika HelLa stanicne linije (viastita fotografija)

3.1.4 Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala

Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala koriStena u ovom radu sintetizirana su u
Laboratoriju za tehnologiju, primjenu stanica i biotransformacije, Prehrambeno-
biotehnoloSkoga fakulteta u Zagrebu mijeSanjem u Tablici 1.
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Tablica 1. Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala koristena u radu

Prirodno Molarni omjer Kratica
niskotemperaturno

eutekticko otapalo

limunska kiselina: glukoza 1:1 Ca:Glc
betain:jabucna 2:1 B:Ma:Glc
kiselina:glukoza
glicerol:glukoza 2:1 Gly:Glc
limunska 1:1:0.3 Ca:Glc:CIP

kiselina:glukoza:ciprofloksacin

3.1.5 Uredaji i oprema

e Komora za sterilni rad, Kambic, Slovenija

e Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Kambic, Slovenija
e Inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka

o Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

¢ Dyno-Eye digital camera, ANMO Electronics Corporation, Tajvan
e Ploce s 96 jazica, Corning, SAD

e Ploce s 24 jazice, Corning, SAD

« Cita¢ plo¢a, Tecan, Mannendorf, Svicarska

¢ Hladnjak (4 °Ci -20 °C), Gorenje, Slovenija

e Hladnjak (-75 °C), TT 80 FRYKA, Njemacka

« Digitalna vaga, Boeco, Njemacka

e Neubauerova komorica za brojanje stanica, Reichert, NY, SAD
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¢ Laboratorijski pribor (mikropipete, nastavci za mikropipete, petrijeve zdjelice, laboratorijsko

posude)
3.2 METODE
Rad sa stanitnim linijama zahtjeva aseptithe uvjete kao i koristenje

steriliziranogalaboratorijskog pribora. Tijekom ovog istrazivanja sve manipulacije sa Caco-2 i
Hela stanicama odradene su u laminaru, takoder kako bi se sprijeCila kontaminacija, ruke i

radna povrsina prije rada prebrisana je 70%-tnim etanolom.

3.2.1 Uzgoj stanica i odredivanje broja stanica dodatkom boje tripan-
plavo

Caco-2 i Hela stanice ¢uvane su u ampulama na -70 °C. Ampule je potrebno prvo odmrznuti
uranjanjem u vodenu kupelj te se tamo stanice u mediju za zamrzavanje zagrijavaju na 37°C,
nakon odmrzavanja suspenzija se podlaze centrifugiranju i uklanja se medij za zamrzavanije.
Talog se resuspendira u sviezem mediju za uzgoj uz dodatak 10 % seruma. Stanice se ¢uvaju
u inkubatoru i kontroliranim uvjetima, pri 37 °C u atmosferi koja sadrzi 5 % ugljikovog
dioksida. Obe stanicne linije su adherentnog tipa te ih je prije precjepljivanja potrebno tretirati
tripsinom kako bi se odvojile od podloge za rast. Prvo se uklanja medij za uzgoj, stanice se
ispiru PBS puferom te se dodaje tripsin. Nakon dodavanja tripsina petrijeva zdjelica u kojoj su
stanice odlaze se u inkubator na 37 °C dok se stanice ne odvoje od podloge. Odvajanje stanica
pratimo pod inverznim mikroskopom. Kad se stanice odvoje, Sto je vidljivo pod mikroskopom,
zaustavlja se djelovanje tripsina dodatkom svjezeg medija. Alikvot pomijeSan sa bojom tripan-
plavo koristi se za odredivanje broja stanica. Broj stanica odreduje se pomoc¢u Neubauerove
komorice. Komorica za brojanje sadrzi mrezu od jednog velikog kvadrata unutar kojeg se
nalazi 9 manjih kvadrata. Stanice se broje u Cetiri rubna kvadrata koja su podijeljena na 16

kvadrati¢a (4x4) (Slika 5.). Broj stanica u mililitru suspenzije odreden je prema formuli (1):

_broj stanica zbroj stanica u 4 kvadrata * 5000 (1)

mL suspenzije
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Slika 5. Mreza Neubauerove komorice

3.2.2 Nacjepljivanje stanica i tretman niskotemperaturnim eutektickim
otapalima

Kada se odredi broj stanica u mL suspenzije racuna se volumen suspenzije potreban za
nacjepljivanje ploca sa 96 jaZica. Koncentracija stanica koja se nacjepljuje je3x10* stanica po
mL. U svaku jazZicu nacjepljuje se 100 pL pripremljene i razrijedene suspenzije te se ploca s
jazicama odlaze 24h u inkubator na 37 °C..U tom razdoblju stanice se prihvacaju za podlogu,
dijele se i rastu. Obje stanicne linije tretirane su sa 8 razli¢itih koncentracija (5, 10, 50, 100,
200, 500, 1000, 2000 mg L pripremljenih niskotemperaturnih eutektickih otapala (Ca:Glc,
B:Ma:Gilc, Gly:Glc). Caco-2 stani¢na linija tretirana je irazli¢itim koncentracijama (10, 25, 50,
100 mg L? ) formulacije ciprofloksacina (Ca:Glc:CIP) .Za svaku koncentraciju postavljene su
tri paralele, dok kontrolne stanice nisu tretirane. Nakon dodatka niskotemperaturnih
eutektickih otapala i formulacije ciprofloksacina stanice su inkubirane na temperaturi od 37 °C

tijekom 72 sata nakon cega je odreden ucinak otapala na stanice MTS metodom.
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3.2.3 MTS metoda za odredivanje prezivljenja stanica

U istrazivanjima toksicnosti koristi se MTS metoda, ova metoda je kolorimetrijska i pomocu
nje se odreduje broj vijabilnih stanica. The CellTiter 96® AQueous One Solution reagens
sadrzava tetrazolijevu sol MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolij i PES (fenazin etosulfat) koji poboljSava stabilnost reagensa. MTS sol
se u stanicama reducira do ljubicasto obojenog produkta, formazana koji je topljiv u stanicnom
mediju. Reakcija redukcije odvija se u prisutnosti NADH ili NADPH koji nastaju djelovanjem
enzima dehidrogenaza metabolicki aktivnih stanica. Nakon tretmana niskotemperaturnim
eutektickim otapalima uklanja se medij te se u svaku jazicu dodaje svjezi medij s MTS
reagensom (10% v/v). PloCe se vracaju na inkubaciju na 37 °C u vremenskom periodu 1-4
sata. Intenzitet razvijene boje mjeri se spektrofotometrijski Citacem ploca te je izrazen kao
apsorbancija pri valnoj duljini od 490 nm. Apsorbancija koja je izmjerena proporcionalna je
kolicini nastalog formazana, kao i broju Zivih stanica. Postotak preZivljenja stanica izraCunava

se mnoZenjem omjera apsorbancije tretiranih i kontrolnih stanica sa 100, tj. prema formuli

(2):

IRT , . apsorbancija tretiranih stanica
Prezivljenje stanica (%) = x 100 (2
Jery ( A)) apsorbancija kontrolnih stanica ( )

3.2.4 Bojanje stanica otopinom boje kristal-ljubicasto

Kako bi se uocile eventualne morfoloske promjene, obje strani¢ne linije promatrane su
svakodnevno pod inverznim mikroskopom. Zbog vidljivosti na fotografijama stanice su
obojane bojom kristal-ljubi¢asto. U plocu sa 24 jazice nacijepljeno je 0,5 mL suspenzije stanica
poCetne koncentracije 3x10* stanica mL* te su stanice tretirane razli¢itim koncentracijama
eutektickog otapala. Ploca s jazicama stavljena je u inkubator na 72 sata. Nakon inkubacije
uklonjen je medij, stanice su isprane PBS puferom i u svaku jaZicu dodano je 300puL otopine
boje kristal-ljubi¢asto. Ploca je nakon dodatka boje vracena u inkubator na 10-15 minuta, boja
je uklonjena te su stanice jos jednom isprane PBS puferom. Na posljetku obojene stanice

slikane su Dyno-Eye kamerom pod inverznim svjetlosnim mikroskopom.
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4 REZULTATI I RASPRAVA

Proporcionalno s rastom svjesnosti drustva i pojedinaca o zastiti okoliSa i odrZzivom razvoju
raste i zahtjev za dizajniranjem farmaceutskih, biotehnoloskih i kemijskih proizvoda koji
smanjuju ili iskljuuju u potpunosti nastajanje Stetnih tvari za Zive organizme i okolis.
Niskotemperaturna eutekticna otapala pokazala su potencijal zbog svojstava kao Sto su
netoksicnost, biorazgradivost, nezapaljivost, nehlapljivost, moguénost dizajniranja otapala za
Zeljenu primjenu i dr. pozitivnih svojstava u raznim industrijama. U farmaceutskoj industriji
eutekticka otapala koja kao komponentu sadrze aktivnu (djelatnu) tvar ili djeluju kao otapalo

za njega pokazala su se kao obecavajuca alternativa za poboljSanje terapijske ucinkovitosti.

Svrha ovoga istrazivanja je ispitati citotoksi¢no djelovanje triju niskotemperaturna eutekticka
otapala sintetiziranih u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije, PBF-
a na Caco-2 i Hela stani¢noj liniji i terapeutskog eutekti¢kog otapala na Caco-2 stani¢noj liniji.
Za ispitivanje toksi¢nosti Caco-2 i HelLa stanice nacijepljene su na plocu sa 96 jazica te tretirane
razlicitim koncentracijama eutektickih otapala: limunska kiselina:glukoza, betain: jabucna
kiselina: glukoza, glicerol: glukoza te limunska kiselina: glukoza: ciprofloksacin. Caco-2
stanicna linija najceséi je /in vitro model u istraZivanjima apsorpcije lijekova u probavnom
traktu, stanice se diferenciraju i polariziraju tako da funkcionalno i morfoloski podsje¢aju na
enterocite koji oblazu tanko crijevo. Paralelno s istrazivanjem na Caco-2 stanicama,
citotoksi¢no djelovanije ispitano je i na Hela stani¢noj liniji koja je ranije koristena u mnogim
ispitivanjima ucinaka DES-ova. Za uzgoj je koristen DMEM hranjivi medij uz dodatak FBS-a,
tretman eutektickim otapalima trajao je 72 sata, dok je preZivljenje stanica odredeno MTS

metodom.

4.1 UTIECAI NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH OTAPALA NA CACO-2 I HELA
STANICNU LINIJU

Caco-2 i Hela stanice pocetne koncentracije 3x10* stanica mL™! nacijepljene su na plocu

96 jazica i inkubirane 24 sata na 37 °C. Nakon inkubacije stanice su tretirane
niskotemperaturnim eutektickim otapalima: Ca:Glc, B:Ma:Glc, Gly:Glc u rasponu
koncentracija od 5 do 2000 mg L! . Ploca je vracena u inkubator na 72 sata nakon se MTS
kolorimetrijskom metodom odredio postotak prezivljenja Caco-2 i Hela stanica tretiranih

DES-ovima u odnosu na kontrolne, netretirane stanice. Rezultati su prikazani na slikama 6-8.
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Slika 6. Utjecaj niskotemperaturnog eutektickog otapala Ca:Glc na Caco-2 i Hela stanicne

linije

Iz rezultata na slici 6 vidljivo je da ispitivano eutekti¢ko otapalo nema citotoksicni ucinak na

Caco-2 i HelLa stanicnu liniju pri ispitivanim koncentracijama.
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Slika 7. Utjecaj niskotemperaturnog eutektickog otapala Gly:Glc na Caco-2 i Hela stanicne
linije

Rezultati sa slike 7. pokazuju da niti kod ovog eutektickog otapala nije znatno smanjeno
preZivljenje tretiranih Caco-2 i Hela stanica te se moze zakljuciti da je citotoksicni profil tog
otapala dobar i da je sigurno za primjenu. Sli¢ni zakljucak za eutekticka otapala na bazi
poliola i Seéera jabucna kiselina:glukoza i jabucna kiselina:glukoza:glicerol donjeli su Mitar i

sur. (2019) ispitivanjem citotoksi¢nosti na HEK-293T, Hela, i MCF-7 stani¢nim linijama. U

ispitanom rasponu od 1-2000 mg mL-! otapala nisu pokazala citotoksicni u¢inak
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Slika 8. Utjecaj niskotemperaturnog eutektickog otapala B:Ma:Glc na Caco-2 i HelLa stanicne
linije

Djelovanje B:Ma:Glc otapala takoder nije inhibiralo rast Caco-2 stanicne linije kao i na
kontrolne stanice Hela, dakle nije citotoksi¢no. Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti

kako ispitivana niskotemperaturna eutekticka otapala nemaju citotoksi¢no djelovanje ma

Caco-2 stanice sto ih Cini sigurnima za primjenu.

Citotoksicni utjecaj hidrofilnih eutekti¢kih otapala na HeLa stanic¢ne linije vec je ranije ispitan
((Hayyan et al., 2016; RadoSevi¢ et al., 2018)). U istrazivanju RadoSevic¢ i sur. (2018)
primijeceno je da je ECso vrijednost otapala B:Ma:Glc na Hela stani¢nu liniju bila < 2000 mg

L! ¢ime je zaklju¢eno da je Hela stanice pokazuju veliku toleranciju na otapala.

4.2 MORFOLOGIJA CACO-2 I HELA STANICA TRETIRANIH
NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICNIM OTAPALIMA

Potencijalna toksi¢nost niskotemperaturnih eutektickih otapala na Caco-2 i Hela stanice
moZze se ocitovati promjenama izgleda stanica. Tijekom ispitivanja citotoksi¢nosti eutektickih

otapala, stanice su promatrane i pomocu svjetlosnog mikroskopa.Pracena je brojnost kao i
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izgled stanica. Kako ni jedno od ispitivanih otapala nije imalo citotksi¢ni u¢inak primjenom
MTS-metode, za morfoloska ispitivanja, odabrano je jedno od 3 otapala B:Ma:Glc. Na slici
9.prikazane su Caco-2 kontrolne stanice i stanice tretirane niskotemperaturnim eutektic¢kim
otapalom B:Ma:Glc. Na slici 10. prikazane su Hela kontrolne stanice i stanice tretirane

otapalom B:Ma:Glc.

Slika 9. Caco-2 stanicna linija fotografirana pod svjetlosnim mikroskopom: a) Caco-2

kontrolne stanice b) stanice tretirane s 2000 mg L B:Ma:Glc

Slika 10. Hela stanicna linija fotografirana pod svjetlosnim mikroskopom: a) kontrolne

stanice b) stanice tretirane s 2000 mg L B:Ma:Glc

Iz slika 9 i 10 vidljivo je kako niskotemperaturno eutekticko otapalo B:Ma:Glc nema ucinak na
rast Caco-2 i Hela stanica, morfologija i brojnost tretiranih stanica potvrduje rezultate MTS
metode, odnosno da ispitivana niskotemperaturna eutekticka otapala nemaju citotoksic¢an

ucinak na Caco-2 stani¢nu liniju.
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4.3 UCINAK TERAPEUTSKOG EUTEKTICKOG OTAPALA NA CACO-2 STANICE

Ucinak niskotemperaturnog eutektickog otapala Ca:Glc:CIP ispitan je u ovom radu kao
sastavni dio formulacije ciprofloksacina. Ciprofloksacin je antibiotik koji pripada skupini
fluorokinolona. Ciprofloksacin djeluje inhibitorno na bakterije koje uzrokuju infekcije
probavnog sustava kao i mnoge druge. Djelovanje sintetiziranoga THEDES-a limunska
kiselina: glukoza: ciprofloksacin ispitano je na stanicama ljudskog karcinoma kolona odnosno

Caco-2 stani¢noj liniji i dobiveni su rezultati prikazani na slici 11.
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Slika 11. Utjecaj terapeutskog eutektickog otapala Ca.Glc:CIP na Caco-2 stanice

Terapeutsko eutekti¢ko otapalo Ca:Glc:CIP inhibiralo je rast Caco-2 stanica u cijelom
podrudju ispitivanja. Inhibiran je rast vise od 50 % stanica te je citotoksi¢ni ucinak vidljiv u
cijelom podrucju. Moze se zakljuciti da formulacija ciprofloksacina ima toksi¢no djelovanje na
Caco-2 stanice Prema dostupnim literaturnim podacima, do sada nije ispitano citotoksi¢no
djelovanje formulacije Ca:Glc:CIP na CaCO-2 stani¢nu liniju te su podaci dobiveni u ovom
dijelu istrazivanja vrijedni za nastavak projekta Racionalan dizajn prirodnih eutektickih

otapala za pripremu i formulaciju kiralnih lijekova.
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5 ZAKLJUCCI

1z rezultata prikazanih u ovom radu proizlaze sljedeci zakljucci:

1. Niskotemperaturna eutekticka otapala limunska kiselina: glukoza, betain: jabucna
kiselina: glukoza i glicerol: glukoza u ispitanom rasponu koncentracija (5-2000 mg
L!) nemaju citotoksi¢no djelovanje na Caco-2 stani¢nu liniju

2. Niskotemperaturna eutekticka otapala (Ca:Glc, B:Ma:Glc, Gly:GIc) u ispitanim
koncentracijama (5-2000 mg L!) nemaju citotoksi¢no djelovanje na Hela
stanicnu liniju i smatraju se sigurnima za primjenu.

3. Niskotemperaturno eutekticko otapalo B:Ma:Glc ne uzrokuje morfoloske promjene
na Caco-2 i Hela stani¢nim linijama.

4. Terapeutsko eutekti¢no otapalo limunska kiselina:glukoza:ciprofloksacin pokazuje
citotoksi¢no djelovanje na Caco-2 stanice u ispitivanim koncentracijama (200-
2000 mg L1).
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

. \ >
)OS |06 bw AV

ime i prezime studenta

27



28



	1 UVOD
	2 TEORIJSKI DIO
	2.1  Topljivost i permeabilnost aktivnih djelatnih tvari
	2.1.1 Topljivost aktivnih djelatnih tvari
	2.1.2 Permeabilnost aktivnih djelatnih tvari
	2.1.3 Toksičnost niskotemperaturnih eutektičkih otapala
	2.1.4  Primjena niskotemperaturnih eutektičkih otapala


	3  EKSPERIMENTALNI DIO
	3.1  Materijali
	3.1.1 Kemikalije
	3.1.2  Otopine i puferi
	3.1.3  Caco-2 i HeLa stanice
	3.1.4 Prirodna niskotemperaturna eutektička otapala
	3.1.5  Uređaji i oprema

	3.2 Metode
	3.2.1  Uzgoj stanica i određivanje broja stanica dodatkom boje tripan-plavo
	3.2.2 Nacjepljivanje stanica i tretman niskotemperaturnim eutektičkim otapalima
	3.2.3  MTS metoda za određivanje preživljenja stanica
	3.2.4  Bojanje stanica otopinom boje kristal-ljubičasto


	4  REZULTATI I RASPRAVA
	4.1  Utjecaj niskotemperaturnih eutektičkih otapala na Caco-2 i HeLa staničnu liniju
	4.2 Morfologija Caco-2 i HeLa stanica tretiranih niskotemperaturnim eutektičnim otapalima
	4.3  Učinak terapeutskog eutektičkog otapala na Caco-2 stanice

	5  ZAKLJUČCI

