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1. UVOD

Osim u modnoj industriji, tekstilije su naSle svoju primjenu u prociS¢avanju otpadnih voda, u
prehrambenoj inustriji prilikom pakiranja hrane, proizvodnji filtera, itd. Takoder, imaju vazan utjecaj
na sportsku 1 vojnu izvedbu te se razvijaju tekstilije s raznim svojstvima kao $to je neutraliziranje
neugodnog mirisa znoja. Osim navedenih, uocena je sve veca vaznost tekstilija u bolnicama i
zdravstvenim institucijama. Koriste se kao pomo¢ pri zarastanju rana te lijeCenju pojedinih stanja
(atopijski dermatitis) (Hilgenberg i sur., 2016). Medutim, tekstilije su zbog svojih svojstava, kao Sto
su velika povrsina i sposobnost zadrzavanja vode, dobar medij za rast raznih mikroorganizama kao
Sto su gljivice i bakterije (Gao 1 Cranston, 2008). Kako bi se sprijecila bakterijska kontaminacija te
kako bi higijenski standardi bili u korak s vremenom, pocelo se razmisljati o razvoju antimikrobno

tretiranih tekstilija.

Kao antimikrobni agens za tretiranje tekstilija se koristi kitozan, kationski polisaharid koji se dobiva
deacetilacijom hitina izoliranog iz egzoskeleta rakova ili stani¢nih stijenki gljiva. Ovaj linearni
polisaharid se sastoji od dvije monomerne jedinice, D-glukozamina i N-acetil-D-glukozamina, koje
su povezane B-1,4-glikozidnom vezom (Wiegand i sur., 2010). Posjeduje bioloska svojstva kao sto je
antitumorski uc¢inak (No i sur., 2002), djeluje kao hemostatik (Rao i Sharma, 1997), ima pozitivan
ucinak na zacjeljivanje rana (Diegelmann i sur., 1996). Takoder, pokazuje antimikrobnu aktivnost
prema Sirokom spektru mikroorganizama kao Sto su gljivice, alge i neke vrste bakterija inhibirajuci

njihov rast (No i sur., 2002; Seyfarth i sur., 2008).

Cilj ovog rada je preliminarno ispitati potencijalnu citotoksi¢nost kationiziranih i antimikrobno
obradenih tekstilija. Antimikrobno tretirane tekstilije su zaprimljene s Tekstilno-tehnoloskog
fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu. Radi se o pamuc¢nim tekstilijama koje se razlikuju po nacinu obrade
1 broju pranja. Kao testni sustav koristiti ¢e se HaCaT stani¢na linija humanih keratinocita, a u¢inak
antimikrobno tretiranih tekstilija na vijabilnost i proliferaciju stanica utvrditi ¢e se M7TT metodom i

metodom protocne citometrije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. STANICNE KULTURE

Kultivacija stanica oznacava skup procesa koji ukljucuju izolaciju stanica iz organizma (in vivo) te
njihov uzgoj u kontroliranim uvjetima (in vitro) (Hudu 1 sur., 2016). Taj postupak datira s pocetka
20. stoljeca, a razvijen je kako bi se mogla bolje prouciti svojstva stanica in vitro. Primarno su to bile
kulture tkiva iz kojih su se koristile stanice koje su migrirale iz tkivne nakupine i nastavile svoj rast
na hranjivoj podlozi. Prva kultivirana kontinuirana stani¢na linija je L929 koja je izolirana iz L-
stanica miSa 1943. godine. Pasaziranje se najprije provodilo mehanicki, tj. stanice su se mehanicki
odvajale od podloge te se napokon 50-ih godina dvadesetog stolje¢a uvodi tripisinizacija. Dulbecco
opisuje postupak kako se pomocu tripsina monoslojne stanice mogu lako odvojiti od podloge za rast
te na taj nacin olakSava manipulaciju stanicama i razvijanje stani¢nih linija. Razli¢iti organizmi su se
koristili za izolaciju animalnih stanica - zabe, embrij kokosi, ribe, medutim, dominantu ulogu su
preuzeli miSevi, jer uz genetsku stabilnost pokazuju svojstvo jednostavnog uspostavljanja
kontinuiranih stani¢nih linija. 1952. godine je uspostavljena prva kontinuirana humana stani¢na linija
- HeLa koja je dobivena iz stanica raka cerviksa, koja se i danas koristi u brojnim istrazivanjima
zahvaljujuéi svojoj izdrzljivosti i proliferacijskoj sposobnosti. Osim njih, uspostavljene su i brojne
druge humane stanicne linije kao $to su stani¢na linija epidermalnih keratinocita, stani¢na linija

bronhijalnog epitela i vaskularnog endotela te brojne druge (Freshney, 2005).

Primjena stani¢nih kultura omogucuje nam kontrolu fizikalno-kemijskih ¢cimbenika (pH, temperatura,
osmotski tlak, omjer O21 CO») te fizioloskih uvjeta (medij i serum), koji unato¢ tome $to ne mogu
uvijek biti tocno definirani, mogu se odrzavati relativno konstantnima. Prednosti koriStenja stani¢nih
kultura su osim kontrole fizikalno-kemijskih i fizioloskih ¢imbenika, i kontrola mikrookolisa,
homogenost stanicne linije, jednostavna citoloSka i imunoloSka karakterizacija, smanjeno koristenje
zivotinjskih modela. Kao i svaka eksperimentalna metoda, i ova ima svoje nedostatke, a to su:
potrebna stru¢nost za rukovanje stanicama (sterilni uvjeti, moguénost kemijske i mikrobioloSke
kontaminacije), kontrola radnih uvjeta (radnog mjesta, inkubatora, odlaganje toksi¢nog otpada),
cijena (oprema laboratorija i nabava svih potrebnih materijala), genetska nestabilnost stanica
(heterogenost, varijabilnost), fenotipska nestabilnost stanica (dediferencijacija, adaptacija, selektivni
rast), otezana identifikacija vrste stanica (markeri nisu uvijek izlozeni, mikrookoli§ utjece na

histologiju i citologiju)(Freshney, 2005).



2.1.1. Primarne stani¢ne linije

Primarna linija odnosi se na fazu nakon izolacije stanica iz tkiva, a prije prve subkultivacije. Nakon
izolacije uzorka tkiva, primarna linijja se moZe dobiti na dva nacina: dopusStajuci stanicama da
slobodno migriraju iz tkivnih fragmenata na podlogu za rast ili usitnjavanje tkiva (mehanicki ili
enzimski) dok se ne dobije suspenzija stanica koje kasnije prijanjaju na podlogu za rast. Primarne
kulture se izoliraju iz embrionalnih, diferenciranih ili tumorskih tkiva. Glavna prednost primarnih
kultura je Sto zadrzavaju specificna tkivna svojstva, tj. biokemijske i morfoloske karakteristike
izoliranih stanica su slicne onima iz orginalnog tkiva. Embrionalno tkivo ima brzu proliferaciju

stanica u primarnoj kulturi za razliku od ve¢ diferenciranih tkiva (Arango i sur., 2013).

Usitnjavanje tkiva i uspostavljanje primarne kulture je najvazniji korak prilikom uspostavljanja
stani¢ne kulture. Rukovanje uzorcima tkiva te izolacija i uspostavljanje stani¢ne kulture se provodi u
aseptiCkim uvjetima. Mehanicka izolacija ukljucuje usitnjavanje tkiva pomocu pincete i Skarica do
fragmenata veli¢ine 1 mm? koji se zatim protiskuju kroz nekoliko sita ¢ija se veliina pora postupno
smanjuje dok se ne dobije suspenzija stanica. Mehani¢kom izolacijom se prije dobije suspenzija
stanica nego enzimskom izolacijom, no postoji moguénost od mehanickog oSte¢enja stanica.
Mehanicka izolacija stanica je pogodna za meka tkiva kao §to su gusteraca, jetra, mozak te meki

humani i animalni tumori (Mitra i sur., 2013).

Enzimskoj disagregaciji prethodi mehanicko usitnjavanje tkiva, koje se potom tretira otopinom
proteoliti¢kih enzima, ovisno o kojem tipu stanica se radi. NajceS¢e koriSten proteoliticki enzim je
tripsin jer ga vecina stanica jako dobro podnosi te je ucinkovit za mnoga tkiva. Medutim, treba
ograniciti vrijeme kojem su stanice izloZene djelovanju tirpsina kako ih ne bi oStetio. Eventualni
zaostaci tkiva se filtriraju kroz sita. NajceS¢e koriSteni enzimi uz tripsin su kolagenaza, elastaza,
pronaza, dispaza, DNA-aza i hijaluronidaza, te se koriste samostalno ili u kombinaciji. Tripsin i
pronaza daju najpotpuniju disagregaciju, no mogu uzrokovati oStecenje stanica, dok su kolagenaza i

dispaza njeznije, medutim disagregacija je nepotpuna (Freshney, 2005).

2.1.2. Konacne i kontinuirane stani¢ne linije

Kada primarna kultura naraste toliko da zauzme cijelu povrsinu za rast i potrosi dostupne hranjive
tvari, potrebno ju je precijepiti na novu podlogu za rast te joj osigurati potrebne hranjive tvari. Na taj

se nacin iz heterogene primarne kulture, koja sadrzi brojne razli¢ite vrste stanica iz orginalnog tkiva,
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dobiva homogenija stani¢na kultura. Nakon prve subkultivacije, tj. nakon prvog pasaZziranja, primarna
kultura se naziva stani¢nom linijom. Stanice se sada mogu dalje umnozavati, mogu se okarakterizirati
te pohraniti do sljede¢e uporabe. Takoder, ve¢i broj uniformiranih stanica otvara nova vrata za

eksperimentalne moguc¢nosti (Freshney, 2002).

Proces subkultivacije se odvija na tjednoj bazi te moze trajati ¢ak nekoliko mjeseci te se sastoji od
odvajanja stanice od podloge za rast i precjepljivanja u novi medij. Uzastopnim subkultiviranjem se
razvija stanicna linija koja moZe sadrzavati nekoliko vrsta stanica, te se kontinuiranim rastom i
razmnozavanjem neka stani¢na svojstva gube, dok se neka nova pojavljuju. Nakon nekoliko

subkultivacija stanice mogu odumrijeti ili se transformirati (Mitra i sur., 2013).

Stani¢ne linije s ograni¢enim zivotnim vijekom se nazivaju kona¢nim stani¢nim linijama. Imaju
limitiran broj stani¢nih ciklusa, naj¢es¢e 20 do 80 puta se podijele prije odumiranja. Broj diobi ovisi
o vrsti stanica, klonalnim varijacijama i o stanju kulture. Kona¢ne stani¢ne linije su normalne
netransformirane stanice koje mogu biti euploidne ili diploidne. Rastu u monosloju pric¢vrs¢ene na
podlogu za rast, a kada zauzmu cijelu povrSinu za rast dolazi do kontaktne inhibicije. Takve stanice

imaju visoke potrebe za serumom, karakterizira ih spor rast i nizak prinos (Fresney, 2002).

Ukoliko dode do takve transformacije stani¢ne linije in vitro, gdje je naruSena kontrola stani¢nog
rasta, stanice postaju besmrtne, govorimo o kontinuiranoj stani¢noj liniji. Kontinuirane stani¢ne linije
su tumorogeni¢ne, mogu biti aneuploidne ili heteroploidne, uspjesno se kloniraju te ne dolazi do
kontaktne inhibicije. Mogu rasti ili u suspenziji ili u monosloju te zahtjevaju manje seruma od
konacnih stani¢nih linija. Karakterizira ih brz rast i veliki prinos te je mogu¢ gubitak specifi¢nih
stani¢nih funkcija (Mitra i sur., 2013). Kontinuirane stani¢ne linije se lakSe odrzavaju, brze rastu,
lakse se kloniraju, daju veéi prinos te su prilagodljivije za rast u bezserumskom mediju (Freshney,

2005).

Ako odaberemo samo jednu vrstu stanica kloniranjem, fizickim odvajanjem ili nekom drugom
selektivnom tehnikom, iz stani¢ne linije ili direktno iz primarne kulture, mozemo dobiti stanicnu
liniju koja ima odredena specificna stani¢na svojstva i markere koje zadrzava i kroz daljnje diobe

(Fresney, 2005).



2.1.2.1. Stanicne kulture u suspenziji

Konac¢ne stani¢ne linije mogu rasti samo u monosloju, a da bi stanice mogle rasti u suspenziji moraju
se transformirati tijekom procesa subkultivacije. Jedino stanice malignih tumora i hematopoetske
stanice (jer se i in vivo nalaze u suspenziji, tj. krvnoj plazmi) izvorno mogu rasti u suspenziji (Yao i

Asayama, 2017).

Stanice u suspenziji nisu ograni¢ene povrSinom podloge za rast, nego mogu rasti neograni¢eno u
cijelom volumenu jer ne dolazi do kontaktne inhibicije. Medutim, mora se osigurati uravnoteZena
izmjena plinova da bi se izbjeglo nakupljanje Stetnih tvari, promjena pH ili osmotskog tlaka koji
mogu negativno utjecati na rast stanica (Griffiths, 2000). Izmjena plinova i mijeSanje se osigurava
ubacivanjem magnetskog Stapica, a posuda sa stanicama se zatim postavi na magnetsku mjesalicu

koja okrece Stapic.

Uzgoj stani¢nih kultura u suspenziji ima mnogobrojne prednosti, a glavna u odnosu na uzgoj stanica
u monosloju je to Sto je jednostavnije precjepljivanje stanice u vece mjerilo. Naime, s obzirom da
stanice ne rastu ucvrSéene za podlogu, nije potreban tretman tripsinom te se stoga stanice manje
oSte¢uju. Stanice je dovoljno mehanicki resuspendirati te prenijeti u odgovaraju¢i volumen, ili
razrijediti dodatkom medija na odgovaraju¢u koncentraciju. Takoder, nije potrebna Cesta zamjena
medija te je jednostavno odrzavanje stani¢ne kulture, stanice imaju kracu /ag fazu te je visok prinos

biomase (Freshney, 2005).

2.1.2.2. Stanicne kulture u monosloju

Vecina stani¢nih linija, kontinuirane i konac¢ne, raste u monosloju uc¢vrs¢ene na podlogu za rast.
Podloga za rast mora biti pogodna za vezanje stanica, jer tek kada se stanice veZu na nju, moguca je
proliferacija. Stoga mozemo re¢i da je vezivanje stanica na povrSinu podloge za rast klju¢an korak u
uspostavljanju stani¢ne linije. Na povrsini stanica sisavaca je nejednoliko rasporeden negativni naboj
zbog kojeg se stanice lakSe vezu na nabijenu povrSinu, neovisno je li pozitivno ili negativno nabijena,
ali zato vezivanje ovisi o gusto¢i naboja (Van der Velden-de Groot, 1995). Za formiranje monosloja
vazne su interakcije izmedu stanica i podloge za rast, kao 1 interakcije izmedu samih stanica. Osim
negativnog naboja na povrsini stanica, stanice luce proteine koji olakSavaju to vezanje, kao Sto su
fibronektin, kolagen, laminin i dr. (Cooper, 2000). Fibronektin je glikoprotein odgovoran za

specificno vezanje stanica na povrsinu, te se nalazi u serumu uz dvovalentne katione. Za veze medu



stanicama su ukljuéene dvije vrste molekula, CAM (engl. Cell Adhesion Molecules - neovisne o Ca*")

i kadherini (ovisni o Ca*") (Albelda i Buck, 1990).

U laboratorijskoj praksi za uzgoj stani¢nih kultura najviSe se koriste plasticne T-boce koje su najcesce
izradene od polistirena koji se dodatno izlaze raznim fizickim i kemijskim procesima kako bi se dobila
nabijena povrsina. Takoder, povrSina T-boca se prevlaci kolagenom ili Zelatinom (Adams, 1990)
kako bi se pospjesilo vezivanje stanica. Osim polistirena, za izradu plasti¢nih boca uz dodatnu obradu,
se koriste polietilen, polikarbonat, PVC, teflon, celofan, acetat celuloza i dr. (Griffiths, 1990). Osim
plastiénih materijala, staklene i metalne povrSine takoder mogu biti pogodne podloge za rast
stanicama. Prvi korak u precjepljivanju monoslojnih stani¢nih kultura je uklanjanje medija nakon
kojeg slijedi odvajanje stanica od podloge za rast pomocu tripsina, a nakon nekoliko minuta slijedi
resuspendiranje stanica u novom mediju. Osim T-boca, za uzgoj stanica se mogu koristiti multiwell
ploce, petrijeve zdjelice i roller boce, Cija je cijela povrSina dostupna za rast stanica zahvaljujuéi

rotaciji boce koja osigurava opskrbu stanica hranjivim tvarima i kisikom (Freshney, 2005).

Prednosti uzgoja stanica u monosloju su jednostavna izmjena medija, efikasnije izlu¢ivanje produkata
zbog vezivanja stanica na povrSinu boce, jednostavna perfuzija zbog imobiliziranosti stanica

(Freshney, 2005).

HaCaT (slika 1), stani¢na linija humanih keratinocita, je prva epitelna stani¢na linija izolirana iz
odraslog ljudskog organizma koja pokazuje sposobnost spontane in vitro transformacije istovremeno
zadrZavajuci normalna diferencijacijska svojstva i strukturu nakon transplantacije in vivo (Boukamp
i sur., 1988). Do 1988. godine se transformacija humanih keratinocita uspje$no provodila jedino
infekcijom simian virusom-40 (SV40) ili transfekcijom izolirane DNA iz SV40. Boukamp i suradnici
su 1988. godine kirurski uzeli uzorak koze s gornjeg dijela leda 62-godiSnjeg muskog pacijenta
(Boukamp i sur., 1988). Kako bi se stanice izolirale, s koze je odstranjeno §to je viSe bilo moguce
masnog tkiva i dermisa, nakon ¢ega je usitnjena na komadiée veli¢ine 1 cm?. Uzorci koZe su ostavljeni
u 0,2 % otopini tripsina u PBS-u bez Mg* i Ca?" na 4 °C tijekom 24-72 h (ovisno o debljini koze).
Stanice primarne kulture su uzgajane na 37 ili 38,5 °C u inkubatoru s kontroliranom atmosferom koju
¢ine 5 % CO2 i 95 % zraka, nakon Cega su prenesene na plocu u medij bogat Ca®* u koncentraciji od
1,5 x 107, ali s obzirom da su najbolja proliferacijska svojstva primarne kulture postignuta u mediju
s niskom koncentracijom Ca?*, 5 dana nakon precjepljivanja je 6 stani¢nih kultura prebaceno u medij
s nizom koncentracijom Ca** (0,2 mM) te se uzgoj nastavio na temperaturi od 38,5 °C. Prva
subkultivacija nije bila moguca rutinskim metodama (EDTA/tripsin) nego su se mehanicki morale

odvojiti od podloge za rast. Nakon prve subkultivacije, sljede¢a pasaziranja su se provodila
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normalnom tripsinizacijom, ali je proliferacija ovisila o gusto¢i stanica. Nakon Cetvrtog pasaza
proliferacija viSe nije bila ovisna o gustoéi stanica. Epitelna svojstva stanica potvrdena su
imunofluorescencijom s antitijelima za keratin i citokeratin. Nakon duzeg uzgoja proliferacija HaCaT
stanica viSe nije ovisila o okoliSnim uvjetima uzgoja, stanice su postale autonomne i moguce je

kloniranje (Boukamp i sur., 1988).

Provedeno je viSe od 140 pasaziranja tijekom kojih je doslo do transformacije fenotipa in vitro,
stanice su postale besmrtne, tj. razvila se kontinuirana stani¢na linija koja ima moguénost kloniranja
na ¢vrstom i poluc¢vrstom mediju, stanice su aneploidne, nisu tumorogenicne ni invanzivne in vivo, a
zadrzale su kromosomske markere koji ukazuju na njihovo podrijetlo koje je dodatno potvrdeno DNA

fingerprint analizom (Boukamp i sur., 1988).

Slika 1. HaCaT stani¢na linija (CLS, 2019)

2.2. UZGOJ I PRIMJENA STANICNIH LINIJA

Uzgoj stanicnih linija iziskuje mnostvo znanja i stru¢nosti kako bi se stanicama osigurali prikladni
uvjeti za rast jer su vrlo osjetljive na promjene u svojoj okolini. Potrebno im je pruziti uvjete §to
sli¢nije onima in vivo. Rukovanje stanicama i njihov uzgoj se moraju provoditi u aseptickim uvjetima
kako bi se sprijecila kontaminacija. Najvazniji je izbor medija 1 seruma, te treba voditi racuna o
ostalim ¢imbenicima kao $to su temperatura, pH, parcijalni tlakovi otopljenog O i CO., koji se
razlikuju za pojedine kulture (Arango i sur., 2013). Animalne stanice rastu u inkubatoru u
kontroliranoj atmosferi s 95 % zraka i 5 % CO: i1 na temperaturi od 34-37 °C (Freshney, 2005).
Optimalni pH za rast stanica je 7,4, a kada je nizi od 6,8 djeluje inhibitorno na proliferaciju veéine
stani¢nih kultura. Kako bi se osigurala adekvatna pH vrijednost u mediju se koriste puferi, najcesce
7
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osmolalnost ljudske plazme iznosi 290 mosmol kg'!, stoga su mediji koji se najce$¢e koriste

osmolalnosti od 260 - 320 mosmol kg! (Butler, 2004).

Kako bi se pohranile, stani¢ne kulture se smrzavaju u eksponencijalnoj fazi rasta i Cuvaju se na niskim
temperaturama u hladnjacima ili u spremnicima s teku¢im dusikom na temperaturi od -196 °C. U
medij za smrzavanje se osim seruma (10 %) i medija (80 %) dodaje 10 % krioprezervansa kao Sto su
DMSO, glicerol, metil acetamid, metanol, etilen glikol, kako bi se smanjilo oStecenje stanica prilikom
smrzavanja. Da bi prezivljenje bilo §to vece, preporuceno je sporo smrzavanje stanica, idealno je 1

°C po minuti, te brzo odmrzavanje u inkubatoru (Wolf, 2010).

2.2.1. Medij i serum za uzgoj zivotinjskih stani¢nih linija

Tekuéi medij je izvor hranjivih tvari potrebnih stanicama za proliferaciju. U pocecima su se koristili
prirodni mediji od pile¢ih embrija, limfe i seruma, no proizasla je potreba za sintetskim medijima koji
su to¢no kemijski definirani. Sastav medija ovisi o vrsti stanica koje ¢e se uzgajati, koncentracije svih
sastojaka moraju biti to¢no definirane kako bi se osigurao osmotski tlak jednak onom u fizioloskoj

otopini, jer u protivnom dolazi do odumiranja stanica (Yao i Asayama, 2017).

Postoji mnogo standardnih medija koji su razvijeni za rast odredenih stani¢nih tipova, poput: BME
(engl. Basal Medium Eagle's), EMEM (engl. Eagle's Minimum Essential Medium), DMEM (engl.
Dulbecco's Modification of Eagle’s Medium) koji sadrzi 4 puta vecu koncentraciju aminokiselina i
vitamina od BME, GMEM (engl. Glasgow's Modification of Eagle's Medium) koji sadrzi dva puta

vecu koncentraciju aminokiselina i vitamina od BME (Butler, 2004).

Strogo definirani sastav medija osigurava stanicama potreban pH i osmolalnost. Medij sadrzi (Alberts
i sur., 2002; Butler, 2004; Freshney, 2005):

- ugljikohidrate - u ve¢ini medija je glukoza glavni izvor energije i prekursora za biosinteze (put
pentoza fosfata). Uz glukozu jos se koriste galaktoza, maltoza i fruktoza;

- aminokiseline - medij sadrzi esencijalne i neesencijalne aminokiseline kao prekursore u sintezi
proteina u koncentraciji od 0,1-0,2 mM, dok se glutamina dodaje u koncentraciji od 2-4 mM.
Osim sinteze proteina, glutamin ima ulogu prekursora za nastanak intermedijera citratnog
ciklusa;

- vitamine - vitamini imaju ulogu enzimskih kofaktora te se dodaju u medij u niskim

koncentracijama. Vecini stani¢nih kultura su potrebni vitamini B skupine (nikotinamid,
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pantotenska kiselina, piridoksin, riboflavin, tiamin, biotin i folna kiselina), dok se ostatak

vitamina dobiva iz seruma;

- anorganske soli - kako bi animalne stanice mogle rasti potrebne su im soli koje sadrze Na* i K*

(regulacija membranskog potencijala), Mg?* i Ca?* (kofaktori u adheziji), Cl-, SO4*, PO4>. Osim
odrzavanja osmotskog tlaka, anorganske soli imaju pufersku ulogu, a glavnu ulogu u tome imaju

bikarbonati i CO2, kojeg osigurava inkubator u koli¢ini od 5-10 %;

- organske sastojke - sadrzi molekule masnih kiselina, lipida, proteina, peptida;

- elemente u tragovima - sadrzi selen koji uklanja slobodne radikale.

Serum je kompleksna smjesa malih i velikih biomolekula koje imaju razlicite fizioloske aktivnosti te
se dodaje mediju za uzgoj u koli¢ini od 5-10 % kako bi se potaknuo i1 ubrzao stani¢ni rast. Razliciti
tipovi stanica imaju razliCite potrebe za serumom, a najvise se koriste teleci, fetalni teleci, konjski i
humani serum. Najcescée se koristi fetalni tele¢i serum (engl. Fetal Bovine Serum, FBS) zbog visokog
sadrzaja faktora rasta (Cartwright, 1994), a u najve¢im koli¢inama sadrzi fetuin i biotin. Fetuin

stabilizira labilne komponente i veze toksic¢ne tvari, dok biotin djeluje kao promotor rasta.

Iako sastav seruma nije to¢no kemijski definiran, poznato je da sadrzi najvaznije osnovne hranjive
tvari, hormone i faktore rasta te faktore pri¢vr§¢ivanja i Sirenja, nespecificne zastitne faktore protiv
mehanickih oSte¢enja, a odgovoran je za viskoznost i odrzavanje pH pufera, sadrzi inhibitore proteaza
te vezne proteine (albumin i transferin) te vitamine, minerale, hormone i lipide. Sastav seruma

(Maurer, 1981; Freshney, 2005):

- proteini - glavni su sastojci seruma, iako je nepoznata njihova tocna uloga. Vecéina ima ulogu
nosaca hormona, masnih kiselina i minerala. U serumu se naj¢es¢e nalaze albumini (30-50 mg
mL!, sluZe kao nosai minerala i lipidnih spojeva kao $to su spolni hormoni, steroidi,
fitokemikalije i1 ksenobiotici (Baker, 2002)), globulini, transferini (vezu na sebe zeljezo, §to
smanjuje njegovu bioraspoloZzivost i toksi¢nost (Guilbert i Iscove, 1976), fibronektin (djeluje
kao adhezivni faktor) i a-1-antitripsin (inhibitor proteaza);

- specificni faktori rasta - potiu stani¢nu proliferaciju. NajviSe se koriste PDGF (engl. Platalet-
Derived Growth Factor), FGFs (engl. Fibroblast Growth Factors), EGF (engl. Epidermal
Growth Factor), VEGF (engl. Vascular Endothelial Growth Factor), 1GF-1 i IGF-1I (engl.
Insulin-like Growth Factors), IL-1, IL-6;

- hormoni - inzulin, trijodtironin, tiroksin, hidrokortizon;

- vitamini - vitamin A te folati;



- minerali - prisutni su u tragovima; bakar, zeljezo, cink, kalcij, kloridi, kalij, fosfati, natrij, selen,
mangan, molibden, kobalt, vanadij;

- metaboliti i hranjive tvari - sadrzi razne hranjive sastojke i intermedijere metabolizma;

aminokiseline, glukozu, ketokiseline i dr.;

- lipidi - prisutni su u malim koli¢inama, najceS¢e vezani na proteine (npr. albumin); kolesterol,

masne kiseline, fosfolipidi, etanolamin, fosfoetanolamin te linolna i oleinska kiselina;

- inhibitori - TGF- i frakcija y-globulina.

Unato¢ brojnim prednostima, uporaba seruma ima svojih nedostatka. Naime, serum za ve¢inu stanica
nije fizioloska tekucina s obzirom da se ne nalazi u izvornom tkivu. Serum mozZe sadrZavati
neadekvatne koli¢ine specifi¢nih faktora rasta te cak moze biti citotoksi¢an za neke tipove stanica. U
serumu se mogu nac¢i poliamin oksidaze koje u reakciji s poliaminima mogu dati citotoksi¢ne
poliaminaldehide (Ali-Osman i Maurer, 1983). Prilikom upotrebe seruma, veéi je rizik od
kontaminacije plijesnima, mikoplazmama i virusima. Nastoji se smanjiti upotreba seruma prilikom
kultivacije Zivotinjskih stanica, te se umjesto seruma koriste obogaceni serum-free mediji, koji u sebi
sadrze hormone i faktore rasta. Ne mogu sve stanice rasti u takvom mediju, one zahtjevaju posebnu
prilagodbu te je stoga vrlo vazno obratiti pozornost na odabir stani¢nih kultura pogodnih za serum-

free medij (Brunner i sur., 2010).

2.2.2. Primjena zivotinjskih stani¢nih linija

Glavni razlozi za razvoj i upotrebu stani¢nih kultura leZe u proizvodnji antivirusnih cjepiva te
proucavanju i razumjevanju tumora. Razlog tome je Sto nam stani¢ne linije pomazu da poblize
upoznamo razne unutarstaniéne mehanizme (replikacija i1 transkripcija DNA, sinteza proteina,
metabolizam ksenobiotika, protok molekula unutar stanice, i sl.), medustani¢ne interakcije i
interakcije s okoliSem (kinetika stani¢ne proliferacije, stani¢na adhezija i pokretljivost, citotoksi¢nost,
kancerogeneza, i sl.), sintezu i sekreciju stani¢nih metabolita (i njihova moguca primjena u
biotehnologiji) te nam omogucava analizu genoma u normalnim i promjenjenim uvjetima (Freshney,
2005).

Takoder, sve veci naglasak se stavlja na eticnost te se upotrebom stani¢nih linija broj Zivotinja

koriStenih u ispitivanjima time znacajno smanjuje (Freshney, 2005).
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2.3. TESTOVI CITOTOKSICNOSTI

Obavezno je testiranje toksicnosti za tvari kojima su izlozni ljudski i Zivotinjski organizmi, kao $to
su lijekovi, prehrambeni aditivi, pesticidi, kozmetic¢ki pripravci, kontaminanti iz okolisa, i dr.
Citotoksi¢nost se primarno odnosi na potencijal tvari da uzrokuje stani¢nu smrt (Eisenbrand i sur.,
2002). Testovi citotoksi¢nosti su razvijeni kako bi se odredila toksi¢nost raznih tvari na stanice, bilo
kvantitativno ili kvalitativno te sluze kao alat za probir prije nego Sto se krene u opseznije testove
toksi¢nosti koji ukljucuju zZivotinjske modele. Testovi citotoksi¢nosti ukljucuju pristupe zasnovane
na ra¢unalnim modelima te in vitro testove toksi¢nosti koji nam pomazu bolje razumjeti i predvidjeti

ucinak raznih tvari na organizam (Eisenbrand i sur., 2002).

2.3.1. In vitro testovi toksi¢nosti

In vitro testovi su alternativni testovi toksi¢nosti koji se mogu provoditi na mikroorganizmima ili
prirmarnim stani¢nim kulturama, stani¢nim linijama i kulturama tkiva i organa. Koriste se za
istrazivanja molekularnih, stani¢nih 1 fizioloskih mehanizama toksi¢nosti izazvanih raznim
kemikalijama koje se in vivo ne mogu vidjeti (Kniewald i sur., 2005). Upotrebljavaju se za ispitivanje
iritacije, kancerogenosti, mutagenosti, neurotoksic¢nosti, nefrotoksi¢nosti, citotoksi¢nosti,

imunotoksic¢nosti, reproduktivne i endokrine toksic¢nosti te toksi¢nosti na ciljne organe.

Prednosti uporabe in vitro testova toksi¢nosti su visok stupanj standardizacije, moguée simultano i/ili
ponovljeno uzimanje uzoraka, smanjuju ili potpuno zamjenjuju upotrebu Zzivotinjskih modela,
provode se rutinski i brzo, nastaje manja koli¢ina toksi¢nog otpada te su jeftiniji od in vivo testova
(Fotakis i Timbrell, 2006). Neki od nedostataka in vitro testova su nedovoljna ili potpuna odsutnost
metaboli¢ke aktivacije u stanicnim sustavima kao i izmjenjena svojstva stanica, moguénost utjecaja
ispitivane tvari na sastav medija za uzgoj (npr. promjena pH koja dovodi do pogresnih rezultata),
ispitivana tvar moZze reagirati sa sastojcima medija $to utje¢e na dostupnost hranjivih tvari stanicama.
Takoder nedostatak in vitro testova su nedostatak validacije i sluzbenog vrednovanja (Atterwill,

1995).
No unato¢ nedostacima, in vitro testovi su vrlo korisni jer su prikladni za ispitivanje toksi¢nosti tvari

na humanim stani¢nim linija, $to nam moze dati potpunije informacije nego prilikom provodenja

testova toksicnosti na zivotinjskim stani¢nim linijama ili na in vivo Zivotinjskim modelima.
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Najznacajnije metode koje se koriste za odredivanje citotoksi¢nosti su MT7T, Neutral Red, Kenacid

Blue te metoda protocne citometrije.

2.4. TEKSTILIJE TRETIRANE ANTIMIKROBNIM AGENSIMA

Tekstilije su ve¢ godinama vrlo vazna sirovina, §to u modnoj industrij, $to u ostalim granama
industrije kao S§to su pakiranje hrane, purifikacija vode, proizvodnja filtera, sportske opreme,
medicinskih aparata te u odrzavanju zdravlja i higijene. Zbog svojih svojstava, kao §to su velika
povrsina i sposobnost zadrzavanja vode, dobar su medij za rast raznih mikroorganizama kao §to su
gljivice i1 bakterije (Gao i Cranston, 2008). Rast mikroorganizama na tekstilijama ima razne nezeljene
ucinke ne samo na tekstiliju, ve¢ i na korisnika, kao §to su nakupljanje neugodnog mirisa, smanjenje
mehanicke snage, mrlje i diskoloracije te ve¢a moguénost za kontaminaciju korisnika. Zdravstveni
objekti, prije svega bolnice, su izloZzeni nekoliko opasnih bakterijskih vrsta (E. coli, K. pneumonia,
P. aeruginosa, A. baumannii) te se razvoj tekstilija usmjerava u produkciju tekstilija koje ¢e imati

antimikrobni u¢inak (Santos Morais i sur., 2016).

Postoji nekoliko kemijskih 1 fizickih na¢ina kako posti¢i da tekstilije imaju antimikrobna svojstva, a
pogodan nacin ¢emo izabrati ovisno o vrsti vlakana, sastavu, teksturi, povrSini tekstilije te o
antimikrobnom agensu i njegovim svojstvima. Hoce li antimikrobna tekstilija djelovati difuzijom ili
kontaktom ovisi o nacinu apliciranja antimikrobnog agensa. Ukoliko Zelimo da antimikrobna
tekstilija djeluje difuzijom, antimikrobni agens se aplicira u zavr$noj fazi proizvodnje na povrSinu
materijala ili u polimerni matriks. Kako bi ispoljio svoje antimikrobno djelovanje migrira difuzijom
s povrSine tekstilije u vanjski okoli§ do mikroorganizama. Ukoliko se radi o ispoljavanju
antimikrobnog ucinka kontaktom, specifi¢ni antimikrobni agens se inkorporira u polimerni matriks
sinteticke tekstilije te ima antimikrobno djelovanje tek kada mikroorganizam dode do njega (Gupta i

Bhaumik, 2007).

Odabir postupka kojim Ce se tretirati tekstilija kako bi dobila antimikrobna svojstva, osim o agensu i
vrsti tekstilije, takoder ovisi o vrsti mikroorganizma. Zivi mikroorganizam je zastiéen vanjskim
slojem izgradenim od polisaharida koji §titi stanicu od vanjskih uvjeta i odrzava integritet stani¢nih
komponenti. Polupropusna stani¢na membrana koja oblaze organele, enzime i1 nukleinske kiseline se
nalazi ispod vanjskog sloja. Rast i1 prezivljavanje mikroorganizma ovise o stanicnom integritetu i

pravilnoj funkciji zaStitnih membrana (Ghai i Ghai, 2018).
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Klasifikacija antimikrobnih agenasa se provodi ovisno o na¢inu kojim naruSavaju stani¢ni integritet
i stani¢ne funkcije. Razlikujemo biostatski i biocidni u¢inak antimikrobnih agenasa. Kod biostatskog
ucinka agenasa se radi samo o inhibiciji stani¢nog rasta, a ukoliko imaju sposobnost ubiti

mikroorganizme, onda govorimo o biocidnom uc¢inku (Ghai i Ghai, 2018).

2.4.1. Antimikrobni agensi

Vecina antimikrobnih agenasa koji se koriste za tretiranje komercijalnih tekstilija ima biocidne
ucinke. Oni se razli€ito ispoljavaju ovisno o kemijskoj strukturi i svojstvima te ovisno prema kojim
ciljnim mjestima unutar stanice imaju afinitet. MoZze do¢i do inhibicije sinteze stani¢ne stijenke
bakterija, inhibicije funkcija stanicne membrane koja je odgovorna za intracelularni i ekstracelularni
protok, inhibicije sinteze proteina i stani¢nih enzima, inhibicije sinteze nukleinskih kiselina (DNA i

RNA) te inhibicije ostalih metabolickih procesa (npr. put folne kiseline) (Santos Morais i sur., 2016).

Kao antimikrobni agensi se koriste razli€iti spojevi kao $to su kvarterni amonijevi spojevi, triklozan,
metali 1 metalne soli, boje, PHMB (poliheksametilen bigvanid), N-halamini te prirodni polimeri
(kitozan) (Gao i Cranston, 2008). Od kvarternih amonijevih spojeva najceS¢e se koriste oni koji
sadrze 12 do 18 ugljikovih atoma, a djeluju tako da nose pozitivan naboj na duSikovu atomu koji ima
utjecaj na stani¢énu membranu i uzrokuje denaturaciju proteina (McDonnell i Russell, 1999).
Triklozan (2,4,4’-trikloro-2’-hidroksifenil eter) djeluje protiv Sirokog spektra bakterija te nije
ioniziran u otopini (Jones 1 sur., 2000). Djeluje tako Sto blokira biosintezu lipida i time inhibira
mikrobni rast (Levy i sur., 1999). Od metala se najvise koristi srebro koje ima biocidalno djelovanje
(Williams 1 sur, 2005), a mehanizam djelovanja se bazira na vezanju i inaktivaciji intracelularnih
proteina (McDonnell i Russell, 1999) sto za posljedicu ima stani¢nu smrt. Neke boje koje se koriste
u tekstilnoj industriji pokazuju antimikrobnu aktivnost koja se moze povecati pazljivim odabirom
nacina zavrs$ne obrade tekstilije (Tsukada i sur., 2002). PHMB (poliheksametilen bigvanid) mozemo
nac¢i pod komercijalnim imenom Vantocil, se koristi kao dezinfektant u prehrambenoj industriji i
bazenima za plivanje (McDonnell i Russell, 1999). N-halamini su dezinfektanti Sirokog spektra,
njihova antimikrobna aktivnost se zasniva na halaminskoj vezi (N-CI) te se naj¢esce koriste u obradi

vode (Worley i Williams, 1988).

Idealno sredstvo za antimikrobni tretman tekstilija mora zadovoljiti nekoliko faktora (Purwar i Joshi,

2004; Williams i sur., 2005):

* treba biti ucinkovito prema Sirokom spektru bakterijskih i fungalnih vrsta, a istovremeno se

pokazati sigurnim za korisnika (da nije toksican i da ne izaziva iritacije 1 alergije). Tekstilije
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tretirane antimikrobnim agensima moraju zadovoljiti testove citotoksi¢nosti, iritacije i

preosjetljivosti prije plasiranja na trziste;
 zavrSna obrada bi trebala biti izdrzljiva prilikom klasi¢nog pranja, kemijskog ¢iS¢enja i peglanja;
* zavr$na obrada ne bi trebala imati negativan ucinak na kvalitetu i izgled tekstilije;

 zavr$na obrada bi trebala biti u skladu s kemijskim procesima primijenjenima na tekstiliji, npr.

bojanje ne smije proizvoditi tvari Stetne za ¢ovjeka i okoli§ te mora biti isplativo;

« antimikrobna obrada ne bi smjela uzrokovati smrt nepatogenih bakterija na povrsini koze.
Dodatno, mora se voditi raCuna o tome da su mnogi mikroorganizmi skloni tome da postanu

rezistentni, $to se zeli izbje¢i (Santos Morais i sur., 2016).

2.4.1.1. Kitozan

Kitozan je kationski polisaharid koji se dobiva deacetilacijom hitina izoliranog iz egzoskeleta rakova
ili stani¢nih stijenki gljiva. Ovaj linearni polisaharid se sastoji od dvije monomerne jedinice, D-
glukozamina i N-acetil-D-glukozamina, koje su povezane B-1,4-glikozidnom vezom (slika 2).
Kitozan kao pojam obuhvaca grupu polimera koji se razlikuju po molekularnoj masi, viskoznosti i

stupnju deacetilacije (40-98 %) (Wiegand i sur., 2010).

Kitozan ima Sirok spektar upotrebe te se koristi u obradi otpadnih voda, proizvodnji papira,
poljoprivredi, kozmetici, obradi hrane te kao bioloSki materijal za farmaceutsku i biotehnoloSku
namjenu (Wiegand i sur., 2010). Posjeduje bioloska svojstva kao Sto je antitumorski uc¢inak (No i
sur., 2002), djeluje kao hemostatik (Rao i Sharma, 1997), ima pozitivan u¢inak na zacjeljivanje rana
(Diegelmann 1 sur., 1996). Takoder, pokazuje antimikrobnu aktivnost prema Sirokom spektru
mikroorganizama kao S§to su gljivice, alge i neke vrste bakterija inhibiraju¢i njihov rast (No 1 sur.,
2002; Seyfarth i sur., 2008). Zbog antimikrobne aktivnosti se proucava njegova upotreba u
medicinske svrhe te se najcesce koristi u tekstilijama od pamuka, poliestera i vunenih vlakana (Santos

Morais i sur., 2016).

Nekoliko studija je prikupilo razli¢ite rezultate o u¢inku hitina i kitozana na vijabilnost i profileraciju
humanih stanica. Neke studije potvrduju stimulativni u¢inak (Chung i sur., 1994. su provodili
istrazivanje na F1000 stani¢noj liniji humanih fibroblasta), dok neke, posve suprotno, potvrduju
inhibitorni u¢inak (Mori i sur., 1997. su koristili L929 liniju humanih fibrobalsta, dok su Howling i
sur., 2001. za svoje istrazivanje koristili HaCaT stani¢nu liniju te humane fibroblaste). Takoder,

postoje studije koje pokazuju da kitozan za sada nema dokazane ucinke na vijabilnost i profileraciju
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humanih stanica (Chatelet i sur., 2001. koriste fibroblaste i keratinocite, dok Okamoto i sur., 2002.
koriste stani¢nu liniju HUVEC (engl. Human Umbilical Vascualr Endothelial Cells)). Ovakvi
rezultati se dijelom mogu objasniti time Sto su koriSteni uzorci kitozana bili razli¢itog kemijskog i
fizikalnog sastava. Molekularna masa, stupanj deacetilacije, broj monomernih jedinica i indeks
kristaliniteta utjecu na viskoznost, sposobnost zadrzavanja vode i gusto¢u naboja polimernog lanca
(Kas, 1997; Singla i Chawla, 2001). Utjecaj kitozana na stani¢nu vijabilnost i proliferaciju ovisi o
stupnju deacetilacije - Sto je stupanj deacetilacije manji, to je citotoksi¢nost kitozana veca (Chatelet i

sur., 2001; Gillitzer i Goebeler, 2001).

Mehanizam antimikrobne aktivnosti se zasniva na konvertiranju amino skupine kitozana u amonijevu
sol u razrjedenoj otopini kiseline. Amonijeva sol tada stupa u interakcije s negativno nabijenom
stani¢nom stijenkom mikroorganizma te narusava njena svojstva i integritet stanice (Chung 1 sur.,
1998). Najveci utjecaj na antimikrobnu aktivnost kitozana ima molekularna masa kitozana. Kada se
radi o otopini kitozana niske molekularne mase, kitozan penetrira stani¢nu stijenku mikroorganizma
te se spaja s DNA, inhibira sintezu mRNA te posljedi¢no sintezu proteina. Ukoliko se radi o otopini
kitozana visoke molekularne mase, veca je gustoca pozitivnog naboja. U interakciji sa stanicnom
membranom, kitozan moze uzrokovati promjenu permeabilnosti membrane, Sto za posljedicu moze
imati istjecanje stani¢nog sadrzaja ili je pak blokiran prolaz esencijalnh tvari u stanicu (No 1 sur.,
2002, Seyfarath i sur., 2008). Osim molekularne mase, antimikrobna aktivnost kitozana ovisi o
stupnju polimerizacije i deacetilizacije, o pH medija, temperaturi te o vrsti mikroorganizma (Chatelet

isur., 2001; No i sur., 2002; Seyfarath i sur., 2008.;).

Nedostatak primjene kitozana kao antimikrobnog sredstva za tekstilije je to Sto je teSko njime
rukovati, a njegova antimikrobna aktivnost uvelike ovisi o temperaturi i pH. Ovisno o temperaturi
tijekom skladiStenja moze do¢i do promjene nekih specifi¢nih svojstava (molekularna masa,
viskoznost) $to utjeCe na njegovu antimikrobnu aktivnost. Takoder, pokazuje jaci antibakterijski
ucinak u kiselim uvjetima, jer postaje polikation tek kada je pH otopine nizi od pKa (6,3-6,5) (Santos

Morais i sur., 2016).

Dobivanje kitozana se provodi postupkom alkalne hidrolize hitina, uslijed koje dolazi do N-
deacetilacije 1 depolimerizacije. Implementacija kitozana na tekstilije se provodi postupkom
mercerizacije, $to ukljucuje namakanje tekstilije u koncentriranoj natrijevoj luzini. Kao surfaktant se
koristi subitol MLF, natrijev hipofosfit kao katalizator, dok se felosan koristi kao sredstvo za vlazenje.
Kao otapalo za kitozan i kao sredstvo za umrezavanje koristi se limunska kiselina, koja jo§ dodatno

sama pokazuje antimikrobna svojstva (Draczynski i sur., 2017).
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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

Za ispitivanje citotoksi¢nog ucinka koriStene su tekstilije nacinjene od pamuka koje su prethodno
tretirane antimikrobnim agensom u svrhu uporabe u bolnicama i slicnim zdrastvenim ustanovama.
Impregnacija uzoraka tekstilija je provedena na Tekstilno-tehnoloskom fakultetu SveuciliSta u

Zagrebu.

Kitozan se nanosi na uzorak tekstilije u dva koraka na dzigeru:

1. LuzZenje i mercerizacija na 25 °C, uzorak tekstilije prolazi kroz kupku 10 puta

Kupka sadrzi 20 % NaOH i 8 g L*! Subitol MFL

[\S)

. Implementacija kitozana na 25 °C, uzorak tekstilije prolazi kroz kupku 10 puta

Kupka sadrzi 10 g L! kitozana u prahu, 1 g L! Felosan NOF, 65 g L' SHP, 70 g L! limunske

kiseline

Nakon prvog koraka tekstilije se prvo ispiru vruéom, a zatim hladnom vodom, nakon cega se
neutraliziraju octenom kiselinom (0,1 M) do pH vrijednosti 7. Nakon drugog koraka, tekstilije se
nekoliko puta ispiru i stavljaju na suSenje. Proces suSenja i termokondenzacije se provode na
rasteznom suSioniku marke Benz. Susenje se odvija 2 min na 100 °C, a termokondenzacija se odvija

4 min na 150 °C.

Nakon provedenog susenja i termokondenzacije, u skladu sa standardom EN ISO 6330:2012: tekstil
- postupci pranja i suSenja u kucanstvu za ispitivanje tekstila s ciljem odredivanja postojanosti i
kvalitete obrade, tekstilije su podvrgnute sljede¢im ciklusima odrzavanja; ispiranje (R), te ciklusima
pranja (1,51 10 puta). U tablici 1 se nalazi sastav ECE-fosfatnog deterdzenta koji se koristio za pranje

uzoraka tekstilija, a u tablici 2 se nalazi prikaz uzoraka tekstilija i na¢in obrade.
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Tablica 1. Sastav ECE-fosfatnog deterdzenta (preuzeto s deklaracije proizvoda)

Composition Mass fraction %
Linear sodium alkylbenzenesulfonate (mean length of alkane chain Ci15) 8,0£0,02
Ethoxylated tallow alchohol (14 EO) 2,94+ 0,02
Sodium soap, chain length
C2—Ci6:13%-26 % 3,5+0,02
Cis—C2:74 % -87%
Sodium tripolyphosphate 43,7 +0,02
Sodium silicate (Si02:Na,O =3,3:1) 7,5 +0,02
Magnesium silicate 1,9+0,02
Carboxymethylcellulose (CMC) 1,2+0,02
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), sodium salt 0,2+0,02
Sodium sulfate 21,2+0,02
Water 9,9 +0,02
Total 100
Uvjeti pranja:
* Omjer kupelji: 1:20
* Vrijeme pranja: 40 min
* Temperatura: 60 °C
« Koncentracija deterdZenta: 2,5 g L'!
Tablica 2. Prikaz uzoraka tekstilija i nacini obrade
Uzorak
CO Netretirana pamucna tekstilija
HIP CO 20 R Tekstilija tretirana s 20 % NaOH i obradena u

kupelji s kitozanom, jednom isprana.

HIP_CO 20 _10W

Tekstilija tretirana s 20 % NaOH i obradena u

kupelji s kitozanom, oprana 10 puta.
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3.1.3. Kemikalije

Koristene su sljede¢e kemikalije tijekom rada:

 DMEM-HG, basic, CLS, Eppelheim, Njemacka

FBS (fetalni govedi serum), GIBCO, SAD

0,25 % tripsin-EDTA, GIBCO, SAD

» Trypan blue boja, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

* MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

* Muse Annexin V & Dead Cell Kit, kat. Broj MCH 100105, Millipore, Merck, Darmstadt, Njemacka
* Apsolutni etanol, Kemika, Zagreb

* Destilirana voda (dH20)

DMSO (dimetil sulfoksid), Kemika, Zagreb

PBS (engl. Phosphate Buffer Saline) pufer

3.1.4. Otopine i puferi

Sastav medija DMEM-HG prikazan je u tablici 3.
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Tablica 3. Sastav medija DMEM-HG

20

Aminokiseline Vitamini Anorganske soli Ostali sastojci
Sastojci Koncentracija Sastojci Koncentracija | Sastojci | Koncentracija | Sastojci | Koncentracija
gL gL gL gL
L-Arginin 84 D-Ca 4 CaClz 200 D-
hidroklorid pantotetnska glukoza 4500
kiselina
L-Cistein 62,6 Folna 4 Fe(NO3)3 0,1 Na- 15,9
dihidroklorid kiselina x 9H.0 fenol
crvenilo
L-Glutamin 584 Kolin klorid 4 MgSO4 97,67 Na- 110
piruvat
| Gticin 30 Myo- 7,2 KCI 400
inozitol
L-Histidin 42 Niacinamid 4 NaHCO; 3700
hidroklorid x
H0
| Iroleucin 105 Piridoksin 4,04 NaCl 6400
hidroklorid
(-Leucin 105 Riboflavin 0,4 Na:HPO4 109
L-Lizin 146 Tiamin 4
hidroklorid hidroklorid
L-Metionin 30
L- 66
Fenilalanin
L-Serin 42
L-Tirozin
dinatrij x 103,79
2H-0
L-Treonin 95
L-Triptofan 16
L-Valin 94




Sastav 0,4 %-tne otopine Trypan blue:

Sastojci Koli¢ina
Trypan blue 0,08 g
PBS pufer 20 mL

Nakon $to se sastojci pomijesaju otopinu 7rypan blue je potrebno profiltrirati.

Sastav ishodne otopine M7T:

Sastojci Koli¢ina
MTT 25¢g
PBS pufer SmL

Nakon $§to se sastojci pomijesaju otopinu je potrebno sterilno profiltrirati.

Sastav PBS (engl. Phosphate Buffer Saline) pufera, ¢ija se pH vrijednost podesava na pH=74
dodatkom 5 M HCI:

Sastojci Koli¢ina
NaCl 8g
KCl1 02¢g
Na;HPO4 1,44 g
KH2PO4 0,24 ¢
dH20 Do 1000 mL

3.1.5. Oprema i uredaji

Tijekom rada koriStena je sljede¢a oprema i uredaji:

* inkubator s kontroliranom atmosferom IR 1500, Automatic CO,, Flow Laboratories, Velika
Britanija

* komora za sterilan rad (laminar) Twin 30, Gelaire Flow Laboratories, Velika Britanija

* inverzni mikroskop; Carl Zeiss, Jena, Njemacka

* svjetlosni mikroskop; LABOVAL 4, Carl Zeiss, Jena, Njemacka

MUSE (engl. Muse Cell Analyzer), Millipore, Merck, Darmstadt, Njemacka

* Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright-Line, Njemacka
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* spektrofotometar Helios-y, Thermo Electron Corporation, Velika Britanija
« analiticka vaga, Mettler, Ziirich, Svicarska

» precizna vaga, Mettler P1210, Ziirich, Svicarska

* centrifuga Centric 322A, Tehnica Zelezniki, Slovenija

« vibracijska mjesalica, Tehnica Zelezniki, Slovenija

* hladnjak za ¢uvanje stanica na -80 °C, New Brunswick Scientific, Velika Britanija

3.2. METODE RADA

3.2.1. Uzgoj monoslojne HaCaT stani¢ne linije

Stanice humanih keratinocita (HaCaT stani¢na linija) rastu u monosloju pri¢vrs¢ene na podlogu za
rast. Stanice se uzgajaju u T-bocama u strogo kontroliranim uvjetima u inkubatoru na temeraturi od
37 °C, 5 % CO2 1 95 % zraka. Tijekom subkultivacije sterilni se uvjeti postizu radom u laminaru.
Morfologija i gustoca stanica se provjeravaju pomocu inverznog svjetlosnog mikroskopa. T-boca sa
stanicama se prenosi u laminar te se odbacuje stari medij. S obzirom da HaCaT rastu pri¢vrSéene za
podlogu, prije same subkultivacije potrebno ih je odvojiti od povrSine T-boce za Sto se koristi otopina
proteolitiCkog enzima tripsina. Najprije se dodaje 1 mL tripsina kako bi se uklonili ostaci seruma koji
sadrzi inhibitor tripsina.. Potom se dodaje jo§ 1 mL tripsina te se T-boca sa stanicama stavlja 5-10
minuta u inkubator kako bi tripsin odvojio stanice od podloge. Kada se stanice odvoje od podloge, u
bocu se dodaje 9 mL medija za uzgoj s 10 % FBS-a te se stanice resuspendiraju pipetom. 1 mL
suspenzije stanica se uzima za brojanje pomoc¢u Fuchs-Rosenthalove komorice, iz dobivenog broja
se racuna potrebni volumen stanica kako bi se postigla koncentracija od 1 x 10° st mL-!. Izracunati

volumen se uzima te se razrjeduje do volumena od 10 mL.

Kada se ne koriste, HaCaT stanice se ¢uvaju na -80 °C u mediju za zamrzavanje koji se sastoji od 80
% medija za uzgoj (DMEM-HG), 10 % FBS-a i 10 % DMSO-a koji djeluje kao krioperzervans tako
da snizuje tocku smrzavanja. Stanice se pohranjuju u logaritamskoj fazi rasta, a proces smrzavanja se

odvija stupnjevito pri brzini od 1-3 °C min™! dok se ne postigne temperatura od -80 °C.

Za odredivanje broja zivih stanica u suspenziji se koristi metoda koja se zove Trypan Blue. Nakon
nanosenja na stanice 77ypan Blue boja ¢e se vezati na mrtve stanice zbog vece propusnosti stanicne
membrane. Zive stanice imaju netaknutu staniénu membranu koja ne zadrzava boju, stoga one ostaju
neobojane, dok mrtve stanice poprime plavu boju. Broj stanica se odreduje vizualno, pomocu
mikroskopa, gdje se vidi ukoliko je doslo do obojenja (Strober, 2015).

22



Broj stanica se odreduje pomoc¢u Fuchs-Rosenthalove komorice (slika 3) ¢ija je dubina 0,2 mm, a
povrsina 0,0625 mm?. 20 puL smjese Trypan Blue boje i suspenzije stanica se nanese na komoricu.
Fuchs-Rosenthalova komorica je podijeljena u 16 kvadratiéa, a broje se samo unutrasnja 4 kvadratica.
Izracuna se srednja vrijednost izbrojenih stanica te se ukupan broj zivih stanica rauna prema

sljede¢oj formuli:

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

Deckglas Inteferenzlinien

0,1 mm Kamm ertief ¢

 —— A VA —"

[ !
Slika 3. Fuchs-Rosenthalova komorica (LO-Laboroptik, 2019)

3.2.2. Priprema tekudih ekstrakata tekstilija

Uzoraci tekstilija dimenzija 6 cm x 10 cm (dobiveni s Tekstilno-tehnoloskog fakulteta) se stavljaju u
Falcon epruvetu s 10 mL medija za uzgoj u koji je dodano 10 % FBS-a. Uzorak nakon toga ide 2 h
na tresilicu pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se uzorci premjestaju u inkubator na 37 °C dodatnih
22 h. Za sljedec¢i korak je najprije potrebno izvaditi tekstil iz epruvete, zatim se otopina ekstrakta
sterilno filtrira pomocu filtera ¢ija je veli¢ina pora 0,22 pm, a postupak se provodi u laminaru. Filtrat
predstavlja ishodnu otopinu za rad, a nakon filtracije se ekstrakt razrjeduje dodatkom otopine medija
za uzgoj s 10 % seruma kako bi se dobila razli¢ita razrjedenja otopine ekstrakta. U tablici 4 su

prikazana razrjedenja ishodnih otopina.
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Tablica 4 Razrjedenja ishodnih otopina

Oznaka Opis
I.O. Ishodna otopina
S M Otopina serum-medija za uzgoj HaCaT stani¢ne
linije
1x 1600 puL I.O. + 1600 pL S.M
2x 800 uL 1.O. + 2400 uL S.M
3x 400 pL I.O. + 2800 uL S.M
4x 200 pL I.O. + 3000 uL S.M
5x 100 pL I.O. + 3100 uL S.M

3.2.3. Odredivanje citotoksi¢nosti antimikrobnih tvari kojima su impregnirane tekstilije M7TT

metodom

Pomoc¢u MTT metode se odreduje sposobnost zivih stanica da prevedu topljivu tetrazolijevu sol (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid, MTT) u netopljivi formazan. MTT prima
elektron (reducira se) od oksidiranog supstrata (NADH, NADPH) zbog aktivnosti mitohondrijskih
dehidrogenaza. Sol MTT-a se iz zute boje prevodi u ljubicaste kristale formazana koji se otapaju u
organskom otapalu, nakon Cega se intenzitet obojenja mjeri spektrofotometrijski na valnoj duljini od
570 nm 1 630 nm (Atterwill, 1995). Kristali se otapaju pomo¢u DMSO-a (dimetil sulfoksid) te je
koli¢ina kristala, odnosno intenzitet obojenja, proporcionalna metabolickoj aktivnosti i broju stanica
u uzorku (Siuwerts i sur., 1995). Jedino Zive stanice mogu prevesti MTT u formazan te su rezultati
istrazivanja potvrdili kako su potrebne zive stanice s aktivnim mitohondrijima kako bi se dobio signal,
tj. kako bi se MTT mogao prevesti u kristale formazana (Mosmann, 1983). Formazan ne moze pro¢i

kroz stanicnu membranu te se stoga nakuplja u Zivim stanicama.

Potrebna su preliminarna ispitivanja kako bi se odredio optimalan broj stanica, trajanje postupka te
vrijeme inkubacije MTT-a. Mjerenje rasta stanica redukcijom MTT-a je u korelaciji sa stani¢nim
proteinima i brojem zivih stanica (Atterwill, 1995) stoga se ova metoda koristi za pracenje stanicne

proliferacije i citotoksi¢nosti (Mosmann, 1983).
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MTT metoda je brza, sveobuhvatna, precizna i visoko reproducibilna metoda. Osjetljiva je i
usporediva s ostalim in vitro metodama za procjenu citotoksi¢nosti. MTT se u otopini moze ¢uvati i
do nekoliko tjedana na tamnom myjestu pri temperaturi od 4 °C, a da ne dode do promjene
apsorpcijskog spektra. Medutim, nedostaci ove metode su to Sto ne razlikuje citostatsko i citocidno
djelovanje, rezultati se moraju prikazati kao postotak apsorbancije uzorka u odnosu na kontrolu te
test pokazuje najmanju efikasnost kada se provodi u mediju u kojem su stanice rasle nekoliko dana.

No unato¢ nedostacima, MTT metodi se daje prednost nad drugim testovima (Atterwill, 1995).

3.2.3.1. Priprema stanica za odredivanje stanicne vijabilnosti MTT metodom

Rukovanje stanicama se provodi u asepti¢kim uvjetima koji se osiguravaju radom u laminaru. Uzgoj
stani¢nih linija se odvija u T-bocama, dok se za potrebe odredivanja stani¢ne vijabilnosti MTT
metodom stanice nacjepljuju u jazice multiwell ploca s 96 jazica. Nanosi se 200 pL suspenzije HaCaT
stanica u koncentraciji 1 x 10> st mL! po jazici. 24h nakon nacijepljivanja, stanice se tretiraju
razli¢itim razrjedenjima ishodne otopine ekstrakta tekstilija na nacin da se iz jazica izbaci medij za
ugoj, a potom dodaje po 200 pL pripremljenog razrjedenja ekstrakta tekstilija (tablica 4) te se kao
kontrola koriste stanice koje su rasle u mediju za uzgoj. Nakon tretmana ekstraktom tekstilija stanice
se inkubiraju tijekom 72 h u inkubatoru pri kontroliranoj atmosferi od 5 % CO2, 95 % zraka i

temperaturi od 37 °C.

3.2.3.2. Postupak odredivanja vijabilnosti stanica MTT metodom

Nakon 72 h inkubacije HaCaT stanica, u svaku jazicu na multiwell ploc¢i dodaje se 20 pL stock otopine
MTT-a, nakon ¢ega slijedi inkubacija od 4 h pri temperaturi od 37 °C u sterilnim uvjetima. Nakon
inkubacije se iz jazica oprezno uklanja medij, pazec¢i da se ne uklone i kristali formazana. Kristali
formazana se otapaju pomo¢u DMSO-a, dodajuéi volumen od 200 pL po jazici. Intenzitet obojenja
se mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 540 nm u odnosu na slijepu probu (medij za uzgoj

i FBS).

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

proto¢ne citometrije

Proto¢na citometrija je metoda koja se zasniva na laserskoj tehnologiji. Princip metode je oznacavanje

stanica razlic¢itim fluorescentnim ligandima koji se specifi¢no vezu za stani¢ne dijelove. Otopina koja
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sadrzi oznacene stanice prolazi u kapilari kroz laserski snop. Oznacena stanica apsorbira zracenje te
dolazi do fluorescencije koju detektira software. Ovisno o koli¢ini apsorbiranog zracenja i smjeru
rasipa laserskih zraka tijekom prolaska kroz stanicu, proto¢na citometrija nam omogucava da
istovremeno promatramo vise razliitih parametara stani¢nog sadrzaja (Abcam, 2017). To nam je

posebno korisno prilikom prou¢avanja nac¢ina stani¢ne smrti.

Nekroza je oblik stani¢ne smrti te je gotovo uvijek patoloski uzrokovana (bakterije, virusi, fungi,
paraziti). Postoje dva glavna tipa nekroze- tekuca nekroza, gdje mrtve stanice i tkivo postaju tekuca
viskozna masa, te koagulativna nekroza, gdje se odrzava normalan oblik stani¢nog sadrzaja cak i
nekoliko dana nakon odumiranja (Adigun i sur., 2017). Apoptoza se odnosi na proces programirane
stani¢ne smrti. Apopotoza nam je vrlo vazan regulatorni mehanizam u procesu rasta i proliferacije
stanica (Willey, 1993). Stanica reagira na specificne podrazaje tako Sto zapocCinje razne
unutarstanicne procese koji rezultiraju karakteristicnim fizioloskim promjenama. Neke od tih
promjena su izbacivanje fofatidil-serina (PS) na povrSinu stanice, degradacija specifi¢nih stani¢nih
proteina, kompaktiranje i fragmentiranje kromatina, te gubitak integriteta staniéne membrane u

kasnijoj fazi (Millipore Corporation, 2012).

Muse cell analyzer je uredaj koji nam omogucava jednostavnu primjenu metode proto¢ne citometrije
te nam sluzi za kvantitativou analizu mrtvih i zivih stanica, te stanica u ranoj ili kasnoj apoptozi.
Takoder se bazira na detektiranju fluorescencije - Muse cell analyzer kit koristi Annexin V za
oznacavanje apoptoti¢nih stanica, dok se za oznaku mrtvih stanica koristi marker koji djeluje kao
indikator integriteta i strukture stani¢ne membrane. Annexin V je kalcij-ovisan fosfolipid-vezujuci
protein te se koristi zbog svog visokog afiniteta prema fosfatidil-serinu (PS). S obzirom da se u ranoj
fazi apoptoze molekule PS izbacuju na povrSinu stanice, Annexin V' se moze lako vezati na povrsinu
stanicne membrane. (Millipore Corporation, 2012).

Software nam daje kvantitativne informacije u obliku koncentracije (st mL™!) i postotka (%) Zivih i

mrtvih stanica te stanica u ranoj i kasnoj fazi apoptoze.

3.2.4.1. Priprema stanica za metodu protocne citometrije

Kako bi se osigurali sterilni uvjeti rada, rukovanje stanicama se provodi u laminaru. S obzirom da
stanice rastu u T-bocama za uzgoj, prvo ih je potrebno odvojiti od podloge pomocu tripsina, a zatim
nacijepiti na multiwell ploce sa 6 jaZica (4 mL stani¢ne suspenzije u koncentraciji od 2 x 10* st mL™!.
Nakon nacijepljivanja slijedi 24 h inkubacije pri kontroliranoj atmosferi od 5 % COz, 95 % zraka i

temperaturi od 37 °C. Po isteku 24 h, stanice se tretiraju razliitim razrjedenjima ishodne otopine
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ekstrakta tekstilija te slijedi jo§ 48 h inkubacije, nakon kojih su stanice pripremaju za provedbu
metode protocne citometrije kojom ¢e se odrediti udio apoptoti¢nih, nekroti¢nih i zivih stanica u

stani¢noj populaciji.

3.2.4.2. Postupak odredivanja nacina stanicnog odumiranja

Nakon 48 h inkubacije, prvi korak je uklanjanje medija te se zatim dodaje 500 pL tripsina da bi se
stanice odvojile od podloge za rast. Potrebno je pricekati nekoliko minuta da bi tripsin djelovao te se
vraca 500 pL prije uklonjenog seruma za uzgoj kako bismo dobili stani¢nu suspenziju iz koje
uzimamo 100 pL uzorka. Potrebno je pomijeSati 100 pL uzorka s 100 pL Muse™ Annexin V & Dead
Cell Kita (kat. br. MCH100105) nakon ¢ega dobivena otopina ide 20 min na inkubaciju. Inkubacija
se provodi u mraku pri sobnoj temperaturi. Muse™ Cell Analyzer je uredaj pomocu kojeg mozemo
subpopulaciju zivih stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica. Na ekranu nam se
pokazuje dot-plot dijagram koji nam istovremeno prikazuje udio pojedine subpopulacije kao postotak

(%) od ukupne populacije (Millipore Corporation, 2012).
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3.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

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

_ 1 N
X=y Li=1Xi

S pripadajué¢im standardnim pogreskama S,

N = ukupni broj uzoraka u skupini

Xi = pojedinacne vrijednosti uzoraka

Statisticka analiza provedena je Studentovim z-testom izraCunavajucéi ¢ vrijednost prema izrazu:

Ty %y

/S,%l +S%,

t‘:

Statisticki znacajnim smatrane su razlike izmedu skupina za koje je stupanj vjerojatnosti p<0,05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. UCINAK EKSTRAKATA IZOLIRANIH IZ TEKSTILIJA KOJE SU TRETIRANE

ANTIMIKROBNIM AGENSOM NA VIJABILNOST HaCaT STANICNE LINIJE ODREDEN
MTT METODOM

Antimikrobne tekstilije se mogu koristiti kao pomo¢ pri zacjeljivanju rana, pomo¢ u kontroli
bakterijskih infekcija te smanjenju neugodnih mirisa u sportu i vojsci. U¢inak antimikrobnih tekstilija
ovisi o vrsti antimikrobnog agensa, njegovoj koncentraciji te nacinu aplikacije na tekstil. Najcesce
koriSteni spojevi su srebro, kvarterni amonijevi spojevi, cink pirition i triklosan. Upotreba triklosana
je sve manja zbog utjecaja na okoli§ i ljudsko zdravlje. Antimikrobni agensi djeluju Stetno na
bakterijske stanice, a s obzirom da je koza prva u direktnom kontaktu s antimikrobno obradenim
tekstilijama, potrebno je potvrditi da nece do¢i do oStecenja i iritacija koze. Postoji nekoliko
validiranih metoda za odredivanje bioloske sigurnosti tekstilija: in vitro test citotoksi¢nosti (DIN EN
ISO 10993-5), test koznih iritacija (DIN EN ISO 10993-10), ali prije toga je potrebno napraviti
procjenu rizika, odrediti potencijalnu genotoksi¢nost, kancerogenost i reproduktivnu toksi¢nost

(Hilgenberg i sur., 2016).

Citotoksi¢ni ucinak razli€itih razrjedenja (1x - 5x) ishodne otopine CO (netretirana pamucna
tekstilija), HIP_ CO 20 R (pamucna tekstilija - luZzenje s 20 %-tnom otopinom NaOH, jednom
isprana, obradena s: 10 g L' kitozana, 70 g L! limunske kiseline, 65 g L' natrijev hipofosfit
pentahidrata, 1 g L' felosan NOP) i HIP_CO 20 10W (pamucna tekstilija - luzenje s 20 %-tnom
otopinom NaOH, oprana 10 puta, obradena s: 10 g L! kitozana, 70 g L'! limunske kiseline, 65 g L!
natrijev hipofosfit pentahidrata, 1 g L! felosan NOP) na proliferaciju i vijabilnost HaCaT stanica je

odreden MTT metodom 72 h nakon tretmana stanica.

Ucinak razli¢itih razrjedenja (1x - 5x) ishodne otopine (I.0.) (pripremljena namakanjem 60 c¢m?
netretirane pamucne tekstilije u 10 mL medija za uzgoj) na proliferaciju i vijabilnost HaCaT stanica
odredena MTT metodom 72 h nakon tretmana stanica prikazan je na slici 4. Primje¢eno je statisticki
znacajno (p<0,001) smanjenje vijabilnosti stanica kod uzoraka tretiranih nerazrjedenom ishodnom
otopinom (I.O.) netretirane pamucne tekstilije te razrjedenjima od 1x - 4x u odnosu na kontrolni
uzorak (netretirane stanice). Kod uzorka tretiranog otopinom razrjedenom 5x primjeceno je
povecanje vijabilnosti stanica u odnosu na vijabilnost stanica tretiranih manjim razrjedenjima ishodne

otopine, te je vijabilnost iznosila 87,15 % u odnosu na kontrolni uzorak.
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Slika 4. Vijabilnost HaCaT stanica 72 h nakon tretmana razli¢itim razrjedenjima ishodne
otopine (I.O.) (pripremljena namakanjem 60 cm? netretirane pamucne tekstilije u 10 mL
medija za uzgoj) u odnosu na kontrolni uzorak (K(stanice)) odredena M7TT metodom. Podaci
su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znacajna razlika
(Student #-test): 2p<0,001

1z rezultata na slici 5 koja prikazuje vijabilnost HaCaT stanica odredena M7T metodom 72 h nakon
tretmana razliitim razrjedenjima ishodne otopine (I.O.) tretirane i jednom isprane pamucne
HIP_CO_ 20 R tekstilije vidljivo je da je proliferacija i vijabilnost tretiranih stanica niza u odnosu na
kontrolni uzorak. Kod svih uzoraka/razrjedenja uoceno je statisticki znacajno (p<0,001) smanjenje
vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu. Kod najveceg razrjedenja ishodne otopine (5x) je primjecen

porast stani¢ne vijabilnosti u odnosu na manja razrjedenja.
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Slika 5. Vijabilnost HaCaT stanica 72 h nakon tretmana razli¢itim razrjedenjima ishodne otopine
(I.O.) tretirane i1 jednom isprane HIP CO 20 R tekstilije u odnosu na kontrolni uzorak
(K(stanice)) odredena MTT metodom. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost +

standardna pogreska. Statisticki znacajna razlika (Student #-test): p<0,001

Ucinak na vijabilnost 1 proliferaciju HaCaT stanica odreden M7T metodom 72 h nakon tretmana
razli¢itim razrjedenjima ishodne otopine (I.O.) tretirane i deset puta oprane HIP CO 20 10W
pamucne tekstilije je prikazan na slici 6. Statisticki znacajno smanjenje vijabilnosti uoceno je za
ishodnu otopinu (1.0.) (p<0,001) i za razrjedenje 1x (»p<0,001) i 2x (p<0,01). Kod uzorka tretiranog
otopinama razrjedenim 3x i 5x primjeceno je povecanje vijabilnosti stanica u odnosu na vijabilnost
stanica tretiranih manjim razrjedenjima ishodne otopine, te je vijabilnost iznosila 79,01 % u odnosu
na kontrolni uzorak za otopinu razrjedenu 3x i 94,48 % u odnosu na kontrolni uzorak za otopinu

razrjedenu 5x.
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Slika 6. Vijabilnost HaCaT stanica 72 h nakon tretmana razliitim razrjedenjima ishodne otopine
(I1.O.) tretirane, 10 puta oprane, HIP_ CO_20 10W tekstilije u odnosu na kontrolni uzorak (K(stanice))
odredena MTT metodom. Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost +standardna pogreska. Statisticki

znaCajna razlika (Student #-test): 2p<0,01, ®p<0,001

Nedostaje literaturnih izvora koji se bave istrazivanjima sliénim ovome. Ipak, postoje brojna
istrazivanja koja koriste HaCaT stani¢nu liniju kao testni sustav, proucavajuc¢i vijabilnost i
proliferaciju HaCaT stani¢ne linije pod utjecajem raznih ksenobiotika. MTT metoda se pokazala
pogodnom za ovakav tip istrazivanja zbog jednostavnosti i brzine te se rezultati mogu usporedivati s
drugim istrazivanjima. Njome su se koristili Nzengue i suradnici (2008) prilikom proucavanja
oksidacijskog stresa i oSte¢enja DNA uzrokovanog kadmijem na HaCaT stani¢noj liniji. Poznato je
da kadmij osim rijeka i jezera zagaduje atmosferu, a prvi organ koji dolazi u doticaj s toksikantima
iz okolisa je koza, a osim toga UV zraCenje moze povecati toksi¢nost kadmija u stanicama koze
(Jourdan i sur., 2002). Mehanizam toksi¢nog djelovanja kadmija ovisi o tipu stanica, ali ve¢inom,
kadmij djeluje indirektno (npr. smanjena vijabilnost stanica radi smanjenja antioksidacijskog
kapaciteta zbog vezanja kadmija na tiolne skupine (glutation i proteini)). Pomocu rezultata dobivenih
MTT metodom uspjeli su dobiti nuzne vrijednosti za nastavak studije: LD1o (15 pM), LD15 (50 uM) i
LD3o (100 uM) nakon 24 h inkubacije te LDso (100 uM) nakon 48 h inkubacije, koje nam daju

podatke o koncentraciji ksenobiotika koja uzrokuje smrt 10 %, 15 %, 30 % i 50 % stanica.
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Surfaktanti ili povrSinski aktivne tvari se nalaze u brojnim kremama, losionima, kozmeti¢kim
proizvodima, Samponima, gelovima za tuSiranje, itd. Kako smo njima svakodnevno okruzeni, a koza
je prvi sustav koji se s njima susrece, mora se osigurati da ne uzrokuju iritacije i oStecenja koze i
o€iju. Sanchez i suradnici (2005) su ispitivali potencijalnu toksi¢nost i negativni u¢inak derivata lizina
na vijabilnost HaCaT stani¢ne linije, a kako bi provjerili stani¢nu vijabilnost koristili su M7T i
Neutral Red in vitro metode. Obje metode su pokazale sli¢ne ICso vrijednosti za sve derivate lizina te
za 3 komercijalna surfaktanta koji su se koristili kao kontrola. ICso vrijednosti su pokazale manju

toksi¢nost derivata lizina u usporedbi s 3 komercijalna surfaktanta.

Usporedujuéi dobivene rezultate za razlicite uzorke ispitanih pamucnih tekstilija, primje¢ujemo da
vijabilnost stanica tretiranih razliitim razrjedenjima ishodne otopine dobivene iz netretirane
pamucne tekstilije (CO) i vijabilnost stanica tretiranih razli¢itim razrjedenjima ishodne otopine
kitozanom obradene tekstilije koja je jednom isprana (HIP_CO_20 R) prate sli¢an trend. Statisticki
zna¢ajno smanjena vijabilnost stanica primjecena je kod uzoraka tretiranih s 1.O, 1x - 4x razrjedenja
ishodne otopine za obje ispitane tekstilije, dok je kod razrjedenja od 5x doslo do povecéanja
vijabilnosti u odnosu na 1.O. i manja razrjedenja, ali i dalje je vijabilnost stanica niza od kontrole
(netretiranih stanica). Medutim, rezultati za uzorak tekstilije HIP_ CO_20 10W (tekstilija obradena
kitozanom i oprana 10 puta) se nesto viSe razlikuju. Prilikom ispitivanja vijabilnosti stanica tretiranih
nerazrjedenom [.O. te razrjedenjima 1x i 2x uzorka tekstilije HIP_ CO 20 10W , primjeceno je
statistiCki znaCajno smanjenje stanicne vijabilnosti u odnosu na kontrolu, dok je pri veéim
razrjedenjima smanjenje vijabilnosti takoder manje u odnosu na kontrolu, ali ipak smanjenje nije
statisti¢ki znacajno. Mogu¢i uzrok tome je smanjenje citotoksicnog uc¢inka kitozana koji se pranjem
(10 puta) ispire iz tekstilije, odnosno pranje moze utjecati na smanjenje impregnacije tekstilije

kitozanom..

4.2. UCINAK EKSTRAKATA IZOLIRANIH IZ TEKSTILIJA KOJE SU TRETIRANE
ANTIMIKROBNIM AGENSOM NA VIJABILNOST HaCaT STANICNE LINIJE ODREDEN
METODOM PROTOCNE CITOMETRIJE

Znanstvenici razlikuju dva glavna nacina stani¢nog odumiranja — apoptozu i nekrozu. Nekroza je
oblik stani¢ne smrti koji je gotovo uvijek patoloski uzrokovan (virusi, bakterije, fungi, paraziti) te
zavrSava istjecanjem stani¢nog sadrzaja. Apoptoza se odnosi na proces programirane stani¢ne smrti
te predstavlja vrlo vazan regulatorni mehanizam u procesu rasta i proliferacije stanica (Willey, 1993).

Prilikom apoptoze dolazi do degradacije stani¢nih proteina, kompaktiranja i fragmentiranja
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kromatina, prebacivanja fosfatidil-serina (PS) na povrSinu stanice u ranoj fazi apoptoze, dok u
kasnijoj fazi dolazi do gubitka integriteta stanicne membrane.

Muse cell analyzer je uredaj koji nam omogucava jednostavnu primjenu metode proto¢ne citometrije
te nam sluzi za kvantitativnu analizu mrtvih i zivih stanica, te stanica u ranoj ili kasnoj apoptozi. Za
oznacavanje apoptotic¢nih stanica se koristi Annexin V, kalcij-ovisan fosfolipid-vezujuéi protein, zbog

svog visokog afiniteta prema fosfatidil-serinu (PS) (Millipore Corporation, 2012).

Na slici 7 su prikazani rezultati dobiveni metodom protocne citometrije pomocu Muse™ Cell
Analyzer-a u obliku dot-plot dijagrama. Rezultati su dobiveni 48 h nakon tretmana HaCaT stanica s
razli¢itim razrjedenjima dobivenih ekstrakcijom netretirane pamucne tekstilije (CO). Na dijagramu
mozemo razluciti subpopulaciju zivih (donji lijevi kvadrant), rano apoptoti¢nih (donji desni
kvadrant), kasno apoptoti¢nih (gornji desni kvadrant) i mrtvih stanica (gornji lijevi kvadrant). Na slici
7.a su prikazani rezultati metode protocne citometrije za kontrolni uzorak (netretirane stanice, rasle
u mediju za uzgoj u kontroliranim uvjetima). Slika 7.b je reprezentativni dot-plot dijagram stanica
tretiranih nerazrjedenom ishodnom otopinom (I.0.) dobivenom iz netretirane pamucne tekstilije.
Slika 7.c daje prikaz rezultata dobivenih nakon tretmana HaCaT stanica s razjedenjem ishodne
otopine 1x (1600 pL 1.O. + 1600 pL medija za uzgoj), a slika 7.d razrjedenjem ishodne otopine 5x
(100 pL I.O. + 3100 puL medija za uzgoj).

1z reprezentativnih dot-plot dijagrama vidljivo je da je subpopulacija Zivih stanica najmanja, a mrtvih
(nekroti¢nih) stanica i ukupnih apoptoti¢nih stanica najveca prilikom tretmana HaCaT stanica
nerazrjedenom ishodnom otopinom dobivenom ekstrakcijom iz netretirane pamucne tekstilije (slika
7). To potvrduju i rezultati srednjih vrijednosti dvaju provedenih mjerenja prikazani u tablici 5 (12,1
% zivih, 8,16 % mrtvih i 79,75 % ukupnih apoptoti¢nih stanica nakon tretmana HaCaT stanica 1.O.
dobivenom ekstrakcijom iz netretirane pamucne tekstilije). Udio zZivih stanica 48 h nakon tretmana
stanica razrjedenjem 5x iznosi 92,92 %, §to je otprilike jednako udjelu Zivih stanica u kontrolnom
uzorku-netretiranim stanicama (91,15 %). Udio zivih stanica u uzorcima tretiranima s ishodnom
otopinom dobivenom ekstrakcijom netretirane pamucne tekstilije i razrjedenjem 1x iznose 12,1 %
odnosno 83,55 (Tablica 5). Takoder, najvec¢i udio ukupnih apoptoti¢nih stanica (79,745 %), kao i
udio mrtvih stanica (8,155 %) zabiljezen je prilikom tretmana HaCaT stanica ishodnom otopinom
dobivenom ekstrakcijom netretirane pamucne tekstilije, dok se njihov udio smanjuje tretmanom

stanica s 1x razrjedenom ishodnom otopinom, odnosno jos vise 5x razrijedenom (Slika 7, Tablica 5).
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Slika 7. Reprezentativni dot-plot dijagrami dobiveni metodom proto¢ne citometrije
pomocéu Muse™ Cell Analyzer-a i Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit-a, 48 h nakon
tretiranja HaCaT stanica razlicitim razrjedenjima dobivenima ekstrakcijom iz netretirane

pamucne tekstilije (CO).
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Tablica 5. Postotak Zivih, mrtvih te ukupnih apoptoti¢nih stanica 48 sati nakon tretmana HaCaT stanica
razli¢itim razrjedenjima ishodne otopine netretirane pamucne tekstilije izrazen kao srednja vrijednost
dvaju mjerenja. K (kontrola, netretirane stanice), [.O. (ishodna otopina), 1x (1600 puL 1.O. + 1600 pL
medija za uzgoj), 5x (100 uL 1.O. + 3100 uL medija za ugoj).

% K 1.O. 1x 5x
Zive stanice 91,15 12,1 83,55 92,925
Ukupne 7,175 79,745 14,325 6,225
apopototicne
stanice
Mrtve stanice 1,675 8,155 2,125 0,85

Istrazivanja koja se bave ovom tematikom je relativno malo, iako metoda proto¢ne citometrije nije
novost. D’Anto i suradnici (2012) koristili su tu metodu kako bi odredili utjecaj NiClz na stani¢nu
smrt i vijabilnost HaCaT stanic¢ne linije. U¢inak se pratio nakon 24 h, 48 h 1 72 h od tretmana stanica
NiClz te se za oznaCavanje apoptoti¢nih stanica koristio Annexin V+. Kao §to je bilo ocekivano,
citotoksi¢nost NiClz je ovisna o vremenu izloZenosti te o koncentraciji. Nakon 24 h od tretmana udio
zivih stanica se smanjuje s 85 % na 60 % ve¢ pri koncentraciji NiCl2 od 1 mM, pri koncentraciji od
2mM udio zivih stanica je oko 55 %, dok je pri koncentraciji od 5 mM oko 20 %. 48 h nakon tretmana
udio zivih stanica se smanjuje sa 78 % na 40 % pri koncentraciji NiCl2 od 1 mM, pri koncentraciji od
2mM udio zivih stanica je oko 30 %, dok pri koncentraciji od 5 mM gotovo uopce nema Zivih stanica.
72 h nakon tretmana s NiCl> pri koncentraciji od 1 mM udio Zivih stanica je oko 10 %, pri
koncentraciji od 2 mM udio Zivih stanica je oko 5 %, dok pri koncentraciji od 5 mM nema vise zivih

stanica.

Wiegand i suradnici (2010) su ispitivali in vitro ucinak kitozana razli¢ite molekularne mase, ali
sli¢énog stupnja deacetilacije, na vijabilnost i proliferaciju humanih keratinocita (HaCaT). Koristili su
metodu koja se bazira na detekciji svjetla koje se emitira prilikom reakcije ATP-a s luciferazom i D-
luciferinom (koli¢ina svjetla je proporcionalna koncentraciji ATP-a). Ispitivali su oligosaharid
kitozana (mase 5 kDa i koncentracije 0,5 % i 1 %) i kitozan 1130 (mase 120 kDa i koncentracije 0,5
% 1 1 %) te N-acetil-D-glukozamin kao kontrolu. N-acetil-D-glukozamin nije pokazao negativan
ucinak na stani¢nu vijabilnost, dok su uzorci kitozana pokazali negativni uc¢inak na vijabilnost i
proliferaciju HaCaT stanica. Utjecaj kitozana na HaCaT stanice ovisi o vremenu inkubacije,
koncentraciji 1 molekularnoj masi. Kitozan 1130 je doveo do znatnog smanjenja vijabilnih stanica
ve¢ 2 h nakon inkubacije u obje ispitane koncentracije, dok je oligosaharid kitozana uzrokovao znatno

vecu inhibiciju proliferacije 24 h (40 %) 1 48 h (50 %) nakon inkubacije kod koncentracije 1 %, dok
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otopina s 0,5 % kitozana skoro nije imala nikakav u€inak na stanice. Oba uzorka kitozana su
inducirala HaCaT stanice na lu€enje IL-6 i IL-8. Kao odgovor na citotoksi¢ne tvari, stanice ¢esto luce
inflamatorne citokine, kao $to su IL-6 i IL-8, pomocu kojih komuniciraju s ostalim stanicama.
Takoder, djelovali su pozitivho na aktivaciju efektornih kaspaza 3 i 7 (kaspaze su skupina

specijaliziranih proteaza koje imaju klju¢nu ulogu u apoptozi).
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5. ZAKLJUCCI

1. Za odredivanje toksi¢nosti kationiziranih i antimikrobno obradenih tekstilija metodama M7T i
proto¢nom citometrijom HaCaT stani¢na linija se pokazala kao dobar alternativni test sustav.

2. Statisticki znacajno (p<0,001) smanjenje proliferacije i vijabilnosti HaCaT stanica u odnosu na
kontrolu (netretirane stanice) za ishodnu otopinu i razrjedenja (1x - 4x) ishodne otopine dobivene
ekstrakcijom netretirane pamucne tekstilije (CO) utvrdeno je MTT metodom 72 h nakon tretmana
HaCaT stanica.

3. Statisticki znacajno (p<0,001) smanjenje proliferacije i vijabilnosti HaCaT stanica u odnosu na
kontrolu (netretirane stanice) za ishodnu otopinu i za sva ispitana razrjedenja (1x - 5x) ishodne
otopine dobivene ekstrakcijom obradene, jednom isprane pamucne tekstilije (HIP_ CO 20 R)
utvrdeno je MTT metodom 72 h nakon tretmana HaCaT stanica.

4. Statisticki znacajno smanjenje proliferacije i vijabilnosti HaCaT stanica u odnosu na kontrolu
(netretirane stanice) za ishodnu otopinu (p<0,001) i za razrjedenja 1x (p<0,001) i 2x (p<0,01).
ishodne otopine dobivene ekstrakcijom obradene, 10 puta oprane pamucne tekstilije
(HIP_CO_20 10W) utvrdeno je MTT metodom 72 h nakon tretmana HaCaT stanica.

5. Metodom proto¢ne citometrije utvrdeno je da 48 h nakon tretmana HaCaT stanica razli¢itim
razrjedenjima ishodne otopine dobivene ektrakcijom netretirane pamucne tekstilije (CO)
subpopulacija Zivih stanica je najmanja, a udio mrtvih (nekroti¢nih) stanica i ukupnih apoptoti¢nih
stanica najve¢i prilikom tretmana nerazrjedenom ishodnom otopinom u odnosu na kontrolni

uzorak (netretirane stanice).
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