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1. UVOD

Niskotemperaturna eutekticka otapala definirana su kao mjeSavina dvaju ili viSe
komponenata koje se povezuju vodikovim vezama, pri ¢emu dolazi do snizavanja tocke talista
zbog ¢ega se dobiva otapalo u teku¢em stanju (Paiva i sur., 2014). Prirodna niskotemperaturna
eutekticka otapala su eutekticka otapala sastavljena od primarnih metabolita, najéesée
organskih kiselina, aminokiselina, Secera i alkohola (Choi i sur., 2011; Dai i sur., 2013). Ova
otapala u potpunosti odgovaraju nacelima zelene kemije (Pani¢, 2020). Niskotemperaturna
eutekticka otapala su u novije doba privukla pozornost na podruéjima prehrambene,
kozmeticke, farmaceutske, biomedicinske industrije te ostalim podrucjima primjene posto su
pokazala veliki potencijal za zamjenu trenutno koristenih organskih otapala, koja su toksi¢na

za ljude i okoli$ (Silva i sur., 2019).

U farmaceutskoj industriji se oekuje primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala
jer su dobar medij za otapanje raznih molekula (Nguyen i sur., 2021). Jedan od glavnih
problema farmaceutske industrije je losa topljivost lijekova, a veliki potencijal za poboljSanje
njihove topljivosti pokazala su niskotemperaturna eutekticka otapala (Pedro i sur., 2019).
Takoder je moguca sinteza eutektickog otapala koje kao jednu od komponenata sadrzi lijek te

se takve smjese nazivaju terapeutska eutekticka otapala (Aroso i sur., 2016).

Prije primjene u industriji i proizvodnje u velikom mijerilu, potrebno je istraziti
citotoksicnost niskotemperaturnih eutektickih otapala. U ovom radu ispitano je djelovanje triju
niskotemperaturnih  eutektickih otapala (timol:kumarin, timol:dekanska kiselina i
timol:oktanska kiselina) za poboljSanu topljivost klotrimazola na HaCaT i Hela stanicnoj liniji
te terapeutskog eutektiCkog otapala timol:oktanska kiselina:klotrimazol na HaCaT stanicnoj

liniji MTS metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Niskotemperaturna eutekticka otapala

Niskotemperaturna eutekticka otapala (eng. Deep eutectic solvents, DESs) su Cesto
definirana kao mjesavina dvaju ili viSe komponenata, u ¢vrstom ili teku¢em agregatnom stanju,
koje se povezuju te dolazi do sniZzavanja tocke taliSta zbog cega se dobiva otapalo u teku¢em
stanju (Paiva i sur., 2014). éinjenica da se sintetiziraju iz jeftinih, biorazgradivih te netoksicnih
komponenata, dovela je do zakljutka da bi mogla biti alternativa ionskim kapljevinama.
Niskotemperaturna eutekticka otapala ponekad se nazivaju cetvrtom generacijom ionskih
kapljevina. Ova definicija nije u potpunosti tocna jer niskotemperaturna eutekticka otapala u
svojoj strukturi ne sadrze ione, nego su metaboliti koji tvore otapalo medusobno povezani
vodikovim vezama (RadosSevic i sur., 2016).

Ionske kapljevine (eng. Ionic liquids, IIs) posljednjih 20 godina privukle su veliku
pozornost te su smatrane zelenim otapalima. Medutim, iako posjeduju svojstva zelenih
otapala, kao Sto su nehlapljivost, nezapaljivost te mogucnost ponovnog koriStenja, nedostatci
ILs su visoka cijena, stupanj toksicnosti slican ili ¢ak viSi od onog organskih otapala te
generalno slaba biorazgradivost. Zbog ovoga se posliednjih godina istrazuju
niskotemperaturna eutekticka otapala, koja posjeduju fizikalno-kemijska svojstva (viskoznost,
gustoca, elektri¢na vodljivost) sli¢na ionskim kapljevinama (Mitar i sur., 2019), a biorazgradiva

su i nisko toksi¢na (RadoSevic¢ i sur., 2016).

Opca formula niskotemperaturnih eutektickih otapala, prema radu Smith i sur. (2014),
je Cat*XzY, gdje je Cat* najceS¢e kation amonijevih, sulfatnih ili fosfatnih soli, dok je X
halogenidni anion. Y predstavlja Lewis-ovu ili Brgnsted-ovu kiselinu, a z je broj Y molekula koje
stupaju u interakcije s odgovaraju¢im anionom. Niskotemperaturna eutekticka otapala

klasificirana su u Cetiri skupine:

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

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

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

Skupina III najistrazenija je te su ta otapala najceSée bazirana na kolin-kloridu i razlicitim
donorima vodikove veze (urea, alkoholi, kiseline) (Paiva i sur., 2014). Kolin-klorid je relativno

jeftin, netoksican i biorazgradiv te je zbog toga Siroko primjenijiv.



Kao sto je vec navedeno, niskotemperaturna eutekticka otapala dobivaju se mijeSanjem
dvaju ili viSe komponenata koje se medusobno povezuju vodikovim vezama. NajceSce se
koriste dvije metode za dobivanje niskotemperaturnih eutektickih otapala: metoda zagrijavanja
te metoda usitnjavanja komponenti pri sobnoj temperaturi u tarioniku. Za pripremu
niskotemperaturnih eutektickin otapala koriste se razni akceptori (eng. Hydrogen bond
acceptors, HBAs) te donori (eng. Hydrogen bond donors, HBDs) vodikove veze. Ova otapala
nazivaju se i dizajniranim otapalima jer je moguce sintetizirati ¢ak 10° razli¢itih otapala (El
Achkar i sur., 2021).

Kako su niskotemperaturna eutekticka otapala dizajnirana otapala, jedna od vaznih
karakteristika su njihova fizikalno-kemijska svojstva, koja ovise o strukturi samog otapala.
Svojstva koja su najvaznija za njihovu industrijsku primjenu su viskoznost, pH-vrijednost,
gustoda, polarnost i dr. te se odreduju odmah po pripremi DES-ova. Vecina niskotemperaturnih
eutektickih otapala ima gusto¢u vecu od vode te se kreée u rasponu od 1,0i 1,3 g cm? pri 25
°C (Tang i Row, 2013). Polarnost DES-ova ovisi o sastavnim komponentama te njihovom
omjeru. U zadnje vrijeme razvijaju se i hidrofobna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala, sto
omogucava dizajniranje DES-ova Sirokog raspona polarnosti. pH  vrijednost
niskotemperaturnog eutekti¢kog otapala odreduje odabir donora i akceptora vodikove veze.
Na primjer DES-ovi koji kao donor vodikove veze sadrze organsku kiselinu imaju pH vrijednosti
< 3. pH vrijednost izrazito kiselih otapala povecava se povecanjem udjela vode, dok kod
luznatih niskotemperaturnih eutektickin otapala dodatak vode rezultira snizenjem pH
vrijednosti (Pani¢ i sur., 2020). Niskotemperaturna eutekticka otapala su pri sobnoj temperaturi
vrlo viskozne tekucine, a Cinjenica da je viskoznost glavni regulator ionske vodljivosti dovodi
do zakljucka da su DES-ovi slabi vodici. Prisutnost vode znacajno moze utjecati na svojstva
DES-ova. Iako moze imati pozitivan utjecaj, prisutnost vode takoder moze i poremetiti
supramolekularnu mrezu eutekticke smjese. Mogucnost modifikacije fizikalno-kemijskih
svojstava ovih otapala, kao i sinteza otapala sa zeljenim svojstvima, glavni su razlog rastuceg
zanimanja znanstvenika za ova otapala. Uz Cinjenicu da su nezapaljiva, nehlapljiva, imaju niski
tlak pare te su kemijski i toplinski stabilna, niskotemperaturna eutekticka otapala, zbog Sirokog
spektra sastavnih komponenata, mogu se sintetizirati za to¢no odredene primjene (El Achkar
i sur., 2021).



2.1.1. Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala

Niskotemperaturna eutekticka otapala sastavljena od primarnih metabolita nazivaju se
prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (eng. Natural deep eutectic solvents, NADES).
Komponente koje najcesce grade prirodna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala su organske
kiseline, aminokiseline, Seceri, alkoholi te cesto voda (Choi i sur., 2011; Dai i sur., 2013).
Mnoga istrazivanja pokazala su da su ove molekule prisutne unutar mikrobnih i biljnih stanica
te stanica sisavaca te su smatrane meduproduktima metaboli¢kih puteva. Choi i sur. (2011)
razvili su teoriju da su te molekule prisutne u znacajnim koncentracijama jer grade trecu vrstu
stanicne tekudine, uz vodu i lipide. Takoder je istaknuto da NADES-ovi vjerojatno imaju ulogu
u razli¢itim stani¢nim procesima te se ovim zakljuckom mogu objasniti mehanizmi kao Sto je

biosinteza molekula koje su netopljive u vodi.

Svojstva prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala u potpunosti odgovaraju
nacelima zelene kemije: niska cijena, odrziva proizvodnja, nehlapljivost i nezapaljivost,
kemijska i toplinska stabilnost te biorazgradivost i niska toksi¢nost. Prirodna niskotemperaturna
eutekticka otapala su vrlo viskozne te guste tekucine, Sto oteZava rukovanje i prijenos mase u
procesima u kojima se koriste. Sto se ti¢e polarnosti, NADES-ovi na bazi organskih kiselina su
najpolarnija, dok su NADES-ovi na bazi Secera i polialkohola najmanje polarna otapala. Sva
navedena fizikalno-kemijska svojstva mogu se mijenjati dodatkom odredene koliine vode
(Pani¢, 2020)

Za sintezu NADES-ova koriste se barem dvije jeftine, netoksi¢ne te lako dostupne
komponente. Ove komponente, pri odredenom molarnom odnosu, stupaju u interakciju te
stvaraju novu eutekti¢ku fazu koja ima tocku talista nizu od ishodnih komponenata. Za sintezu
se mogu koristiti razne soli te donori vodikove veze koji su komponente prirodnih primarnih
metabolita. Prilikom sinteze prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala potrebno je
osusiti hidrofilne sirovine koje se koriste za sintezu, jer prisutstvo molekula vode moze

promijeniti molarni odnos.
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Slika 1. Prikaz kemijskih struktura razlicitih akceptora vodikove veze i donora vodikove veze

koji se koriste za sintezu prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala (Pani¢ i sur., 2020)

2.1.2. Toksicnost niskotemperaturnih eutektickih otapala

Zakljucak da su niskotemperaturna eutekticka otapala netoksicna proizlazi iz Cinjenice
da su sastavne komponente otapala netoksi¢ne. Ova tvrdnja ne uzima u obzir mogucnost
sinergistickog djelovanja komponenata, koje moze imati znaCajan utjecaj na bioloSka svojstva
dobivenog otapala. Zbog navedenog je potrebno opsezno istraZiti toksicnost DES-ova prije

primjene u industriji i proizvodnje u velikom mjerilu (RadosSevic i sur., 2015).

Razna istrazivanja dokazala su primjetno vecu toksi¢nost otapala, u odnosu na
toksi¢nost sastavnih komponenata, Sto dokazuje utjecaj sinergistickog efekta. Ovu razliku
autori su objasnili delokalizacijom naboja do koje dolazi zbog stvaranja vodikovih veza izmedu
organske soli i donora vodikove veze (Hayyan i sur., 2013a, 2013b; Paiva i sur., 2014).



U radovima Hayyan i sur. (2013a; 2013b) ispitana je toksi¢nost otapala na bazi kolin-klorida i
fosfonijevog iona na larvama raci¢a te dvije Gram pozitivne (Bacillus subtilis i Staphylococcus
aureus) i dvije Gram negativne bakterije (Escherichia colii Pseudomonas aeruginosa). DES-ovi
na bazi kolin-klorida nisu pokazali citotoksi¢nost, dok su oni na bazi fosfonijevog iona pokazali
blagi antimikrobni u¢inak. Zaklju¢eno je da toksi¢nost i citotoksi¢nost DES-ova ovisi o sastavu,

viskoznosti i primjenjenoj koncentraciji.

U radu Radosevic i sur. (2015) ispitana je citotoksi¢nost na ljudskoj i ribljoj stani¢noj
liniji, fitotoksicnost na pSenici te biorazgradivost triju niskotemperaturnih eutektickih otapala
na bazi kolin-klorida koja kao donor vodikove veze sadrze Secer (glukozu), alkohol (glicerol) te
organsku kiselinu (oksalnu kiselinu). Utvrdeno je da kolin-klorid:glukoza te kolin-klorid:glicerol
pokazuju nisku razinu citotoksi¢nosti, dok kolin-klorid:oksalna kiselina pokazuje umjerenu
razinu citotoksi¢nosti. Ovaj rad ukazuje na vaznost odabira donora vodikove veze prilikom
sinteze niskotemperaturnih eutektickih otapala. Sva otapala su klasificirana kao biorazgradiva,
a uocena je povezanost izmedu toksicnosti i biorazgradivosti te je zaklju¢eno da bi DES-ovi na

bazi kolin-klorida mogli biti Siroko primjenjivi.

Rad RadosSevi¢ i sur. (2016) dokazao je da i molarni odnosi komponenata DES-ova
utje€u na nivo toksicnosti. U radu je ispitana citotoksi¢nost petnaest IL-ova i DES-ova na bazi
kolina na ribljim stanicama te je vidljiva blaga razlika u vijabilnosti stanica tretiranim otapalima
kolin klorid:jabucna kiselina s razli¢itim udjelom jabucne kiseline (nivo toksi¢nosti rastao je s
porastom udjela kiseline). Iako pokazuju odredenu razinu toksicnosti, ova otapala moguce je
primjenjivati kada je inhibitorno djelovanje poZzeljno, na primjer kao antibakterijske ili

antitumorske agense (Radosevic i sur., 2016).

2.2. Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala
Od njihovog otkri¢a, niskotemperaturna eutekticka otapala privukla su pozornost na
podruéjima sinteze, procesima separacije, biokatalize, nanomaterijala, elektrokemije,

prehrambene, kozmeticke, farmaceutske i biomedicinske industrije (Silva i sur., 2019).

Veliki potencijal i primjenu NADES-ovi su pokazali u kozmetic¢koj i prehrambenoj
industriji (Naturex, 2015). Tako je tema mnogih znanstvenih radova priprema ekstrakata koji
se izmedu ostalog koriste i u kozmetickoj industriji. Pripremaju se ekstrakti bioloski aktivnih
spojeva, kao Sto su flavonoidi, antocijani, terpenoidi te alkaloidi, pomoc¢u niskotemperaturnih

eutektickih otapala.



Cinjenica da su DES-ovi jeftini, jednostavni za sintezu te generalno niske razine toksi¢nosti,
dovodi do pretpostavke da bi se bioloski aktivni spojevi, ekstrahirani niskotemperaturnim
eutektickim otapalima, mogli koristiti u raznim granama industrije (farmaceutska, kozmeticka,
agrokemijska) (Pani¢, 2020). Ekstrakcijska ucinkovitost DES-ova uvelike ovisi o fizikalno-
kemijskim svojstvima svakog DES-a. Uz ekstrakcijsku ucinkovitost na odabir otapala za
ekstrakciju utjecu i drugi parametri kao Sto su pH, viskoznost, cijena, molarni odnos sastavnih
komponenata te utjecaj na okolis. Jedan od najvecih problema kod koriStenja DES-ova za
ekstrakciju je Cinjenica da su to vrlo viskozne tekucine pri sobnoj temperaturi Sto predstavlja
problem prijenosa mase izmedu otapala i biomase iz koje se bioloski aktivni spojevi
ekstrahiraju. Dodatak vode smanjuje viskoznost te na taj nacin poboljSava prijenos mase i
efikasnost ekstrakcije (Ruesgas-Ramon i sur., 2020). U radu Dai i sur. (2016) dokazano je da
je stabilnost antocijana visa u DES-u mlijeCna kiselina:glukoza nego u konvencionalnim
otapalima (etanol i voda), Sto je jos jedan vaZzan faktor pri odabiru otapala za ekstrakciju.
Stabilizacijska sposobnost DES-ova povezana je sa snaznim vodikovim vezama koje nastaju
izmedu otopljenih tvari i otapala.

Drugo podrucje primjene u kojem se DES-ovi intenzivno istrazuju je farmaceutska
industrija. Jedna od glavnih primjena DES-ova u farmaciji proizlazi iz ¢injenice da su dobar
medij za otapanje, ne samo malih molekula, vec i velikih makromolekula, kao Sto su proteini,
nukleinske kiseline i polisaharidi. Zbog navedenog bi se mogli primjenjivati kao otapala za
hidrofobne lijekove. U usporedbi s vodenim medijima, mogu pogodovati stvaranju odredenih
konformacija, a topljivost te stabilnost spojeva je povecana u usporedbi s konvencionalnim

otapalima (Nguyen i sur., 2021).

2.2.1. Topljivost lijekova

U novije doba, jedan od glavnih ciljeva farmaceutske industrije je poboljSanje
ucinkovitosti postojecih lijekova. Ovakav pristup je puno jednostavniji od razvijanja novih
lijekova, koji zahtjevaju klini¢ka istrazivanja. Vecina postojecih lijekova je slabo topljiva u vodi,
Sto rezultira loSom biodostupnoscu i permeabilnoS¢u. Iako su brojni pristupi opisani u raznim
radovima, poboljSanje ovih nedostataka i dalje je jedan od najvecih izazova prilikom razvijanja
lijekova. U cilju rijeSavanja ovog problema, veliki potencijal za poboljSanje topljivosti aktivne
(djelatne) tvari (eng. Active pharmaceutical ingredient, API) pokazala su niskotemperaturna

eutekticka otapala.

Cinjenica da se API najée$¢e nalazi u krutom stanju, ograni¢avala je napredak u
poboljSanju ucinkovitosti lijekova. Alternativa je prevodenje API-ja u tekuce stanje koje

pokazuje bolju topljivost te time i bolje terapeutsko djelovanje.



Ova konverzija mora biti provedena tako da sigurnost, efikasnost i stabilnost krajnjeg
proizvoda budu osigurane (Pedro i sur., 2019).

Jedan od primjera razvoja API-ja u teku¢em stanju je otapanje u ionskim kapljevinama,
sastavljenima od aktivhog sastojka u anionskom ili kationskom obliku. Rad Berton i sur. (2017)
ispitao je utjecaj otopljenog lidokaina u ionskoj kapljevini (lidokain dokusat) na biodostupnost
lidokaina. Ovaj pristup smatran je novom strategijom za poboljSanje terapeutskog ucinka
lijekova, ali je problem predstavljala toksicnost IL, koja najviSe ovisi o strukturi i uglavnom je

nepoznata (Pedro i sur., 2019).

Kao alternativa ionskim kapljevinama, primjenu su nasli DES-ovi, u kojima se moze
otopiti API te proizvesti API u tekuc¢em stanju. Jedan od prvih radova koji je potvrdio ovu
tvrdnju, na primjeru nesteroidnih protuupalnih lijekova, je rad Morrison i sur. (2009). Prema
radu Lu i sur. (2016) topljivost ibuprofena, aspirina, acetaminofena, ketoprofena i naproksena
poboljSana je koristenjem DES-ova kao otapala. U istrazivanju Li i Lee (2016) dokazana je
poboljSana topljivost itrakonazola, piroksikama, lidokaina i posakonazola koristenjem DES-a na
bazi kolin-klorida i glikolne kiseline, u usporedbi s topljivos¢u u vodi. NADES sastavljen od
mentola i kamfora, pokazao se kao obecavaju¢e otapalo za ibuprofen, prema radu
Phaechamud i sur. (2016).

Uz bolju topljivost, API u DES-ovima pokazuju i bolju kemijsku stabilnost. Navedeno
pokazuje rad Lu i sur. (2016) u kojem je ispitana stabilnost aspirina te je hidroliza lijeka bila
8,2 puta sporija od one u vodenom mediju. Prirodno niskotemperaturno eutekticko otapalo
betain:urea poboljsalo je stabilnost B-laktamskih antibiotika, prema radu Olivares i sur. (2018).
Iz navedenog proizlazi da niskotemperaturna eutekticka otapala mogu biti dizajnirana s ciljem

poboljsanja topljivosti, ali i kemijske stabilnosti aktivne tvari lijekova.

Uz sve navedeno, moguca je i sinteza DES-ova u kojima je kao jedna od sastavnih
komponenata API. Ovakve smijese nazivaju se terapeutskim eutektickim otapalima (eng.
Therapeutic deep eutectic system, THEDES) (Aroso i sur., 2016). Vecina djelatnih tvari moze
se ponasati kao HBA i HDB te je prilikom odabira drugih sastavnih komponenata THEDES-a
potrebno odabrati one kojima ¢e se dobiti eutekticka smjesa koja, pri normalnoj tjelesnoj

temperaturi, zadrzava terapeutska svojstva API-ja (Abbott i sur., 2017).

Rad Aroso i sur. (2016) istrazio je primjenu THEDES-a kao sustava za topljivost bioloski
aktivnih molekula. Tako su ispitani THEDES-ovi na bazi kolin-klorida i mentola te tri aktivna
sastojka (acetilsalicilna, benzojeva i fenilacetatna kiselina). Pokazana je bolja topljivost aktivnih
sastojaka kada su u obliku THEDES-a, u usporedbi sa samim aktivnim sastojkom.



Svi THEDES-ovi su pokazali antimikrobnu aktivnost, Sto dokazuje da aktivni sastojci zadrzavaju
antimikrobno svojstvo kada su dio THEDES-a. U radu Duarte i sur. (2017) prikazana je
efikasnost THEDES-ova na bazi mentola i tri API-ja (ibuprofen, benzojeva i fenilacetatna
kiselina) kao formulacije za poboljSanje biodostupnosti djelatne tvari prevodenjem iz krutog u
tekuce stanje. Dokazano je da se topljivost API-ja poboljSava do 12 puta, u odnosu na API u
Cistom obliku. U radu Silva i sur. (2019) pokazano je da je THEDES mentol:stearinska kiselina
najperspektivnija formulacija THEDES-a od tri ispitane (mentol:stearinska Kkiselina,
mentol:miristinska kiselina, mentol:laurinska kiselina) te moze biti koriStena kao potencijalni
lijek za lijecenja rana. Navedena formulacija takoder je pokazala antibakterijsko djelovanje na
sojevima Staphylococcus epidermis i Staphylococcus aureus. Rad Wang i sur. (2017) dokazao
je da sustav mentol:paeonol u obliku gela na bazi mikroemulzije poboljSava dopremu aktivne
tvari putem koZe te da bi eutekticke smjese API-mentol mogle biti koriStene kao efikasniji

sustav za transdermalnu primjenu lijeka.



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije

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

FBS (Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corportion, Auckland, Novi Zeland
0,25% Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK

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

Kristal-ljubicasto, Kemika, Zagreb, RH

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

Etanol, Kemika, Zagreb, RH

Niskotemperaturna eutekticka otapala: timol:kumarin (Ty:Cou), timol:dekanska
kiselina (Ty:Cio), timol:oktanska kiselina (Ty:Cg), timol:oktanska kiselina:klotrimazol
(Ty:Cs:CLO), Laboratorij za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije, PBF,
Zagreb, RH

3.1.2. Otopine i puferi
PBS pufer (pH=7,4)

NaCl 8,049

KCl 0,29
Na;HPO4 1449
KH,PO4 0,24 g
Destilirana voda do 1000 mL

0,4% otopina tripan-plavo

Boja tripan-plavo 0,04 ¢

PBS pufer do 10 mL

0,2% otopina kristal-ljubicasto

Boja kristal-ljubicasto 0,02g

2% etanol do 10 mL
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3.1.3. HaCaT i Hela stanice

U ovom radu koristena je HaCaT humana stanicna linija iz CLS Cell Lines Service GmbH
(Eppelheim, Germany) radne banke stanica prikazana na slici 2. HaCaT je transformirana
stanicna linija besmrtnih keratinocita izoliranih iz histoloski normalne koZe. HaCaT stanice su
morfoloski keratinociti te pripadaju adherentnom tipu stanica. Za usporedbu je koriStena i Hela
stanicna linija izolirana iz tumora vrata maternice, koja se koristi kao bioloski model u mnogim
istrazivanjima i izuzetno je dobar /n vitro model. Hela stani¢na linija iz CLS Cell Lines Service
GmbH (Eppelheim, Germany)radne banke stanica, prikazana je na slici 3. HelLa stanice takoder
pripadaju adherentnom tipu stanica, a morfoloski su epitelne stanice. Obje stanicne linije
uzgajaju se u kontroliranim uvjetima, u inkubatoru s atmosferom koja sadrzi 95% zraka i 5%
CO, te pri temperaturi od 37 °C. Medij za uzgoj stanica je DMEM uz dodatak 10% (v/v) FBS-
a. Uzgoj stanica provodi se u petrijevim zdjelicama, ukoliko je cilj odrzavanje biomase stanica
ili u ploci s jazicama prilikom postavljanja pojedinacnih eksperimenta ispitivanja citotoksi¢nosti

eutektickih otapala.

Slika 2. Mikroskopska slika HaCaT stani¢ne linije obojane bojom kristal-ljubiCasto (vlastiti

izvor)
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Slika 3. Mikroskopska slika HeLa stanic¢ne linije obojane bojom kristal-ljubicasto (vlastiti izvor)

3.1.4. Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala
Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala koristena u ovom radu sintetizirana su
u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije, Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu te su popisana u Tablici 1.

Tablica 1. Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala koristena u radu

Prirodno niskotemperaturno . . ]
N Molarni omjer Kratica
eutekticko otapalo
timol:kumarin 3:2 Ty:Cou
timol:dekanska kiselina 1:1 Ty:Cio
timol:oktanska kiselina 1:3 Ty:Cs
timol:oktanska kiselina:klotrimazol 1:3:0,1 Ty:Cs:CLO
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3.1.5. Uredaji i oprema
e Komora za sterilni rad, Kambi¢, Slovenija
e Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Kambic, Slovenija
e Inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka
e Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka
e Dyno-Eye digital camera, ANMO Electronics Corporation, Tajvan
e Ploce s 96 jazica, Corning, SAD
e Ploce s 24 jazice, Corning, SAD
o (itac ploca, Tecan, Mannendorf, Svicarska
e Hladnjak (4 °Ci-20 °C), Gorenje, Slovenija
e Hladnjak (-75 °C), TT 80 FRYKA, Njemacka
o Digitalna vaga, Boeco, Njemacka
¢ Neubauerova komorica za brojanje stanica, Reichert, NY, SAD
e Laboratorijski pribor (mikropipete, nastavci za mikropipete, petrijeve zdjelice,

laboratorijsko posude)

3.2. Metode

Rad sa stani¢nim linijama zahtijeva asepticne uvjete i koristenje sterilnog
laboratorijskog pribora. Sve manipulacije HaCaT i HeLa stanicama provodene su u laminaru, a
s ciljem spreCavanja kontaminacije, ruke i radna povrsina prije rada prebrisane su 70%-tnim

etanolom.

3.2.1. Uzgoj HaCaT i Hela stanica i odredivanje broja stanica dodatkom
boje tripan-plavo

HaCaT i Hela stanice Cuvane su zamrznute na -70 °C u mediju za zamrzavanje. Ampule
su odmrznute uranjanjem u vodenu kupelj na temperaturi od 37 °C, nakon Cega je suspenzija
centrifugirana, a medij za zamrzavanje uklonjen. Dobiveni talog resuspendiran je u sviezem
mediju za uzgoj u kojeg je dodano 10% seruma. Uzgoj stanica proveden je u petrijevim
zdjelicama, u inkubatoru pri temperaturi od 37 °C te u atmosferi koja sadrzi 5% ugljikovog
dioksida. Adherentne stanice, prilikom precjepljivanja, potrebno je tretirati tripsinom Sto
rezultira odvajanjem stanica od podloge za rast. 1z petrijeve zdjelice uklonjen je medij za uzgoj,
povrsina zdjelice isprana je PBS puferom te je dodan tripsin. Nakon dodatka tripsina, zdjelica
sa stanicama vracena je u inkubator dok se stanice ne odvoje od podloge. Napredak odvajanja
stanica od podloge provjeravan je pod inverznim mikroskopom. Stanice prihvacene za podlogu
su romboidalnog i izduljenog oblika, dok su odvojene stanice kruznog, pravilnog oblika te

plutaju u tripsinu.
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Djelovanje tripsina zaustavljeno je dodatkom svjezeg medija u kojem je stanice potrebno
resuspendirati. Alikvot suspenzije (20 UL) pomijeSan je s jednakim volumenom boje tripan-
plavo koja se koristi za odredivanje broja stanica. Broj stanica odreden je brojanjem u
Neubauerovoj komorici (Slika 4). Komoricu za brojanje Cini mreza sastavljena od velikog
kvadrata podijeljenog na 9 manjih kvadrata. Broje se stanice koje se nalaze unutar Cetiri rubna
kvadrata koji su podijeljeni na 16 (4x4) manjih kvadrata (Slika 5). Broj stanica u mililitru
suspenzije odreden je izracunavanjem zbroja stanica u 4 kvadrata te mnozenjem s 5000, tj.

prema formuli (1):

broj stanica

= zbroj stanica u 4 kvadrata - 5000 (1)

mL suspenzije

Slika 4.

Slika 5. Izgled mreze Neubauerove komorice
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3.2.2. Nacjepljivanje HaCaT i HelLa stanica i tretman niskotemperaturnim

eutektickim otapalima

Nakon odredivanja broja stanica u mL suspenzije, izraCunat je volumen suspenzije

potreban za nacijepljivanje ploca sa 96 jazica, tako da koncentracija stanica bude 3-10* stanica

mL*. U svaku jaZicu nacijepljeno je 100 pL tako pripremljene suspenzije te su ploce stavljene

u inkubator na 24 sata. Ovo je vrijeme potrebno da bi se stanice prihvatile za podlogu te pocele

dijeliti i rasti. Nakon inkubacije, obje stani¢ne linije tretirane su razli¢itim koncentracijama (5,
10, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 mg L) pripremljenih niskotemperaturnih eutektickih
otapala (Ty:Cou, Ty:Cioi Ty:Cg), @ HaCaT stanicna linija tretirana je i razli¢itim koncentracijama

(10, 25, 50, 100 mg L*) formulacije klotrimazola (Ty:Cs:CLO). Za svaku koncentraciju

postavljene su tri paralele, a kontrolne stanice nisu tretirane. Po dodatku niskotemperaturnih

eutektickih otapala i formulacije klotrimazola, stanice su inkubirane na temperaturi od 37 °C

tijekom 72 sata nakon Cega je odreden ucinak otapala na stanice MTS metodom.

3.2.3. MTS metoda za odredivanje prezivljenja stanica

MTS metoda je kolorimetrijska metoda za odredivanje broja vijablinih stanica prilikom

istrazivanja citotoksi¢nosti. The CellTiter 96® AQueouis 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 (Slika

6). Reakcija redukcije odvija se u prisutnosti NADH ili NADPH koji nastaju djelovanjem enzima

dehidrogenaza metaboli¢ki aktivnih stanica.

OCH,COOH sO; OCH,COOH
W I
7~z \}\] / N/O/
N_N@(S CHs N—N CHs
W, \N /
CHa CH4
MTS = Formazan

Slika 6. Prikaz strukture tetrazolijeve soli, MTS-a i reduciranog produkta, formazana

1605M BOZ_6BA
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Nakon tretmana niskotemperaturnim eutekticim otapalima i terapeutskim eutektickim
otapalom, medij je uklonjen te je u svaku jazicu dodan svjezi medij s MTS reagensom (10%
v/v). PloCe su vracene na inkubaciju 1-4 sata na 37 °C. Intenzitet razvijene boje mijeri se
spektrofotometrijski Citacem ploca te je izrazen kao apsorbancija pri valnoj duljini od 490 nm.
Izmjerena apsorbancija proporcionalna je koli¢ini nastalog formazana, koja je proporcionalna
broju Zzivih stanica. Postotak prezivljenja stanica izraCunava se mnozenjem omijera

apsorbancije tretiranih i kontrolnih stanica sa 100, tj. prema formuli (2):

apsorbancija tretiranih stanica

prezivljenje stanica (%) = 100 (2)

apsorbancija kontrolnih stanica

3.2.4. Bojanje stanica otopinom boje kristal-ljubicasto

Obje stanicne linije svakodnevno su promatrane pod inverznim mikroskopom, kako bi
se uocile eventualne morfoloske promjene. Stanice su, zbog bolje vidljivosti na fotografijama,
obojane bojom kristal-ljubicasto. U plocu sa 24 jazice nacijepljeno je 0,5 mL suspenzije stanica
pocetne koncentracije 3-10* stanica mL! te su stanice tretirane razli¢itim koncentracijama
eutektickog otapala Ty:Cs. Ploca je zatim stavljena na inkubaciju 72 sata. Nakon inkubacije
uklonjen je medij, stanice su isprane PBS puferom te je u svaku jazicu dodano 300 pL otopine
boje kristal-ljubicasto. Plo¢a je, nakon dodatka boje, vracena u inkubator na 10-15 minuta,
boja je uklonjena te su stanice jos jednom isprane PBS puferom. Ovako obojane stanice slikane

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

Niskotemperaturna eutekticka otapala, zbog svojih pozitivnih svojstava i moguénosti
dizajniranja za razliite primjene, pokazala su potencijal za primjenu u raznim granama
industrije. Jedno od podrucja primjene je farmaceutska industrija, gdje se ocekuje moguca
primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala za otapanje djelatne tvari lijekova. Prije
primjene u industriji i proizvodnje u velikom mijerilu, potrebno je ispitati djelovanje
niskotemperaturnih eutektickih otapala na ljude i okoli§ te utvrditi je li njihova primjena

sigurna.

Cilj ovog rada bio je ispitati citotoksi¢no djelovanije triju niskotemperaturnih eutektickih
otapala sintetiziranih u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije, na
HaCaT i Hela stani¢nu liniju te terapeutskog eutektickog otapala na HaCaT stanicnoj liniji.
Ispitano je djelovanje niskotemperaturnih eutektickih otapala timol:kumarin (Ty:Cou),
timol:dekanska kiselina (Ty:Cio), timol:oktanska kiselina (Ty:Cg) te timol:oktanska
kiselina:klotrimazol (Ty:Cs:CLO). HaCaT stanicna linija Cesto se koristi za odredivanje
citotoksiCnosti u /n vitroistrazivanjima. Ova stanicna linija ima visoku sposobnost diferencijacije
i proliferacije te vrlo dobro izraZzava karakteristike humanih keratinocita. Za usporedbu,
citotoksicno djelovanje ispitano je i na HeLa stanicnoj liniji izoliranoj iz tumora vrata maternice,
koja se koristi u mnogim istrazivanjima te je do sada objavljen niz radova u kojima je djelovanje
DES-ova ispitano na Hela stanicama. Stanice su uzgajane u DMEM mediju s dodatkom FBS
seruma, tretman navedenim eutektickim otapalima trajao je 72 sata, nakon ¢ega je prezivljenje

stanica odredeno MTS metodom.

4.1. Utjecaj niskotemperaturnih eutektickih otapala na HaCaT i Hela
stanicnu liniju

HaCaT i Hela stanice nacijepljene su na ploce s 96 jazica te nakon 24 sata tretirane
niskotemperaturnim eutektickim otapalima Ty:Cou, Ty:Cio i Ty:Cs u rasponu masenih
koncentracija od 5 do 2000 mg L. Nakon inkubacije koja je trajala 72 sata, MTS
kolorimetrijskom metodom odredeno je preZivljenje stanica. Rezultat je izrazen kao postotak
prezivljenja u odnosu na kontrolne, netretirane stanice. Utjecaj ispitanih niskotemperaturnih

eutektickih otapala na HaCaT i HelLa stanicne linije prikazan je na slikama 7, 8 i 9.
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Slika 7. Utjecaj niskotemperaturnog eutektickog otapala Ty:Cou na HaCaT i Hela stani¢ne
linije

Najjace inhibitorno djelovanje niskotemperaturnog eutektickog otapala Ty:Cou, na rast
HaCaT stanicne linije, vidljivo je pri koncentraciji od 2000 mg L. Prezivljenje stanica pri toj
koncentraciji otapala iznosi 74%, u odnosu na kontrolne stanice. Rast Hela stanica najjace je
inhibiran pri koncentraciji otapala od 1000 mg L te je preZivljenje stanica, pri toj koncentraciji,
77%. Prezivljenje stanica, ni pri najviSim koncentracijama, nije manje od 50% te se da
zakljuciti da je ECso vrijednost visa od 2000 mg L (RadosSevi¢ i sur., 2016). Iz navedenog

proizlazi da je Ty:Cou nisko citotoksi¢no eutekticko otapalo.
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Slika 8. Utjecaj niskotemperaturnog eutekti¢kog otapala Ty:Cio na HaCaT i Hela stani¢ne
linije

Djelovanje Ty:Cio najjace je inhibiralo rast HaCaT stanica pri koncentraciji od 2000 mg
L! te prezivljenje stanica iznosi 70%, u odnosu na kontrolne stanice. Najjace inhibitorno
djelovanje prema Hela stanicama, vidljivo je pri koncentraciji od 100 mg L. PreZivljenje
stanica iznosi 88%. Ty:Cio je takoder nisko citotoksi¢no eutekticko otapalo.
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Slika 9. Utjecaj niskotemperaturnog eutekti¢kog otapala Ty:Cs na HaCaT i Hela stanicne
linije

Ty:Cs najjace je inhibirao rast obje stanicne linije pri najvisoj primjenjenoj koncentraciji,
2000 mg L. Prezivljenje HaCaT stanica iznosilo je 62%, a HelLa 84% u odnosu na kontrolne
stanice. Iako je Ty:Csimao pri najvecoj ispitanoj koncentraciji (2000 mg L) najjadi citotoksicni
ucinak od sva tri ispitana niskotemperaturna eutekticka otapala, niti to otapalo nije izazvalo
inhibiciju rasta stanica ve¢u od 50% stoga i ono ima nisku citotoksi¢nost i moze se smatrati

sigurnim za primjenu.

Citotoksicnost hidrofobnih niskotemperaturnih eutektickih otapala jos nije dovoljno
istrazena te se njihova niska toksicnost i zelen/ karakter pretpostavljaju na temelju niske
toksicnosti komponenata iz kojih se DES priprema. Do sada je objavljeno tek nekoliko
znanstvenih radova, a konkretno ispitivana otapala u ovom radu joS nisu okarakterizirana
(Dwamena, 2019). Iz navedenih rezultata moguce je zakljuciti da ispitana niskotemperaturna
eutekticka otapala posjeduju nisko citotoksi¢no djelovanje na HaCaT stanice te su sigurna za
primjenu. Ono Sto je vidljivo iz rezultata je da vece koncentracije uzrokuju jacu inhibiciju rasta
stanica od nizih koncentracija. Ispitivana otapala, takoder su pokazala nisko citotoksicno

djelovanje i na Hela stanicnoj liniji.
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4.2. Morfologija HaCaT i HelLa stanica tretiranih niskotemperaturnim

eutektickim otapalima

Uz ispitivanje djelovanja niskotemperaturnih eutektickih otapala na rast i prezivljenje
HaCaT i Hela stanica, svakodnevno je pod mikroskopom promatran izgled i brojnost
tretiranih stanica. Stanice su fotografirane nakon 72-satnog tretmana i bojanja otopinom
boje kristal-ljubicasto. Na slici 10 prikazane su HaCaT kontrolne stanice te stanice tretirane
niskotemperaturnim eutektickim otapalom Ty:Cs koji je od tri ispitana DES-a imao najjaci
ucinak na obje stanicne linije. Na slici 11 prikazane su Hela kontrolne stanice i stanice

tretirane Ty:Cs.

Slika 10. HaCaT stani¢na linija obojana bojom kristal-ljubicasto i slikana pod inverznim
svjetlosnim mikroskopom: a) kontrolne stanice b) stanice tretirane s 200 mg L Ty:Cs ) stanice
tretirane s 2000 mg L Ty:Cs

;sa y EHf S c

Slika 11. Hela stani¢na linija obojana bojom kristal-ljubiCasto i slikana pod inverznim
svjetlosnim mikroskopom: a) kontrolne stanice b) stanice tretirane s 200 mg L Ty:Cs c) stanice
tretirane s 2000 mg L Ty:Cs

Na slikama 10 i 11 vidljivo je da niskotemperaturno eutekticko otapalo Ty:Cs ima ucinak
na rast HaCaT i Hela stanica te da je ucinak ovisan o koncentraciji otapala. U odnosu na
kontrolne stanice vidljive su odredene morfoloske promjene kod tretiranih HaCaT i Hela
stanica. Kontrolne stanice (Slika 10a i Slika 11a) imaju odgovaraju¢a morfoloska obiljezja
HaCaT i Hela stanica te lijepo porastao monosloj stanica. Osim manje gustoée monosloja, kod
tretiranih stanica (Slika 10b,c i Slika 11b,c), vidljivo je i zaokruZivanje stanica koje su se
vjerojatno zbog blagog citotoksi¢nog djelovanja ispitanog otapala odvojile od podloge za uzgoj.
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4.3. Ucinak terapeutskog eutektickog otapala na HaCaT stanice

Ty:Cs je od tri ispitana NADES-a imao najizrazeniji ucinak na rast HaCaT i Hela stanica,
no opcenito je niske citotoksi¢nosti spram HaCaT i Hela stanica, stoga je u ovom radu ispitan
uc¢inak upravo tog niskotemperaturnog eutektickog otapala kao sastavnog dijela nove
formulacije klotrimazola, odnosno tzv. terapeutskog eutektickog otapala. Naime /n silico
modeliranjem i eksperimentalnom metodom (neobjavljeni rezultati), upravo je u tom otapalu
postignuta najbolja topljivost djelatne aktivhe tvari. S obzirom na to da je klotrimazol
antimikotik koji se vec¢inom koristi za topikalnu primjenu, djelovanje sintetiziranog THEDES-a,
timol:oktanska kiselina:klotrimazol (1:3:0,1), ispitano je samo na stanicama keratinocita,

odnosno na HaCaT stanicnoj liniji te su dobiveni rezultati prikazani na slici 12.
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Slika 12. Utjecaj terapeutskog eutektickog otapala Ty:Cs:CLO na HaCaT stanice

Terapeutsko eutekticko otapalo Ty:Cs:CLO ni pri jednoj od primjenjenih koncentracija
nije inhibiralo rast HaCaT stanica te se moze zakljuciti da navedena formulacija klotrimazola

nema toksicno djelovanje na stanice koze.

U dostupnoj literaturi je malo poznato o in vitro ispitivanjima ucinka hidrofobnih
niskotemperaturnih eutektickih otapala na stanicama te njihovoj primjeni za razvoj novih
formulacija lijekova, stoga su rezultati navedeni u radu vrijedna smijernica za nastavak
istrazivanja koja ¢e se provoditi u narednom periodu u sklopu projekta: HRZZ IP-2019-04-
7712 Racionalan dizajn prirodnih eutektickih otapala za pripremu i formulaciju kiralnih lijekova.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sliedece:

1.

3.

Niskotemperaturna eutekticka otapala timol:kumarin, timol:oktanska kiselina i

timol:dekanska kiselina, u ispitanim koncentracijama (5 — 2000 mg L!) imaju nisko

citotoksi¢no djelovanje na HaCaT stanicnu liniju te su sigurna za topikalnu primjenu

Niskotemperaturna eutekticka otapala (Ty:Cou, Ty:Cs i Ty:Cio), U ispitanim
koncentracijama (5-2000 mg L!) imaju nisko citotoksi¢no djelovanje na HelLa
stani¢nu liniju te se mogu smatrati sigurnima za daljnju primjenu.

Terapeutsko eutekticko otapalo timol:oktanska kiselina:klotrimazol ne djeluje
negativno na stanice koze te je ova formulacija klotrimazola sigurna za topikalnu
primjenu

Niskotemperaturno eutekticko otapalo Ty:Cs uzrokuje odredene morfoloske
promjene, kao Sto su manja gustoéa monosloja i zaokruzivanje stanica, na HaCaT i

Hela stanicama te je ucinak otapala ovisan o koncentraciji otapala
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem 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.
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