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1. UvOD

Uporaba vlakana u svijetu porasla je tijekom nekoliko desetlje¢a. Izmedu 1950. 1 2008. godine,
potro$nja per capita narasla je s 3,7 kg na 10,4 kg. Nastavak razvoja doveo je do potraznje od
55,2 milijuna tona sintetickih vlakana u 2014. godini, uz 25,4 milijuna tona prirodnih vlakana,
ukljuc¢ujuéi pamuk i vunu (Morais i sur., 2016). Tekstilna vlakna koriste se u razli¢itim
industrijama diljem svijeta, a posebno su znacajna za primjenu u medicinske svrhe bududéi da
se mogu tretirati razliitim antimikrobnim agensima kako bi se suzbile infekcije i postigla
finalna kontrola higijene. Antimikrobni agensi kojima se tretiraju tekstilije mogu se definirati
kao prirodne ili sintetske supstance koje ubijaju ili inhibiraju rast mikroorganizama poput npr.
bakterija ili gljivica koje se nalaze na tekstiliji (Burnett-Boothroyd i McCarthy, 2011). Osim
Sto moraju djelovati negativno na mikroorganizme, moraju zadovoljiti i odredene sigurnosne

uvjete za potrosaca (Mansfield, 2002).

Primjer antimikrobnog agensa je i kitozan. To je linearan polisaharid graden od D-glukozamina
i N-acetil-D-glukozamina (acetilirana jedinica) povezanih f-1,4-glikozidnom vezom koji se
dobiva deacetilacijom hitina (Goy i sur., 2009). Komercijalna uporaba kitozana javlja se 1930-
tih godina, a danas se osim iz egzoskeleta crustacea moze ekstrahirati i iz uzgojenih jestivih
gljiva (Bellich i sur., 2016).

Moguce toksicno djelovanje odredenih ksenobiotika mozZe se ispitati razli¢itim testovima
toksi¢nosti. Testovi toksi¢nosti mogu biti alternativni ili in vitro testovi te in vivo testovi
toksi¢nosti. Za odredivanje citotoksi¢nosti najéescée se koriste Kenacid Blue, Neutral Red, MTT
I Trypan Blue metoda (Kniewald i sur., 2005). U ovom ¢e radu kao alternativni test-sustav biti
koriStena HaCaT stani¢na linija, tj. stani¢na linija humanih keratinocita. Cilj ovog rada je
preliminarno ispitati potencijalnu toksicnost kationiziranih 1 antimikrobno obradenih tkanina.
Za odredivanje in vitro ucinaka koristit ¢e se MTT metoda te metoda proto¢ne citometrije.
Antimikrobno obradene tkanine dobivene su s Tekstilno-tehnoloskog fakulteta. Rije¢ je o

poliester/pamuk tkaninama koje se razlikuju prema kemijskoj obradi te broju pranja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Antimikrobna svojstva tkanina

Tekstilna vlakna se primjenjuju u razli¢itim industrijama u cijelome svijetu te se svakodnevno
koriste kako bi zadovoljile razli€ite potrebe. Naravno, tehnoloske prednosti tekstilija najvise su
prepoznate kod odjevnih predmeta, medutim bitne su i u ostalim industrijama poput pakiranja
hrane, filtera, purifikacije vode, sportske opreme, medicinskih aparata, bolnic¢kih tekstilija,

odrzavanja zdravlja i higijene, gradevinskoj industriji i dr.

Zbog sirovinskog sastava, velike povrSine i sposobnosti zadrzavanja vlage, tekstilije su
podlozZne rastu mikroorganizama, poput bakterija i gljivica, koje se mogu naci gotovo svugdje
te se ovisno o vlaznosti, nutrijentima i temperaturi vrlo brzo umnozavaju. Rast
mikroorganizama na tekstilijama uzrokuje Sirok raspon nezeljenih u¢inaka, ne samo na sam
tekstil ve¢ 1 na korisnika. Ti ucinci ukljucuju nakupljanje neugodnog mirisa, smanjenje
mehani¢kih svojstava, mrlje i diskoloracije te pove¢anu mogucnost kontaminacije korisnika.
Zbog povecane svijesti o javnom zdravlju, tijekom zadnjih nekoliko godina provode se
istrazivanja kako bi se minimizirao mikrobni rast na tekstilijama. Mikrobna kontaminacija
velika je prijetnja, pogotovo za tekstilije koriStene u bolnicama u kojima postoji opasnost od
nekoliko vrsta poput Staphylococcus aureus, Escherichie coli, Klebsielle pneumonia,

Pseudomonas aeruginosa te Acinetobacter baumannii (Morais i sur., 2016).

Potrebno je, dakle, provesti razvoj tkanina s antimikrobnom ucinkovito$¢u. Kako bi tkanina
mogla imati antimikrobna svojstva, primjenjuju se razli¢iti pristupi. Ovisno o antimikrobnom
agensu koji se planira koristiti, kao 1 o vrsti vlakana, sastavu, strukturi te teksturi povrsine,
postoje razli¢iti kemijski i fizi¢ki pristupi za obradu tkanina kako bi ona poprimila antimikrobna
svojstva. Neki pristupi zasnivaju se na specifi¢nim antimikrobnim agensima koji u slucaju
sintetskih vlakana mogu biti inkorporirani u polimerni matriks. Druga moguc¢nost je, kod svih
vrsta vlakana, aplikacija antimikrobnog agensa u zavr$noj fazi na povrsinu materijala. Ovisno
o koriStenom pristupu, antimikrobno obradena tekstilija moZe djelovati na dva nacina,
kontaktom i/ili difuzijom. U slucaju kontakta, agens je postavljen na vlakna te ne dispergira pa
¢e djelovati samo kad mikroorganizam dotakne povrsinu tekstilije. U slucaju difuzije, agens se
nalazi na povrsini vlakna ili u polimernom matriksu te ¢e migrirati iz tekstilije u vanjski medij

i napasti mikroorganizme (Gupta i Bhaumik, 2007).



Uz dobru antimikrobnu ucinkovitost koju posjeduju tekstilije zahvaljujuci koriStenom agensu,
tezak zadatak je posti¢i postojanost svojstava na viSestruke cikluse odrzavanja i skladistenje
koji tu ucinkovitost mogu smanjiti. Rjesenje bi se moglo pronaéi optimiranjem tehnoloskog
procesa obrade i doziranja antimikrobnog sredstva u tkaninu ili ¢estom obnavljanju agensa. U
suprotnom, funkcija se moze izgubiti buduci da se agens gubi ili se otpusta tijekom skladiStenja
i odrzavanja. Takoder, potrebno je osigurati sigurnost za stanice keratinocita za one tekstilije
koje se koriste u direktnom kontaktu s ljudskom kozom, a pojedini antimikrobni agensi imaju
tendenciju uzrokovati iritacije ili osjetljivost koze. Nadalje, i sama koza sadrzi mikroorganizme
koji je brane od patogena te bi biocidna funkcija tekstilija mogla dovesti do potpune eliminacije

mikroorganizama $to moze nastetiti prirodnom obrambenom sustavu (Sun, 2016).
2.1.1. Primjena antimikrobno obradenih tkanina

Antimikrobno obradene tkanine posljednjih godina privlace velik interes raznih grana
industrije. Rastu¢i trend u svijetu prikazan je na slici 1. One mogu poboljsati svojstva i zivotni
vijek proizvoda Siroke potro$nje. Najpoznatija je njihova primjena u zdravstvu prije svega zbog
njihove sposobnosti smanjena prenosenja infekcija u zdravstvenim ustanovama. Osim toga,
bitno svojstvo je i smanjenje stvaranja neugodnih mirisa. Sukladno tome, primjenu nalaze u

izradi sportske opreme, ali i za osiguravanje kvalitete zraka (Purwar, 2018).
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Slika 1. Prikaz rastuceg trenda vrijednosti trziSta antimikrobnih tekstilija prema regijama (u
USD milijarde) (Market research report, 2019).



2.1.1.1.Primjena u sportu

Ulaganje u sport raste iz godine u godinu, a to podrazumijeva i razvoj adekvatne opreme.
Sportska oprema izradena od antimikrobnih vlakana ¢esto posjeduje povecanu fleksibilnost i
izdrZljivost, te §titi od iritacija i kontaminacija. Staphylococcus aureus je uobi¢ajena bakterija
prisutna kod sportasa. Dakle, antibakterijska sportska odjeca i obu¢a mogu zastititi sportase od
mikroorganizama i neugodnih mirisa, pritom ¢uvajuéi sama vlakna od oStecenja i propadanja.
Primjer je kitozan koji se sve vise koristi u izradi sportske odjece, Carapa i obuce u svrhu
kontroliranja vlage te zbog istaknutih antibakterijskih i antifungalnih svojstava. Nadalje, velika
je zastupljenost i nanocestica koje se koriste u ovu svrhu buduéi da je u zadnje vrijeme upravo

nanotehnologija otvorila nove puteve u kreiranju funkcionalne sportske opreme i1 odje¢e (Harifi

i Montazer, 2017).
2.1.1.2. Primjena u filterima za uklanjanje $tetnih ¢estica u zraku

Zbog svog velikog kapaciteta, netkani tekstil se ve¢ duze vrijeme koristi kao osnova u filterima
za uklanjanje Stetnih Cestica u zraku. Khajavi i suradnici (2013) istrazivali su kako slojevi
polipropilena tretirani aktivnim ugljenom i nanolesticama srebra sprjeCavaju prodor
mikroorganizama u zrak. Pokazalo se kako sloj filtera prevuéen srebrom moze potpuno ukloniti

Staphylococcus aureus i Escherichiu coli iz prolaznog zraka.
2.1.1.3. Primjena u zdravstvu

Antimikrobno obradene tekstilije Cesto se koriste u zdravstvu u vidu obloga za suzbijanje
infekcije rana i lijeenju razli¢itih koznih oboljenja. Pri tome treba imati na umu da se oblozi
nalaze u izravnom dodiru s povrijedenom koZom zbog cega postoje uvjeti koji dozvoljavaju
pojedinim antimikrobnim materijalima apliciranje na ranu. Antimikrobni materijal bi trebao
imati antimikrobni ucinak Sirokog spektra, ne bi trebao uzrokovati nikakvu reakciju u vidu
alergije ili toksi¢ne reakcije te ne bi trebao razviti otpornost na bakterije (Qin, 2009). O
prijenosu infekcija povezanih s patogenima na povrSini tekstilija dosta se izvjeStavalo,
pogotovo kada je rije¢ o bolnicama. Osim samih tekstilija koje nose pacijenti i odje¢a koju nose
zaposlenici igra veliku ulogu u prijenosu infekcija. Takoder, kontaminacija se moze razviti i u
ru¢nicima te navlakama za krevet. O prenosivosti patogena unutar bolnice govorili su Munoz-
Price i suradnici (2012) kada su pronasli korelaciju izmedu patogena nadenih na rukama
zaposlenika i onih izoliranih iz kuta. Zbog svega navedenog, razvoj antimikrobnih tekstilija s

primjenom u zdravstvu treba i dalje biti imperativ. Uobicajene tekstilije koje se koriste za



proizvodnju uniformi u zdravstvenom sektoru uklju¢uju kombinaciju poliestera i pamuka
(Laird i Riley, 2016) te se ulazu znatni napori za postizanje postojane antimikrobne
ucinkovitosti vezivanjem antimikrobnog sredstva upravo na celuloznu komponentu u

mjesavini.
2.2. Antimikrobni agensi

»Antimikrobni agens®™ je op¢i pojam za lijek, kemikaliju ili neku drugu supstancu koja je
sposobna ubiti ili usporiti rast mikroba. Medu antimikrobnim agensima mogu se pronaci
antibakterijski agensi, antiviralni agensi, antifungalni agensi te antiparazitski agensi. Jos jedna
definicija uze vezana uz tekstilno podrucje predlaze da se antimikrobni agens moze definirati
kao prirodna ili sintetska supstanca koja ubija ili inhibira rast mikroorganizama poput npr.
bakterija ili gljivica koje se nalaze na tekstiliji. Antimikrobne obrade tekstilija nuzne su kako
bi se izbjegla kroskontaminacija patogenima, da bi se suzbilo Sirenje zaraze, kako bi se
zaustavio metabolizam bakterija u cilju sprjecavanja nastanka neugodnih mirisa te za
sprjecavanje degradacije kvalitete tekstilnih proizvoda (Burnett-Boothroyd i McCarthy, 2011).
Kada se primjenjuje na odredenu tekstiliju, bitno je da antimikrobni tretman zadovoljava
nekoliko osnovnih zahtjeva:

+ sigurnost za potroSaca Sto se postize koriStenjem nisko toksi¢nih supstanci

* ne smije uzrokovati alergije ili iritacije za kozu

* ne smije negativno utjecati na svojstva ili izgled tekstilije

» treba biti Sto otporniji na procese pranja (Mansfield, 2002).

Svojstva idealnog antimikrobnog sredstva su:
+ postojana antimikrobna svojstva tijekom upotrebe i pranja proizvoda
+ aktivitet prema Sirem rasponu mikroorganizama
» antimikrobni ucinak treba biti ogranicen samo na povrSinu tekstilija da ne dode do
medudjelovanja s bakterijama koze
* ne sadrzi toksi¢ne supstance koje mogu migrirati
» cfikasnost sredstva je moguce odrediti primjenom standardnih metoda ispitivanja

(Bischof Vukusi¢ i sur., 2007).

Bakterije i gljivice posjeduju vanjski sloj graden od polisaharida koji odrzava integritet
staniénih komponenti te $§titi stanicu od ekstracelularnih uvjeta. Prezivljavanje 1 rast

mikroorganizama ovisan je o stanicnom integritetu te 0 fizioloSkim procesima unutar stanice.



Zbog toga se antimikrobni kemijski agensi klasificiraju prema nacinu na koji djeluju protiv
stani¢ne funkcije ili integriteta mikroba. Ako se njihov u€inak zasniva samo na inhibiciji rasta
stanica, tada se govori o biostatiku, a ako su sposobni ubiti mikroorganizme radi se o biocidnom
uc¢inku (Gao i Cranston, 2008).

Vecina antimikrobnih agenasa koji se koriste na komercijalnim tekstilijama posjeduju biocidne
ucinke. Ti se ucinci ispoljavaju na razli¢ite nacine ovisno o njihovoj kemijskoj strukturi i prirodi
te afinitetu prema odredenim ciljnim mjestima unutar mikroorganizma. Ti razli¢iti uéincCi
odnose se na:
e UuniStavanje ili inhibiciju sinteze stani¢ne stijenke koja je klju¢na za Zzivot i
prezivljavanje bakterijskih vrsta
e inhibiciju funkcije stanicne membrane, vazne barijere koja regulira intra i
ekstracelularni protok tvari
e inhibiciju sinteze proteina (npr. vaznih enzima i/ili strukturnih proteina)
e inhibiciju sinteze nukleinskih kiselina (DNA i RNA) uzrokovanu interferiranjem
antimikrobnih agenasa s komponentama ukljué¢enim u proces sinteze DNA ili RNA
e inhibiciju ostalih metaboli¢kih procesa, na primjer prekidanje puta folne kiseline koji je
esencijalan za bakteriju zbog stvaranja prekursora bitnih za sintezu DNA (Morais i sur.,
2016).

2.2.1. Pregled antimikrobnih agenasa

Od antimikrobnih spojeva, koriste se razli€iti tipovi poput kvarternih amonijevih spojeva,
triklozana, metalnih soli ili ¢ak prirodnih polimera. Svako tretiranje tkanine antimikrobnim
spojem mora udovoljiti razli¢itim zahtjevima. Osim S§to moraju biti ucinkoviti protiv
mikroorganizama, glavni izazov je netoksi¢nost za potroSaca Sto se odnosi na citotoksi¢nost,
alergije, iritacije, osjetljivost. Nadalje, mikroorganizmi mogu postati rezistentni prema nekim
antimikrobnim agensima te je upravo rezistentnost na kombinacije sredstava zabrinjavajuca

okolnost 1 jo§ jedan od izazova s kojim se treba suociti (Morais i sur, 2016).

U tablici 1 prikazan je saZetak glavnih antimikrobnih agenasa koji se koriste na tekstilijama,

njihova kemijska struktura te materijal na kojem se koriste.



Tablica 1. Pregled antimikrobnih agenasa koji se koriste na tekstilijama (Morais i sur., 2016).

Antimikrobni )
Struktura Tkanina
agens
CH, Pamuk
Kvartarni amonijevi LB Poliester
HyC——(CHg),——N——CHy
spojev rar Najlon
CH
: Vuna
Poliester
7 f Najlon
O
Triklozan Polipropilen
i & Acetilceluloza
Akril
Pamuk
. : o Vuna
Metali i metalne soli Npr: TiO2 1 Zn0O _
Poliester
Najlon
- OH Pamuk
Kitozan o) 0, 3 Poliester
0 0 v
HO wren HO NH, una
NH NH;' CF Pamuk
Poliheksametilen _
i .,{/\/\N . M Poliester
igvani n=11-15 _
: " . Najlon
I
T—C”z Pamuk
o |c=0 Poliester
N-halamini o )
Najlon
Vuna
HiC CHg
CHs " CHs




2.2.2. Kitozan

Kitozan je linearan polisaharid graden od D-glukozamina i N-acetil-D-glukozamina (acetilirana
jedinica) povezanih 3-1,4-glikozidnom vezom. Jedini je prirodni polimer s pozitivnim nabojem.
Dobiva se kao rezultat deacetilacije hitina koji je glavni konstituent egzoskeleta rakova i ostalih
crustacea poput jastoga ili Skampa. Hitin se ekstrahira iz navedenog egzoskeleta nakon Cega se
deacetilira kako bi se dobio kitozan (Goy i sur., 2009, Morales i Ruiz, 2016). Prvi interes za
komercijalnu uporabu kitozana javlja se u 30-tim godinama proslog stolje¢a, medutim nakon
toga opada zbog kompeticije sa sintetskim polimerima sve do sredine 70-tih kada se
proizvodnja kitozana pokazala ekonomi¢nom. U zadnje vrijeme kitozan se moze dobiti i iz
hitina ekstrahiranog iz uzgojenih jestivih gljiva, poput Agaricus bisporus (Bellich i sur., 2016).

Razlike u kemijskoj strukturi hitina, kitozana i celuloze prikazane su na slici 2.

o | OH
e Q_{ OH OH {:H OH
o0 HEI ~—-.f E O HOS ot
e A Oi Mo o a1 O ok | [Ho 0 s
- = NMa| NH; OH
CHs 1 oH )
HITIN KITOZAN CELULOZA

Slika 2. Razlike u kemijskoj strukturi hitina, kitozana i celuloze (Swicofil, 1995).

Kitozan se obi¢no proizvodi alkalnom hidrolizom hitina, procesom koji rezultira N-
deacetilacijom i depolimerizacijom. Antimikrobna sposobnost kitozana ovisna je 0
intrinziénom faktoru i vanjskim uvjetima, a najviSe molekularnoj masi kitozana te stupnju
polimerizacije, stupnju deacetilacije, pH medija te tipu mikroorganizma (Morais i sur., 2016).
Lou i suradnici (2011) navode kako je prvi korak njegovog antimikrobnog mehanizma
interakcija izmedu pozitivno nabijenog kitozana, koji potjeCe od primarne amino skupine, i
negativno nabijene membrane mikroorganizma. Zatim, u slucaju niske molekularne mase
otopine kitozana, on moZe penetrirati kroz stani¢nu stijenku, vezati se na DNA te inhibirati
sintezu mRNA, sprjecavajuci tako sintezu proteina. U sluc¢aju visoke molekularne mase otopine
kitozana koja pokazuje vecu gustocu pozitivnog naboja, interakcija moZze promijeniti stani¢nu
membranu, povecavajuéi njezinu permeabilnost, S§to ¢e uzrokovati istjecanje nekih
intracelularnih tvari ili moze formirati nepropusni omotac oko stanice tako blokirajuci transport

esencijalnih tvari u stanicu (Morais i sur., 2016).
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Glavna mana kitozana kao antimikrobnog sredstva za tekstilije je teSko rukovanje te velika
ovisnost njegove aktivnosti o pH i1 temperaturi. Budu¢i da je kitozan jedino topljiv u kiseloj
sredini te postaje polikation kada je pH nizi od pKa (6,3-6,5), jac¢i antibakterijski u¢inak uocen
je u kiselim uvjetima (Morais i sur., 2016). Takoder, homogenost i stupanj deacetilacije su jedan
od faktora koji povecavaju topljivost kitozana ukoliko je pH manji od 6. Nadalje, tijekom
skladiStenja 1 ovisno o temperaturi, neka specifi¢na svojstva kitozana mogu se promijeniti,
poput viskoznosti i molekularne mase, §to posljedi¢no utjece na biocidnu uéinkovitost (Bellich

i sur., 2016).

Ovaj linearni polisaharid sveobuhvatno je proucavan za uporabu kod tekstilija, i to u medicinske
svrhe, najvise zbog svoje biokompatibilnosti, netoksi¢nosti, nekancerogenosti te antimikrobne
aktivnosti. Najvise se koristi kod pamuka, poliestera i vunenih vlakana te pokazuje
antimikrobnu aktivnost unutar Sirokog spektra mikroorganizama, ukljucujuéi gljivice, alge i
neke bakterije (Morais i sur., 2016). Kada se govori o gram-negativnim i gram-pozitivnim
bakterijama, studije pokazuju opre¢na misljena. Dok neke daju naslutiti da su gram-pozitivne
bakterije osjetljivije na njegovo djelovanje zbog prisutnosti polianionskih tethoi¢nih kiselina na
povrsini, druge se pozivaju na ulogu hidrofobnih interakcija izlozenih lipopolisaharida govore¢i
da su gram-negativne bakterije znacajnije pogodene djelovanjem kitozana (Muzzarelli i sur.,

1990; Helander i sur., 2001). Kitozan ima GRAS status (engl. generally recognized as safe).

2.3. Testovi toksi¢nosti

Testovi toksi¢nosti koriste se za ispitivanje razli€itih spojeva kojima su izloZeni ljudi i Zivotinje
te njihovih ucinaka na organizam, poput pesticida, aditiva, lijekova, kozmetike, itd. Testovi
toksi¢nosti mogu biti alternativni ili in vitro testovi te in vivo testovi toksi¢nosti. Testovima
toksicnosti koji se provode in vivo moguce je ispitati neurotoksi¢nost, imunotoksi¢nost,
citotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, toksikodinamicke i toksikokineticke parametre ksenobiotika,
odrediti toksi¢nost na reprodukcijski sustav i plodnost, zatim teratogenost i mutagenost kao i
oénu i koznu iritaciju (Atterwill, 1995). Medutim, sve je veca primjena in vitro testova koji
podrazumijevaju razlicite sustave kao $to su stani¢ne linije i frakcije, stani¢ne kulture te dijelove
tkiva i kulture organa. Bitni su zbog stani¢nih, fizioloskih i molekularnih mehanizama
toksi¢nosti uzrokovanih kemikalijama koji se upravo pomocu in vitro sustava mogu istrazivati

dok in vivo studije ne mogu dati ove odgovore (Kniewald i sur., 2005).



2.3.1. In vitro testovi toksi¢nosti

In vitro testovi toksi¢nosti korisni su i obavezni za definiranje bazalne citotoksi¢nosti.
Citotoksi¢nost se primarno odnosi na potencijal tvari da uzrokuje stani¢nu smrt. Vecina in vitro
testova citotoksi¢nosti mjere nekrozu. Takoder, sluze za definiranje opsega koncentracija za
daljnja 1 detaljna testiranja kako bi se dobile znaCajne informacije o parametrima poput
genotoksi¢nosti, indukcije mutacija ili programirane stani¢ne smrti. Utvrdivanjem doze pri
kojoj je 50% stanica inhibirano u rastu, moguce je kvantitativno usporediti odgovor jedne tvari

u viSe razli¢itih sustava ili nekoliko tvari u istom organskom sustavu (Eisenbrand i sur., 2002).

Koristenje in vitro testova ima brojne prednosti. Oni daju vazne alate za bolje razumijevanje
opasnih u¢inaka kemikalija te predvidaju ucinke tih tvari na ¢ovjeka. In vitro sustavi koriste se
primarno za ,,screening‘ te za generiranje opseznih toksikoloskih profila. Potencijal se vidi i u
izuc¢avanju lokalnih ili organskih i specifi¢nih u¢inaka (Eisenbrand i sur., 2002). Takoder, imaju
visok stupanj standardizacije, reproducibilni su, smanjuju ili potpuno zamjenjuju zivotinjske
modele, provedba tih testova je brza i rutinska, manje je toksi¢nog otpada te su jeftiniji od in

vivo testova (Atterwill, 1995).

Uz navedene prednosti, postoje i odredeni nedostaci ovih testova. Do laZnih rezultata moze do¢i
ako ispitivana tvar utjece na sastav medija za uzgoj i1 uzrokuje promjenu pH medija. Moze se i
onemoguciti pritok hranjivih tvari u stanice ako ispitivana tvar reagira sa sastojcima medija.
Nedostatak moze biti i nedovoljna prisutnost ili pak potpuna odsutnost metabolicke aktivacije
u stani¢nim sustavima te izmjena svojstava stanica u in vitro sustavima. Takoder im nedostaje

sluzbena validacija i vrednovanje (Atterwill, 1995).

Kenacid Blue, Trypan Blue, Neutral Red i MTT su neke od metoda koje omogucuju

kolorimetrijsko mjerenje stani¢ne vijabilnosti i proliferacije (Ishiyama i sur., 1996).

2.3.1.1. Odredivanje citotoksi¢nosti Trypan Blue metodom

Ova metoda se koristi za odredivanje broja zivih stanica prisutnih u stani¢noj suspenziji.
Temelji se na principu da Zive stanice imaju ocuvanu stanicnu membranu koja moze
,,odstraniti‘ odredene boje ili sprijeciti penetraciju boje unutar stanice, poput Trypan Blue, dok
mrtve stanice to ne mogu. Stanice se, dakle, boje trypan blue bojom te vizualno (mikroskopom)
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ispituju kako bi se utvrdilo je li doslo do obojenja ili ne. Zive stanice ostat ¢e neobojane dok ée

mrtve biti plave (Strober, 2015).

Postupak se sastoji od toga da se volumenu od 20 uL suspenzije stanica doda 20 pL 0,4%-tne
Trypan Blue boje te se smjesa resuspendira. Zatim se 20 uL. smjese nanese na Fuchs-Rosenthal-
ovu komoricu te se mikroskopom broje Zive, odnosno mrtve stanice. Zive stanice bit ¢e
neobojane, dok ¢e mrtve imati blavo obojenje. Ukupan broj zivih stanica odreduje se prema
formuli:

ukupan broj stanica = srednja vrijednost izbrojenih stanica x 2 x 5 x 10° [stanica mL™].

Fuchs-Rosenthal-ova komorica sastoji se od 16 kvadrata. Prilikom brojanja stanica koriste se
4 srediSnja kvadrata. Da bi se izbjeglo brojanje istih stanica vise puta, u svakom se kvadratu
broje i stanice koje se nalaze na desnom i donjem rubu. PovrSina komorice iznosi 0,0625

mm?, a dubina 0,2 mm (slika 3).

i
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Slika 3. Fuchs-Rosenthal-ova komorica (LO-Laboroptik, 2010).

2.3.1.2. Odredivanje citotoksi¢nosti MTT metodom

MTT kolorimetrijski test sluzi za odredivanje sposobnosti Zivih stanica da prevedu topljivu
tetrazolijevu sol (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) (MTT) u netopljivi
formazan. Tetrazolijeva sol prima elektron od oksidiranog supstrata ili prikladnog enzima poput
NADH ili NADPH. Odnosno, MTT se reducira kao rezultat aktivnosti sukcinat dehidrogenaze.
Ova reakcija uzrokuje promjenu boje zute soli u ljubicaste kristale formazana koji se mogu
otopiti u organskom otapalu nakon ¢ega se intenzitet boje otopine moze spektrofotometrijski
odrediti. Metoda ima mnoge prednosti te joj se danas daje prednost nad tradicionalnim

tehnikama. Brza je, sveobuhvatna, kvantitativna te visoko reproducibilna 1 precizna. MozZe se
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primijeniti za bilo koju stani¢nu liniju. Preliminarnim ispitivanjima potrebno je odrediti
optimalan broj stanica potreban za eksperiment, trajanje eksperimenta te vrijeme inkubacije
stanica s MTT-om. Pracenje rasta stanica MTT metodom u dobroj je korelaciji sa stani¢nim
proteinima i brojem zivih stanica. Metoda je osjetljiva i usporediva s ostalim in vitro metodama
za procjenu citotoksi¢nosti. MTT u otopini moZe se Cuvati na 4 °C i tamnom mjestu nekoliko
tjedana tijekom kojih se pokazalo da se apsorpcijski spektrum i intenzitet otopine nece
promijeniti. Neka ograni¢enja ove metode su da Se ne razlikuje citostatski i citocidni u¢inak, a
test je najmanje efikasan kada se provodi u mediju koji se koristio za rast stanica nekoliko dana
(Atterwill, 1995).

Koli¢ina obojanog formazana odreduje se spektrofotometrijski nakon otapanja kristala u
DMSO (dimetil sulfoksid). Koli¢ina je proporcionalna metaboli¢koj aktivnosti 1 broju stanica
u uzorku. Ta metabolicka aktivnost zahtjeva funkcionalne mitohondrije. Test je prvotno opisan
za upotrebu u microwell plocama za odredivanje rasta i prezivljavanje stanica. Danas se koristi
u radu s humanim stanicama tumora te stani¢nim linijama razli¢itog podrijetla, za procjenu
hromona i faktora rasta, kemosenzitivnosti, radiosenzitivnosti, odredivanja mikrobne aktivnosti
itd. (Sieuwerts i sur., 1995). Ovom metodom omoguceno je pracenje stani¢ne proliferacije i

citotoksi¢nosti (Mosmann, 1983).

Postupak se sastoji od nacjepljivanja stanica i tretiranja ksenobiotikom, tretmana MTT-om,
slijedi inkubacija nakon koje se nastali kristali otapaju u organskom otapalu. Intenzitet nastale
boje odreduje se spektrofotometrijski pri 570 nm 1 630 nm uz slijepu probu. Na kraju se
usporeduje 1 racuna postotak inhibicije te odreduje IC vrijednost (doza kod koje je doslo do

odredenog postotka inhibicije stani¢nog rasta odnosno vijabilnosti stanica).

2.3.1.3. Odredivanje citotoksi¢nosti proto¢nom citometrijom

Proto¢na citometrija je metoda zasnovana na laserskoj tehnologiji koja se koristi za analizu
stanice ili njenih dijelova. Pogodna je za istovremeno odredivanje viSe parametara na
pojedinacnoj stanici (Abcam, 2017). Muse cell analyzer je instrument koji se koristi za

pristupacniju upotrebu protocne citometrije.
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Muse cell analyzer omogucava kvantitativnu analizu zivih stanica, rane ili kasne apoptoze te
mrtvih stanica. Potrebna je minimalna priprema uzoraka kako bi se postigli tocni i precizni
rezultati. Software pruza informacije o:
e koncentraciji (st mL™) Zivih stanica, stanicau ranoj apoptozi, kasnoj apoptozi te mrtvih
stanica

e postotku zivih stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te postotku mrtvih stanica.

Apoptoza ili programirana stani¢na smrt je vazan i aktivan regulatorni put stani¢nog rasta i
proliferacije. Stanice odgovaraju na specifi¢ne indukcijske signale inicirajuéi intracelularne
procese koji rezultiraju karakteristiénim fizioloskim promjenama. Jedna od tih promjena je
eksternalizacija fosfatidilserina (PS) na povrsinu stanice. Annexin V je kalcij-ovisan fosfolipid-
vezajuéi protein koji ima visok afinitet prema PS. U ranoj fazi apoptoze molekule PS se
translociraju na vanjsku povr$inu membrane stanice gdje ih Annexin moze vezati. Muse cell
analyzer koristi Annexin V za detekciju stanica u apoptozi. Za detekciju mrtvih stanica Koristi

se marker koji je indikator integriteta stani¢cne membrane (Merck Millipore, 2017).

2.4. Stani¢ne kulture

Uzgoj stani¢nih kultura obuhvaca procese kojima znanstvenik uzgaja i odrzava stanice pod
kontroliranim uvjetima izvan zivuc¢eg organizma (Carter i Shieh, 2015). Prvo se stanice izoliraju
iz organizma (in vivo) te nakon toga slijedi njihov uzgoj u uvjetima in vitro (Hudu i sur., 2016).
Tehnika se prvotno pocela razvijati pocetkom dvadesetog stoljeca. Principi prema kojima se
provodi utvrdeni su kada je Roux, ina¢e embriolog, upotrijebio toplu, slanu otopinu kako bi
odrzavao pile¢i embrio nekoliko dana te tako dosao do nekih osnovnih principa (Hudu 1 sur.,
2016). Stani¢na linija L929 prva je kultivirana kontinuirana stani¢na linija koja je izolirana
1943. godine iz L-stanica miSa. Gey je uspostavio prvu kontinuiranu humanu stani¢nu liniju,
Hela, koja je dobila ime po pacijentici Henrietti Lacks iz ¢ijeg su karcinoma vrata grlica
maternice stanice izolirane. Mehanicko uklanjanje stanica od povrsine podloge zamijenjeno je
1950.-te godine tripsinizacijom ¢iji postupak opisuje Dulbecco u radu iz 1952. godine
(Freshney, 2005). Od pocetne izolacije, stanice se pasaziraju ili kultiviraju dok se ne uspostavi

kontinuirana stani¢na linija (Hudu i sur., 2016).

Neke od prednosti koriStenja stani¢nih kultura su kontrola ¢imbenika i okolisa, homogenost

linija, jednostavnost karakterizacije, poznato podrijetlo, smanjeno koriStenje Zzivotinjskih
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modela. Od nedostataka se isticu potrebni sterilni uvjeti te stru¢no rukovanje, kontrola radnih

uvjeta, genetska i fenotipska nestabilnost (Freshney, 2005).

Postoje primarne kulture stanica te stanicne linije koje mogu biti konacne ili kontinuirane.
Razlikuju se prema zivotnom vijeku, odnosno primarne kulture te konac¢ne stani¢ne linije imaju
limitirani vijek dok se kontinuirane stanicne linije ¢esto transformiraju pa su sposobne

neograniceno se uzgajati (Wolf, 2010).

2.4.1. Primarne stani¢ne kulture

Primarna kultura stanica je ona kultura koja je direktno izolirana iz organizma, odnosno
direktno iz tkiva ili organa. U obzir treba uzeti 4 faze: a) nabavku uzorka, b) izolaciju tkiva, c)
seciranje i/ili ras¢lanjivanje 1 d) kultiviranje nakon nacjepljivanja u posudicu za uzgajanje.
Nakon izolacije, primarna kultura stanica moze se odrzati ili pustanjem stanica da migriraju iz
fragmenata tkiva prihvacajuéi se za prikladanu podlogu za rast, ili mehanickom, odnosno
enzimatskom disagregacijom tkiva kako bi se dobila suspenzija stanica. Pokazalo se kako je
esencijalno za ve¢inu normalnih, netransformiranih stanica (uz izuzetak hematopoetskih) da se
prihvate za ravnu povrSinu kako bi preZivjele te se razmnoZzavale s maksimalnom efikasnoScu.

S druge strane, transformirane stanice ve¢inom imaju sposobnost proliferacije u suspenziji
(Schaeffer, 1984).

Primarnu tehniku razvili su Harrison (1907. godine), Carrel (1912. godine) kako bi se mogla
uspostaviti stani¢na kultura. Njihova tehnika se i dalje koristi, medutim uvelike je zamijenjena
jednostavnijim protokolom. Tkivo se fino usitnjava do komadiéa veli¢ine Imm? i ispire, a kako
bi se kona¢no dobila suspenzija stanica komadi¢i se protiskuju kroz nekoliko sita razli¢itih
veli¢ina pora. To je tzv. mehanicka disagregacija. Kod enzimske disagregacije, za dobivanje
sitnih fragmenata koriste se razlicite otopine proteolitickih enzima (hladni tripsin, topli tripsin,
kolagenaza) nakon cega slijedi centrifugiranje. Dobiveni talog se resuspendira u odabranom
mediju te se eventulani zaostaci tkiva filtriraju kroz mreZicu. Mehanicka disagregacija pogodna
je za tkiva poput gusterace, jetre, mozga, brza je od enzimske, no postoji rizik od mehanickog
oStecenja stanica. Za enzimsku disagregaciju najcesce se koristi tripsin te ¢e imati bolji prinos

ako je kolicina tkiva ve¢a (Freshney, 2005).
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Glavna prednost primarnih kultura je to Sto zadrZzavaju specifi¢na svojstva originalnog tkiva,
odnosno njegove morfoloske i1 biokemijske karakteristike. Nedostatak se ocituje u njihovoj

heterogenosti zbog prisustva razli€itih tipova stanica izvornog tkiva.

2.4.2. Konacne i kontinuirane stani¢ne linije

Jednom kad je primarna kultura subkultivirana (ili pasazirana), ona postaje stani¢na linija
(Freshney, 2005). Iz stani¢ne linije ili direktno iz primarne kulture moguce je dobiti stanicni soj
(Fedoroff, 1977). Ovim se postupcima iz vrlo heterogene primarne kulture, koja sadrzi mnogo
tipova stanica prisutnih u originalnom tkivu, moze dobiti vise homogenih linija. Osim bioloske
vaznosti, ovaj proces ima znafajan prakticni doprinos budu¢i da se sada kultura moze
propagirati, karakterizirati te pohranjivati, a potencijalno povecanje broja stanica i njihova

jednolikost omogucéuju Sirok raspon eksperimenata (Freshney, 2005).

Stani¢na linija moze biti konac¢na ili kontinuirana. Konac¢ne stani¢ne linije imaju limitiran broj
dioba (naj¢es¢e od 20 do 80) te ogranicen zivotni vijek (Hartung i sur., 2002). Formiraju se
nakon prve subkultivacije primarne kulture te se iz njih in vitro transformacijom (promjenom
kontrole stani¢nog rasta) dobivaju kontinuirane stani¢ne linije koje su besmrtne. Transformacija
moze biti spontana ili inducirana (virusima, kemikalijama, fizikalnim reagensima).
Kontinuirane stani¢ne linije lakSe se odrzavaju i kloniraju, brze rastu, a daju i ve¢i prinos te im
je potrebno manje seruma. Neki od nedostataka su kromosomska nestabilnost, povecana
moguénost nastanka tumora, razlika od donorskog fenotipa, gubitak specifi¢nih tkivnih

markera (Freshney, 2005).

2.4.2.1. Stani¢ne kulture u suspenziji i monosloju

Ovisno o tome prihvacaju li se stanice uz podlogu ili ne, stani¢ne kulture mogu se podijeliti na
one koje se uzgajaju u suspenziji i monoslojne. Kada se govori o stani¢noj kulturi u suspenziji,
stanice se nalaze slobodne u mediju za uzgoj, dok su monoslojne one kod kojih su stanice

pri¢vr§éene za povrsinu boce u kojoj se nalaze (Freshney, 2005).

Za uzgoj stanica u monosloju potrebna je umjetna podloga te se u tu svrhu najceSc¢e koriste T-
boce i multiwell ploce. Buduéi da se takvi uvjeti uvelike razlikuju od onih in vivo, cilj je

eksperimentalne uvjete (in vitro) sto vise pribliziti onima in vivo. Klju¢ni korak je odabir
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podloge za rast jer omogucuje vezanje stanica i njihovu proliferaciju. Stanice ¢e se moc¢i vezati
zbog prisutnosti negativno nabijenih grupa na povrsini te proteina poput kolagena, fibronektina
i dr. kojima se oblazu boce za uzgoj. Te proteine inace stanice u in vivo uvjetima same izlu¢uju
u ekstracelularni matriks (Adams, 1990; Cooper, 2000). Osim interakcija izmedu stanica i
podloge, vrlo su vazne i interakcije izmedu stanica medusobno. U njih su ukljucene dvije vrste
molekula, CAM (Cell Adhesion Molecules) koje su neovisne o Ca?*, te kadherini ovisni o Ca?*.
Monoslojni uzgoj je najéesée koriStena metogda uzgoja stanica. Opskrba nutrijentima je
jednostavna, uklanjanje otpadnih tvari efikasno, medutim, monoslojne kulture su neprikladne
za poticanje diferencijacije stanica (Yuichi i sur., 1993). Prednosti ove metode su laka promjena
medija i ispiranje stanica, jednostavna perfuzija zbog imobiliziranosti stanica, uc¢inkovito
izlu¢ivanje produkata. Takoder, za ovakav su uzgoj pogodne sve stani¢ne kulture. S druge
strane, moguc¢i nedostaci su kompliciranije 1 teze prenosSenje kulture u vece myjerilo,
neucinkovito pracenje staniCnog rasta, potreba stanica za viSe prostora, teza kontrola

parametara i postizanje homogenosti (Freshney, 2005).

Rast stanica u suspenziji opéenito je prikladniji od monoslojnog budu¢i da nije ograni¢en
povrSinom. MoZe biti staticki 1 dinamicki ovisno o tome na koji nacin se postize pravilna
izmjena plinova. Staticki na¢in ima sli¢nosti s uzgojem u monosloju te se vrsi bez mijesanja i
protresivanja. Dubina sloja medija je izmedu 2 1 S mm. Ako se dubina medija poveca, tj. stanice
se nalaze u manjem volumenu (do 2 L), suspenziju je potrebno mijesati te se tada radi o
dinami¢kom nacinu uzgoja. Za mijesanje se koristi magnetski Stapic, tzv. ,, spinner*, Koji se
pokrece uz pomo¢ magnetske mjesalice (Griftits, 2000; Freshney, 2005). Glavna prednost
uzgoja stanica u suspenziji je jednostavno precjepljivanje stanica u vece mjerilo. Zbog toga Sto
stanice nisu u kontaktu s podlogom, nije potreban tretman tripsinom te ih je dovoljno samo
resuspendirati 1 prenijeti u Zeljeni volumen. Uz to, nije potrebna ni ¢esta izmjena medija, brzi

je proces umnoZavanja, a same kulture u suspenziji imaju kratku lag fazu.

2.4.2.1.1. HaCaT stanic¢na linija

HaCaT predstavlja stani¢nu liniju humanih keratinocita te je to prva stani¢na linija izolirana iz
ljudskog organizma koja ima sposobnost spontane in vitro transformacija, a da pritom zadrzava
diferencijacijska svojstva i strukturu (Boukamp i sur., 1988). Stani¢nu liniju zapoceli su upravo
Boukamp i suradnici kada su 1988. godine kirurski odstranili dio koze s leda 62-godi$njeg

muskarca s melanomom. Opcenito, normalne epitelne stanice u uvjetima in vitro pokazuju
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nepotpun ili alternativni diferencijacijski put. S druge strane, neke stani¢ne linije podrijetlom
iz karcinoma zadrzavaju znaCajan kapacitet diferencijacije. Kad se takve transformirane
stani¢ne linije pasaziraju, nakon nekog vremena dolazi do osobite stabilnosti njihovog fenotipa
(Fusenig i sur., 1991). Uzorak je usitnjen te ostavljen u 0,2%-tnoj otopini tripsina u PBS-u
tijekom 24 - 72 h. Stanice primarne kulture su uzgajanje na temperaturi oko 38 °C u
kontroliranoj atmosferi, nakon ¢ega su prenesene na plo¢u u koncentraciji 1,5 x 10°. Pokazalo
se kako su najbolja proliferacijska svojstva ostvarena u mediju s niskom koncentracijom Ca?*.
Prva subkultivacija provedena je mehanicki nakon cega su se pasaziranja provodila
tripsinizacijom. Nakon viSe od 140 pasaziranja doslo je do transformacije fenotipa in vitro.
Stanice su postale besmrtne te se razvila kontinuirana stanic¢na linija koju je moguce klonirati

(Boukamp i sur., 1988).

Primarni Keratinociti Kkultivirani in vitro u niskoj koncentraciji kalcija zadrzavaju bazalni
fenotip dok dodatak od >0,1 mM kalcija aktivira njihovu diferencijaciju. Nazalost, primarne
kulture imaju dva velika nedostatka. Prvo, one zahtijevaju dodatak faktora rasta da bi prezivjele
in vitro te drugo, nakon §to ih se jednom pobudi za diferencijaciju, naglo umiru te ne
dozvoljavaju dugoro¢na istrazivanja. Nasuprot tome, besmrtne humane HaCaT stani¢ne linije
mogu se uzgajati u tradicionalnom mediju te se mogu odrzavati unutar kulture dulji vremenski
period. HaCaT stanice u kulturi mogu prelaziti iz stanja diferencijacije u bazalno stanje i
obrnuto, a to ¢e ovisiti o koncentraciji kalcija u mediju i diferencijacijskim markerima. Zbog
toga HaCaT stanice predstavljaju zanimljiv in vitro model, a uvjeti za njihov rast i transfekciju

se razlikuju od literature do literature (Deyrieux i Wilson, 2007).

2.5. Uzgoj i primjena stani¢nih linija

Za uzgoj stani¢nih linija potrebni su sterilni, strogo kontrolirani uvjeti. Postoje mnogi izvori
kontaminacije poput bakterija, gljivica, kvasca koji se mogu prenositi preko radne povrsine,
atmosferom, instrumentima, kemikalijama te putem osoba koje rade u laboratoriju. Sterilni
uvjeti mogu se osigurati radom u laminaru, dok se uzgoj stanica odvija u inkubatoru s
kontroliranom atmosferom koja se sastoji od 95% zraka i 5% CO». Temperatura se krece
izmedu 34 1 37 °C, a pH iznosi 7,4. Dezinfekcija radne povrSine i materijala provodi se
uporabom 70%-tnog etanola. Za uzgoj je od presudne vaznosti medij koji se koristi. On sadrzi
komponente poput aminokiselina, glukoze, masnih kiselina, vitamina, soli. Takoder je potrebno

dodati i serum koji sadrzi hormone, proteine, faktore rasta, lipide, minerale, metabolite,
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inhibitore enzima, hranjive sastojke. Naj¢es¢e se dodaje u koli¢ini od 10%, a u upotrebi su
fetalni govedi, tele¢i i konjski serum. Vecini stanica odgovara atmosfera s niskom
koncentracijom kiska, dok prema osmotskom tlaku stanice imaju visoku toleranciju. Za
optimalan rast stanica potrebno je periodicno mijenjati medij kako bi se odrzao pH buduc¢i da

stanice pocinju gubiti vijabilnost s padom pH vrijednosti (Alberts i sur., 2002; Freshney, 2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Bioloski materijal

U ovom radu koristena je monoslojna stani¢na linija humanih keratinocita (HaCaT).
3.1.2. Tekstilije

Tijekom rada koriStene su odabrane standardne tkanine iz mjesavine poliester/pamuka 65% /35
%, WFK 20 A obradene antimikrobnim agensom c¢ija je namjena koriStenje u bolnickom
okruzenju. Postupak impregnacije tkanina proveden je na Tekstilno-tehnoloskom fakultetu

Sveucilista u Zagrebu prema nize danim koracima.

Nanosenje kitozana je provedeno na dzigeru u dva koraka:
1. Luzenje i mercerizacija na 25 °C, 10 prolazaka kroz prvu kupku koja sadrzi:
- 20% NaOH
- 8 g L Subitol MFL
2. Implementacija kitozana na 25 °C uz 10 prolazaka kroz drugu kupku koja sadrzi:
- 10 g L kitozana u prahu
-1g L* Felosan NOF
-68 g L1 SHP

- 70 g L™ limunske kiseline

Poslije prvog koraka tkanine su isprane vru¢om vodom, hladnom vodom, te neutralizirane 0,1
M octenom kiselinom i isprane do pH 7. Nakon drugog koraka tkanine su obilno isprane te

podvrgnute procesu suSenja.

Susenje i termokondenzacija je provedena na rasteznom susioniku, Benz. SuSenje je provedeno

na 100 °C u trajanju od 2 min, a termokondenzacija na 150 °C u trajanju od 4 min.
Poslije susenja i termokondenzacije, tkanine su podvrgnute 1 i 10 ciklusa odrzavanja u skladu

sa standardom EN ISO 6330:2012: tekstil - postupci pranja i susenja u kuéanstvu za ispitivanje

tekstila s ciljem odredivanja postojanosti 1 kvalitete obrade.
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Postupak pranja proveden je s ECE-fosfatnim deterdzentom ciji je sastav prikazan u tablici 2

dok se u tablici 3 nalazi prikaz uzoraka tekstilija te na¢in njihove obrade.

Tablica 2. Sastav ECE-fosfatnog deterdZenta (preuzeto s deklaracije proizvoda)

Mass fraction
Composition

%o

Linear sodium alkylbenzenesulfonate (mean length of alkane chain Cq 5) 80+0,02

Ethoxylated tallow alcohol (14 EO) 29+ 002

Sodium scap, chain length
Ciz—Cyg 13 %% to 26 % 3.5+ 002
Cig = Cap: T4 %0 to BT %6

Sodium tnpolyphosphate 43,7 £0,02
Sodium silicate (Si05:Na0O = 3,3:1) f.o+x002
Magnesium silicate 1,9+ 0,02
Carboxymethylcellulose (CMC) 1.2+002
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), sodium salt 0.2+ 0,02
Sodium sulfate 21,2002
Water 9.9+ 0,02
Total 100

Uvjeti pranja:
«  Omijer kupelji: 1:20
« Vrijeme pranja: 40 min
« Temperatura: 60 °C

« Koncentracija deterdzenta: 2,5 g L™

Tablica 3. Uzorci tekstilija dobiveni s Tekstilno-tehnoloskog fakulteta i na¢in njihove obrade:

Uzorak Opis obrade
PES/CO Netretirana pamuk/poliesterska tkanina
HIP_PES/CO 20 1W Tkanina tretirana sa 20 % NaOH i

obradena u kupelji s kitozanom poslije 1
ciklusa odrzavanja

HIP_PES/CO_20 10W Tkanina tretirana sa 20 % NaOH i
obradena u kupelji s kitozanom poslije 10
ciklusa odrzavanja
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3.1.3. Kemikalije

Tijekom rada koriStene su sljedece kemikalije:
e DMEM-HG, basic, CLS, Eppelheim, Njemacka
FBS (fetalni govedi serum), GIBCO, SAD
e 0,25% tripsin— EDTA, GIBCO, SAD
e Trypan blue boja, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e Muse Annexin V & Dead Cell Kit, kat. Broj MCH 100105, Millipore, Merck,

Darmstadt, Njemacka
e Apsolutni etanol, Kemika, Zagreb
e Destilirana voda (dH20)
e DMSO (dimetil sulfoksid), Kemika, Zagreb
e PBS (engl. Phosphate Buffer Saline) pufer

3.1.4. Otopine i puferi

«+Sastav medija DMEM-HG:

Sastojci Koncentracija (mg L)

Aminokiseline

L-Arginin hidroklorid 84
L-Cistin dihidroklorid 62,6
L-Glutamin 584
L-Glicin 30
L-Histidin hidroklorid x H20 42
L-lzoleucin 105
L-Leucin 105
L-Lizin hidroklorid 146
L-Metionin 30
L-Fenilalanin 66
L-Serin 42
L-Tirozin dinatrij x 2H20 103,79
L-Treonin 95
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L-Triptofan 16

L-Valin 94
Vitamini

D-1/2Ca pantotenska kiselina 4
Folna kiselina 4
Kolin klorid 4
Myo-inozitol 7,2
Niacinamid 4
Piridoksin hidroklorid 4,04
Riboflavin 0,4
Tiamin hidroklorid 4

Anorganske soli

CaCl; 200
Fe(NOs)s x 9H20 0,1
MgSOs 97,67
KCI 400
NaHCOs3 3700
NaCl 6400
Na2HPO4 109

Ostali sastojci

D-Glukoza 4500
Na fenol crvenilo 15,9
Na piruvat 110

+0,4 %-tna otopina Trypan Blue

Trypan Blue 0,08¢g
PBS pufer 20 mL
Profiltrirati
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«Ishodna otopina MTT
MTT 25 ¢
PBS 5mL

Sterilno profiltrirati

«+PBS (engl. Phosphate Buffer Saline) pufer pH=7,4

NaCl 8¢

KCI 029
Na;HPO4 1,44 g
KH2PO4 0,24 g
dH20 do 1000 mL

pH pufera se podesi sa5 M HCI

3.1.5. Oprema i uredaji

Tijekom rada u laboratoriju koriStena je slijede¢a oprema:
e inkubator s kontroliranom atmosferom; IR 1500, Automatic CO>, Flow Laboratories,
Velika Britanija
e komora za sterilan rad (laminar); Twin 30, Gelaire Flow Laboratories, Velika Britanija
e inverzni mikroskop; Carl Zeiss, Jena, Njemacka
e svjetlosni mikroskop; LABOVAL 4, Carl Zeiss, Jena, Njemacka
e MUSE (Muse Cell Analyzer), Millipore, Merck, Darmstadt, Njemacka
e spektrofotometar, Helios-y, Thermo Electron Corporation, Velika Britanija
e analiticka vaga, Mettler, Ziirich, Svicarska
e centrifuga, Centric 322A, Tehnica Zelezniki, Slovenija
e Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica; Assistant, Bright-Line, Njemacka
e precizna vaga, Mettler P1210, Ziirich, Svicarska

e vibracijska mjesalica, Tehnica Zelezniki, Slovenija
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3.2. Metode rada
3.2.1. Uzgoj i odrzavanje HaCaT stanica u kulturi

HaCaT stanice ¢uvaju se u mediju za zamrzavanje (80% DMEM-HG, 10% FBS, 10% DMSO)
na temperaturi od -80°C. Odmrzavanje se provodi naglo u inkubatoru na 37 °C te pri
kontroliranoj atmosferi (5% CO2, 95% zraka). Nakon odmrzavanja stanice se prenesu u T-bocu

u kojoj se nalazi 90% DMEM medija za uzgoj s 10% FBS-a te se nastavlja daljnji uzgoj stanica.

Da bi stanice optimalno rasle i razvijale se potrebni su odredeni uvjeti. To ukljucuje rad u
komori za sterilan rad (laminar), kontroliranu atmosferu (5% CO», 95% zraka), temperaturu od
37 °C te redovito mijenjanje medija za uzgoj. Presadivanje stanica zapocinje ispiranjem stanica
od iskori$tenog medija i seruma, nakon ¢ega ih je potrebno odvojiti od povrsine T-boce. U tu
svrhu dodaje se 1 mL proteolitickog enzima tripsina te se stanice vra¢aju na kratku inkubaciju.
Slijedi resuspendiranje tripsiniziranih stanica u novom mediju za uzgoj (90% DMEM medija i
10% FBS-a) te odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue. Stanice se zatim razrijeduju

dodatkom novog medija za uzgoj na koncentraciju od 1 x 10° stanica mL™.

3.2.2. Priprema tekucih ekstrakta tekstilija

Uzorci tekstilija dobiveni s Tekstilno-tehnoloskog fakulteta veli¢ine su 60 cm? (6¢cm x 10cm).
Uzorci se presavijaju i stavljaju u Falcon epruvetu u 9 mL DMEM medija za uzgoj i 1 mL FBS-
a nakon Cega se stavljaju 2 sata na tresilicu na sobnu temperaturu. Slijedi inkubacija na 37 °C
u trajanju od 22 sata. Slijede¢i dan otopina se sterilno filtrira (veli¢ina pora filtera - 0,22 um).
Filtrat je ujedno 1 ishodna otopina koja se kasnije pomocu medija za uzgoj sa serumom
razrjeduje na Zeljene koncentracije. Razlicita razrjedenja ishodnih otopina prikazana su u tablici

4.
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Tablica 4. Razrjedenja ishodnih otopina

1.0. Ishodna otopina

SM medij za uzgoj HaCaT stani¢ne kulture
1x 1600uL 1.O. + 1600pL SM

2X 800uL L.O. + 2400puL SM

3x 400pL L.O. + 2800uL SM

4x 200pL L.O. +3000uL SM

5x 100uL 1.O. + 3100uL SM

3.2.3. Odredivanje citotoksi¢nosti antimikrobnih tvari kojima su impregnirane tekstilije
MTT metodom

Po 200 puL stani¢ne suspenzije HaCaT stanica u koncentraciji od 1x10° st mL™ medija za uzgoj
otpipetira se u jazice na 96-well ploci. Stanice se inkubiraju 24 sata te se zatim uklanja medij u
kojem su stanice rasle. Stanice se tretiraju razli¢itim razrjedenjima ishodne otopine ekstrakta
tekstilija tako da se u svaku jaZicu dodaje po 200 puL svjeZe pripremljenog razrjedenja.
Istovremeno se prati 1 kontrolni uzorak stanica (200 pL) koje rastu u svjezem mediju za uzgoj
uz dodatak FBS-a. Stanice se inkubiraju 72 sata nakon cega se MTT metodom
spektrofotometrijski provjerava vijabilnost stanica. U jazice na mikrotitarskoj plo¢i doda se 20
uL otopine MTT-a. Stanice se zatim inkubiraju 3 sata na 37 °C. Nakon 3 sata medij se vadi iz
jazica te se dodaje 200 uL DMSO-a u kojem se otapaju kristali formazana, nastali djelovanjem
mitohondrijskih dehidrogenaza, pri ¢emu se razvija ljubiCasto obojenje. Intenzitet obojenja

odreduje se spektrofotometrijski pri 540 nm u odnosu na slijepu probu.

3.2.4. Odredivanje citotoksi¢nog uc¢inka ekstrakta tekstilija metodom proto¢ne

citometrije

Za odredivanje nacina stani¢nog odumiranja, stanice se pripremaju na nacin da se u svaku od
jazica multiwell ploca (sa 6 jazica) nacijepi 4 mL HaCaT stanica u koncentraciji 2 x 10* st mL"
! medija za uzgoj. Stanice se inkubiraju 24 sata nakon &ega slijedi tretiranje odabranim
razrjedenjima ishodne otopine. Tako tretirane stanice inkubiraju se 48 sati, nakon Cega se
metodom protocne citometrije odreduje udio Zzivih, nekroticnih i apoptoticnih stanica u
populaciji. Postupak provodenja metode zapocinje uklanjanjem medija u kojem su stanice rasle
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te dodatkom 500 uL tripsina kako bi se stanice odvojile od povrSine jazice. Kada se stanice
odvoje od povrsine jazice, na njih se dodaje 500 pL prethodno izvadenog medija za uzgoj ¢ime
se dobiva stani¢na suspenzija iz koje se izdvaja 100 pL za daljnju analizu. 100 pL uzorka
pomijesa se sa 100V kit-a (MuseTM Annexin V & Dead Cell Kit kat. br. MCH100105). Slijedi
20 min inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku, nakon cega se uzorak stavlja u uredaj Muse
™ Cell Analyzer te se na ekranu ocitavaju podaci o broju zivih stanica, onih u ranoj i kasnoj

apoptozi te mrtvih stanica.
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3.3. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (X ) uzoraka u skupini:

N = ukupni broj uzoraka u skupini

Xi = pojedinacne vrijednosti uzoraka

Statisticka analiza provedena je Studentovim t-testom izraCunavajuéi t vrijednost prema izrazu:

X1 — X
/S,%i +52

Statisticki znacCajnim smatrane su razlike izmedu skupina za koje je stupanj vjerojatnosti

p<0,05.

t =
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. In vitro u¢inak potencijalno $tetnih tvari kojima su impregnirane tekstilije na

HaCaT stani¢noj liniji odreden MTT metodom

Velik broj kemikalija koristi se u svim koracima proizvodnje tekstilija od kojih su mnoge
toksi¢ne za ljudsko zdravlje i okoliS. Npr. teski metali poput kadmija, olova, antimona koriste
se kao bojila i pigmenti, a skloni su uzrokovanju neurotoksi¢nih, mutagenih i kancerogenih
efekata. Azo bojila, koja zauzimaju 60-70% komercijalnih koloranta, mogu uzrokovati
dermatitis te dovesti do oslobadanja karcinogenih i mutagenih aromatskih amina.
Reproduktivna toksicnost zabiljezena je kao rezultat izloZenosti visoko fluoriziranoj vodi,
odstranjiva¢ima mrlja, ftalatima i antibakterijskim agensima. Nadalje, tvari poput trikloretana i
klorbenzena, formaldehida te tetrakloretilena imaju direktan toksi¢ni u¢inak na covjeka, od
kancerogenosti do neurotoksi¢nosti. Zbog svega navedenog vazno je bolje ispitati i kontrolirati

koli¢inu kemikalija koje se koriste za proizvodnju raznih tekstilija te limitirati uporabu onih

Citotoksi¢ni uc¢inak razli¢itih razrjedenja (1x — 5x) ishodne otopine PES/CO (poliester/pamuk
— netretirana tkanina), HIP_PES/CO_20_1W (poliester/pamuk tkanina — luzenje s 20%-tnim
NaOH, oprana jedanput, obrada s 10 g L kitozan; 70 g L™ limunska kiselina; 65 g L™ natrijev
hipofosfit pentahidrat; 1 g L felosan NOP) te HIP_PES/CO 20 10W (poliester/pamuk
tkanina — luzenje s 20%-tnim NaOH, oprana 10 puta, obrada s 10 g L™ kitozan; 70 g L*
limunska kiselina; 65 g L™ natrijev hipofosfit pentahidrat; 1 g L™ felosan NOP) na proliferaciju

HaCaT stanica odreden je 72 sata nakon tretmana MTT metodom.

Pri ispitivanju ucinka razlicitih razrjedenja (1x — 5x) ishodne otopine (pripremljenoj na nacin
da je u 10 mL medija za uzgoj dodan komad tkanine - PES/CO veli¢ine 60 cm?) na proliferaciju
i vijabilnost stanica MTT metodom, pri svim upotrijebljenim razrjedenjima utvrdeno je
statisticki znacajno smanjenje proliferacije u odnosu na kontrolni uzorak (p<0,001). Medutim,
s povec¢anjem razrjedenja ishodne otopine smanjuje se antiproliferativni uc¢inak na stanice, dok

je vijabilnost stanica poboljsana (Slika 4).
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Slika 4. Vijabilnost HaCaT stanica 72 sata nakon tretmana razli¢itim razrjedenjima ishodne
otopine (1.O.) (pripremljenoj na nacin da je u 10 mL medija za uzgoj dodan komad tkanine -
PES/CO veli¢ine 60 cm?) u odnosu na kontrolne uzorke (intaktna kontrola (Ki)) odredena MTT
metodom. Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znacajna
razlika (Student t-test): ?p<0,001.

Prema rezultatima prikazanima na slici 5 mozemo vidjeti da proliferacija i vijabilnost stanica
znacajno opada 72 sata nakon tretmana razli¢itim razrjedenjima (1x — 5x) ishodne otopine tvari
kojim je impregnirana tekstilija - HIP_PES/CO_20_1W. Statisticki znacajno smanjenje
(p<0,001) uoceno je kod svih razrjedenja u odnosu na kontrolni uzorak. Najmanja vijabilnost
stanica u usporedbi s kontrolom uocena je kod stanica tretiranih ishodnom otopinom, a s

povecanjem razrjedenja ishodne otopine vijabilnost stanica se poboljsava.

29



K (stanice)

e

1.O.

a
a
a
a I
[~ |
1X 2X 3X 5X

razrjedenja

Slika 5. Vijabilnost HaCaT stanica 72 sata nakon tretmana razli¢itim razrjedenjima ishodne
otopine (1.0.) tvari kojima je impregnirana HIP_PES/CO 20 1W tkanina u odnosu na
kontrolne uzorke (intaktna kontrola (Ki)) odredena MTT metodom. Podaci su izrazeni kao
srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znacajna razlika (Student t-test): p<0,001.

Na slici 6 prikazani su rezultati za tkaninu HIP_PES/CO_20_10W. Vidljivo je da se broj

vijabilnih stanica mijenja u odnosu na kontrolu s time da je statisti¢ki znacajno smanjenje

stanicne vijabilnosti u odnosu na kontrolu uo¢eno samo za ishodnu otopinu (p<0,001). Kod

stanica tretiranih razrjedenjima 3x 1 5x uocen je blagi porast vijabilnosti u odnosu na kontrolu,

medutim taj porast nije statisticki znacajan.
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Slika 6. Vijabilnost HaCaT stanica 72 sata nakon tretmana razli¢itim razrjedenjima ishodne
otopine (1.0.) tvari kojima je impregnirana HIP_PES/CO_20_10W tkanina u odnosu na
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kontrolne uzorke (intaktna kontrola (Ki)) odredena MTT metodom. Podaci su izrazeni kao
srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znac¢ajna razlika (Student t-test): p<0,001.

U literaturi nema mnogo istrazivanja slicnih ovome, medutim dosta je podataka o vijabilnosti
HaCaT stanica koje su tretirane razli¢itim agensima. Kod vecine takvih radova za jednu od
metoda procjene vijabilnosti koriSten je upravo MTT test. Kako naglasavaju Ermolli i suradnici
(2000), prilikom ispitivanja citotoksi¢nosti nikla, kobalta i kroma, uporaba MTT testa pokazala
se opravdanom ponajvise zbog brzine i jednostavnosti koriStenja te moguénosti usporedbe s

ostalim istrazivanjima.

Zanette i1 suradnici (2011) ispitali su utjecaj nanocCestica srebra na kozu koriste¢ci HaCaT
stani¢nu liniju te MTT test za dobivanje 1Cso. Svrha tog istrazivanja bila je procijeniti
potencijalnu toksi¢nost nanocestica srebra na HaCaT stani¢nu liniju koja predstavlja prepoznati
model za procjenu in vitro toksikoloskog potencijala kemikalija koje mogu izazvati §tetu na
kozi. Nanocestice srebra poznate su po svom antibakterijskom ucinku te se koriste u
komercijalno dostupnim proizvodima namijenjenim direktnom kontaktu s koZzom. Rezultati
provedenog MTT testa pokazali su smanjenu mitohondrijsku funkciju stanica nakon izloZenosti
najvecoj koncentraciji. Nadalje, povecanje vremena kontakta stanica te nanocestica reduciralo

je vijabilnost u ovisnosti o vremenu i koncentraciji.

Lopez-Garcia i suradnici (2014) proveli su istrazivanje o odgovoru HaCaT kreatinocita na
antimikrobne supstrate medu kojima se nasao i kitozan. Kako bi se istrazio nacin na koji razli¢iti
antimikrobni agensi utje¢u na stani¢ni rast, vijabilnost stanica te proliferaciju koristio se MTT
test. Stani¢na linija nacijepljuje se na atelokolagensku matricu s razli¢itim koncentracijama
agenasa, a citotoksi¢nost je prikazana kao postotak stani¢ne vijabilnosti gdje su se rezultati od
80% 1 viSe vijabilnih stanica interpretirali kao ne-citotoksi¢nost, izmedu 80% i 60% kao slaba
citotoksi¢nost, 60%-40% kao umjerena, a ispod 40% kao jaka citotoksi¢nost (prema ISO
10993-5 (2009)). Sve koristene koncentracije kitozana (2,0%, 1,0%, 0,5%, 0,2%, 0,1%, 0,02%)
pokazale su slabu inhibiciju, odnosno stani¢na vijabilnost iznosila je >80% $to ukazuje na ne-
citotoksi¢nost ovog agensa. Treba naglasiti 1 stabilnost te topljivost kitozana u vodi 1 kiselim

otopinama.

Usporedujuci rezultate dobivene u ovom istrazivanju za razlicita razrjedenja ishodnih otopina

dobivenih iz tkanina PES/CO 1 PES/CO_20 1W najveca razlika uocava se kod razrijedenja 2x
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i 3x gdje je kod PES/CO_20_1W - tretirane tkanine nakon 1 ciklusa pranja doslo do povecanja
vijabilnosti stanica u odnosu na ista razrjedenja ishodne otopine dobivene iz tkanine PES/CO.
Kada pak promatramo rezultate za PES/CO_20_10W tkaninu (impregniranu s kitozanom)
uocava se povecanje vijabilnosti u odnosu na ista razrjedenja ishodnih otopina dobivenih iz
tkanina PES/CO i PES/CO_20_1W. Moguci razlog tome je utjecaj broja pranja na impregnirane
kemikalije (npr. kitozan) koje se tijekom ce$eg pranja ispiru te se time smanjuje njihov

potencijalni citotoksi¢ni u¢inak.

4.2. In vitro u¢inak potencijalno Stetnih tvari kojima su impregnirane tekstilije na

HaCaT stani¢noj liniji odreden metodom proto¢ne citometrije

Dva su u znanstvenoj literaturi najée$¢e spominjana tipa stani¢nog odumiranja, a to su -
apoptoza i nekroza. Apoptoza ili programirana stani¢na smrt razlikuje se od nekroze po
specificnim dogadajima kao $to su degradacija kromatina te gubitak stani¢nog volumena §to se
moze povezati s raspadanjem citoskeleta. Neki od morfoloskih znakova apoptoze ukljucuju
stani¢no skupljanje, bubrenje membrane, nuklearnu kondenzaciju i fragmentaciju. Apoptozom
se osigurava ravnoteza izmedu stani¢ne proliferacije i stanine smrti te ona igra regulatornu
ulogu pri kontroliranju homeostaze u veli¢ini stani¢nih populacija i tkiva (Kerr i sur., 1972;
Vermes i sur., 2000). S druge strane, prilikom nekroze dolazi do gubitka integriteta membrane,
nema kondenzacije kromatina, dolazi do dezintegracije organela, a sve zavrSava potpunom
lizom stanice (Schulze-Osthoff, 2008). Apotoza ¢ini sastavni dio normalnog fizioloskog

procesa dok je nekroza samo pasivni rezultat ostecenja stanice (Kerr i sur., 1972).

Muse ™ Annexin V & Dead Cell Assay Kit-om moguce je kvantitativno analizirati 4 populacije
stanica: zZive stanice, stanice rane apoptoze, Stanice kasne apoptoze i mrtve stanice. Ispitivanje
se provodi na Muse ™ Cell Analyzeru, a rezultati su prikazani na “dot-plot” dijagramima na
kojima su vidljive subpopulacije zivih, rano apoptoti¢nih, kasno apoptoti¢nih te mrtvih stanica
(Schmidt i sur., 1992).

Slijede prikazi “dot-plot” dijagrama za razlicita razrjedenja ishodne otopine dobivene iz
tekstilije PES/CO [1x (1600 pL 1.0. + 1600 pL. SM) te 5x (100 puL 1.O. + 3100 uL SM)] (Slika
7).
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Slika 7. Prikaz reprezentativnih “dot-plot” dijagrama dobivenih prilikom odredivanja
tipa stanicne smrti primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit-a nakon 48-satnog
tretmana HaCaT stanica s razli¢itim razrjedenjima dobivenim ekstrakcijom iz PES/CO tkanine.

Iz prikazanih ,,dot-plot* dijagrama moze se uociti da se povecanjem razrjedenja udio zivih
stanica u kulturi znac¢ajno ne mijenja. Subpopulacija mrtvih — nekroti¢nih stanica najveca je
prilikom tretmana razrjedenjem 1x (1600 pL 1.O. + 1600 puL. SM) te iznosi 5,05%. Kod
razrjedenja 5x (100 pL 1.O. + 3100 pL SM) udio mrtvih stanica iznosi 1,07% $to je manje od
same ishodne otopine. Najve¢i udio stanica u ranoj apoptozi primjecujemo kod stanica

tretiranih ishodnom otopinom.

Zakljucujemo kako povecanjem razrjedenja kojim su tretirane stanice ne dolazi do znacajnije
razlike u distribuciji stanica po pojedinim frakcijama — udjeli Zivih, mrtvih, rano i kasno

apoptoti¢nih stanica nisu se znac¢ajnije promijenili s obzirom na razrjedenje ishodne otopine.
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Sve navedeno potvrduju i rezultati prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Postotak zivih, ukupno apoptoti¢nih i mrtvih stanica nakon tretmana razli¢itim
razrjedenjima ishodne otopine tkanine PES/CO. 1.0. — ishodna otopina; 1x - 1600 uL 1.O. +
1600 uL SM; 5x - 100 puLL 1.O. + 3100 pLL SM. Prikazane su srednje vrijednosti dvaju mjerenja.

(%) 1.0. 1x 5x
7Zive stanice 92,705 94,655 98,545
Ukupne
apoptoti¢ne 3,870 0,595 0,335
stanice
Mrtve stanice 3,430 4,755 1,120

Podaci u literaturi na ovu tematiku su nedostatni. Medutim, proto¢na citometrija, odnosno Muse
Cell Analyser koristan je alat koji je posluzio Zhao i suradnicima (2013) kako bi procijenili
stani¢nu smrt humanih keratinocita uzrokovanu anorganskim arsenom. Krajnji cilj bio je vidjeti
na koji nacin kurkumin moze zastititi HaCaT stanice od citotoksi¢nog djelovanja arsena te
prikazati njegov protektivni u€inak. IzloZenost anorganskom arsenu moze dovesti do raznih
koznih oboljenja, ukljucujuéi hiperkeratozu te rak kozZe. Stanice keratinocita tretirane su
razli¢itim koncentracijama kurkumina te se nakon 6 sati dodao iAs®*. Mjerenje se provodilo
Muse Cell Analyser-om te su analizirane apoptoti¢ne i nekroti¢ne stanice. Mjerenje je pokazalo
kako izlozenost 30 uM iAs®* tijekom 20 sati drasti¢no povecava postotak apoptoti¢nih stanica

dok dodatak 2,5 uM ili 5 uM kurkumina reducira apoptoti¢nu stani¢nu smrt.
Mammone i suradnici (2000) koristili su ovu metodu kako bi razlikovali apoptoti¢ne i

nekroticne puteve kod HaCaT stanica uzrokovane UVB zra¢enjem. Rezultati su pokazali kako

UVB zracenje inducira apoptozu pri niskim dozama, ali uzrokuje nekrozu kod vecih doza.
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. ZAKLJUCCI

Stani¢na linija humanih keratinocita (HaCaT), uz primjenu MTT metode te protoc¢ne
citometrije, pokazala se kao zadovoljavajuci alternativni test sustav za pracenje toksi¢nosti
kationiziranih 1 antimikrobno obradenih tekstilija.

Statisticki znacajno smanjenje proliferacije u odnosu na kontrolni uzorak (p<0,001)
odredeno MTT metodom nakon 72 h utvrdeno je kod ishodne otopine kao i kod svih
razrjedenja (1x — 5x) dobivenih iz ishodne otopine tvari koja je pripremljena ekstrakcijom
PES/CO tkanine.

Statisticki znacajno smanjenje proliferacije u odnosu na kontrolni uzorak (p<0,001)
odredeno MTT metodom nakon 72 h utvrdeno je kod svih razrjedenja (1x — 5x) dobivenih
iz ishodne otopine tvari kojim je impregnirana tekstilija HIP_ PES/CO_20_1W.

Statisticki znac¢ajno smanjenje stani¢ne vijabilnosti u odnosu na kontrolu uo¢eno je samo
za ishodnu otopinu (p<0,001) tvari kojim je impregnirana tekstilija HIP_
PES/CO_20_10W.

. Metodom protocne citometrije utvrdeno je da se nakon 48-satnog tretmana HaCaT stanica
s razli¢itim razrjedenjima ishodne otopine dobivene ekstrakcijom iz PES/CO tkanine udjeli
zivih, mrtvih, rano i kasno apoptoti¢nih stanica nisu se znacajnije promijenili S obzirom na

razrjedenje ishodne otopine.
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