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SAZETAK

Cilj istrazivanja

Cilj ovog specijalistickog rada je dati sveobuhvatan pregled recentnih podataka o regulativi i
metodama ispitivanja kakvoce biljne droge i ljekovitih pripravaka na bazi medicinske konoplje
te tako doprinijeti boljem razumijevanju vazecih zakonskih propisa za stavljanje na trziste i

osiguranje njihove kakvode.
Materijal i metode

IstraZivanje u okviru ovog rada je teorijskog karaktera i ukljucuje pregled dostupne znanstvene
i stru€ne literature o predlozenoj temi te odgovarajuci zakonodavni akti i smjernice dostupne
na stranicama nadleznih regulatornih tijela. Dostupni podaci su kriticki razmotreni i

sistematicno prikazani u obliku preglednog rada.
Rezultati

Intenzivno se razvijaju razlicite analiticke metode pogodne za analizu sastava razlicitih
pripravaka na bazi medicinske konoplje. Osnove za ujednacenu kontrolu kakvoce biljnih tvari,
pripravaka i lijekova na bazi medicinske konoplje na razini EU postavljene su u farmakopejskoj
monografiji Cannabis flos u Europskoj Farmakopeji koja je uspostavljena u srpnju 2024.
godine. S regulatornog aspekta, svi lijekovi na bazi medicinske konoplje i kanabinoida moraju
imati dozvolu za primjenu u lije€enju, odnosno prodi registracijski postupak pri nadleznim
Europskim ili nacionalnim regulatornim tijelima. Svi trenutacno dostupni lijekovi na bazi
kanabinoida u Europi odobreni su putem ocjene cjelovite dokumentacije u standardnom

registracijskom postupku.
Zakljucci

Zbog povijesnih okolnosti, dinamika odobravanja medicinske upotrebe konoplje znacajno je
razli¢ita u pojedinim drzavama Europe. U Republici Hrvatskoj dozvoljena je medicinska
upotreba i uzgoj medicinske konoplje, uz postivanje vazeceg regulatornog okvira. Uvrstavanje
monografije biljne droge konopljin cvijet (Cannabis flos) u Europsku farmakopeju predstavlja

znacajan iskorak u osiguranju kakvoce lijekova i pripravaka od medicinske konoplje.



SUMMARY

Objectives

The aim of this work was to provide a comprehensive overview of recent data on regulations
and analytical methods for the quality control of herbal drug and medicinal products based
on medical cannabis and to contribute to a better understanding of the current legal

framework for placing them on the market and ensuring their quality.
Material and methods

The research conducted for this work is theoretical in nature and includes a review of the
available scientific and professional literature on the proposed topic, as well as the relevant
legislation and guidance on the websites of the relevant regulatory authorities. The data was

critically reviewed and systematically presented in the form of a review paper.
Results

There has been intensive development of analytical methods specifically designed to analyze
the composition of various medical cannabis-based preparations. The basis for uniform quality
control of plant substances, preparations and medicinal products based on medical cannabis
at EU level was created with the pharmacopoeial monograph Cannabis flos, published in July
2024. From a regulatory perspective, all cannabis-based medicinal products must be approved
by the competent European or national regulatory authorities. All cannabinoid-based
medicinal products currently available in Europe have been authorized through full

documentation under the standard registration procedure.
Conclusion

Due to historical circumstances, the dynamics of authorizing the medicinal use of cannabis
vary widely across different European countries. In the Republic of Croatia, the medicinal use
and cultivation of medical cannabis are permitted in accordance with the applicable
regulatory framework. The inclusion of the monograph Cannabis flos in the European
Pharmacopoeia represents a significant step forward in ensuring the quality of medicinal

products and preparations based on medical cannabis.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCIA ISTRAZIVANJA

1.1. Povijesni kontekst medicinske konoplje

Medunarodna konvencija o opijumu iz 1925. prvi je dokument koji regulira promet “indijske
konoplje” kao biljke koja sadrzi psihoaktivne tvari na nacin da zabranjuje promet izmedu
drzava koje su regulirale posjedovanje i predvidjele zakonske kazne za neovlasteno
posjedovanje indijske konoplje (1). Najvazniji dokument koji je regulirao promet opojnih tvari
na svjetskoj razini je Jedinstvena konvencija Ujedinjenih naroda o opojnim drogama iz 1961.
godine. Prema toj konvenciji konoplja se svrstava u skupinu opojnih droga s rizikom
zlouporabe. Stoga je ogranicena proizvodnja, trgovina, koristenje i posjedovanje konoplje koja
je definirana kao droga bez medicinske koristi. Zbog predmetne Konvencije status medicinske

konoplje ni danas nije jedinstven niti uskladen medu drzavama (2).

Interes za istrazivanje konoplje u medicinske svrhe poveéao se sedamdesetih godina proslog
stoljeéa, a konacni uzlet dozivljava devedesetih otkricem endokanabinoidnog sustava odnosno
kanabinoidnih receptora (3). Sa znanstvenog i regulatornog aspekta, puno se raspravlja o
primjeni konoplje u lijecenju. U posljednje vrijeme raste broj drZava koje zakonski odobravaju
medicinsku primjenu konoplje. Osim toga, sve brojnija znanstvena istraZivanja i stalan
tehnoloski napredak omogucuju nove spoznaje o njezinim farmakoloskim svojstvima i

terapijskom potencijalu (4).



1.2. Botanicki podaci o vrsti Cannabis sativa L.

Vrsta Cannabis sativa L. (konoplja) pripada porodici Cannabaceae. To je jednogodisnja, zeljasta
i pretezno dvodomna biljka. Visina (0,2-6 m) i stupanj razgranjenosti ovise o genetskim i
okolignim ¢imbenicima. Zenske biljke su niZe i robusnije u odnosu na muske. Stabljika je
izbrazdana, Cesto Suplja i razgranjena. Listovi su dlanasti sa suli¢astim liskama pilasta ruba i
uSiljena vrha. Broj liski je neparan, a moze biti 3-13. Muski cvat je rahla metlica ili sastavljeni
Stitac kojeg grade Zuckastozeleni cvjetovi s pet visecih prasnika. Zenski cvjetovi s tu¢kom su
zeleni, ponekad ljubicasti do crveni, bez stapke. Oblikuju kratke i guste prividne klasove (slika
1). Muske biljke ranije cvjetaju od Zenskih. Kad dosegnu zrelost njihovi lapovi se otvaraju kako
bi se omogucilo rasprostiranje peludi vjetrom. Ubrzo nakon oprasivanja uvenu i ugibaju te na
taj nacin osiguravaju dovoljno prostora, vode i hranjivih tvari Zenskim biljkama da mogu

stvoriti zdrave plodove, tvrde roske s jednom sjemenkom (5).



Slika 1. Cannabis sativa L.

A - cvatuca muska grana; B - Zenska grana s plodovima; C -muski cvjetovi; D - plod okruzen
perigonalnim lisi¢ima; E, F - plod; G, H — tucak [Prilagodeno prema Small E. i sur. 2015 (6)]

Povrsina nadzemnih dijelova biljke prekrivena je dlakama, pokrovnim ili Zljezdanim dlakama
koji sadrze smolu. Pokrovne dlake su brojne, jednostani¢ne, krute i zakrivljene, s vitkim
Siljastim vrhom. Cistolitiéne dlake koji se nalaze na gornjoj povrsini listova imaju zadebljalu
bazu zbog sadrZaja cistolita kalcijevog karbonata, dok se dlake bez cistolita najéesc¢e nalaze na
donjoj strani listova, na braktejama i brakteolama, uglavnom na Zenskim cvatovima, ali mogu
biti prisutni i na donjoj strani listova te na stabljikama mladih biljaka. Glavicaste dlake nalaze
se na svim dijelovima vegetativnih i cvjetnih izdanaka. Nasuprot tome, glavi¢aste dlake s
videstaniénim stubastim drikom ograni¢eni su na podrudja cvata. Zljezdane dlake su

sekretorne strukture koje proizvode i skladiste smolu puna kanabinoida. Osim kanabinoida,



proizvode terpene koji su odgovorni za tipi¢nu biljnu aromu. Ekstremne varijacije u sadrZaju
kanabinoida u razli¢itim tkivima posljedica su izrazito razli¢ite distribucije Zljezdanih dlaka na
povrsini biljke. Neoplodene cvatne glavice s pricvjetnim listovima Zenske biljke primarni su

izvor kanabinoida (7).

Slika 2. Cannabis sativa L. — osuseni Zenski cvatovi i mikroskopski prikaz dlaka na njihovoj
povrsini (7)

a — Cannabis flos; b — pokrovna dlaka bez cistolita; c — pokrovna dlaka s cistolitom, d i e — male
glavicaste dlake, e — velika Zljezdana dlaka s visestani¢nim stubastim drSkom i viSestanicnom glavicom



1.3. Fitokanabinoidi

Fitokanabinoidi predstavljaju skupinu terpeno-fenolnih spojeva koji se primarno nalaze u biljci
Cannabis sativa L. Biosintezu i strukturna obiljezja fitokanabinoida prikazuje slika 2. Prekursori
fitokanabinoida potjecu iz dva razli¢ita biosintetska puta: poliketidni put u kojem nastaje
olivetolna kiselina (OA) i izopentenil-difosfatni put u kojem se sintetizira geranil pirofosfat
(GPP). Biogeneza fitokanabinoida koji sadrze n-pentil postrani¢ni lanac pocinje kondenzacijom
OA i GPP-a u kanabigerolnu kiselinu (CBGA), reakcijom koju katalizira enzim geranil-pirofosfat
olivetolat geranil-transferaza (GOT). Iz CBGA stvaraju tri razliCite kiseline izoprenilacijom uz
pomoc¢ tri oksidativne ciklaze: tetrahidrokanabinolna (THCA), kanabidiolna (CBDA) i
kanabikromenska kiselina (CBCA). Ove fitokanabinoidne kiseline se neenzimski
dekarboksiliraju u kanabigerol (CBG), A°-tetrahidrokanabinol (A°-THC), kanabidiol (CBD) i
kanabikromen (CBC). Poznato je viSe od 100 fitokanabinoida, medutim, mnogi su prisutni u

tragovima i produkti su auto-oksidacijskih procesa (7).
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Slika 3. Prikaz biosinteze i strukture fitokanabinoida (7)

OA - olivetolna kiselina, GPP - geranil pirofofat, GOT - olivetolat geranil-transferaza, CBGA -
kanabigerolna kiselina, CBG - kanabigerol, CBCA - kanabikromenska kiselina CBCAS - sintaza
kanabikromenske kiseline, CBDA - kanabidiolna kiselina, CBDAS - sintaza kanabidiolne kiseline, THCA -
tetrahidrokanabinolna kiselina, THCAS - sintaza tetrahidrokanabinolne kiseline, CBC- kanabikromen,
THC- tetrahidrokanabinol, CBD- kanabidiol, CBE- kanabielzoin, CBN- kanabinol, CBL- kanabiciklol.



1.4. Endokanabinoidni sustav

Endokanabinoidni sustav sastoji se od endokanabinoida, kanabinoidnih receptora i enzima
odgovornih za njihovu biosintezu, transport i razgradnju. Endokanabinoidi su lipofilni
medijatori, a po kemijskom sastavu amidi, esteri i eteri dugolancanih polinezasi¢enih masnih
kiselina, a najvise arahidonske kiseline. Dva najviSe istrazena endokanabinoida su N-
arahidonil-etanolamid (anandamid, AEA) | 2-arahidonoil-glicerol (2-AG) prikazani na slici 4.
AEA i 2-AG nisu prethodno sintetizirani i pohranjeni u vezikule kao uobicajeni
neurotransmiteri, ve¢ se sintetiziraju neposredno prije otpustanja. Nakon odgovarajuce
fizioloske ili patoloske stimulacije sintetiziraju se iz fosfolipidnih prekursora u plazmatskoj
membrani postsinaptickih stanica. Nakon otpustanja ponasaju se kao retrogradni glasnici
stimulirajuci receptore na presinaptickoj membrani. Endokanabinoidi djeluju na receptore
samo lokalno, najvjerojatnije zbog svoje visoke lipofilnosti te se ubrzo u fizioloskim uvjetima

inaktiviraju.

//\\/OH

Slika 4. Strukture anandamida i 2-arahidonoil-glicerola (7)

Najpoznatiji receptori za endokanabinoide su kanabinoidni receptori CB1 i CB2 iz porodice G-
protein vezanih receptora. Otkri¢e CB1 receptora nastalo je kao posljedica proucavanja ucinka
THC-a iz konoplje na organizam. Stoga mu je dodijeljeno ime kanabinoidni receptor. Pokazalo
se da metabolit arahidonske kiseline, N-arahidonetanolamid, aktivira CB1. Dobio je ime
anandamid od rijeéi koja na sanskrtu znaci blaZzenstvo. Nakon toga, uslijedila je identifikacija

drugog metabolita 2-arahidonoil-glicerola. CB2 je drugi kanabinoidni receptor koji je izoliran



uz pomoc¢ PCR tehnologije tijekom istrazivanja i izolacije razliCitih receptora u diferenciranim
mijeloidnim stanicama. Receptor CB2 dijeli 44 % homologije aminokiselina s CB1, te ima sli¢an

profil vezanja (8).

CB1 receptori su uglavnom lokalizirani u srediSnjem Zivéanom sustavu u podrucjima koja su
uklju¢ena u kontrolu koordinacije motorike i pokreta, pamdéenja, ucenja, emocija, osjetilne
percepcije, autonomnih i endokrinih funkcija. Suprotno tome, CB2 receptori su najcescée
vezani za stanice i tkiva imunosnog sustav te sudjeluju u regulaciji imunosnih funkcija (7, 8).

Istrazivanja pokazuju da se koncentracije endokanabinoida u tkivima, gustoca kanabinoidnih
receptora i ucinkovitost spajanja kanabinoidnih receptora povecavaju u nizu poremedaja,
primjerice, kod multiple skleroze, odredenih vrsta boli, karcinoma, shizofrenije, PTSP-a, nekih
crijevnih i kardiovaskularnih bolesti, pa ¢ak i traumatskih ozljeda glave. To upuduje na hipotezu
da se djelovanjem na endokanabinoidini sustav mogu ublaziti simptomi ili usporiti progresija
bolesti. Suprotno tome, smatra se da kod nekih stanja i bolesti kao Sto su smanjena plodnost
u Zena, pretilost, cerebralna ozljeda od mozdanog udara, endotoksi¢ni Sok te upala mjehura
ili slijepog crijeva, simptome poti¢e upravo pojacana regulacija endokanabinoidnog sustava.
Sve navedeno ukazuje na kompleksnost endokanabinoidnog sustava i potrebu istraZivanja

mogucénosti njegove modulacije (8-10).



1.5. Terpeni

Uz fitokanabinoide, terpeni takoder odreduju organolepticka svojstva i farmakoloske ucinke
konoplje, te imaju vaznu ulogu u identifikaciji razlicitih varijeteta i kultivara. Fitokanabinoidi i
terpeni se sintetiziraju u sekretornim stanicama unutar Zljezdanih dlaka koje su
najzastupljenije u neoplodenim Zenskim cvjetovima (11). Dokazana je prisutnost viSe od 200
razli¢itih terpena u konoplji, a neki od njih prikazani su na slici 5. Odgovorni su za aromu biljke,
ali posjeduju i brojne bioloske ucinke (12). Najzastupljeniji su monoterpeni, no kako su lako
hlapljivi, dio ih se izgubi tijekom suSenja i skladistenja, a zaostaje viSe seskviterpena (13).
Terpeni su lipofilni spojevi koji djeluju na stanicne membrane, ionske kanale u Zivcanom i
miSiénom sustavu, receptorima neurotransmitera, G-protein vezanim receptorima, enzimima
i dr. (14). Mnogi od prisutnih terpena istraZivani su u zasebnim pretklini¢ckim i klini¢kim

studijama te su pokazali farmakolosku aktivnost (11).

Sve navedeno potkrjepljuje hipotezu da se djelovanje konoplje temelji na sinergistickom
ucinku fitokanabinoida i terpena. Nadalje, postoje pretpostavke da bi ciljani uzgoj kemotipova
bogatih odredenim kanabinoidima i terpenima mogao izravno utjecati na njihov sinergisticki
farmakoloski ucinak u pripravcima na bazi konoplje, u literaturi spominjan pod nazivom
entourage effect. Takvim pristupom mogla bi se usmjeriti klinicka primjena medicinske
konoplje. Pretpostavljeni sinergisticki ucinak najviSe se istice u psihofarmakoloskim i
dermatoloskim indikacijama. Istrazivanja upucuju da bi selektivna krizanja specifi¢nih
kemotipova u uzgoju mogla dovesti do inovativnih terapijskih rjeSenja u bolestima za koje
konvencionalna lijeCenja nisu dovela do zadovoljavajuceg ucinka, primjerice kod rezistentne

depresije, ovisnosti o drogama, demencije ili dermatoloskih poremecaja (11).



Fitokanabinoid

Potencijalni farmakoloki uginak (referenca)

Pretpostavljeni terpen u sinergistitkom uginku

Analgetski preko CB1i CB2 Razni
Pratuupalno/antioksidacijski uéinci Limonen
Bronhodilatacijski Pinen

Smanjenje simptoma Alzheimerove bolesti

Limonen, pinen, linalol

Antiulkusno Kariofilen, limanen
Miorelaksans Linalol
THC
Protiv osjecaja svrbeZa, kolestatska Zutica Kariofilen
OH Protuupalno/antioksidacijski ucinci Limonen
Anksiolititki preko 5-HT1A Linalal, limonen
Antikonvulzijski Linalol
Citotoksiéni na stanicama raka dojke Limonen
Pojatana signalizacija A2A- adenozina Linalel
OH Efikasan u odnosu na MRSA Pinen
Smanjuje sebum Pinen, Limonen, linalol
CBD
Protuupalnifanalgetski Razni
= s Antifungalni Kariofilen
Inhibitor razgradnje AEA
Antidepresiv (model na glodavcima) Limonen
CBC
g TRPME antagonist kod raka prostate Razni
Inhibitor razgradnje GABA Fital, linalol
Antifungalni Kariofilen
- Antidepresiv (model na glodavcima) Limonen
g Antidepresiv, antagonist SHT1A Razni
Analgetski, blokator alfa-2 adrenergickih receptora
Smanjenje keratinocita kod psorijaze Pinen
CBG Efikasan protiv MRSA Kariofilen
o
Protuupalnif analgetski
Metabaoligki sindrom
Antikonvulzivno Linalol
Inhibira diacilglicerol lipazu
THCBY
on
Antikonvulziv preko hipokampusa Linalal
am
CBDV
Sedativan Neralidol, mircen
an Efikasan u odnosu na MRSA Pinen
| TRPVZ agonist kod opeklina Linalol
Smanjuje produkeiju keratinocita kod psorijaze
Smanjuje BCRP Limonen
CBN

Slika 5. SaZeti prikaz ispitivanih kanabinoida koji su prisutni u konoplji i njihovog

potencijalnog sinergistickog ucinka s terpenima (Prilagodeno prema Russo i sur., 2011 [11])

THC- tetrahidrokanabinol; CBD-kanabidiol; CBC- kanabikromen; CBG- kanabigerol; THCBV-
tetrahidrokanabiverin; CBDV- kanabidiverin; CBN- kanabinol
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1.6. Primjena medicinske konoplje u lijeCenju

Konoplja se vec tisuéama godina koristi u tradicionalnoj medicini (15). Otkri¢e kanabinoidnih
receptora ranih 1990-ih potaknulo je brojna klini¢ka istrazivanja koja su ukazala na mogucénost
primjene medicinske konoplje i sintetskih kanabinoida u simptomatskom lijecenju oboljelih
od karcinoma, nekih neuroloskih bolesti i AIDS-a, primjerice, za smanjenje mucnine i
povracanja, poboljSanje apetita ili ublazavanje boli (3, 4).
U Republici Hrvatskoj odobrene su odredene indikacije za primjenu medicinske konoplje a
njezino koristenje iskljucivo je pod nadzorom lijecnika specijalista odgovarajuce specijalizacije.
Ministarstvo zdravstva Republike Hrvatske odobrilo je primjenu medicinske konoplje za:

— simptomatsko ublazavanje spasticiteta u osoba koje boluju od multiple skleroze, a

kojima spasticitet nije adekvatno kontroliran konvencionalom terapijom;

— ublaZavanje boli u bolesnika s uznapredovalom/terminalnom malignom bolescu i

kronicnom umjerenom do srednje teSkom boli;

— ublazavanje mucnine i povracanja u bolesnika s malignim bolestima koji primaju

emetogenu terapiju (antitumorski lijekovi, zracenje);

— u lijecenju kaheksije/anoreksije u HV/AIDS bolesnika;

— u lijeCenju Dravetovog sindroma (djejeg epilepticnog sindroma) — ,kanabidiolski

princip” (16).
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1.7. lzazovi u provedbi kontrole kakvo¢e medicinske konoplje

Konoplja je nedvojbeno jedna od najkontroverznijih biljaka danasnjice zbog duge povijesti
koriStenja u rekreacijske svrhe, sto je potaknulo svijest drustva o o¢uvanju javnog zdravlja i
donosenje raznih propisa i zakona da se ogranici njezino koriStenje. S druge strane, konoplja
je stolje¢ima koristena u medicinske svrhe (17). Konoplja se sastoji, kao i druge biljke, od
kompleksne matrice koju Cine terpeni, flavonoidi, aminokiseline, alkaloidi i drugi. Glavne
farmakoloski aktivne sastavnice su kanabinoidi, od kojih je tetrahidrokanabinol najpoznatiji i
najodgovorniji za psihoaktivno djelovanje biljke. S gledista osiguranja kakvoce, kao preduvijeta
sigurnosti medicinske primjene, potrebno je analizirati potencijalna onecis¢enja koja nastaju
prilikom uzgoja ili nepravilnog skladiStenja droge. Osim toga, vazno je uzeti u obzir i

potencijalna krivotvorenja biljne droge (18, 19).

Razlicite svjetske organizacije i drustva za kontrolu kakvoce biljnih droga prepoznala su vaznost
razvoja analitickih metoda u fitokemijskoj analizi konoplje. Naglasak je na boljem uzorkovaniju,
analitickim testovima, kriterijima za potvrdu identifikacije, kvantifikaciji glavnih sastavnica i
odredivanju granica onecis¢enja. Usuglaseno je da postoje tri glavna kemotipa konoplje: THC
dominantni, CBD dominantni i THC/CBD ujednaceni. Daljnje podgrupe mogu se podijeliti s

obzirom na sadrzaj ostalih kanabinoida i terpena (20).

Sveobuhvatan pregled kemijske raznolikosti i bolja klasifikacija kemotipova konoplje
pridonijeli bi boljoj implementaciji proizvoda na bazi konoplje u klinicka ispitivanja i moderni
personalizirani pristup lije¢enju. Istovremeno bi se omogudila bolja kontrola i sigurnost

proizvoda od konoplje u nemedicinske svrhe, primjerice u prehrani ili kozmetici (21).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog specijalistickog rada je dati sveobuhvatan pregled strucnih i znanstvenih spoznaja o
kontroli kakvoce i regulatornim zahtjevima za biljnu drogu Cannabis flos i gotove proizvode na
bazi medicinske konoplje u drzavama c¢lanicama Europske unije. U radu ¢e se prikazati
analiticke tehnike koje se mogu primijeniti u identifikaciji i odredivanju fitokanabinoida te dati
uvid u ostale metode ispitivanja kakvoce medicinske konoplje. PredloZeni rad ¢e pruziti
recentne podatke o regulativi i metodama ispitivanja kakvoce biljne droge i ljekovitih
pripravaka na bazi medicinske konoplje te tako doprinijeti boljem razumijevanju vazecih

zakonskih propisa za stavljanje na trziSte i osiguranje njihove kakvoce.
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3. MATERUAL | METODE — SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI

Za potrebe pisanja specijalistickog rada pretrazene su sljedece elektronicke baze podataka:
Scopus, PubMed i ScienceDirect. Baze su pretrazivane uz pomo¢ klju¢nih rijeci poput:
cannabis, quality assurance, quality control, analytical methods i dr. Prikupljeni literaturni
podaci kriticki su prouceni s obzirom na temu rada te sistemati¢no prikazani. Zahtjevi i
zakonski okviri za primjenu medicinsku konoplje pronadeni su na mreznim stranicama
relevantnih institucija: Agencija za lijekove i medicinske proizvode (HALMED), Ministarstvo
zdravstva Republike Hrvatske, Europska agencija za lijekove i medicinske proizvode te

Europsko ravnateljstvo za kakvocu lijekova i zdravstvenu skrb.
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3.1. Kontrola kakvo¢e medicinske konoplje

Kakvoca lijekova i sirovina za njihovu proizvodnju (biljne droge, biljni pripravci, pomoc¢ne tvari),
ukljucuju¢i materijale za unutarnje pakiranje lijeka, mora biti u skladu s Hrvatskom
farmakopejom, odnosno lijek mora biti proizveden i provjerene kakvoce u skladu s postupcima
i zahtjevima vazece Europske farmakopeje. Farmakopeja je skup propisa koji utvrduju zahtjeve
i postupke za izradu i provjeru kakvoce lijekova. Da bi se osigurala kakvoca, svi sastojci lijekova
i metode njihove analize moraju se standardizirati. Europsku farmakopeju objavljuje Europsko
ravnateljstvo za kakvodu lijekova i zdravstvenu skrb (European Directorate for the Quality of
Medicines and Health Care, EDQM) koje djeluje pri Vije¢u Europe u Strasbourgu (Council of
Europe). Europska farmakopeja postavlja zajednicke i obvezne standarde kojima jamci kakvocu
lijekova u svim drZzavama potpisnicama Konvencije o izradi Europske farmakopeje. Republika
Hrvatska je od 1994. potpisnica Konvencije i Clanica Europske farmakopeje. Pristupanjem
Konvenciji, norme kakvoce za tvari iz monografijskog fonda Europske farmakopeje postale su
obvezne za sve lijekove proizvedene ili uvezene u Republici Hrvatskoj. Agencija za lijekove i
medicinske proizvode (HALMED) je hrvatsko nacionalno tijelo za pitanja farmakopeje.
Ispitivanja opisana u farmakopejskim monografiama sluzbene su metode na kojima su
postavljeni standardi Europske farmakopeje. Alternativne metode analize mogu se koristiti u
svrhu kontrole kakvoce u dogovoru s regulatornim tijelima, pod uvjetom da se dokaze kako
njihova sluzbena primjena osigurava prihvacene standarde. Farmaceutska supstancija mora
udovoljiti svim zahtjevima navedenima u monografiji da bi postigla farmaceutsku kakvocu koju
propisuje farmakopeja. Zahtjev kakvoce za biljnu tvar je propisan opéom monografijom za

biline droge te posebnom monografijom za biljnu tvar (22).
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Predmetna serija biljnih droga mora biti prikladna za namjensku upotrebu, odnosno njihovu
daljnju preradu u svrhu dobivanja gotovog proizvoda ili koristenje kao polaznog materijala za
ekstrakciju odredenih sastavnica. Farmaceutska kakvoca serije lijeka je osigurana ako je u
skladu sa zahtjevima Europske farmakopeje ili nacionalnih farmakopeja drzava c¢lanica vijeca
Europe. Ako u odredenom slucaju ne postoje odgovarajuci zahtjevi, proizvodac ili distributer
lijekova mora sastaviti vlastite specifikacije kakvoce. Relevantne specifikacije mogu se naci u
opc¢oj monografiji pod nazivom Herbal drugs u Europskoj farmakopeji i u smjernici Test
procedures and acceptance criteria for herbal substances, herbal preparations and herbal
medicinal products/traditional herbal medicinal products Europskog odbora za biljne lijekove

(Committee on Herbal Medicinal Products, HMPC) (22, 23).

3.1.1. Analiticke tehnike u kontroli kakvoce medicinske konoplje

Pod utjecajem znanstvenog i tehnoloskog razvoja u pogledu uzgoja i primjene biljne vrste
Cannabis sativa L. tijekom posljednjih desetlje¢a, intenzivno su se razvijale metode za
kvalitativnu i kvantitativhu analizu kanabinoida u konoplji i proizvodima na bazi konoplje,
posebice metode plinske i tekuéinske kromatografije. Razvijene metode plinske i tekucinske
kromatografije koje se danas koriste u rutinskim analizama i znanstvenim istraZivanjima
zadovoljavaju uvjete usporedive tocnosti, selektivnosti, linearnosti, osjetljivosti i preciznosti u

fitokemijskoj analizi kanabinoida (24).

Plinska kromatografija (GC)

U proslom desetljecu objavljen je Citav niz radova o uporabi plinske kromatografije kao jedne
od najstarijih, ali i najviSe koristenih tehnika kad je u pitanju analiza kanabinoida, uz primjenu

razli¢itih nacina detekcije. U analizi kanabinoida plinskom kromatografijom kao detektori se

16



primjenjuju plameno-ionizacijski detektor (FID) i spektrometar masa (MS). GC-FID je tehnika
izbora zbog svoje jednostavnosti i pouzdanosti u rutinskoj identifikaciji i odredivanju glavnih
kanabinoida u razli¢itim uzorcima, medutim, GC-MS je prikladnija tehnika za pouzdanu
identifikaciju razli¢itih kanabinoida (24, 25). Tako se, zbog kvalitete i opsega strukturnih
informacija koje se mogu dobiti koristenjem spektrometrije masa, spregnute tehnike GC-MS i
GC-MS/MS opsezno koriste za analizu raznih vrsta tvari prirodnog porijekla, ukljucujuéi i
kanabinoide u biljci Cannabis sativa L. (24, 26). Razliditi tipovi kolona, uz primjenu pogodnog
detektora, presudni su za uspjeh analize kanabinoida u plinskoj kromatografiji. Najéesce se
koriste kapilarne kolone s umrezenim i vezanim stacionarnim fazama razli¢ite polarnosti.
Vecina kolona koje se koriste u plinskoj kromatografiji malog su promjera i sa stacionarnom
fazom koja je nepolarna (100 % dimetil-silikon) ili slabo polarna (5 % difenil- i 95 % dimetil-
polisiloksan). No, nepolarne kolone nemaju mogucénost razdvajanja i razlikovanja kanabidiola
od kanabikromena. Buducdi da je udio kanabidiola klju¢an podatak za odredivanje kemotipa
konoplje (omjer THC/CBD), za analizu je prikladnija kolona srednje polarnosti, primjerice, 35

% difenila u dimetil-silikonu (25).

Koristenje plinske kromatografije za odredivanje kemotipa konoplje temelji se na odredivanju
koncentracije THC-a i CBD-a. Analiza plinskom kromatografijom najces¢e traje do 20 minuta,
uz postizanje temperature do 300 °C. Vazno je naglasiti da je ukupan sadrzaj kanabinoida
iskazan kao zbroj kiselih i neutralnih komponenti (27). Zbog koristenja visokih temperatura,
kanabinoidi u obliku kiselina dekarboksiliraju se tijekom prolaska kroz kolonu (27, 28) te se
stoga ne mogu detektirati, osim ako se prije analize ne podvrgnu derivatizaciji (29, 30).
Primjerice, tetrahidrokanabinolna kiselina (THCA), kao prekursor THC-a, jedna je od glavnih
sastavnica koja je termolabilna i ne mozZe se direktno detektirati plinskom kromatografijom.

Derivatizacijom se poboljSava hlapljiivost i stabilnost fitokanabinoida na visokim
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temperaturama. Rezultati kvantifikacije nakon derivatizacije ponekad nisu vjerodostojni jer
prinos reakcije derivatizacije fitokanabinoida ipak nije uvijek potpun. Naj¢eséa metoda
derivatizacije ukljucuje supstituciju atoma vodika koji je vezan na heteroatom funkcionalne
skupine u molekuli (primjerice - OH, - COOH, - NH2, = NH, - SH) sililnom skupinom (trimetilsilil
ili terc-butil-dimetilsilil). Nastali derivati su manje polarni i stabilniji su pri visim

temperaturama te su stoga pogodniji za GC analizu (24).

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti jedna je od najpopularnijih tehnika
kromatografske separacije koja se koristi za odjeljivanje, identifikaciju i odredivanje sastavnica
biljnih uzoraka. Metode temeljene na tekucinskoj kromatografiji postale su metode izbora za
kvalitativnu i kvantitativnu analize fitokanabinoida. Jednostavna priprema uzorka, niZze
temperature analize i velike brzine protoka omogucuju analizu uzorka bez dekarboksilacije i
razgradnje. Pouzdano se odjeljuju neutralni fitokanabinoidi i oni u obliku kiselina, pa se mogu
izravno identificirati i kvantificirati, bez dodatne derivatizacije. Za razliku od plinske
kromatografije, nema gubitka analita s obzirom na jednostavnu pripremu uzorka (24). U HPLC
analizi kanabinoida najviSe se koristi UV detektor. Pristupacan je i dovoljno osjetljiv kad je
koli¢ina glavnih kanabinoida relativno visoka, medutim, slabe je osjetljivosti i specificnosti.
Vise informacija moZe se dobiti primjenom detektora s nizom fotodioda (DAD detektor) bududi
da se apsorpcijski spektar kanabinoidnih kiselina razlikuje od spektra neutralnih kanabinoida.
Rutinske metode za analizu biljne droge Cannabis flos temelje se na odredivanju pet glavnih
fitokanabinoida (CBDA, CBD, CBN, A°-THC i A>-THCA). Na valnoj duljini od 228 nm moguce je
detektirati i kisele i neutralne kanabinoide, medutim, nije moguce razlikovati kanabigerol

(CBG) i kanabidiol (CBD). U tom slucaju pogodnija je koristiti spektrometar masa koji pruza
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viSu razinu detekcije jer omogucuje razlikovanje kanabinoida temeljem njihovog masenog

spektra. No, to ne vrijedi za izomere kanabnoida, kao Sto su 8-THC i 9-THC (24, 27).

U HPLC analizi koriste se kolone promjera 2-4,6 mm i duljine 20-250 mm. Najcesce se radi o
reverzno-faznim kolonama poput Cis, s nepolarnim stacionarnim fazama. U vedini slucajeva
koriste se gradijentne metode, dok se u literaturi rijetko opisuju izokratne metode kojima se

tesko postize Zeljeno razlucivanje (27).

Nadalje, vazno je istaknuti da su fitokanabinoidi u biljci prisutni u opticki ¢istom obliku. Manji
broj radova opisuje kiralno odvajanje kanabinoida (31). Poznato je da enantiomeri imaju
razli¢ite farmakoloske aktivnosti (27). Primjerice, dokazano je da (+)CBD, koji je neprirodni
kanabinoid, ima THC-u slican afinitet prema CB1 receptorima. S druge strane, prirodni
enantiomer (-)CBD nije pokazao preferencijalni afinitet ni za CB1 ni za CB2 receptore (32).
Stoga je za dizajn buducih analiza u procesu razvoja lijekova na bazi medicinske konoplje vazno
istraziti stereostabilnost kanabinoida u otapalima koja se koriste za ekstrakciju zbog moguce
inverzije konfiguracije (33, 34). U literaturi su opisane HPLC metode u kojima se za odvajanje
enantiomera glavnih kanabinoida koriste ili prilagodene kolone ili sustav 2D kromatografije

(27).

Tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC) je vrsta tekucéinske kromatografije
u kojoj se koriste kolone sa sitnijim Cesticama punila, zbog Cega se stvara visi tlak (100 MPa il
14,5 K psi) u odnosu na klasi¢ne kolone. Razvijeno je i opisano nekoliko metoda analize
kanabinoida koristenjem UPLC kolona s ¢esticama promjera manjeg od 2 mm (35, 36). Velika
prednost u koristenju takvih kolona je u brzim analizama i visokoj ucinkovitosti odjeljivanja.
UPLC sustav omogucuje detekciju analita u vrlo niskim koncentracijama zahvaljujudi

poboljSanom omijeru signala i Suma, zahtijeva puno manji volumen uzorka, bez gubitka
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osjetljivosti. Kao i svaki drugi moderni sustav tekucinske kromatografije, UPLC se moze

povezati s razli¢itim detektorima kao Sto su UV, DAD i MS (37).

Ostale instrumentalne analiticke tehnike

Superkriticna fluidna kromatografija (SFC) je tip tekudinske kromatografije u kojoj se kao
mobilna faza koristi tzv. superkriti¢ni fluid, primjerice CO; (38). Unatoc¢ visokoj ucinkovitosti,
josS uvijek se slabo koristi u fitokemijskoj analizi kanabinoida. Ova tehnika je brza (vrijeme rada
je 8-10 minuta), s visoko specificnos¢u i snagom odjeljivanja u odnosu na HPLC, ¢ime se postize
sigurnija identifikacija pojedinih kanabinoida. Prethodna dekarboksilacija fitokanabinoida nije
potrebna kao u GC analizi (39-41). Vazno je istaknuti da se u SFC koristi ekoloski prihvatljivo
otapalo. Detektori koje se primjenjuju u analizi konoplje uglavnom su UV ili MS detektori. Zbog
brojnih prednosti, u buducnosti se ocekuje opseznije koristenje SFC-a, posebice u analizi Sireg

spektra strukturno razlicitih kanabinoida (24).

U kontroli kakvoce sve se viSe koriste tehnike vibracijske spektroskopije, kao Sto su infracrvena
spektroskopija (IR), spektroskopija u bliskom infracrvenom podrucju (NIR), spektroskopija u
srednjem infracrvenom podrucju (MIR-MID), infracrvena spektroskopija s Fourierovom
transformacijom (FTIR) i Ramanova spektroskopija. Pogodne su za farmaceutsku industriju jer
omogucuju analizu velikog broja uzoraka u kratkom vremenu, ¢ime se znacajno smanjuju
pogreske pri uzorkovanju. Omogucuju brz i neinvazivan pristup u kvalitativnoj i kvantitativnoj

analizi fitokanabinoida u biljnom materijalu i biljnim ekstraktima (24, 42, 43).

Metode temeljene na spektroskopiji nuklearne magnetske rezonancije (NMR) mogu se
koristiti umjesto kromatografskih tehnika. Glavna prednost u odnosu na GC i HPLC analizu
kanabinoida u biljnim uzorcima jest da NMR nije tehnika osjetljiva na necistoce, poput klorofila

ili lipida u biljnom uzorku (44). Rijetko se koristi za kvantifikaciju jer je uzorkovanje nesto
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kompliciranije, a slabom potencijalu koristenja u praksi svakako doprinose i visoki troskovi rada
te potreba za visoko specijaliziranim osobljem. Unato¢ tome, NMR se smatra vrlo preciznom,
ponovljivom i brzom tehnikom (27). U fitokemijskoj analizi kanabinoida NMR se koristiti kao

polukvantitativna fitokemijska metoda ili u kvalitativnoj analizi glavnih sastavnica (24).

Tankoslojna kromtografija (TLC)

Tankoslojna kromatografija, kao vrlo popularna metoda u fitokemijskoj analizi biljnih droga,
posebice je prikladna u svrhu preliminarne analize kanabinoida. Utvrdivanje prisutnosti
odredenih kanabinoida provodi se usporedbom retencijskih vrijednosti (R¢) odijeljenih zona
analita i poredbenih supstancija nakon razvijanja kromatograma odgovaraju¢om pokretnom
fazom, dok se vizualna procjena na danjem svjetlu ili UV podrucju najées¢e provodi nakon
primjene prikladnih reagensa za detekciju. TLC se smatra ekoloski prihvatljivijom tehnikom od
HPLC-a jer se koriste znacajno manje koli¢ine otapala (24, 45). TLC je jednostavna i korisna
metoda u probiru zaplijenjene droge u forenzi¢kim laboratorijima, ali ¢esto rezultira loSom
rezolucijom zbog sustavnih pogreSaka koje proizlaze iz ruénog rukovanja, kontrole
temperature i vlage te mjerenja Rr vrijednosti. Tankoslojna kromatografija visoke
djelotvornosti (HPTLC) umanjuje sustavne pogreske i omoguduje bolje razlucdivanje
kanabinoida. Pogodna je za njihovu istovremenu analizu u ve¢em broju uzoraka, ¢ime se
dodatno smanjuju troskovi i vrijeme analize. Automatiziranim na¢inom nanosSenja uzorka na
tanki sloj adsorbensa moguce je aplicirati velik broj uzoraka u puno kra¢em vremenu nego sto
je to slucaj kod HPLC-a i GC-a (46). U literaturi opisanim HPTLC metodama postize se dobro
razdvajanje glavnih neutralnih kanabinoida (CBD, 9-THC, THCV, CBG i CBC). Takve analize
najvise se koriste u forenzici, kontroli kakvoce biljnog materijala i proizvoda na bazi konoplje

(47). Nastoje se pronaci parametri kojima ¢e se posti¢i najbolje razlucivanje glavnih
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kanabinoida u identifikaciji biljne droge, primjerice ispitivanje uc¢inkovitosti razli¢itih pokretnih
faza (slika 6). HPTLC se ve¢ dugo primjenjuje u fitokemijskoj karakterizaciji biljnih droga i
proizvoda te je izabrana metoda za identifikaciju droge Cannabis flos u Europskoj farmakopeji

(48).
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Slika 6. Primjer usavrsavanja HPTLC metode za analizu kanabinoida primjenom razlicitih

pokretnih faza (45)
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3.1.2. Glavna obiljezja monografije droge Cannabis flos u Europskoj

farmakopeji

Europska komisija za farmakopeju (EDQM) na svojoj 176. sjednici od 20.-21. lipnja 2023.
usvojila 67 tekstova. U dodatku 11.5 Europske farmakopeje od sije¢nju 2024., s datumom
provedbe od 1. srpnja 2024., uklju¢eno je 11 novih monografija i tri nova op¢a poglavlja, medu
kojima su monografije droge Cannabis flos i prirodnog kanabidiola izoliranog iz biljke Cannabis
sativa L. (49). Ocekuje se da ¢e zahtjevi monografije iz Europske farmakopeje ubuduce
zamijeniti nacionalne monografije za drogu Cannabis flos i kanabidiol ukoliko one postoje.
Prisutne su razlike u metodama analize izmedu monografije europske farmakopeje i
postojecih nacionalnih monografija. Primjerice, Njemacka farmakopeja propisuje tankoslojnu
kromatografiju (TLC) za identifikaciju droge, dok je u Europskoj farmakopeji propisana metoda
tankoslojne kromatografije visoke djelotvornosti (HPTLC). Nadalje, u monografiji Europske
farmakopeje predlozene su specificne granice udjela THC-a i CBD-a za postojeca tri kemotipa,
dok iste u nacionalnim farmakopejama ne postoje. Uz to, postoji razlika u dozvoljenoj

koncentraciji onecis¢enja teskim metalima (50).

Monografija u Europskoj farmakopeji uzima u obzir informacije dobivene od brojnih
nacionalnih tijela u vezi s uporabom ove biljne droge u njihovoj nadleznosti kako bi se mogla
koristiti kao sirovina za proizvodnju ekstrakata ili propisivati pacijentima kao biljna droga za

inhalaciju ili oralnu primjenu (48).

U nastavku su navedeni i obrazloZeni osnovni dijelovi monografije droge Cannabis flos te

istaknuti zahtjevi vezani za kontrolu kakvoée prema Europskoj farmakopeji (48).
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DEFINICIJA DROGE

Europska farmakopeja definira drogu konopljin cvijet kao osusene, cijele ili fragmentirane
potpuno razvijene cvatove Zenske biljke Cannabis sativa L. U slucaju da ée se biljna droga
propisivati bolesnicima kao lijek, sadrzaj ukupnog tetrahidrokanabinola (THC-a) odnosno
ukupnog kanabidiola (CBD-a) ne bi smio odstupati vise od + 10 % od oznacenih vrijednosti na
proizvodu. Farmakopeja definira tri razlic¢ita kemotipa biljne droge ovisno o udjelima THC-a i
CBD-a koji su izraZzeni na suhu biljnu drogu kao A° tetrahidrokanabinol (C21H3002; Mr 314,5),

odnosno kanabidiol (C21H3002; Mr 314,5):

1. THC kemotip u kojem je dominantan udio THC-a (najmanje 5,0 %) u odnosu na CBD
(najvise 1,0 %).
2. THC/CBD kemotip (intermedijarni tip) kojeg obiljeZzavaju pojedinacni udjeli THC-a i
CBD-a od najmanje 1,0 % te odnos udjela THC/CBD izmedu 0,2 i 5,0.
3. CBD kemotip u kojem je dominantan CBD (najmanje 5,0 %) u odnosu na THC (najvise
1,0 %).
PROIZVODNJA
Ukoliko ée se biljna droga propisivati bolesnicima kao lijek, cvat se mora rezati pri bazi da bude

$to manje ostataka cvatne osi.

IDENTIFIKACUJA

Identifikacija droge Cannabis flos provodi se prema morfoloskim i mikroskopskim obiljezjima

te na temelju prisutnosti karakteristic¢nih fitokanabinoida ispitanih HPTLC metodom.

A) Medu morfoloskim obiljezjima navodi se boja biljne droge koja moze biti od tamnozelene

do blijedozuteili od svijetlosmede do crvenkasto-smede boje, Sto ovisi o varijetetu kojem biljni
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uzorak pripada. Ako droga dolazi kao cjeloviti cvat, onda se moZe opisati kao gusta ili viSe-
manje rahla metlica u kojoj se medu cvjetovima nalaze brakteje (pricvjetni listovi) koje su
sjedece ili gotovo sjedece, izduzene (oko 10 cm duge) te imaju nazubljene rubove (slika 7). Kad
se ispituje fragmentirana biljna droga, uocavaju se dijelovi cvatne osi, brakteja i metlice,
zajedno s pojedinacnim cvjetovima ili njihovim dijelovima (organima). Navedeni Zenski
cvjetovi su vrlo mali (oko 2 mm) i s kratkim peteljkama. Ocvijeée je sulapno i bezlati¢no. Lap
¢aske uglavnom nazivaju brakteolom. Obavija jednogradnu plodnicu koja nosi dva pistila, a
svaki zavrSava finom narancéasto-smedom njuskom duzom od ¢aske. Cvat je viSe-manje gusto

prekriven pokrovnim, alii zljezdanim dlakama koje stvaraju ljepljivu aromati¢nu smolu.

Slika 7. Cannabis flos (Preuzeto s https://www.istockphoto.com/)

B) U svrhu identifikacije provodi se i mikroskopska analiza samljevene droge koja se nakon
mljevenja ne prosijava. Boja praska moze biti tamnozelena do Zuc¢kastozelene ili svijetlosmeda
do crvenkasto-smeda. Otopina kloral hidrata R koristi se kao sredstvo za uklapanje. U
mikroskopskom preparatu mogu se uociti brojne pokrovne i Zljezdane dlake (slobodne ili
vezane za stanice epiderme) koji pripadaju razlicitim tipovima dlaka, nakupine stanica gornje
i donje epiderme brakteja, dijelovi palisadnog parenhima brakteja, fragmenti cvatne osi,

stanice s kristalima kalcijevog oksalata te dijelovi narancasto-smedih njuski tucka.
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Karakteristicni fragmenti praska droge Cannabis flos prema kojima se vrsi identifikacija

prikazani su na slici 8.

Slika 8. Karakteristi¢ni fragmenti praska droge Cannabis flos prema Europskoj farmakopeji
(48)

A —viSestanicna glavica Zljezdane dlake; B — fragment gornje epiderme brakteje s pokrovnom dlakom
koja sadrZi cistolit [Ba], blago ispruganom kutikulom [Bb] i malom Zljezdanom dlakom [Bc]; C — male
Zljezdane dlake, pogled odozgo [Ca] i pogled sa strane [Cb]; D - fragment donje epiderme brakteje s

velikom Zljezdanom visestani¢nom dlakom [Da], stanicama vijugavih stijenki [Db], anomociti¢nim
pucima [Dc] i malim Zljezdanim dlakama [Dd]; E — velika Zljezdana dlaka s viSestani¢nim drSkom i
viSestani¢cnom glavicom [Ea]; F — fragment gornje epiderme brakteje s pokrovnom dlakom koja sadrzi
cistolit [Fa]; G — fragment njuske tucka; H — fragment donje epiderme brakteole sa Zljezdanom
dlakom kraceg visestanicnog drska [Ha], pokrovnom dlakom bez cistolita [Hb], epidermskim
stanicama valovitih stijenki [Hc], anomociti¢nim puc¢ima [Hd], malim Zljezdanim dlakama [He] i
stanicama s kmalim kristalima kalcijevog oksalata [Hf]; J — mala Zljezdana dlaka gledana odozgo; K —
fragment plojke brakteje (poprecni izgled) s pokrovnom dlakom koja sadr7Zi cistolit [Ka], poligonalniim
epidermskim stanicama [Kb] i slojem palisadnog parenhima [Kc]; L — fragment gornje epiderme
brakteje s malim Zljezdanim dlakama [La, Lb]; M — slobodni kristal kalcijevog oksalata; N — fragment
cvatne stapke s prstenastim i spiralnim trahejama [Na], stanicama src¢ike s mreZastim stijenkama [Nb]
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U prasku droge prisutne su brojne Zljezdane i pokrovne dlake koje mogu biti slobodne ili
vezane za epidermu. Razlikuje se nekoliko tipova dlaka, medu kojima se isticu Zljezdane dlake
s dugim viSestanicnim drSkom (stanice u viSe redova) i viSestanicnom glavicom prekrivene
kupolastom kutikulom [E, Ea]. Pod mikroskopom se mogu uociti i pojedini dijelovi tih dlaka
poput dijelova drska ili odijeljenih glavica [A]. Neke viSestani¢ne glavicaste dlake mogu imati
i mali drzak [Ha], dok neke mogu biti i sjedece (bez drska), a na njihovim glavicama se moze

uoditi kupolasta kutikula [Da] ili su glavice kutikulu izgubile [A].

Sljededi tip dlaka koji se uocava u prasku ove droge su male Zljezdane dlake s jednostani¢nim
ili dvostani¢nim drskom i glavicom koja se sastoji od jedne, dvije ili Cetiri stanice, a koja sadrzi

narancasto-zute kapljice [Bc, C, J, La, Lb].

Tredi tip dlaka se odnosi na jednostani¢ne pokrovne dlake koje sadrze cistolit [Fa, Ka] ili su bez
cistolita. Cunjaste dlake s cistolitom mogu imati zadebljale stijenke, iroku bazu i zakrivljeni
Siljasti vrh. U njima se jasno uocava kvrgava kuglasta nakupina kalcijevog oksalata [Ba, Ka]. Te
cistoliticne dlake mogu takoder imati uzu bazu i stijenke koje su znacajno tockasto udubljene

[Fa]. Pokrovne dlake bez cistolita su vise izduZene te imaju glatke zadebljale stijenke [Hb].

Gornja epiderma brakteja [B, F, L] gradena je od poligonalnih stanica ¢vrstih stijenki s blago
ispruganom kutikulom [Bb]. Na epidermi se mogu uociti pokrovne dlake s cistolitima [Ba, Fa]
i male Zljezdane dlake [Bc, La, Lb]. Fragment gornje epiderme je Cesto vezan za palisadni
parenhim unutar kojeg se uocavaju stanice s kalcijevim oksalatom [Bd]. Stanice donje
epiderme brakteja [D] imaju blago vijugave stijenke [Db]. Na donjoj epidermi se uocavaju
anomociti¢ne puci [Dc], male Zljezdane dlake [Dd] i velike Zljezdane dlake s viSestani¢nim

drskom i viSestanicnom glavicom [Da]. U fragmentu plojke brakteje [K] uocavaju se
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poligonalne stanice epiderme prekrivene kutikulom [Kb], pokrovne dlake s cistolitima [Ka], sloj

palisadnog parenhima s pokojom stanicom koja sadrzi mali kristal kalcijevog oksalata [Kc].

U prasku droge se uocavaju i dijelovi brakteola [H]. Donja epiderma brakteole gradena je od
stanica s blago valovitim stijenkama [Hc]. Na epidermi se mogu uociti Zljezdane dlake s kratkim
drskom [Ha], anomociti¢ne puci [Hd], pokrovne dlake bez cistolita [Hb] i male Zljezdane dlake
[He]. U navedenom fragmentu se mogu uociti i stanice s malim kristalima kalcijevog oksalata

koje su prisutne u stanicama mezofila ispod epiderme [Hf].

Dijelovi narancasto-Zutih njuski tucka su takoder vidljivi u prasku droge. Epidermske stanice s

finim i slabo vidljivim stijenkama zavrsSavaju velikim papilama zaobljenog vrha [G].

Dijelovi cvatne stapke [N] grade celulozna vlakna, spiralne [Na] i prstenste traheje, stanice
sréike s mrezastim stijenkama [Nb], od kojih neke sadrZe kristali¢ kalcijevog oksalata s

promjerom od 30 um.

Slobodni kristali kalcijevog oksalata [M] se takoder mogu uociti u prasku droge Cannabis flos

(Slika 8).

C) Fitokemijska identifikacija biljne droge Cannabis flos provodi se primjenom tankoslojne
kromatografije visoke djelotvornosti (HPTLC). Ispitivana otopina priprema se ekstrakcijom 0,5
g samljevene i neprosijane biljne droge s 5,0 mL metanola R, najprije uz primjenu vrtlozne
mjesalice (10 sekundi), zatim ultrazvuka (5 minuta) te ponovo vrtlozne mjesalice (10 sekundi).
Nakon ponavljanja navedenog postupka, ekstrakt se centrifugira i supernatant se koristi za

analizu.

Pripremaju se i tri poredbene otopine. Prvu poredbenu otopinu (a) predstavlja 5,0 mg

kanabidiola R otopljenog u 1,0 mL otopine A°-tetrahidrokanabinola R. Poredbena otopina (b)
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se dobiva razrjedivanjem 0,25 mL otopine (a) s metanolom R do 1,0 mL. Treca poredbena
otopina (c) priprema se otapanjem 1 mg kanabidiola R i 1 mg kanabidiolne kiseline R u
metanolu R te nadopunjavanjem do 1 mL istim otapalom. Kao biljeg intenziteta obojenja

odijeljenih zona navodi se A°-tetrahidrokanabinol iz poredbene otopine (a) i (b).

Po 2,0 L ispitivane i poredbeniih otopina nanosi se u liniji od 8 mL na plocu s adsorbenom
oktadecilsilil sillikagel F2sa. Razvijanje kromatograma provodi se pokretnom fazom koja sadrzi
vodu R, ledenu octenu kiselinu R i metanol R u volumnim omjerima 10:10:80. Razvijena ploca
susi se 5 minuta na zraku na sobnoj temperaturi. Zone kanabinoida detektiraju se prskanjem

osusene ploce reagensom vanilin R i zagrijavanjem tri minute na 100 °C.

Poredbena otopina (c) se koristi za procjenu prikladnosti sustava. U srednjoj trecini
kromatograma moraju biti prisutne dvije sive do crvenoljubiaste zone koje se mogu i

dodirivati. Donja zona pripada kanabidiolnoj kiselini, dok gornja zona odgovara kanabidiolu.

Rezultati: Slika 9 prikazuje slijed zona prisutnih u kromatogramima koji su dobiveni analizom
poredbene (a)iispitivane otopine. U dobivenom kromatogramu s ispitivanom otopinom mogu
biti prisutne druge vrlo blijede zone. Ako postoje, zona A°-tetrahidrokanabinolne kiseline je
intenzivnija od zone A°-tetrahidrokanabinola, a zona kanabidiolne kiseline je intenzivnija od
zone koja odgovara kanabidiolu. Na slici 9 prikazana je shema kromatograma glavnih
fitokanabinoida prema Europskoj farmakopeji, dok slika 10 donosi primjer takvog

kromatograma.
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Vrh kromatografske ploce

Kanabidiol:
crvenoljubicasta
zona

A°-Tetrahidrokanabinol:

crveno-ljubicasta zona

Crvenoljubicasta zona,
blijeda do jednaka (A°-
tetrahidrokanabinol)

Crvenoljubicasta zona,
intenzivna (A°-
tetrahidrokanabinolna
kiselina)

Crvenoljubicasta zona,
blijeda do vrlo blijeda
(kanabidiol)

Crvenoljubicasta zona,
intenzivna
(kanabidiolna kiselina

Crvenoljubicasta zona,
blijeda (A%
tetrahidrokanabinol)

Crvenoljubitasta zona (A°-
tetrahidrokanabinolna
kiselina)

Crvenoljubicasta zona,
blijeda do vrlo blijeda
(kanabidiol)

Crvenoljubicasta zona,
intenzivna
(kanabidiolna kiselina)

Siva do crvenoljubicasta
zona, vrlo blijeda, moze
izostati (A°-
tetrahidrokanabinol)

Crvenoljubicasta zona,
vrlo blijeda (A®-
tetrahidrokanabinolna
kiselina)

Referentna otopina

(a)

Ispitivana otopina
(THC tip)

Ispitivana otopina
(THC/CBD tip)

Ispitivana otopina
(CBD tip)

Slika 9. Shematski prikaz kromatograma fitokanabinoida prema Europskoj farmakopeji
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Slika 10. Primjer HPTLC kromatograma za identifikaciju droge Cannabis flos prema

farmakopejskoj metodi (51)

a, e, i — kanabidiol; b, ¢, g, | — A%tetrahidrokanabinol; d, h, m - A%-tetrahidrokanabinolna kiselina;
f, k — kanabidiolna kiselina
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ISPITIVANJA

Farmakopeja propisuje odredivanje udjela fitokanabinoida kanabinola (CBN) tekucéinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC-om), a najve¢om dozvoljenom vrijednos¢u od
1,0 %. Postupak predvida izradu dviju ispitivanih otopina. Prva ispitivana otopina (a) priprema
se na nacin da se 0,5 g izrezane ili samljevene, neprosijane biljne droge ekstrahira s 40 mL 96
%-tnog etanola R u odgovarajuéoj epruveti za centrifugiranje s ¢epom na navoj, uz potresanje
tijekom 15 minuta. Nakon toga se ekstrakt centrifugira na oko 1700 okretaja te supernatant
izdvoji. Ekstrakcija se ponovi joS dva puta sa 25 mL 96 %-tnog etanola R. Supernatanti se
zdruZe i razrijede do 100,0 mL 96 %-tnim etanolom R te profiltriraju kroz membranski filtar
veli¢ine Cestica od 0,22 um. Druga ispitivana otopina (b) pripremi se razrjedenjem 1,0 mL

ispitivane otopine (a) metanolom R do 10,0 mL.

Postupkom se propisuje izrada pet poredbenih otopina. Prva (a) se dobije otapanjem 20,0 mg
kanabidiola za izradu cannabis CRS u metanolu i nadopunjavanjem do 100,0 mL istim
otapalom. Druga poredbena otopina (b) priredi se razrjedivanjem 5,0 mL poredbene otopine
(a) do 20,0 mL metanolom R. Poredbena otopina (c) dobije se razrjedivanjem 10,0 mL
poredbene otopine (a) metanolom R do 20,0 mL. Poredbena otopina (d) pripremi se na sli¢an
nacin kao i ispitivana otopina (a). Provodi se ekstrakcija 50 g referentnog uzorka droge
Cannabis flos za procjenu prikladnosti sustava HRS (Cannabis flower for system suitability HRS)
s 4 mL 96 %-tnog etanola R. Nakon centrifugiranja i odvajanja supernatanta, ekstrakcija se
takoder ponavlja dva puta s 2,5 mL istog otapala. ZdruzZeni supernatanti se razrijede 96 %-tnim
etanolom R do 10,0 mL i filtriraju kroz membranski filtar veli¢ine Cestica od 0,22 um.
Poredbena otopina (e) se dobije razrjedivanjem 1 mL poredbene otopine (d) do 10 mL

metanolom R.
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Koristi se kolona duljine 0,15 m i promjera 4,6 mm u kojoj je stacionarna faza oktadecilsilil
silikagel s ugradenim polarnim skupinama na povrsini. Analiza se odvija pri temperaturi 35 °C.
Koristi se pokretna faza sastavljena od 0,1 %-tne otopina trifluoroctene kiseline (V/V) i
acetonitrila za kromatografiju R u volumnom omjeru 41:59, s brzinom protoka 2,0 mL u minuti.
Detekcija se provodi na 228 nm. Injektira se po 5 pL ispitivane otopine (a) i poredbenih otopina

(b) i (d). Vrijeme analize treba biti pet puta duze od vremena zadrZavanja kanabidiola.

Za identifikaciju kanabidiola (tr ~ 6,9 min) koristi se kromatogram dobiven s referentnom
otopinom (b). Kromatogram referentnog uzorka droge Cannabis flos za procjenu prikladnosti
sustava HRS i kromatogram poredbene otopine (d) sluze u svrhu identifikacije A9-
tetrahidrokanabinola (tg ~ 1,76 min), A°-tetrahidrokanabinolne kiseline (tz ~ 2,48 min),
kanabidiolnne kiseline (tg ~ 1,0 min), kanabinola (tz ~ 6,9 min), kanabinolne kiseline (tg ~ 2,38
min), kanabikromena (tg ~ 2,48 min), kanabigerola (tg ~ 1,17 min) i kanabigerolne kiseline (tg

~ 1,63 min).

Prikladnost sustava se procjenjuje na osnovi kromatograma referentne otopine (d).
Razluéivanje izmedu pikova kanabigerolne kiseline i A°-tetrahidrokanabinola treba biti
najmanje 2,0. Odreduje se takoder omjer visine i doline pika (peak-to-valley ratio). Omjer
visine pika (Hp) koji odgovara kanabigerolu i udaljenosti od bazne linije tog pika do najnize
tocke odjeljivanja od pika koji odgovara kanabidiolnoj kiselini (Hv) treba biti najmanje 1,5.
Nadalje, odnos visine pika (Hp) koji odgovara kanabinolnoj kiselini i udaljenosti od bazne linije
tog pika do najnize tocke odjeljivanja od pika koji odgovara kanabikromenu (Hv) treba biti

najmanje 5.
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Udio kanabinola (CBN) u postocima racuna se prema sljedecéoj formuli koja uzima u obzir

povrsine ispod pikova kanabinola, kanabidiola i kanabinolne kiseline, uz faktore korekcije:

[(A1x 0.405) + (A3 x0.901 x 0.876)] x m2 x p

Axxmix4

A1 = povrsina ispod pika koji odgovara kanabinolu u ispitivanoj otopini (a)

A, = povrsina ispod pika koja odgovara kanabidiolu u poredbenoj otopini (b)

A, = povrsina ispod pika koja odgovara kanabinolnoj kiselini u poredbenoj otopini (a)
m,; = masa biljne droge koja se koristi za izradu ispitivane otopine (a), u gramima

m, = masa poredbenog kanabidiola za izradu cannabis CRS , u gramima

p = postotak poredbenog kanabidiola u cannnabis CRS

0.405 = faktor korekcije za kanabinol u odnosu na kanabidiol

0.901 = faktor korekcije za kanabinolnu kiselinu u odnosu na kanabidiol

0.876 = omjer molekularnih masa kanabinola i kanabinolne kiseline.

Farmakopeja propisuje najvise 2 % stranih primjesa, a u ispitivanju se koristi 25-50 g droge.
Ako se droga pripisuje pacijentima kao lijek, ne smije sadrzavati sjemenke i cjelovita biljna

droga ne smije sadrzavati listove duze od 1 cm.

Propisani gubitak susenjem iznosi najvise 12,0 %, a odreduje se za 1,0000 g izrezane ili
samljevene, neprosijane droge. Postupak se provodi susenjem tijekom 24 sata na oko 100 g

molekulskog sita R, pri tlaku 1,5-2,5 kPa i temperaturi 40 °C.

Za drogu Cannabis flos propisani su i udjeli teskih metala. Propisan je najveci dozvoljeni udio
Zive (0,1 ppm), kadmija (1,0 ppm) i olova (5,0 ppm). Ako se biljna droga propisuje pacijentima
kao lijek, propisano je i odredivanje arsena kojeg mozZe biti najvise 0,2 ppm. U tom slucaju

pojedinacni udjeli kadmija i olova ne smiju biti veéi od 0,3 ppm odnosno 0,5 ppm.
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ODREDIVANJE SADRZAJA

Europska farmakopeja propisuje odredivanje sadrzaja tetrahidrokanabinola (THC) i
kanabidiola (CBD) primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti, a postupak je
validiran za analiticki raspon od 0,2 % do 32,0 % A°-tetrahidrokanabinola, A°-

tetrahidrokanabinolske kiseline, kanabidiola i kanabidiolske kiseline.

Prethodno opisana metoda za odredivanje kanabinola (CBN) primjenjuje se i za odredivanje
THC-a i CBD-a, uz odredene preinake. Analizira se ispitivana otopina (a) te poredbene otopine
(c) i (e). Prikladnost sustava se procjenjuje koristenjem poredbene otopine (e). Razlucivanje

izmedu pikova koji odgovaraju kanabidiolu i kanabidiolskoj kiselini treba biti najmanje 2,0.

Udio tetrahidrokanabinola, izraZzen kao A®-tetrahidrokanabinol, raéuna se uz pomo¢ navedene

formule:

[(A1x1.097) + (A3 x 0.901 x 0.877)] x max p x4

Az x m1

A1 = povrsina ispod pika koji odgovara A9-tetrahidrokanabinolu u ispitivanoj otopini (b)

A, = povrsina ispod pika koja odgovara kanabidiolu u poredbenoj otopini (c)

A, = povrsina ispod pika koja odgovara A9-tetrahidrokanabinolnoj kiselini u ispitivanoj otopini (b)
m,; = masa biljne droge koja se koristi za izradu ispitivane otopine (a), u gramima

m, = masa poredbenog kanabidiola za izradu cannabis CRS , u gramima

p = postotak poredbenog kanabidiola u cannnabis CRS

1,097 = faktor korekcije za A9-tetrahidrokanabinol u odnosu na kanabidiol

0.691 = faktor korekcije za A9-tetrahidrokanabinolnu kiselinu u odnosu na kanabidiol

0.877 = omjer molekularnih masa A9-tetrahidrokanabinola i A9-tetrahidrokanabinolne kiseline.

34



Ukupni kanabidiola, izrazen kao kanabidiol, racuna se uz pomo¢ navedene formule:

[A1+ (A3x0.596 x 0.877)] xmaxp x 4

Az X m1

A1 = povrsina ispod pika koji odgovara kanabidiolu u ispitivanoj otopini (b)

A, = povrsina ispod pika koja odgovara kanabidiolu u poredbenoj otopini (c)

A, = povrsina ispod pika koja odgovara kanabidiolnoj kiselini u ispitivanoj otopini (b)
m,; = masa biljne droge koja se koristi za izradu ispitivane otopine (a), u gramima

m, = masa poredbenog kanabidiola za izradu cannabis CRS , u gramima

p = postotak poredbenog kanabidiola u cannnabis CRS

0,596 = faktor korekcije za kanabidiolnu kiselinu u odnosu na kanabidiol

0.877 = omjer molekularnih masa kanabidiola i kanabidiolne kiseline.

CUVANIE

Biljna droga Cannabis flos se ¢uva u hermeticki zatvorenoj posudi.

0zZNACAVANIE

Farmakopeja propisuje da je potrebno navesti udio tetrahidrokanabinola i kanabidiola u

postocima. Nadalje, potrebno je navesti propisuje li se biljna droga pacijentima kao lijek.

U nastavku su na slikama 11-14 prikazani primjeri HPLC kromatograma smjese poredbenih
fitokanabinoida te uzoraka droge Cannabis flos koji pripadaju razli¢itim kemotipovima, kao

rezultat primjene farmakopejske metode (51).
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Slika 11. HPLC kromatogram poredbenih fitokanabinoida definiranih koncentracija

1 — CBDVA (kanabidivarinska kiselina); 2 — THCV (tetrahidrokanabivarin); 3 — CBD (kanabidiol);

4 — CBDA (kanabidiolna kiselina); 5 — CBG (kanabigerol); 6 — THCV (tetrahidrokanabivarin); 7 — CBN
(kanabinol); 8 — CBGA (kanabigerolna kiselina); 9 - A>-THC (A%-tetrahidrokanabinol); 10 — CBNA
(kanabinolna kiselina); 11 — CBD (kanabidiol); 12 — A°>-THCA (A°-tetrahidrokanabinolna kiselina);

13 —CBCA (kanabikromenska kiselina)
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Slika 12. Primjer HPLC kromatograma za THC kemotip droge Cannabis flos

1 — CBDVA (kanabidivarinska kiselina); 2 — THCV (tetrahidrokanabivarin); 3 — CBD (kanabidiol);

4 — CBDA (kanabidiolna kiselina); 5 — CBG (kanabigerol); 6 — THCV (tetrahidrokanabivarin); 7 — CBN
(kanabinol); 8 — CBGA (kanabigerolna kiselina); 9 - AS-THC (A%-tetrahidrokanabinol); 10 — CBNA
(kanabinolna kiselina); 11 — CBD (kanabidiol); 12 — A°>-THCA (A°-tetrahidrokanabinolna kiselina);

13 — CBCA (kanabikromenska kiselina)
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Slika 13. Primjer HPLC kromatograma za THC/CBD kemotip droge Cannabis flos

1 — CBDVA (kanabidivarinska kiselina); 2 — THCV (tetrahidrokanabivarin); 3 — CBD (kanabidiol);

4 — CBDA (kanabidiolna kiselina); 5 — CBG (kanabigerol); 6 — THCV (tetrahidrokanabivarin); 7 — CBN
(kanabinol); 8 — CBGA (kanabigerolna kiselina); 9 - A°-THC (A%-tetrahidrokanabinol); 10 — CBNA
(kanabinolna kiselina); 11 — CBD (kanabidiol); 12 — AS-THCA (A%-tetrahidrokanabinolna kiselina);

13 — CBCA (kanabikromenska kiselina)
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Slika 14. Primjer HPLC kromatograma za CBD kemotip droge Cannabis flos

1 — CBDVA (kanabidivarinska kiselina); 2 — THCV (tetrahidrokanabivarin); 3 — CBD (kanabidiol);

4 — CBDA (kanabidiolna kiselina); 5 — CBG (kanabigerol); 6 — THCV (tetrahidrokanabivarin); 7 — CBN
(kanabinol); 8 — CBGA (kanabigerolna kiselina); 9 - A°-THC (A%-tetrahidrokanabinol); 10 — CBNA
(kanabinolna kiselina); 11 — CBD (kanabidiol); 12 — A°-THCA (A°-tetrahidrokanabinolna kiselina);

13 — CBCA (kanabikromenska kiselina)
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3.2. REGULATORNI STATUS MEDICINSKE KONOPLIJE

3.2.1. Regulatorni status medicinske konoplje u europskim drzavama tijekom proteklog

desetljeca

U razdoblju izmedu 2012.i2021. godine, 41 drZava u svijetu (27 u Europi, 23 u Europskoj uniji),
zakonski je regulirala primjenu konoplje i proizvoda na bazi konoplje za medicinsku uporabu.
U 50 drzava diljem svijeta konoplja se koristi u industrijske svrhe. Europska regulativa dopusta
uzgoj i industrijsku primjenu sorti konoplje s udjelom THC-a koji ne prelazi 0,2 %. Za osobnu
uporabu nije dopusten uzgoj i koristenje konoplje s udjelom THC-a veé¢im od 0,2 %, uz iznimku
Nizozemske, medutim, njezina primjena je dekriminaliziran u 16 drZava Europske unije (1, 24,
52). Vedina drzava clanica Europske unije danas dopusta ili razmatra mogucnost uporabe
konoplje ili kanabinoida u medicinske svrhe (53). No, pravni okvir koji regulira medicinsku
primjenu konoplje je razli¢it za svaku drzavu. Problem zakonske regulative i ujednacavanja na
razini Europske unije prepoznalli su i zastupnici u Europskom parlamentu. Stoga je pitanje o
uskladenosti primjene medicinske konoplje upuéeno Europskoj komisiji 2018. godine (54).
Slika 15 donosi prikaz iz 2023. godine na kojem je razvidna razlika u regulativi primjene
konoplje u medicinske svrhe medu zemljama Europske unije. Republika Hrvatska je oznacena
kao zemlja koja dopusta medicinsku primjenu biljne droge Cannabis flos i odgovarajucih

proizvoda prema specificnim regulatornim zahtjevima (55).
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Slika 15. Graficki prikaz regulatornog statusa medicinske konoplje u Europi 2023.
(Prilagodeno prema [56]).
U nekim europskim drzavama medicinska konoplja aktivno se propisuje u obliku magistralnih
lijekova kako bi se povecala dostupnost lijekova te personalizirala njihova primjena. Prva ih je
pocela primjenjivati Nizozemska, a zatim su je pocele slijediti i druge ¢lanice, medu kojima se
danas istiée Njemacka. Regulatorni okvir za odobrenje medicinske konoplje i distribucija
pacijentima u drZzavama c¢lanicama Europske unije nije uskladena jer postoje razliciti
nacionalni propisi koji ogranic¢avaju distribuciju medicinske konoplje (23). Slika 16 prikazuje

lijekove na bazi medicinske konoplje i kanabinoida prisutni na trzistu Europske unije (2).
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Kanabis i kanabinoidi koji se koriste u medicinske svrhe — Siroka tipologija

‘ Primjeri lijekova i njihovih djelatnih tvari

Cesamet i Marinol i Sativex Epidiolex
Canemes Syndrgs
I . Sadrzi Sadrzi Sadrzi Sadrzi
| L.]j&k'u:l[ s:udob{anﬁem ;/ nabilon dronabinal nahismole kanabidiol
| za stavijanje u promet >
Sintetski kanabinoid Sintetski THC Ma biljnoj bazi; cea. CBD na bifjno) baz
siidan THC-u jesc] st i
CBDITHE
- . . Sirovi kanabis Magistralni pripravci Standardizirani
Pripra
pravci od kanabisa pripravci kanabisa

Promjenjiv u sastavu THC/CBD

Slika 16. Podjela lijekova na bazi medicinske konoplje koji su prisutni u Europskoj uniji
(Prilagodeno prema European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction)

Dana 13. veljace 2019. godine, Europski parlament usvojio je Rezoluciju o primjeni konoplje
u medicinske svrhe koju je podnio Odbor za okolis, javno zdravlje i sigurnost hrane. U rezoluciji
se navodi da kanabinoidi iz medicinske konoplje mogu pomoéi u smanjenju odredenih
simptoma kao Sto su kroni¢na bol, upala ili bakterijske infekcije te da mogu potaknuti rast
kostiju. Postoje dokazi da medicinska konoplja ili kanabinoidi mogu pozitivho djelovati na
povecanje apetita i smanjenje gubitka tjelesne mase povezanog s HIV/AIDS-om, ublazZiti
simptome psihoze, Touretteovog sindroma, epilepsije, Alzheimerove bolesti, artritisa, astme,
karcinoma i Crohnove bolesti. U Rezoluciji je istaknuto da se drZzave ¢lanice razlikuju u pristupu
zakonodavstvu o medicinskoj primjeni konoplje, kao Sto je najveca dozvoljena koncentracija
THC-a i CBD-a ili indikacije za primjenu, pri ¢emu se legalizacija u rekreativne svrhe cesto

neopravdano mijesa s medicinskom primjenom u potrebitih bolesnika (57).

Europski parlament u Rezoluciji poziva Europsku komisiju i zemlje clanice da razmotre

regulatorne, financijske i kulturne prepreke koje optereéuju istraZzivanje konoplje i kanabinoida
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te njihove mogucnosti primjene u medicinske svrhe. Od drzava ¢lanica zatrazeno je da se

lijeCnicima prepusti profesionalna prosudba pri propisivanju odobrenih lijekove na bazi

medicinske konoplje za bolesnike s relevantnim stanjima te omoguci ljekarnicima da zakonito

izdaju lijekove na recept.

Kroz Rezoluciju, Europski parlament poziva Europsku komisiju da:

u radu s nacionalnim tijelima donese pravno odgovarajuce definicije medicinske
konoplje te postavi jasnu razliku izmedu lijekova na bazi medicinske konoplje koje je
odobrila Europska agencija za lijekove (EMA) ili druge regulatorne agencije i medicinske
konoplje, Cija uporaba nije utemeljena na klinickim dokazima te druge primjene
konoplje, primjerice u industriji ili u rekreativne svrhe;

izradi sveobuhvatnu strategiju u svrhu osiguranja najvisih standarda za neovisno
istrazivanje, razvoj, odobravanje, stavljanje na trziste i farmakovigilanciju te izbjegavanja
zlouporabe proizvoda na bazi konoplje;

uspostavi mrezu koja ¢e objediniti EMA-u i Europski centar za pracenje droga i ovisnosti
o drogama (EMCDDA) te nadleZzna nacionalna tijela, organizacije pacijenata, civilno
drustvo, socijalne partnere, organizacije potrosaca, zdravstvene djelatnike, nevladine
organizacije i ostale relevantne dionike, da bi se omogucila ucinkovita implementacija
strategije o primjeni medicinske konoplje;

radi s drzavama c¢lanicama na omogucavanju jednakog pristupa lijekovima na bazi
medicinske konoplje i da, gdje je to primjenjivo, lijekovi koji su ucinkoviti u lijecenju
specificnih stanja budu pokriveni programima zdravstvenog osiguranja na isti nacin kao

i drugi lijekovi;
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radi s drzavama clanicama na tome da samo siguran i kontroliran biljni materijal
medicinske konoplje moZze biti u obliku proizvoda koji su prosli kroz klinicka ispitivanja,
regulatornu procjenu i odobrenje;

osigura istraZivanje i uporaba medicinske konoplje u Europskoj uniji na nacin koji ne

pogoduje kriminalnim mreZzama droga niti dovodi do njihova proSirenja.

Kroz Rezoluciju, Europski parlament poziva zemlje ¢lanice da:

preispitaju svoje relevantno zakonodavstvo o uporabi lijekova na bazi medicinske
konoplje kada znanstvena istraZzivanja pokazu da se isti pozitivni u€inak ne moze postici
koristenjem konvencionalnih lijekova koji ne izazivaju ovisnost;

omoguce pacijentima siguran i ravnopravan izbor izmedu razlicitih vrsta lijekova na bazi
medicinske konoplje te da ih tijekom lijeCenja prate specijalizirani medicinski stru¢njaci;
osiguraju dostupnost lijekova na bazi medicinske konoplje koji zadovoljavaju stvarne
potrebe, bilo proizvodnjom u skladu s nacionalnim medicinskim standardima ili uvozom
koji je u skladu s nacionalnim zahtjevima za lijekove na bazi medicinske konoplje;
omoguce medicinskim stru¢njacima odgovaraju¢e medicinsko obrazovanje u svrhu
stjecanja znanja o medicinskoj konoplji na temelju neovisnih i Sirokih znanstvenih

istrazivanja (57).

3.2.2. Odobrenje za stavljanje u promet lijekova na bazi medicinske konoplje

Lijekovi na bazi medicinske konoplje i kanabinoida moraju imati dozvolu za primjenu u

lijecenju i proci registracijski postupak pri nadleznim Europskim ili nacionalnim regulatornim

tijelima. Posjedovanje odobrenja za stavljanje u promet znaci da je zahtjev za lijek podnesen

regulatornom tijelu i da je nakon ocjene prijave, regulatorno tijelo dodijelilo autorizaciju. Ovo
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obi¢no implicira da je lijek proSao opsezna klinicka ispitivanja i da lijek ima dokaze o sigurnosti
i uinkovitosti primjene. Regulatorna tijela takoder uzimaju u obzir moze li se lijek proizvesti

do trazene razine kvalitete (54).

postupak ili nacionalna nadlezna tijela kroz uzajamno priznavanje, decentralizirani il
nacionalni postupak. Prilikom podnosSenja zahtjeva za odobrenje za stavljanje u promet,
tvrtke moraju dostaviti dokumentaciju koja dokazuje da je proizvod odgovarajuée kvalitete,
sigurnosti i u¢inkovitosti (58). Dokumentacija za odobrenje za stavljanje lijeka u promet mora
biti pripremljena u skladu s Prilogom 1. Direktive 2001/83/EZ, uzimajuci u obzir relevantne
znanstvene smjernice i pravnu osnovu koju je odabrao podnositelj zahtjeva (59). Na ovaj
nacin odobreni su svi trenutacno dostupni lijekovi na bazi kanabinoida u Europi, bili oni

sintetskog porijekla ili ekstrahirani i prociséeni iz biljnog materijala.

Biljni lijek moZe doci na trziste Europske unije putem ocjene cjelovite dokumentacije u
standardnom registracijskom postupku ili putem pojednostavljenog registracijskog postupka,
ako je zadovoljio zahtjeve provjerene medicinske uporabe odnosno dugotrajne tradicionalne

primjene (59).

Biljni lijek s provjerenom medicinskom primjenom

Standardna dokumentacija zahtjeva za odobrenje za stavljanje lijeka u promet mora
sadrzavati rezultate neklinickih i klini¢kih ispitivanja za dokazivanje sigurnosti i u€inkovitosti
novog lijeka. Medutim, moguée je dokazati ucinkovitost i sigurnost primjene lijeka putem
objavljene znanstvene literature kao dijela zahtjeva za odobrenje za stavljanje u promet.
Predmetna zakonska osnova za davanje odobrenja temelji se na clanku 10.a Direktive

2001/83/EZ, a podrazumijeva da djelatna tvar ima provjerenu medicinsku uporabu u EU kroz
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period od najmanje 10 godina. Nadlezno regulatorno tijelo izdat ¢e odobrenje za stavljanje u
promet ako temeljitom procjenom priloZzene dokumentacije utvrdi da su ispunjeni svi
zakonski uvjeti, odnosno da je kvaliteta, sigurnost i djelotvornost primjereno dokazana te da
se omjer koristi i rizika doti¢nog lijeka smatra pozitivnim u primijenjenoj terapijskoj indikaciji.
Na taj nacin pojednostavljuje se postupak stavljanja gotovog lijeka u promet jer nije potrebno
provoditi klini¢ka ispitivanja te se na taj nacin povecava dostupnost odredenih lijekova. lzrada
monografija za lijekove provjerene medicinske primjene za tvari ili pripravke dobivene od
medicinske konoplje mogucda je ako su ispunjeni zahtjevi iz ¢lanka 10.a Direktive 2001/83/EZ.
Rezultate neklinickih ili klini¢kih ispitivanja moguce je zamijeniti detaljnim referencama na
objavljenu znanstvenu literaturu ako se moze dokazati da su djelatne tvari lijeka bile u uporabi
unutar EU, najmanje 10 godina, s priznatom ucinkovito$cu i prihvatljivom razinom sigurnosti.
Tradicionalni biljni lijek

Biljni lijekovi koji se koriste vise od 30 godina (ukljucuju¢i najmanje 15 godina u EU), a koji su
namijenjeni za upotrebu bez nadzora lijecnika i koji se ne daju injekcijom, mogu se odobriti u
skladu sa zahtjevima navedenim u Direktivi o tradicionalnim biljnim lijekovima (Direktiva
2004/24/EZ) (60). Tradicionalni biljni lijekovi moraju opravdati dugu povijest medicinske
uporabe i iskustva u EU kako bi pokazali uvjerljivu ucinkovitost i prihvatljivu razinu sigurnosti
umjesto provodenja novih klinickih ispitivanja kao i indikacije primjerene samolijecenju jer se
odobravaju u bezreceptnom statusu od strane nacionalnih nadlezna tijela (55). Navedeni
regulatorni zahtjevi kao i jedinstvena konvencija UN-a o opojnim drogama iz 1961.
predstavljaju izazov u registraciji lijekova i pripravaka od medicinske konoplje kao
tradicionalnih biljnih lijekova i uspostavi EU monografije tradicionalnog biljnog lijeka za tvari

dobivene od konoplje ili njezine pripravke (55).
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Monografije biljnih droga Europske agencije za lijekove

Monografija Europske agencije za lijekove (EMA) koja se odnosi na biljne droge sadrzi
znanstveno misljenje Povjerenstva za biljne lijekove (The Committee on Herbal Medicinal
Products, HMPC) o podacima o sigurnosti i ucinkovitosti biljnih tvari i njezinih pripravaka
namijenjenih medicinskoj uporabi. HMPC procjenjuje sve dostupne informacije, ukljucujudi
neklinicke i klinicke podatke, kao i dokumentiranu dugogodi$nju uporabu i iskustvo u
Europskoj uniji. EMA-ine monografije ne treba poistovjecivati s monografijama Europske
farmakopeje koje pokrivaju zahtjeve kvalitete za Sirok spektar ljekovitih tvari, ukljucujudi
biljne tvarii pripravke. U zahtjevima za odobrenje za stavljanje biljnog lijeka u promet mogude
je upudivanje na postoje¢e EMA-ine monografije. Za ostale lijekove biljnog podrijetla sa
samostalnim kemijskim entitetom kao novom djelatnom tvari, izrada EU monografije za biljni
lijek pri EMA-i nije primjenjiva (55, 61). Pri procjeni sigurnosti i u€inkovitosti djelatne tvari od
iznimne je vainosti da je tvar dobro definirana. Objavljene studije moraju sadrzavati opis
kvalitete odredene ispitivane biljne tvari, konoplje ili njezinog pripravka. Nedovoljni podaci o
kvaliteti ispitivanih biljnih tvari i sastavu proizvoda ne dopustaju konacnu ocjenu njihove
sigurnosti i uinkovitosti. Sve navedene aspekte treba procijeniti prije nego sto HMPC donese
zakljucak o ukljucivanju specificnih terapijskih indikacija za odredene biljne tvari ili njihove
pripravke u biljnu monografiju. HMPC je u veljaci 2023. objavio poziv za dostavu odabranih
specificnih znanstvenih podataka koji se mogu koristiti u procjeni biljne droge Cannabis flos

od biljne vrste Cannabis sativa L. (62).
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3.2.3. Regulatorni status medicinske konoplje i dostupnost pripravaka u Republici Hrvatskoj

Republika Hrvatska je joS 2015. godine, izmjenama Pravilnika o mjerilima za razvrstavanje
lijekova te o propisivanju i izdavanju lijekova na recept (Narodne novine, br. 86/13, 90/13 -
ispravak, 102/14, 107/15 i 72/16) omogudila legalnu primjenu i dostupnost gotovih lijekova i
pripravaka na bazi medicinske konoplje pacijentima oboljelima od multiple skleroze,
karcinoma, odredenih najtezih oblika epilepsije i AIDS-a. Gotovi lijekovi i pripravci u obliku
uljne otopine dostupni su od 2015. godine na hrvatskom trziStu i izdaju se u ljekarnama na
recept izabranog lije¢nika u primarnoj zdravstvenoj zastiti, temeljem preporuke lijecnika

specijalista (63).

Temeljem Pravilnika o izmjenama i dopunama pravilnika o mjerilima za razvrstavanje lijekova
te o propisivanju i izdavanju lijekova na recept propisano je da se lijekovi koji sadrze THC,
dronabinol i nabilon mogu propisivati za ublazavanje tegoba kod multiple skleroze,
karcinoma, epilepsije i AIDS-a. Doktori medicine obvezni su na recept za magistralni pripravak
propisati koli¢inu THC-a za pojedina¢nu dozu, vrstu biljne droge i biljnog pripravka iz kojeg ¢e
se izraditi magistralni pripravak, broj pojedinacnih doza, ljekoviti oblik, doziranje i nacin
primjene. Nadalje, lijekovi koji sadrze THC mogu se propisivati na recept u koli¢ini potrebnoj
za lijecenje do najvise 30 dana. Ukupna koli¢ina propisanog THC-a za 30 dana lijeCenja ne
smije biti ve¢a od 7,5 g. Polazne supstance za izradu magistralnih i galenskih pripravaka
trebaju biti standardizirani, odnosno imati utvrdenu koli¢inu THC-a. Koli¢inu biljnog pripravka
potrebnu za izradu magistralnog pripravka odrediti ¢e magistar farmacije prilikom izrade
pripravka uzimajuci u obzir utvrdenu koli¢inu THC-a u biljnom pripravku i propisanu dozu THC-
a (63). Magistralni pripravak se izraduje u laboratoriju ljekarne prema standardnoj recepturi

iz stru¢nih farmaceutskih priruc¢nika ili farmakopeje postujuéi smjernice dobre ljekarnicke
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prakse. Prije izradbe pripravka potrebno je kontrolirati dozu i kompatibilnost sastavnica.
Supstancije koje se koriste u izradbi pripravka (ljekovite supstancije — remedia i pomoc¢ne tvari
— excipientia) te ambalaza (spremnici) moraju biti kakvoce propisane farmakopejskim i drugim
stru¢nim propisima. Prilikom prijema ljekovitih supstancija i ambalaze, ljekarnik mora provesti
potvrdu identiteta i ispitivanje ispravnosti i kakvoce. Prilikom izdavanja pripravaka, ljekarnik
mora utvrditi prelazi li trajanje terapije rok ispravnosti i stabilnosti magistralnog pripravka

(64).

Zakonom o izmjenama i dopunama Zakona o suzbijanju zlouporabe droga (Narodne novine,
broj 39/19), koji je donesen na 11. sjednici Hrvatskoga sabora 5. travnja 2019. godine,
omogucio se uzgoj i proizvodnja konoplje u medicinske svrhe. Odobrenje za uzgoj konoplje u
medicinske svrhe Ministarstvo zdravstva izdaje pravnim osobama koje imaju proizvodnu
dozvolu Agencije za lijekove i medicinske proizvode, za proizvodnju lijeka ili djelatne tvari
sukladno Zakonu o lijekovima (Narodne novine, br. 76/13, 90/14 i 100/18). Navedenom
odredbom, lijekove i pripravke na bazi medicinske konoplje namjerava se pacijentima u
Republici Hrvatskoj uciniti dostupnijima. Prema navedenom zakonu oc¢ekuje se Pravilnik kojim
¢e ministar nadlezan za zdravstvo propisati nacin i mjerila za davanje odobrenja za uzgoj i
proizvodnju konoplje u medicinske svrhe sukladno Zakonu o lijekovima uz suglasnost ministra

nadleznog za poljoprivredu i ministra nadleznog za unutarnje poslove (65).

Uvidom u HALMED-ovu bazu lijekova vidljivo je da trenutacno nema odobrenih biljnih lijekova
na bazi medicinske konoplje u Hrvatskoj, medutim postoji registriran lijek centraliziranim
postupkom s kanabidiolom kao djelatnom tvari. Djelatna tvar se dobiva postupkom izolacije i
prociséavanja iz mljevenog biljnog materijala, a uklapa se u farmaceutski oblik oralne otopine

koncentracije 100 mg/mL. Lijek je indiciran kao dodatna terapija napadaja povezanih s Lennox-
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Gastautovim sindromom ili Dravetovim sindromom u kombinaciji s klobazamom u bolesnika
u dobi od 2 ili viSe godina te kao dodatna terapija napadaja povezanih s kompleksom

tuberozne skleroze u bolesnika u dobi od 2 ili viSe godina (66).
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4. RASPRAVA

Pregledom znanstvene literature na temu kvalitativne i kvantitativne analize kanabinoida
biline vrste Cannabis sativa L. moZe se primijetiti intenzivan razvoj analitickih metoda
specificnih za analizu sastava razli¢itih pripravaka na bazi medicinske konoplje. Taj razvoj
vremenski korelira sa sve veéim brojem provedenih klini¢kih studija, a time i klinickih dokaza

za terapijsku primjenu medicinske konoplje.

Fitokemijski sastav konoplje vrlo je sloZen, Sto predstavlja izazov u razvoju analitickih metoda
koje bi osiguravale potpunu karakterizaciju biljnih tvari i biljnih pripravaka na bazi medicinske
konoplje. Da bi razvoj analitickih metoda bio koristan i primjenjiv za farmaceutsku analizu,
potrebno je identificirati terapijski vazne sastavnice za koje imamo dokazan farmakoloski
ucinak. Znanstvene publikacije opisuju analiticke metode koje moZzemo podijeliti s obzirom na
svrhu analize i vrstu analita. Plinska kromatografija vrlo cesto koristi za utvrdivanje
kromatografskog profila fitokanabinoida i terpena u biljnom materijalu. Nedostatak ove
tehnike je u potrebnom koraku derivatizacije, Sto poskupljuje cijeli postupak te unosi
potencijalne pogreske u odredivanju sadrzaja. NajviSe upotrebljavane tehnike su tankoslojna
i tekudinska kromatografija, Sto je o¢ekivano zbog njihove nezamjenjive uloge u analizi biljnih
uzoraka. Tankoslojna kromatografija (TLC) i tankoslojna kromatografija visoke djelotvornosti
(HPTLC) su pogodne su tehnike za brzu i jednostavnu kvalitativnu i polukvantitativnu analizu.
Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je najceSée koriStena tehnika za

identifikaciju i odredivanje fitokanabinoida u neutralnom i kiselom obliku (24).

Osnove za ujednacenu kontrolu kakvoce biljnih tvari, pripravaka i lijekova na bazi medicinske
konoplje na razini EU postavljene su u farmakopejskoj monografiji Cannabis flos u Europskoj

Farmakopeji koja je uspostavljena u srpnju 2024. godine, a temelji se na dotadasnjim
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nacionalnim monografiama droge Cannabis flos iz njemacke, Svicarske i nizozemske

farmakopeje, kao i mnogobrojnim objavljenim znanstvenim publikacijama.

Europska farmakopeja definira drogu ,Konopljin cvijet” kao osusene, cijele ili fragmentirane
potpuno razvijene cvatove Zenske biljke Cannabis sativa L. U monografiji su definirana tri
razlicita kemotipa biljne droge ovisno o udjelima tetrahidrokanabinola i kanabidiola.
Fitokemijska identifikacija biljne droge Cannabis flos provodi se primjenom tankoslojne
kromatografije visoke djelotvornosti. Tekucéinska kromatografija visoke djelotvornosti koristi
se za odredivanje sadrzaja tetrahidrokanabinola i kanabidiola, te za ispitivanje Cistoce

ispitivanjem udjela kanabinola (48).

S regulatornog aspekta, svi lijekovi na bazi medicinske konoplje i kanabinoida moraju imati
dozvolu za primjenu u lijeCenju, odnosno proci registracijski postupak pri nadleznim
Europskim ili nacionalnim regulatornim tijelima, $to podrazumijeva ocjenu potrebne

dokumentacije kako bi se ustanovila djelotvornost, sigurnost i kakvoca lijeka (54).

Svi trenutacno dostupni lijekovi na bazi kanabinoida u Europi odobreni su putem ocjene
cjelovite dokumentacije u standardnom registracijskom postupku. Na trzistu Europske unije
postoji registriran biljni lijek na bazi medicinske konoplje u obliku spreja za usnu sluznicu.
Registraciju biljnih lijekova na bazi medicinske konoplje bitno bi olakSala izrada biljne
monografije Europske agencije za lijekove za koju je postupak prikupljanja relevantnih
znanstvenih podataka u tijeku. Navedena monografija omogucit ¢e brzu registraciju lijekova
putem pojednostavljenih postupaka na temelju provjerene medicinske upotrebe ili
tradicionalne primjene. Ocekivano je da se uvjeti za tradicionalnu primjenu medicinske
konoplje u skorije vrijeme nec¢e modi ispuniti s obzirom na zahtijevano vrijeme tradicionalne

upotrebe koji iznosi sveukupno 30 godina i najmanje 15 godina u EU te indikacije koje za
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tradicionalnu primjenu moraju biti primjerene samolijeCenju (60). Bududi da se tradicionalni
biljni lijekovi izdaju bez lijecnickog recepta, potencijalna zloupotreba lijeka mozebitno
nadmasuje koristi od vece dostupnosti lijeka ukoliko bi se na trzistu pojavio lijek s navedenim

rezimom izdavanja.

Republika Hrvatska je 2015. godine omogucila legalnu primjenu gotovih lijekova i pripravaka
na bazi medicinske konoplje za odredene medicinske indikacije. Temeljem Pravilnika o
mjerilima za razvrstavanje lijekova te o propisivanju i izdavanju lijekova na recept propisano je
da lijekovi koji sadrze THC, dronabinol i nabilon mogu propisivati na recept za izradu
magistralnog pripravka (63). U ovom trenutku u Republici Hrvatskoj nije dostupna polazna
supstanca od koje bi se mogao izraditi magistralni pripravak, ali je dostupan gotovi lijek s

kanabidiolom u obliku oralne otopine ¢ija je koncentracija 100 mg/mL.
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5. ZAKLJUCCI

Bez obzira na velik broj postojecih metoda za analizu fitokanabinoida i terpena u medicinskoj
konoplji, postoji potreba za razvojem novih. Te bi metode trebale biti brze, jednostavne,
robusne i isplative da ih mogu koristiti istrazivacki laboratoriji i male tvrtke u svrhu kontrole
kvalitete. Naglasak bi trebao biti na razvoju metoda s ciljem odredivanja Sto veceg broja
razli¢itih sastavnica u biljnom materijalu. Na taj bi se nacin unaprijedila kontrola uzgoja

konoplje, osiguranje kvalitete biljne droge i razlikovanje sorti konoplje.

Uvrstavanje monografije biljne droge konopljin cvijet (Cannabis flos) u Europsku farmakopeju
predstavlja znacajan iskorak u osiguranju kakvoce lijekova i pripravaka od medicinske konoplje.
Time se uskladuje provodenje kontrole kakvoce izmedu drzava ¢lanica EU i svih onih koji
koriste Europsku farmakopeju kao skup vazecih propisa za osiguranje kvalitete lijekova. Zbog
povijesnih okolnosti, dinamika odobravanja medicinske upotrebe konoplje znacajno je
razli¢éita u pojedinim drzavama Europe. DonoSenje Rezolucije o upotrebi konoplje u
medicinske svrhe Europskog parlamenta iz 2019. godine predstavlja napredak u postizanju

uskladenosti regulatornog statusa na razini Europe.

U Republici Hrvatskoj dozvoljena je upotreba konoplje za odredene medicinske indikacije.
Dozvoljen je uzgoj medicinske konoplje, uz dozvolu Agencije za lijekove i medicinske
proizvode. Regulatorni okvir za uzgoj i upotrebu medicinske konoplje u Hrvatskoj je dostatan
i u velikoj mjeri uskladen s ostalim drzavama ¢lanicama EU. MozZe se unaprijediti donoSenjem
dodatnih provedbenih propisa. Dostupnost lijekova i pripravaka na bazi konoplje u RH je mala.
Pitanje dostupnosti lijekova i pripravaka na bazi konoplje kompleksnije je naravi jer ovisi o

¢imbenicima koji nisu izravno vezani uz regulatorni okvir.
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