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1. UVOD

1.1. Grada i funkcija koze

Koza je najveci organ ljudskog tijela te predstavlja otprilike desetinu tjelesne mase
prosjecnog covjeka. Ona obavlja brojne funkcije, od kojih je najvaznija funkcija fizicke
barijere odnosno sprjecavanja gubitka vode, elektrolita i drugih sastojaka tijela te obrane

organizma od fizi¢kih, kemijskih i mikrobioloskih utjecaja.

Koza takoder sudjeluje u regulaciji tjelesne temperature (vazomotorickim refleksom,
sekrecijom znoja i loja te koznim pigmentom) te sintetizira vitamin D. Vrlo vazna sposobnost
koze je izluCivanje tvari iz organizma odbacivanjem roznatog sloja s kojim se odbacuju i tvari
koje se nalaze u stanicama roznatog sloja ili na povrsini koze. Osim toga izlucivanje se odvija
1 putem zlijezda znojnica i lojnica. KozZa je medijator osjeta te svojim receptorima za dodir,
bol, hladnoc¢u, toplinu i pritisak daje organizmu informacije o okolini. Takoder sudjeluje u
stvaranju imuniteta, a u to su ukljucene Langerhansove stanice (dendriticke stanice unutar

bazalnog i spinoznog sloja epidermisa), T-limfociti, makrofagi i histociti (Cajkovac, 2000).

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Slika 1: Grada koze (preuzeto iz: www.springwoman.hr)

Koza je gradena od dva osnovna sloja: epidemis i dermis. Ispod dermisa se nalazi
hipodermis (potkozno tkivo) koji se ne smatra dijelom koze (Slika 1). U kozu se ubrajaju i

kozni adneksi kao $to su folikuli dlaka, nokti, zlijezde lojnice i znojnice.


http://www.springwoman.hr/

1.1.1. Epidermis

Epidermis je vanjski tanji sloj koze debljine oko 0,12 mm koji ne sadrzi ni krvne ni
limfne Zzile,a transport tvari odvija se difuzijom iz dermisa u epidermis i obratno. Sastavljen je
od 4-5 slojeva: roznati sloj (stratum corneum), svijetli sloj (stratum lucidum), zrnati sloj

(stratum granulosum), trnasti sloj (stratum spinosum) i temeljni sloj (stratum basale).

Roznati sloj (stratum corneum)

RozZnati sloj se sastoji od 10-30 slojeva spljostenih mrtvih keratinocita bez jezgri
kojima je citoplazma ispunjena vlaknastim skleroproteinom keratinom. Keratinociti su na
povrsini nepovezani (Stratum corneum disjunctum), a u nizim slojevima (Stratum corneum
conjunctum) su povezani cementnom tvari - lamelarnim lipidnim matriksom koji se sastoji od
bipolarnih proteolipida, kolesterola i njegovih estera, masnih kiselina i ceramida. Zahvaljujuéi
ovakvoj gradi, roznati sloj regulira gubitak vode iz organizmai istovremeno sprjecava ulazak

Stetnih tvari 1 mikroorganizama putem koze.

Nepovezane roznate stanice se kontinuirano ljuste 1 zamjenjuju novim stanicama iz
dubljih slojeva $to nazivamo deskvamacijom. Vrijeme potrebno da stanica iz bazalnog sloja

dode na povrsinu koZe iznosi 28 dana (Cajkovac, 2000).

Svijetli sloj (stratum lucidum)

Svijetli sloj se sastoji od tri do pet slojeva spljostenih mrtvih keratinocita, a prisutan je

samo u debljim dijelovima koZe izloZenim trenju kao $to su dlanovi i tabani.

Zrnati sloj (stratum granulosum)

Zrnati sloj se sastoji od jednog do tri sloja stanica s jezgrom smjeStenom u sredini i
citoplazmom koja je ispunjena keratohijalinskim zrncima. U stanicama zrnatog sloja nalaze se
i karakteristicna lamelarna zrnca koja sintetiziraju lipide te stapanjem sa stanicnom

membranom prazne svoj sadrzaj u medustani¢ne prostore zrnatog sloja (Juri¢-Leki¢, 1995).

Trnasti sloj (stratum spinosum)

Trnasti sloj se sastoji od tri do sedam redova poligonalnih stanica s jezgrama i trnastim
nastavcima-tonofibrilima. Izdanci susjednih stanica su medusobno pri¢vrséeni dezmosomima

i tako ¢ine medustani¢ne mostove, koji ¢vrsto povezuju stanice nazubljenog sloja.



Temeljni sloj (stratum basale)

Temeljni sloj se sastoji od jednog reda zametnih stanica koje se kontinuirano dijele.
Nakon diobe, jedna od stanica ostaje u bazalnom sloju (besmrtna stanica), a druga migrira
kroz epidermis do povrsine koze i podlozna je diferencijaciji i keratinizaciji. Keratinociti
bazalnog sloja su vezani hemidezmosomima za bazalnu membranu. Uz keratinocite, bazalni
sloj sadrzi 1 melanocite koji su odgovorni za sintezu melanina te u manjem broju Merkelove 1

Langerhansove stanice.

1.1.2. Epidermokutana veza

Epidermis je povezan s dermisom preko bazalne membrane (epidermokutane veze).
Ona je nepravilnog valovitog oblika jer izdanci dermisa, koji se nazivaju papile, ulaze medu
izboc¢ine epidermisa, koje se nazivaju epidermalni grebeni (Juri¢-Leki¢, 1995). To je vrlo
slozena struktura sastavljena od trilamelarnih membrana bazalnih keratinocita i kolagenih
fibrila koje usidravaju epidermis u dermis. Epidermokutana veza sprjecava prodor tvari u oba
smjera te Stiti kozu i organizam od gubitka vode i elektrolita. Opskrba krvlju ne prelazi

epidermokutanu granicu i zato hranjive tvari iz cirkulacije difuzijom prelaze u epidermis.

1.1.3. Dermis

Dermis je graden od vezivnog tkiva koje podupire epidermis 1 povezuje ga s
potkoznim tkivom. Vezivno tkivo izgraduje dvije vrste vlakana: kolagena i elasti¢na.
Kolagena vlakna prave raznosmjerne tracke i mogu se dijagonalno razvlaciti, ali se ne mogu
vratiti u prvotni polozaj bez elasti¢nih vlakana. Osnovna masa dermisa se sastoji od spojeva
velike molekulske mase kao $to su glikozaminoglikani (hijaluronska kiselina i dermatan
sulfat) koji su kovalentno vezani na proteine i tako izgraduju proteoglikane. Strukturni
proteini su kolagen i elastin, a adhezivni laminin (povezuje epitelne stanice s bazalnom
membranom) i fibronektin (pri¢vr$éuje fibroblaste). Unutar dermisa se nalaze krvne i limfne

zile, zivéani zavrseci, folikuli dlaka, Zlijezde lojnice i znojnice (Cajkovac, 2000).

Dermis se sastoji od dva sloja koja nisu jasno razgraniCena: papilarni (Stratum
papillare) i retikularni (stratum reticulare). Tanki papilarni sloj je graden od rahlog vezivnog
tkiva, a tu se nalaze fibroblasti (koji sintetiziraju kolagen), limfociti i makrofagi. Osim
vezivnog tkiva, taj sloj sadrzava i1 krvne kapilare, zavrSetke Zivaca i osjetilna tjelesca za dodir
(Meissnerova tjelesca). Retikularni sloj je deblji 1 sastoji se od gustih snopova kolagena

upletenih u mrezu elasticnih vlakana. Tu se jo§ nalaze krvne i limfne zile, Zivci, receptori za
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hladno¢u (Krauseovi klipovi), zlijezde lojnice i miSi¢ koji podize dlaku (m. arrector pili)
(Juri¢-Lekié, 1995).

1.2. Cijeljenje rane

Rana se definira kao ozljeda koju obiljezava prekid kontinuiteta koze ili sluznice, pri
¢emu moze do¢i do djelomicnog ili potpunog oste¢enja i na dubljim tkivima. Cijeljenje rane
je kompleksan i dinami¢an proces koji zapoc¢inje odmah nakon stvaranja ozljede i sastoji se

od Cetiri faze: hemostaze, inflamacije, proliferacije i maturacije (Slika 2).

1.2.1. Hemostaza

Hemostaza je proces kojim se zaustavlja krvarenje. Nakon ozljedivanja pokrece se
intrinzi¢na 1 ekstrinzicna koagulacijska kaskada koja je rezultat triju odvojenih procesa —
kontrakcije krvnih zila, stvaranja trombocitnog ¢epa i koagulacije. Za pokretanje tih dogadaja

potrebni su mnogi ¢imbenici kao §to su faktor XII, faktor X, von Willebrandov faktor i drugi.

Kontrakcija nastaje zbog zivcanih refleksa, lokalnog miogenog spazma i lokalnih
humoralnih ¢imbenika iz oSteenog tkiva 1 trombocita. OSte¢ene stanicne membrane
oslobadaju tromboksan A2 i prostaglandin 2-alfa. Oba su vrlo jaki vazokonstriktori Kkoji

skrac¢uju vrijeme krvarenja (Huljev, 2013).

Kada trombociti dodu u dodir s o$teCenom povrSinom zile, oni postaju ljepljivi te
prianjaju za tkivni kolagen i von Willebrandov faktor. Usto, oni luce velike koli¢ine ADP-a, a
njihovi enzimi tromboksan A2. ADP i tromboksan A2 aktiviraju susjedne trombocite i ¢ine ih
ljepljivima, te oni prianjaju uz prethodno aktivirane trombocite §to u konacnici vodi do
stvaranja trombocitnog ¢epa. Ako je pukotina na zili malena, trombocitni Cep moze zaustaviti

krvarenje, no ukoliko je veliki otvor mora se stvoriti 1 krvni ugrusak.

Proces zgruSavanja zapo€inju aktivacijske tvari iz oStecene stijenke Zile, iz trombocita
te iz krvnih proteina koje prianjaju uz oste¢enu stijenku krvne zile. Ugrusak je sastavljen od
fibrinskih niti koje se proteZzu u svim smjerovima i zadrZavaju krvne stanice, trombocite i
plazmu. Fibrinske niti prianjaju i za oSte¢ene povrsine krvnih Zila i sprjeCavaju krvarenje

(Guyton i Hall, 2003).



1.2.2. Inflamacija (upala)

Upala je tkivna reakcija na ozljedu ¢iji je cilj osloboditi organizam od pocetnog uzroka
stanicnog oSteCenja (npr. mikroorganizama 1 toksina) i od posljedice takvog oStecenja:

nekroti¢nih stanica i tkiva (Kujundzi¢ i sur., 2003).

Pocetnu kratkotrajnu vazokonstrikciju posredovanu simpatomimetickim lokalnim
uCincima i dijelom tromboksanom A2, brzo zamjenjuje vazodilatacija posredovana
histaminom, prostaglandinima (PGE2, PGF2 i PGD2), prostaciklinima i leukotrienima. Takva
vazodilatacija uzrokuje povecanje protoka u upaljenom podruéju $to pridonosi vecem dotoku
kemotakticki pobudenih stanica, Kisika i supstrata (Gamulin i sur., 2005). Trombociti takoder
lu¢e faktore rasta kao §to su: epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor, EGF),
trombocitni faktor rasta (engl. platelet-derived growth factor, PDGF), transformirajuci
¢imbenik rasta-p (engl. transforming growth factor-f, TGF-B) i nekoliko citokina. Ove tvari

dovode do jaceg djelovanja upalnih leukocita na mjestu ozljede (Kondo i Ishida, 2010).

U pocetnoj fazi upale, najdominantniji su neutrofili koji u kontaktu s upalotvornim
noksama luce brojne citokine, interleukin-1 (IL-1) i faktor nekroze tumorao (engl. tumor

necrosis factor, TNF-a ) te sudjeluju u uklanjanju bakterija i nekrotiziranog tkiva (Kos, 2008).

Makrofagi imaju veliku ulogu u ranom procesu cijeljenja rane. Oni fagocitiraju
bakterije i ostatke oStecenog tkiva te oslobadaju razne proupalne citokine (IL-1 i IL-6) i
faktore rasta: fibroblastni faktor rasta (engl. fibroblast growth factor, FGF), EGF, TGF-B i
PDGF. Makrofagi takoder zapocinju razvoj granulacijskog tkiva te promoviraju angiogenezu
(www.emedicine.medscape.com). Limfokini koje Iu¢e T-limfociti djeluju na endotelne
stanice krvih zila 1 upalne stanice koje imaju ulogu u promjenama propusnosti krvnih Zila te

angiogenezi.

1.2.3. Proliferacija

Faza proliferacije sastoji se od reepitelizacije, formiranja granulacijskog tkiva i

neovaskularizacije.
Reepitelizacija

Oslobadanje EGF-a, TNF-o 1 FGF-a djeluje stimulativno na migraciju i proliferaciju
epitelnih stanica, Sto poti¢e reepitelizaciju. Epidermalne stanice se strukturno mijenjaju i

odvajaju od ostalih epidermalnih stanica i bazalne membrane. Izlu¢uju kolagenazu koja



razgraduje kolagen i aktivator plazminogena koji stvara plazmin. Plazmin promovira otapanje
ugruska duz puta kojim keratinociti migriraju, a oni ulaze u interakciju sa fibrinom koji je
poprecno vezan na fibronenektin i kolagen. Nakon postizanja zatvorene rane, keratinociti se

podvrgavaju stratifikaciji i diferencijaciji da vrate postoje¢u barijeru (Kondo i Ishida, 2010).

Formiranje granulacijskog tkiva

Formiranje granulacijskog tkiva zapocinje tri do pet dana nakon ozljede i moze
potrajati do ¢ak 14 dana. FGF, TGF-B i PDGF uzrokuju infiltraciju fibroblasta koji su klju¢ni
u granulacijskom tkivu. Oni su odgovorni za produkciju kolagena, elastina, fibronektina,
glikozaminoglikana i proteaza. Fibroblasti se, pod utjecajem TGF-B i PDGF-a, fenotipski
pretvaraju u miofibroblaste koji se slazu uz granicu ekstracelularnog matriksa olakSavajuéi

zatvaranje rane.

U ovoj fazi dogada se i sinteza kolagena koji se izluCuje u ekstracelularni prostor u
obliku prokolagena. Nakon uklanjanja terminalnih dijelova prokolagena peptidazom nastaje
tropokolagen koji s drugim molekulama tropokolagena stvara kolagenske filamente. Stvaranje
filamenata 1 vlakana dogada se u matriksu koji se sastoji od glikozaminoglikana, hijaluronske
kiseline, dermatan sulfata i heparin sulfata koje luce  fibroblasti

(www.emedicine.medscape.com).

Proizvodnja obilne medustani¢ne tvari 1 slaganje miofibroblasta uz granicu
ekstracelularnog matriksa izaziva fenomen stezanja odnosno kontrakciju rane koja je bioloski

vazna buduci da se takvim ponaSanjem veziva postize cijeljenje rane (Gamulin i sur., 2005).

Neovaskularizacija

Makrofagi, ne samo da pojacavaju proces upale nego i luce vaskularni endotelni faktor
rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) i FGF te promicu angiogenezu.
Neovaskularizacija je osnova za sintezu, odlaganje i organizaciju novog ekstracelularnog
matriksa. Ona rezultira boljim protokom krvi prema ozljedi i ve¢om perfuzijom faktora

potrebnih za cijeljenje (Kondo i Ishida, 2010).

1.2.4. Maturacija (remodeliranje tkiva)

Remodeliranje tkiva oznacava uklanjanje granulacijskog tkiva uz revaskularizaciju.
Granulacijsko tkivo zamjenjuje okosnica kolagenskih i elasticnih vlakana koja se zatim

prozima sa proteoglikanima i glikoproteinima. Konacni produkt ovog procesa je oziljkasto
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tkivo. Remodeliranje kolagenom tijekom promjene od granulacijskog tkiva do oZiljka ovisi o
kontinuiranoj sintezi i razgradnji kolagena. Tu se uspostavlja ravnoteza izmedu kolagenaza i
metaloproteinaza koje uklanjaju stari kolagen, i tkivnih inhibitora metaloproteinaza koji

ogranicavaju utjecaj kolagenolitickih enzima.

Zacijeljena rana moZe dosegnuti samo oko 80 % mehanicke otpornosti neranjene koze.
Otprilike mjesec dana nakon stvaranja oziljka uocava se pojava pigmenta. Periferna zivéana

vlakna uocavaju se dosta kasnije, a limfne zile nikada (Kos, 2008).
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Slika 2: Faze inflamacije, proliferacije i maturacije u procesu cijeljenja rane

(preuredeno prema Kondo i Ishida, 2010).



1.3. Melatonin

Melatonin (N-acetil-5-metoksitriptamin) je neurohormon koji je Siroko rasprostranjen
u prirodi; naden je u kraljeznjaka, beskraljeznjaka, biljaka, algi, jednostani¢nih eukariota i
bakterija. Luci ga pretezito epifiza (pinealna zlijezda), a moze se sintetizirati i u leci, retini,
kostanoj srzi, probavnom sustavu i1 kozi. Najveca sekrecija melatonina dogada se noc¢u oko 3-
4 h ujutro, dok svjetlo blokira sekreciju melatonina te se njegova koncentracija tijekom dana

smanjuje (Hardeland i sur., 2006).

ZT

e

N 0O
H

Slika 3. Struktura melatonina

Melatonin se sintetizira iz triptofana koji se najprije prevodi u serotonin, a zatim
djelovanjem enzima N-acetiltransferaze i hidroksiindol-O-metil transferaze nastaje melatonin
(Slika 3). Kodiranje mRNA tih enzima ovisno je o ritmu izmjene dana i no¢i. Melatonin se
metabolizira u jetri putem citokrom P450 monooksigenaza pri Cemu nastaje 6-
hidroksimelatonin koji nakon konjugacije prelazi u 6-sulfatoksimelatonin te se izlucuje

urinom.

Primarna zada¢a melatonina je prenijeti poruku o dnevnom ciklusu izmjene svjetla i
tame strukturama u organizmu. On regulira cirkadijani ritam, promotor je spavanja, a takoder
ima funkciju u reprodukciji, potro$nji energije i regulaciji tjelesne mase. Melatonin ima
pleiotropne uc¢inke kao neurotransmitor, hormon, citokin i modulator bioloskog odgovora te je
antioksidans Sirokog spektra. Smatra se da melatonin iskazuje svoj pleiotropni u¢inak uslijed
dobre permeabilnosti kroz stanicne membrane zahvaljuju¢i maloj molekulskoj masi i
amfifilnom karakteru. Melatonin iskazuje pleiotropne ucinke preko svojih MT1 1 MT2
receptora, a moze imati uc¢inak i neovisno o receptorima sto ukljucuje zastitu od oksidativnog

oStecenja, antiapoptoticku i antimutagenu aktivnost (Slominski i sur., 2007).

Melatonin smanjuje oSteCenja tkiva uzrokovana reaktivnim oblicima kisika i duSika

djeluju¢i kao hvata¢ slobodnih radikala, te stimulira antioksidativne enzime kao $to su



superoksid dismutaza, katalaza i glutation reduktaza (Radogna i sur., 2010). Smatra se da
povecava efikasnost mitohondrijske oksidativne fosforilacije, time vjerojatno smanjuje
istjecanje elektrona i proizvodnju slobodnih radikala (Tunali i sur., 2004). Tim mehanizmima
melatonin smanjuje koli¢inu slobodnih radikala i oksidativni stres te tako protektivno djeluje
u stanjima povezanim s oksidativnim stresom kao Sto su kroni¢ni upalni procesi, rak,

neurodegenerativne bolesti i starenje.

Utvrdeno je da melatonin, u bolesnika s Alzheimerovom boles¢u, znacajno smanjuje
atrofiju mozga 1 napredovanje bolesti. Takoder melatonin prevenira stvaranje eritema
uzrokovanog UV zrafenjem te ima fotoprotektivan ucinak na humane Kkeratinocite i

fibroblaste (Bonnefont-Rousselot., 2010).

1.3.1. Utjecaj melatonina na cijeljenje rane

Melatonin utjeCe na brojne procese u cijeljenju rane. U fazi upale on inducira
proizvodnju IL-1, TNF-a, citokina i TGF-B te reducira s upalom povezanu aktivaciju
fosfolipaze A2, ciklooksigenaze i lipooksigenaze koje imaju ulogu u produkciji
prostaglandina 1 leukotriena (Soybir 1 sur., 2003). Takoder stimulira proliferaciju monocita 1
fibroblasta Sto utjeCe na angiogenezu te inhibira aktivnost sintaze duSikovog oksida (NOS)
koja katalizira produkciju NO radikala koji mogu izazvati ostecenje krvnih Zilica i vaskularnu

hiporeaktivnost (Radogna i sur., 2010).

U literaturi moZemo nai¢i na suprotna misljenja o utjecaju melatonina na na sintezu
kolagena i proliferaciju fibroblasta. Gomez-Florit i suradnici (2013) proucavali su utjecaj
melatonina na gingivalne fibroblaste 1 utvrdili da melatonin povecava razinu kolagena,
dekorina (proteoglikan koji regulira organizaciju kolagena) i smanjuje omjer MMP1/TIMP1
(metaloproteinaza matriksa 1/ tkivni inhibitor metaloproteinaze 1) te pridonosi cijeljenju tkiva
gingive. Takoder je utvrdeno da topikalno i intraperitonealno primijenjen, melatonin moze
smanjiti napredovanje ulkusa i potaknuti njegovo cijeljenje (Sener i sur., 2006). Neka ranija
istrazivanja su pokazala da u pinealektomiranih Stakora dolazi do povecanja, a primjenom
melatonina do supresije sinteze kolagena u podrucju rane (Bulbuller i sur., 2005; Drobnik i
Dabrowski., 1996). Ipak ucinak melatonina ovisi o nafinu i mjestu njegove primjene te
koncentraciji u tkivu. Tako su Drobnik i Dabrowski (1996) utvrdili da primjena melatonina

ujutro povecava, a popodne smanjuje razinu kolagena.

Melatonin ima i antibakterijski ucinak koji je jace izrazen za gram-negativne nego za

gram-pozitivne bakterije. Zbog svoje amfifilne struktrure, melatonin prelazi bakterijski
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stani¢ni zid te smanjuje raspolozivost intracelularnih supstrata vezuc¢i slobodno Zeljezo i
masne kiseline i na taj nacin ograni¢ava rast bakterija (Tekbas i sur., 2008). Antibakterijski
ucinak melatonina vazan je aspekt njegovog utjecaja na cijeljenje rane. Naime, sprje¢avanje
infekcije je izuzetno vazno u procesu cijeljenja rane jer infekcija moze produljiti proces

cijeljenja, izazvati daljnje ostecenje tkiva te dovesti do sepse.

1.4. Kitozan

Kitozan je prirodni polimer dobiven deacetilacijom hitina, sastavljen od B(1->4)
povezanih D-glukozaminskih i N-acetil-D-glukozaminskih jedinica (Slika 4). Hitin je glavni
strukturni polisaharid beskraljeSnjaka i nizih biljaka, koji je uz celulozu najzastupljeniji
polimer u prirodi. Kitozan je slaba baza (pK; = 6,5), te u kiselom mediju (pH < 6,5) dolazi do
protoniranja slobodnih amino skupina glukozamina, iz ¢ega proizlaze jedinstvena svojstva

kitozana.
(]
HiC _4 OH
MH

HO 0O 0
0O
o HO
NHz
QOH

Slika 4: Struktura kitozana

Kitozan je zajedniCki naziv za sve deacetilirane oblike hitina, koji se medusobno
razlikuju po stupnju deacetilacije i molekulskoj masi. Molekulska masa kitozana moze biti
izmedu 50 1 2000 kDa, a stupanj deacetilacije izmedu 40 1 98 %. Viskoznost kitozanskih
otopina usko je povezana s molekulskom masom i stupnjem deacetilacije. Sto je vise
slobodnih amino-skupina u polimernom lancu kitozana, veéa je i mogucnost nastajanja
vodikovih veza, a kao posljedica promjene u konformaciji molekule povecava se viskoznost

kitozanske otopine.

Kitozan ima izvanredna svojstva biokompatibilnosti, biorazgradljivosti i
bioadhezivnosti, vrlo vazna za biomedicinsku primjenu. Danas se razvijaju razni ljekoviti
pripravci u kojima je kitozan nosa¢ ljekovite tvari, a rezultati pokazuju veliki uspjeh u
postizanju kontinuiranog i kontroliranog oslobadanja lijeka uklopljenog u kitozanski matriks
(Martinac i Filipovi¢-Gr¢i¢, 2002).

10



Zanimljivo je da kitozan i njegovi derivati imaju antimikrobni u¢inak na neke bakterije
(Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus), gljivice (Candida albicans i Aspergillus
niger) i parazite (Leishmania infantum) §to bi moglo posluziti kao pomo¢ u kontroli
infektivnih bolesti (Kean i Thanou, 2010).

1.4.1. Utjecaj kitozana na cijeljenje rane

Kitozan znatno utjeCe na sve procese u cijeljenju rane. U ranim fazama cijeljenja
kitozan poti¢e migraciju upalnih stanica koje proizvode veliku koli¢inu proupalnih produkata
1 ¢imbenika rasta. Tako aktivira i povecava funkciju polimorfonuklearnih neutrofila (PMN)),
potice migraciju makrofaga i produkciju fibroblasta. Kitozan takoder posjeduje 1 hemostatska
svojstva koja su neovisna o klasi¢noj koagulacijskoj kaskadi, a temelje se na interakciji
izmedu negativno nabijenih membrana eritrocita i pozitivno nabijenog kitozana (Millner i

sur., 2009).

Stupanj deacetilacije i molekulska masa kitozana vazni su ¢imbenici 0 kojima ovisi
stimulacija fibroblasta. Ispitivanjem kojeg su proveli Minagawa i suradnici utvrdeno je
ubrzano cijeljenje 1 povecanje kolagenazne aktivnosti kod rana tretiranih otopinom kitozana
ili hitina. Pokazano je da je snaga oziljka i aktivnost kolagenaze bila veca kod rana tretiranih
kitozanom ili derivatima kitozana nego kod rana tretiranih hitinom ili derivatima hitina.
Takoder, pri veCem stupnju deacetilacije kitozana, uocena je veca snaga oziljka 1 veca
aktivnost fibroblasta. Najveéi ucinak primijecen je kod rana tretiranih oligomerima kitozana i

hitina (Minagawa i sur., 2007).

Howling i suradnici ispitivali su utjecaj hitina i kitozana razliitog stupnja
deacetilacije, ali slicne molekulske mase, na proliferaciju humanih fibroblasta koZe 1i
keratinocita in vitro. Kitozani relativno velikog stupnja deacetilacije snazno su stimulirali
proliferaciju fibroblasta, dok su kitozani manjeg stupnja deacetilacije imali slabiji ucinak.
Stimulativni u€inak na proliferaciju fibroblasta zahtijevao je prisutnost seruma u mediju.
Moguce objasnjenje je da se kitozan veze za faktore rasta kao $to je heparin i trombocitni
faktor rasta, stabilizira ih i aktivira te na taj nain indirektno utjeCe na proliferaciju
fibroblasta. UocCen je inhibitorni ucinak kitozana na proliferaciju humanih keratinocita
(Howling i sur., 2001).

Kitozan ima Sirok spektar antimikrobnog djelovanja protiv bakterija, gljivica 1 plijesni,
¢ime privlaci veliku paznju istrazivata. Antimikrobna aktivnost kitozana rezultat je

kombinacije nekoliko mehanizama ovisno o tipu mikroorganizma i svojstvima kitozana.
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Najsire prihvaéen mehanizam antibakterijskog djelovanja je elektrostatska interakcija
pozitivnho nabijenog kitozana i negativno nabijenih sastavnica bakterijske povrSine, npr.
anionskih glikana bakterijskog stani¢nog zida ili fosfolipida u citoplazmatskoj membrani.
Interakcija sa sastavnicama stanicne membrane moZze mijenjati permeabilnost, rezultirati
istjecanjem intracelularnih elektrolita, glukoze, enzima i drugih proteinskih citoplazmatskih
materijala. Pretpostavlja se da kitozani velike molekulske mase stvaraju polimerni §tit koji
sprjecava ulazak i izlazak nutrijenata iz bakterije, a da kitozani male molekulske mase ulaze u
bakterijske stanice gdje se vezu za komponente u citoplazmi §to uzrokuje prekid fizioloskih
procesa. Tako kitozan moze kelirati metale koji su esencijalni za rast bakterije, a ako je
dovoljno male molekulske mase moze i penetrirati u jezgru gdje inhibira sintezu mRNA i
proteina. Takoder se pretpostavlja da kitozani velike molekulske mase imaju veci ucinak na
gram-pozitivne, a kitozani male molekulske mase na gram-negativne bakterije (Zivanovic i
sur., 2015).

1.5. Lecitin

Lecitin je naziv za niz srodnih spojeva, mjeSavinu fosfolipida koji su neophodni nasem
tijelu za sve bioloSke funkcije, a nalaze se u stanicama svih zivih organizama. Fosfolipidi
grade lipidni dvosloj bioloSkih membrana 1 igraju veliku ulogu u stanicnom metabolizmu

(Shchipunov, 2001).

Lecitin se naj¢eS¢e dobiva iz Zumanjka i razli¢itih uljanica kao §to su lan, pamuk,
suncokret, uljana repica i soja. Sojin lecitin se najviSe koristi zbog svojih izvrsnih svojstava
emulgiranja, boje 1 okusa. KarakteristiCan sastav sojinog lecitina je: fosfatidilkolin (21%),
fosfatidiletanolamin (22%), fosfatidilinozitol (19%), fosfatidna kiselina i ostali fosfatidi (5%),
uz ostale komponente. Sastav lecitina ovisi o njegovom izvoru i stupnju Cistoce. Ostali faktori
vazni za kvalitetu lecitina su boja i mikrobioloska svojstva. Boja prirodnog lecitina je
crvenkasto-smeda, a izbjeljivanjem sa vodikovim peroksidom dobiva se produkt svijetlo Zute
boje (Sheng, 2009).

Lecitin se koristi kao emolijens, emulgator i stabilizator. VaZzna je njegova upotreba u
prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. U prehrambenoj industriji koristi se kao
emulgator (E322) u proizvodnji hrane, a kao takav smanjuje povrSinsku napetost vode i
omogucuje mijesanje ulja i masti s vodom. U vodenim otopinama fosfolipidi lecitina mogu
tvoriti liposome, lipidne dvosloje, micele i lamelarne strukture, ovisno o hidrataciji i

temperaturi (Shchipunov, 2001). Lecitin se Siroko primjenjuje u raznim farmaceutskim
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oblicima poput intramuskularnih i intravenskih injekcija, pripravcima za parenteralnu
prehranu i topikalnim pripravcima kao $to su kreme i masti. Primijenjen topikalno ne
uzrokuje iritaciju ni senzibilizaciju. Sastavnica je pripravaka za enteralnu i parenteralnu

prehranu, a fosfatidilkolin je prepoznat kao vazan nutrijent u razvoju fetusa i novorodenceta

(Sheng, 2009).

Lecitin je prirodni izvor kolina i inozitola. Neophodan je za sintezu acetilkolina,
glavnog neurotransmitora u mozdanim ovojnicama. Nedostatak acetilkolina uzrokuje pojavu
raznih neuroloskih oboljenja zato se lecitin koristi za lijeCenje poremecaja pamcenja,
demencije, Parkinsonove i Alzheimerove bolesti te anksioznosti. Za lecitin ¢esto kazemo da je

“hrana za mozak* jer povoljno djeluje na uéenje i pamcenje (Www.drugs.com).

1.6. Terapijski nanosustavi

Nanotehnologija je multidisciplinarno znanstveno podrucje koja se bavi dizajnom,
sintezom, karakterizacijom i primjenom materijala ¢ija je najmanja funkcionalna jedinica
barem po jednoj dimenziji nanometarske veli¢ine. Nanotehnologija otvara nove terapijske
mogucénosti tvarima koje zbog svojih intrinzi¢kih svojstava imaju ogranicenja u primjeni.
Terapijski nanosustavi poboljSavaju topljivost lijekova slabo topljivih u vodi, zasti¢uju tvari
podlozne razgradnji u bioloskom okruzenju, kontroliraju njihovo oslobadanje, poboljSavaju
im bioraspoloZzivost 1 farmakokineticka svojstva utjecCu¢i na procese apsorpcije, raspodjele i
eliminacije, odnosno povecavaju uéinkovitost i sigurnost njihove primjene (Hafner i sur.,
2014).

Nanocestice su ¢vrsti koloidni nosaci djelatne tvari veli¢ine 10-1000 nm, gradeni od
prirodnih, polusintetskih ili sintetskih polimera. Specifi¢na svojstva i interakcije nanocestica u
bioloskom okruzenju posljedica su male i kontrolirane veli¢ine Cestica te velike povrsine u
odnosu na volumen. Brojna suvremena istrazivanja usmjerena su na razvoj nanocestica kao
terapijskih sustava s ciljem poboljSanja topljivosti uklopljenog lijeka, produljenja poluvijeka
lijeka u sistemskoj cirkulaciji, kontroliranog oslobadanja lijeka, smanjenja ucestalosti
doziranja, ciljane dostave lijeka, odnosno smanjenja sistemskih nuspojava. Nanocesticama je
moguce dostaviti dva ili viSe lijekova istodobno te osigurati njihov sinergisti¢ki ucinak, $to je

vazno u borbi protiv rezistencije na postojece lijekove (Zhang i sur., 2010).

Kitozan predstavlja polimer izbora u razvoju polimernih nanocestica zahvaljujuci
svojstvima biokompatibilnosti, biorazgradljivosti te mukoadhezivnosti. Biorazgradljivost i
biokompatibilnost kitozana su, uz veli¢inu nanocestica, svojstva koja odreduju sigurnost
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primjene kitozanskih nanocestica. Mukoadhezivnost kitozanskih nanocestica osigurava dulje
zadrZzavanje na mjestu apsorpcije te posljedi¢no vecu bioraspolozivost uklopljenog lijeka.
Usto, kitozanske nanocestice mogu pospijesiti apsorpciju lijeka preko epitela sluznice uslijed
interakcije kitozana s medustanicnim cvrstim vezama odnosno reverzibilnog otvaranja
medustani¢nih ¢vrstih veza, ¢ime se pospjeSuje paracelularni transport hidrofilnih djelatnih
tvari. Zahvaljuju¢i svim navedenim svojstvima, danas se intenzivno razvijaju kitozanske
nanocestice kao terapijski sustavi namijenjeni razli¢itim putovima primjene, primjerice

oralnoj, nazalnoj, okularnoj i (trans)dermalnoj primjeni.

Takoder se opsezno istrazuje potencijal kitozanskih nanocestica kao nosaca djelatne
tvari u terapiji tumora te genskoj terapiji. Istodobno se istrazuje i njihova primjenjivost kao
vektora za nevirusnu dostavu gena ili proteinskih molekula te nosaca cjepiva u pospjeSivanju

imunizacije (Nagpal i sur., 2010).

1.6.1. Nanocestice u razvoju funkcionalnih obloga za rane

Cijeljenje rane je kompleksan proces koji ukljucuje integrirani odgovor razli¢itih vrsta
stanica i faktora rasta kako bi se postigla brza obnova strukture koze i njene funkcije.
Cijeljenju rane pridonose funkcionalne obloge za rane koje osiguravaju optimalnu vlaZnost,
toplinu, pH, moguénost izmjene plinova, te prevenciju/suzbijanje infekcije rane (Triller 1 sur.,

2012).

Najnovija istrazivanja u okviru razvoja funkcionalnih obloga temelje se na primjeni
(bio)polimera s u¢inkom na cijeljenje rana, primjerice kroz utjecaj na migraciju 1 proliferaciju
stanica koze, antimikrobni uc¢inak te hemostatsko djelovanje (Triller i sur., 2012).Takoder,
terapijski nanosustavi mogu utjecati na mikrookoli$ne uvjete rane (npr. pH, koli¢inu eksudata
rane) ovisno o polimernom sastavu i specifiénim fizi¢ko-kemijskim svojstvima sustava kao

Sto su veli¢ina, naboj, reoloska svojstva te sposobnost bubrenja (Mayet i sur., 2014).

Polimerne nanocestice zanimljive su zbog svoje biokompatibilnosti, biorazgradljivosti
1 netoksicnosti, te kontrolirane dostave djelatne tvari (antibiotika, protuupalnih tvari,
antioksidansa, antiseptika ili antitijela) u podruéje rane. Istodobno, uslijed iznimno velikog
omjera povrSine prema volumenu, povrsinska svojstva nanocestica znac¢ajno utje¢u na njihovu
biofarmaceutsku aktivnost. Tako se, modificiranjem povrSinskih svojstava nanocestica, mogu
modelirati interakcije s bioloskim sustavima i prilagodavati njihov ucinak u bioloSkom
okruZenju, primjerice na migraciju i proliferaciju stanica koze (Mayet i sur., 2014). Na taj

nain moguce je 1 dizajnirati nanocCestice koje, uslijed medudjelovanja s bakterijskom
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stanicnom stijenkom, pokazuju razlicita nespecificna antibakterijska svojstva, ali i u¢inak na
biofilm, ¢ime se mogu prevladati ograni¢enja klasi¢nih antibiotika (Zhang i sur., 2010).
Naime, za cijeljenje rane bez komplikacija i oziljaka vrlo je vazno sprijeciti infekciju.
Nanocestice s antimikrobnim djelovanjem mogu istodobno sluziti 1 kao nosaci
konvencionalnih ili nekonvencionalnih lijekova s antimikrobnim djelovanjem (Cevher i sur.,
2006; Pelgrift i Friedman, 2013).

Kitozan 1 njegovi derivati pokazali su se izvrsnim materijalima u razvoju
funkcionalnih obloga za rane zahvaljuju¢i hemostatskim i antibakterijskim svojstvima te
pozitivnom ucinku na migraciju 1 proliferaciju stanica koze. U literaturi su opisane
funkcionalne obloge temeljene na kitozanu kao $to su fibrozni materijali, hidrogelovi i
membrane (Jayakumar i sur., 2011). Svojstva tih obloga su biokompatibilnost, niska
toksi¢nost, sposobnost upijanja eksudata i antibakterijska aktivnost. Suvremena istrazivanja
usmjerena na razvoj kitozanskih nanocestica s utjecajem na proces cijeljenja rane, nastoje
objediniti poznate ucinke kitozana (ucinak na cijeljenje rana, antibakterijski ucinak) i
jedinstvena fizicko-kemijska svojstva nanocestica (mala i kontrolirana veli¢ina Cestica, velika
povrSina u odnosu na volumen, visoka reaktivnost, funkcionalna struktura, mogucnost
uklapanja 1 kontroliranog oslobadanja djelatne tvari) s ciljem razvoja inovativnih
funkcionalnih obloga unaprijedene terapijske vrijednosti (Zhang i sur., 2010, Bonferoni i sur.,
2014, Dellera i sur., 2014).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Cijeljenje rane je kompleksan proces koji ukljucuje integrirani odgovor razlicitih vrsta
stanica 1 faktora rasta kako bi se postigla brza obnova strukture koze i njene funkcije.
Kroni¢ne i akutne inficirane rane mogu uslijed komplikacija i sporog cijeljenja predstavljati
veliki klini¢ki problem. Najnovija istrazivanja u okviru razvoja funkcionalnih obloga temelje
se na primjeni (bio)polimera s uc¢inkom na cijeljenje rana, primjerice kroz utjecaj na migraciju
i proliferaciju stanica koze, antimikrobni ucinak te hemostatsko djelovanje. Razvijaju se
polimerni terapijski nanosustavi koji mogu pridonijeti procesu cijeljenja ovisno o sadrzaju
djelatne tvari, polimernom sastavu i specifi¢nim fizicko-kemijskim svojstvima (Mayet i sur.,
2014).

Kitozan je biokompatibilni i biorazgradljivi prirodni polimer koji se pokazao izvrsnim
materijalom u razvoju funkcionalnih obloga za rane zahvaljujuéi hemostatskim i1
antibakterijskim svojstvima te pozitivnom uc¢inku na migraciju i proliferaciju stanica koze.
Utvrdeni antimikrobni uc¢inak ovisi o stupnju deacetilacije 1 molekulskoj masi kitozana kao 1
gradi stani¢nog zida ciljane bakterije. Uz antimikrobno djelovanje, promoviranjem granulacije
1 staniCne organizacije kitozan osigurava 1 ubrzava uspjesno cijeljenje razlicitih vrsta rana

(Dai i sur., 2011).

Melatonin je neurohormon kojeg preteZito luci epifiza, ovisno o prisutnosti svjetla i
tame. On regulira cirkadijani ritam, promotor je spavanja, a takoder ima funkciju u
reprodukciji, potro$nji energije 1 regulaciji tjelesne mase. Svoje pleiotropne ucinke melatonin
iskazuje kao neurotransmitor, hormon, citokin i modulator bioloskog odgovora te je
antioksidans Sirokog spektra (Slominski i sur., 2007). Melatonin utjeCe na brojne procese u
cijeljenju rana kao $to su oslobadanje medijatora upale, proliferacija i migracija stanica,
angiogeneza 1 akumulacija kolagena u podru¢ju rane. Takoder posjeduje i antibakterijski
ucinak koji je jae izrazen =za gram-negativne nego za gram-pozitivne bakterije.
Antibakterijski u¢inak pripisuje se njegovoj sposobnosti vezanja intracelularnih supstrata kao

Sto su slobodno zeljezo 1 masne kiseline (Tekbas 1 sur., 2008).

U ovom radu pripravljene su lecitinsko-kitozanske nanocestice s melatoninom
direktnim injektiranjem etanolne otopine lecitina i melatonina u vodenu otopinu Kkitozana.
KoriStena su Cetiri tipa kitozana koja se medusobno razlikuju prema stupnju deacetilacije 1/ili

molekulskoj masi. Usporedbe radi, pripravljene su i prazne lecitinsko-kitozanske nanocestice.
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Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj fizicke uklopljenosti melatonina u lecitinsko-
kitozanske nanocestice na cijeljenje rane in vitro. U tu svrhu usporedivan je utjecaj suspenzija
lecitinsko-kitozanskih nanocestica s uklopljenim melatoninom i smjese suspenzija praznih
lecitinsko-kitozanskih nanocestica i otopine melatonina na dinamiku cijeljenja modelne rane.
Modelna rana predstavljena je oSte¢enjem konfluentnog sloja keratinocita koze (HaCaT
stanica), a cijeljenje rane proliferacijom i migracijom stanica tj. smanjenjem povrSine
praznine nastale namjernim o$te¢ivanjem konfluentnog sloja stanica, u periodu od 48 sati

nakon tretiranja stanica.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Za pripravu nanocestica koristeni su:

lecitin S45 (Lipoid GmbH, Njemacka),
melatonin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka),
Cetiri tipa kitozana (Protosan® CL 113, 114, 213, 214, NovaMatrix, Norveska).

Tablica 1: Svojstva koristenih kitozana

Oznaka Stupanj deacetilacije (%) Molekulska masa (kDa)
Kitozan 113 C113 75-90 50-150
Kitozan 114 C114 >90 50-150
Kitozan 213 C213 75-90 150-400
Kitozan 214 C214 >90 150-400

Za uzgoj stani¢ne linijje HaCaT (keratinociti koze; Cell Line Services, Njemacka)

koriSent su:

hranidbeni medij DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium), fosfatni
pufer bez Ca i Mg (engl. phosphate-buffered saline, PBS), smjesa antibiotika
(penicilin,  streptomicin i amfotericin  B), tripsin 25% i EDTA
(etilendiamintetraoctena kiselina) nabavljeni od Lonze (Svicarska),

fetalni tele¢i serum (engl. fetal bovine serum, FBS), nabavljen od Biosere
(Francuska)

posude za uzgoj stanica, nabavljene od TPP-a (Svicarska) i Falcona (SAD)

Etanol (96%) koriSten je za pripravu otopine lecitina, a otopina NaCl (10 mM)

koriStena je za razrjedivanje suspenzija nanocestica prije mjerenja zeta-potencijala.
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U ispitivanju cijeljenja rane in vitro koristen je pufer balansiran Hankovim solima

(engl. Hank's balanced Salt Solution, HBSS pufer) pH 6,0, pripravljen otapanjem soli

navedenih u Tablici 2, u procis¢enoj vodi.

Tablica 2: Sastav HBSS pufera

Sol

Proizvodac

kalcijev klorid
(CaCl; bezvodni; 140 mg/L)

Sigma-Aldrich, Njemacka

magnezijev klorid
(MgCl; x 6H,0; 100 mg/L)

Merck, Njemacka

magnezijev sulfat
(MgSQO, x 7 H,0; 100 mg/L)

Kemig, Hrvatska

kalijev Klorid
(KCI; 400 mg/L)

Kemig, Hrvatska

kalijev dihidrogenfosfat
(KH,PQOy4; 60 mg/L)

Kemika, Hrvatska

natrijev hidrogenkarbonat
(NaHCOg; 350 mg/L)

Kemig, Hrvatska

natrijev klorid,
(NaCl; 8000 mg/L)

Kemig, Hrvatska

dinatrijev hidrogenfosfat
(NapHPO,4 bezvodni; 48 mg/L)

Fluka, Svicarska

D-glukoza
(1000 mg/L)

Kemig, Hrvatska

4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetansulfonska kiselina
(HEPES; 30 mM)

AppliChem/Panreac, Njemacka
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3.2. Metode

3.2.1. Priprava nanocestica

Pripravljene su otopine Cetiri tipa kitozana (C113, C114, C213 i C214; Tablica 1)
koncentracije 10 mg/ml u prociS¢enoj vodi. Otopina lecitina koncentracije 25 mg/ml
pripravljena je u 96% etanolu. Za pripravu lecitinsko-kitozanskih nanocestica s melatoninom,
melatonin je otopljen u etanolnoj otopini lecitina u koncentraciji od 5 mg/ml odnosno u

masenom omjeru 1:5 prema lecitinu.

Otopine kitozana (250 pL) razrijedene su proc¢is¢enom vodom do volumena od 23 ml.
Suspenzije lecitinsko-kitozanskih nanocestica s melatoninom pripravljene su injektiranjem 2
ml etanolne otopine lecitina i melatonina kroz iglu unutarnjeg promjera 0,75 mm, u 23 ml
razrijedene otopine kitozana uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici (900 okr/min). U
pripravljenim suspenzijama nanocestica koncentracija kitozana iznosila je 100 pg/ml, a
maseni omjer lecitina i kitozana 20:1. Usporedbe radi, pripravljene su lecitinsko-kitozanske
nanoCestice bez melatonina (prazne nanocestice), i to opisanim postupkom uz izostavljanje

melatonina.

3.2.2. Odredivanje uspjeSnosti uklapanja lijeka u nanocestice

Uklopljenost lijeka u nanocestice, odnosno sadrzaj lijeka u nanocesticama odreden je
metodom dijalize kojom je moguce odvojiti neuklopljeni lijjek od nanocestica s uklopljenim
lijekom. Odgovaraju¢i volumen (4 ml) suspenzije nanocestica stavljen je u dijalizacijsku
vreéicu od celuloza acetata (Spectra/Por ®, MW cut-off 12 000 — 14 000 Da, Medicell
International Ltd, UK). Zatim je vreéica uronjena u receptorsku fazu (100 ml prociséene
vode). Uz neprekidno mijeSanje na magnetskoj mijesalici (300 okr/min), iz receptorske faze
uzimani su uzorci od 2 ml svakih 10 min, a uzeti volumen nadoknaden je sa 2 ml proc¢i§éene
vode. Uzorci su razrijedeni s 1 ml prociS€ene vode, a onda je odredena koncentracija
melatonina UV-Vis spektrofotometrom (A=278 nm) (Cary 50, Varian Inc., SAD). Ispitivanje
je zaustavljeno kada su u uzastopnim uzorcima receptorske faze izmjerene jednake

koncentracije lijeka (nakon 120 min).

20



Uspjesnost uklapanja lijeka (UU) odredena je prema sljedecoj jednadzbi:

__ [ukupnilijek]—[neuklopljenilijek]

uu x 100

[ukupni lijek]
Sadrzaj melatonina u nanocesticama (engl. drug loading, DL(%)) izraCunat je prema
sljede¢oj jednadzbi:

[ukupni lijek]—[neuklopljeni lijek]
X

DL (%)= 100

[masa nanocestica]

Sadrzaj melatonina (Cy) u suspenziji nanocestica izraCunat je prema sljedecoj
jednadzbi:

[ukupni lijek]—[neuklopljeni lijek]

Cwm (ug/ml)=

[volumen suspenzije nanocestical]

Dijalizirani uzorci suspenzija nanocestica koriSteni su u svim daljnjim ispitivanjima.

3.2.3. Odredivanje veli¢ine nanoc¢estica

Veli¢ina nanocestica odredena je fotonskom korelacijskom spektroskopijom (engl.
photon correlation spectroscopy; PCS) (Zetasizer 3000HS, Malvern Instruments, UK). PCS
metodom se odreduje veli¢ina dispergiranih ¢estica u podru¢ju od 2 nm do 3 um. Mjerenje se
provodi obasjavanjem uzorka monokromatskom koherentnom laserskom zrakom, te se biljezi

intenzitet svjetlosti rasprSene na ¢esticama pod odredenim kutom.

U mjernim sustavima upotrebljen je monokromatski koherentni 10 mW He-Ne laser
(A=633 nm), a kut detekcije rasprSene svjetlosti je bio 90°. Mjerenja su provedena pri 25°C.

Velic¢ina Cestica mjerena je nakon odgovarajuceg razrjedivanja proc¢is¢enom vodom.

3.2.4. Odredivanje zeta-potencijala nanocestica

Zeta-potencijal odreden je fotonskom korelacijskom spektroskopijom (PCS) (Zetasizer
3000HS, Malvern Instruments, UK). Zeta-potencijal je elektrokineticki potencijal u koloidnim
disperzijama. Vrijednost zeta-potencijala odreduje se indirektno mjerenjem elektroforetske
pokretljivosti Cestica. U sustavu za mjerenje elektroforetske pokretljivosti Cestica koriSten je
10 mW He-Ne laser. Elektroforetska pokretljivost izraCunava se iz spektra frekvencija koje

proizlaze iz detektiranih fotona svjetlosti. S obzirom da se nabijene Cestice nalaze u
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promjenjivom elektricnom polju, one se gibaju i rasprSuju svjetlost. Ovisno o brzini gibanja
mijenja se 1 frekvencija svjetlosti. Mjerenja su provedena pri 25 °C. Zeta-potencijal

nanocestica mjeren je nakon odgovarajuceg razrjedivanja s 10 mM otopinom NaCl.

3.2.5. Stanicna linija i uvjeti uzgoja

U ovom radu koristena je humana stani¢na linija HaCaT (keratinociti koze; Cell Line
Services, Njemacka). Stanice su uzgajane u skladu s protokolom kojeg preporucuje
proizvodac. Stanice su nasadene u sterilnim uvjetima u posudama za uzgoj od 25, 75 i
150 cm?, ili na plodama sa 24 jazice, te su uzgajane u inkubatoru pri 37°C, 5% CO; i
95% relativne vlaznosti. Konfluentnost je kontrolirana invertnim mikroskopom (Primovert,
Carl Zeiss AG, Njemacka). Za uzgoj HaCaT stanica kao hranidbeni medij koristen je DMEM
koji je sadrzavao penicilin, streptomicin i amfotericin uz dodatak 10% fetalnog govedeg

Seruma.

Nakon postizanja 80-90% konfluentnosti, stanice su presadivane u novu tikvicu.
Prilikom presadivanja medij je odsisan te su stanice isprane s PBS-om koji je potom uklonjen,
a zatim su stanice inkubirane s otopinom EDTA (0,02 % m/V) pri 37°C u periodu od 2,5
minute. Stanice su tripsinizirane otopinom tripsina (0,125 % m/V), a nakon odvajanja stanica
od podloge ucinak tripsina je inhibiran dodatkom medija (DMEM/10% FBS) u volumnom

omjeru prema tripsinu 3:2. Stani¢ni medij je mijenjan svaka dva dana.

3.2.6. Pracenje dinamike prekrivanja praznina nastalih namjernim

oste¢ivanjem konfluentnog sloja stanica — engl. scratch test

Utjecaj suspenzije lecitinsko-kitozanskih nanocestica s melatoninom 1 smjese
suspenzije praznih lecitinsko-kitozanskih nanocestica i otopine melatonina na cijeljenje rane
in vitro, odreden je pracenjem dinamike prekrivanja praznina nastalih namjernim
oste¢ivanjem konfluentnog sloja stanica (engl. scratch test). Metoda se temelji na stvaranju
modelne rane (engl. scratch) na konfluentnom monosloju stanica. Stanice na krajevima
modelne rane proliferiraju/migriraju prema srediStu dok ne dode do zatvaranja modelne rane,

odnosno dok ne dode do medusobnog kontakta stanica.

HaCaT stanice nasadene su pri gusto¢i od 10° stanica/jaZici na ploe s 24 jazice (TPP,
Svicarska) nakon ega im je bilo potrebno 24 sata za postizanje odgovarajuc¢e konfluentnosti u

mediju s 10% FBS-a.
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Nakon postizanja konfluentnosti, stanicama je uklonjen medij i zamijenjen s medijem
bez seruma. Nakon 24 h sloj stanica je po sredini jazice zagreban vrhom pipete od 10 pl kako
bi se stvorila modelna rana. Monosloj je potom ispran HBSS-om (pH 6,0) kako bi se uklonile
odvojene stanice. Modelne rane tretirane su priredenim suspenzijama lecitinsko-kitozanskih
nanocCestica s melatoninom, i sSmjesom suspenzije praznih lecitinsko-kitozanskih nanocestica i
otopine melatonina pri koncentraciji kitozana od 5 pg/ml. Kao kontrole koriStene su otopina
melatonina (5 pg/ml) i suspenzija praznih lecitinsko-kitozanskih nanocestica pri koncentraciji
kitozana od 5 pg/ml. Stanice su tretirane 2 sata nakon ¢ega su suspenzije, odnosno otopine
odsisane, a stanice isprane HBSS-om te im je vraéen svjezi medij bez seruma. Dinamika
prekrivanja praznina pracena je invertnim mikroskopom (Primovert, Carl Zeiss AG,
Njemacka) spregnutim s kamerom (Samsung, 5 pixel) tijekom 48 sati nakon tretiranja. Za

obradu slika koriSten je program ImageJ (National Institute of Health, SAD).

3.2.7. Statisticka analiza

Za statisticku analizu podataka koristen je 1-way ANOVA test nadopunjen
multiparametarskim Tukey's post-hoc testom (granica znacajnosti P < 0,05). Racunanje je
provedeno pomoc¢u GraphPad Prism programa (GraphPad Software, Inc., San Diego, SAD;

www.graphpad.com).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava lecitinsko-kitozanskih nanocestica s melatoninom

Lecitinsko-kitozanske nanocCestice s melatoninom uspje$no su pripravljene metodom
ionotropnog geliranja koje se temelji na elektrostatskoj interakciji izmedu pozitivno nabijenih
amino skupina kitozana i negativno nabijenih polianiona (u ovom slu¢aju sastavnica lecitina
koje pridonose njegovom negativnom naboju). Prednosti metode su njezina jednostavnost i
mogucnost priprave nanocestica u vodenom mediju te blagi uvjeti pri kojima nastaju
nanocestice. Reverzibilno umrezavanje elektrostatskom interakcijom prihvatljivije je od
kemijskog umrezavanja jer se prije svega izbjegava upotreba toksi¢nih reagensa. Najpoznatiji
polianion Kkoji moze elektrostatski medudjelovati s pozitivno nabijenim kitozanom je
tripolifosfat (TPP). Pri pripravi kitozanskih nanocestica metodom ionotropnog geliranja na
veli¢inu i Sirinu raspodjele veli¢ina Cestica utjee raspodjela molekulskih masa kitozana,

stupanj deacetilacije, koncentracija i molarni omjer kitozana i polianiona (Hafner, 2008).

U pripravi lecitinsko-kitozanskih nanocestica koriStena su Cetiri tipa kitozana koja se
medusobno razlikuju po molekulskoj masi i stupnju deacetilacije (Tablica 1). Tako su iz
kitozana C113, C114, C213 i C214 pripravljene lecitinsko-kitozanske nanocestice s
melatoninom oznacene redom kao MLC113, MLC114, MLC213 i MLC214. Maseni omjer
lecitina i kitozana u svim pripravcima iznosio je 20:1, dok je maseni omjer izmedu melatonina

i lecitina iznosio 1:5.

Nanocestice bez melatonina (prazne nanocestice) pripravljene su opisanim postupkom
uz izostavljanje melatonina. Prazne lecitinsko-kitozanske nanocCestice oznafene su kao

LC113, LC114, LC213, LC214, ovisno o tipu kitozana koristenom u njihovoj pripravi.

Dosadasnjim istrazivanjima potencijala lecitinsko-kitozanskih nanocestica kao nosaca
melatonina utvrdena je povecana permeabilnost i zadrzavanje u kozi melatonina uklopljenog
u nanocestice u usporedbi s melatoninom iz otopine (Hafner i sur., 2011). Takoder melatonin
uklopljen u nanocestice bolje je permeirao kroz monosloj Caco-2 stanica kao modela epitelne
barijere, u usporedbi s melatoninom iz otopine (Hafner i sur., 2009). Mukoadhezivnost
lecitinsko-kitozanskih nanocCestica osigurava dulje zadrzavanje na mjestu primjene, a za

ocekivati je, 1 posljedi¢no vecu apsorpciju uklopljenog lijeka.

Ozcan i suradnici utvrdili su prednosti uklapanja diflukortolona u lecitinsko-

kitozanske nanocestice usporedujuci ih s komercijalnom dostupnom kremom koja sadrzi

24



diflukortolon. Diflukortolon, potentan kortikosteroid koji se koristi lokalno u lijeCenju raznih
koznih oboljenja, pokazao je mnoge sistemske nuspojave uslijed svoje perkutane apsorpcije.
Uklapanjem diflukortolona u lecitinsko-kitozanske nanocestice poveCana je njegova
perkutana apsorpcija i nakupljanje u epidermisu bez oStecenja funkcije kozne barijere 1 to pri
manjim dozama u odnosu na komercijalno dostupnu kremu. Smanjenje doze diflukortolona
vazno je za smanjenje njegovih sistemskih nuspojava, te ovaj terapijski sustav predstavlja
vazan korak u daljnjem istrazivanju lokalnih kortikosteroida u lijeCenju razli¢itih koznih
oboljenja (Ozcan i sur., 2013). Tan i suradnici dosli su do sli¢ne spoznaje utvrdivsi poveéanu

koncentraciju kvercetina u kozi uklapajuci ga u lecitinsko-kitozanske nanocestice (Tan i sur.,

2011).

4.2. Karakterizacija nanocCestica s melatoninom

Glavna svojstva lecitinsko-kitozanskih nanocestica s melatoninom prikazana su u

Tablici 3.

Uspjesnost uklapanja melatonina u lecitinsko-kitozanske nanocestice iznosila je od
23,3 +1,9% do 26,1 + 4,1 %, dok se sadrZaj melatonina u odgovaraju¢im suspenzijama kretao

od 105,2 +£7,5 ng/ml do 114,3 + 9,8 pg/ml.

Srednji promjeri praznih lecitinsko-kitozanskih nanocestica bili su u rasponu od
239,7 £ 2,7 do 260,9 £ 3,4 nm. Srednji promjeri odgovarajuéih lecitinsko-kitozanskih
nanocestica s melatoninom iznosili su izmedu 242,7 + 3,5 1 263,4 = 7,9 nm. Vecina uzoraka
karakterizirana je relativno Sirokom raspodjelom veli€ina Cestica na $to ukazuju vrijednosti

indeksa polidisperznosti prikazane u Tablici 3.

Vrijednosti zeta-potencijala bile su pozitivne (24,6 do 30,7 mV) za sve ispitivane
lecitinsko-kitozanske nanocestice. Promjena vrijednosti zeta-potencijala od negativne za
koloidnu suspenziju lecitina (priblizno -33 mV; Hafner i sur., 2009) u pozitivne, za sve
ispitivane lecitinsko-kitozanske nanocestice (Tablica 3), ukazuje na prisustvo pozitivno
nabijenih amino skupina kitozana na povrsini nanocestica. Amino skupine kitozana pozitivno
su nabijene u sustavimapri pH vrijednostima manjim od pK, kitozana (~6,5). Uklapanje

melatonina nije utjecalo na povrSinski naboj nanocestica.

Veli¢ina 1 povrSinski naboj nanocestica ovisili su o molekulskoj masi 1 stupnju
deacetilacije kitozana. Tako su nanocestice najveceg srednjeg promjera i najveceg zeta-

potencijala pripravljene s kitozanom veceg stupnja deacetilacije i ve¢e molekulske mase
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(C214), dok su nanocestice najmanjeg srednjeg promjera i najmanjeg zeta-potencijala

pripravljene s kitozanom manjeg stupnja deacetilacije i manje molekulske mase (C113).

Svi navedeni rezultati vezani uz sadrzaj uklopljenog melatonina, veli¢inu,
polidisperznost i povrsinski naboj nanocCestica, u skladu su s prethodno ostvarenim
rezultatima (Blazevi¢ 1 Mileki¢, 2015), sto ukazuje na ponovljivost i reproducibilnost priprave

lecitinsko-kitozanskih nanocestica metodom ionotropnog geliranja.

Tablica 3. Glavna svojstva lecitinsko-kitozanskih nanocestica s melatoninom

Srednji Zeta
promjer potencijal o o
(nm) PDI (mv) UU (%) DL (%) | Cm (ng/ml)
MLC 113 | 242,7£3.5 0,27+0,03 24,8+0,4 23,3+1,9 3,63+0,41 105,2+7,5
(239,7+2,7) | (0,27+0,04) | (24,6+0,5)
MLC 114 | 254,8+£5.4 0,37+0,04 25,5+0,9 23,9+1,9 3,66+0,42 | 103,3+12,0
(245,4+4.2) | (0,36+0,04) | (25,0+0,6)
MLC 213 | 255,0+£7,2 0,33+0,02 27,7+1,2 25,3£3,1 3,61£0,42 | 101,6+12,1
(248,8+4,6) | (0,31£0,05) | (27,1%1,3)
MLC 214 | 263,479 0,39+0,04 30,6+1,0 26,1+4,1 3,78+0,48 114,34£9.,8
(260,9+3,4) | (0,34+0,06) | (30,7+1,5)

Vrijednosti u zagradama odnose se na prazne nanocestice. Prikazane su srednje vrijednosti +
standardna devijacija (n = 3).

PDI, indeks polidisperznosti

UU (%), uspjesnost uklapanja: sadrzaj lijeka/teorijski sadrzaj lijeka x 100

DL (%), sadrza;j lijeka/ispitivana koli¢ina nanocestica x 100

CM (pg/ml), sadrzaj lijeka/volumen suspenzije nanocestica

4.3. Utjecaj uklopljenosti melatonina u nanocestice na proliferaciju i

migraciju HaCaT stanica

Cijeljenje rane je kompleksan proces koji ukljucuje interakcije stanica, izvanstani¢nog
matriksa 1 signalnih molekula. U procesu cijeljenja rane vaznu ulogu imaju fibroblasti i
keratinociti. Tijekom faze upale fibroblasti migriraju u podrucje rane gdje sintetiziraju i

remodeliraju novi izvanstani¢ni matriks, Cija je glavna sastavnica kolagen. Uz dermis, i
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epidermis kao povrsSinski zastitni sloj koze, mora zacijeliti. Keratinociti iz bazalnog sloja
migriraju iz podru¢ja rubova rane i ozlijedenih epidermalnih adneksa u podrucje rane.
Keratinociti zatim proliferiraju, raslojavaju se i diferenciraju, stvaraju¢i novi epidermis koji

prekriva ranu, odnosno novi povrsinski zastitni sloj koze (Howling i sur., 2001).

Stani¢ne kulture fibroblasta i keratinocita koriste se kao in vitro modeli rane u
preliminarnim ispitivanjima potencijalnog ucinka razlicitih tvari i inovativnih terapijskih
sustava na cijeljenje rane (Howling i sur., 2001; Shrimanker i sur., 2003). Pri takvim
ispitivanjima, modelna rana predstavljena je oSte¢enjem konfluentnog sloja stanica koze, a
cijeljenje rane proliferacijom i migracijom stanica, odnosno prekrivanjem praznina nastalih
oste¢ivanjem konfluentnog sloja stanica (engl. scratch test). Prije provodenja ispitivanja
potencijalnog ucinka razli¢itih tvari/terapijskih sustava na cijeljenje rane opisanom metodom,
potrebno je ispitati biokompatibilnost tih istih tvari/terapijskih sustava sa stanicama
fibroblasta i/ili keratinocita, odnosno odrediti koncentracije pri kojima ispitivane
tvari/terapijski sustavi ne uzrokuju smanjenje vijabilnosti koristenih stanica (Felice i sur.,

2015).

Blazevi¢ 1 Mileki¢ (2015) ispitivali su utjecaj lecitinsko-kitozanskih nanocestica s
melatoninom na proliferaciju migraciju humanih keratinocita (HaCaT). Prethodno su utvrdili
da izlaganje HaCaT stanica suspenzijama nanoCestica s melatoninom pri koncentraciji
kitozana manjoj od 20 pg/ml nije znacajnije utjecalo na vijabilnost stanica, neovisno o tipu
koristenog kitozana. Pri tretiranju stanica otopinama kitozana manjeg stupnja deacetilacije
znafajno smanjenje vijabilnosti stanica uo€eno je pri koncentracijama kitozana od 10 1 20
pug/ml, dok je u slucaju kitozana veceg stupnja deacetilacije vijabilnost stanica znacajno
smanjena ve¢ pri koncentraciji kitozana od 5 pg/ml. Temeljem tih rezultata,pri ispitivanju
utjecaja nanocestica na cijeljenje rane in vitro, modelne rane tretirane su pripravljenim
suspenzijama lecitinsko-kitozanskih nanocestica pri koncentraciji kitozana od 5 pg/ml. Kao
kontrole koriStene su otopine melatonina (5 pg/ml) i kitozana (5 ug/ml), te lecitinske
nanocestice (100 pg/ml). Utvrdeno je da su, za razliku od otopina kitozana koje su usporavale
cijeljenje (epitelizaciju) rane in vitro, suspenzije lecitinsko-kitozanskih nanocestica
odgovaraju¢e koncentracije kitozana ubrzavale navedeni proces. Ucinak nanocestica na
cijeljenje rane in vitro ovisio je o sadrzaju melatonina u nanoc¢esticama (nanocestice s
melatoninom imale su bolji u¢inak od praznih nanocestica) i tipu kitozana koriStenom u

njihovoj pripravi.
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Takoder je utvrdeno da je uklapanje melatonina u nanocestice rezultiralo produljenim
oslobadanjem melatonina, koje moze utjecati na biofarmaceutsku aktivnost razvijenog

terapijskog sustava (Blazevi¢ i Mileki¢, 2015).

Usto, poznato je da uklapanje djelatnih tvari u nanonosace, posebice one pozitivnog
povrsinskog naboja, moZe utjecati na njihovu internalizaciju (ulazak u stanicu) (Verma i
Stellacci, 2010). Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj fiziCke uklopljenosti melatonina u
lecitinsko-kitozanske nanocestice na cijeljenje rane in vitro. U tu svrhu usporedivan je utjecaj
suspenzija nanocestica s uklopljenim melatoninom i smjese suspenzija praznih nanocestica i

otopine melatonina na migraciju/proliferaciju HaCaT stanica.

Proliferacija/migracija stanica (cijeljenje rane in vitro) izrazena je smanjenjem
povrsSine praznine nastale namjernim oste¢ivanjem konfluentnog sloja stanica tj. postotkom
prekrivenosti prvotno formirane praznine, 24 i 48 sati nakon dvosatnog tretiranja stanica
(Slike 5-7).

Modelne rane tretirane su suspenzijama lecitinsko-kitozanskih nanocestica s
melatoninom (MLC113, MLC114, MLC213 i MLC214) pri koncentraciji kitozana od 5 pg/ml
i odgovaraju¢im smjesama suspenzija praznih lecitinsko-kitozanskih nanocestica i otopine
melatonina (M+LC113, M+LC114, M+LC213 1 M+LC214). Kao kontrole koriStene su

otopina melatonina (5 pug/ml) i prazne lecitinsko-kitozanske nanocestice (LC113, LC114,
LC213 i LC214) pri koncentraciji kitozana od 5 pug/ml.
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Slika 5: Utjecaj suspenzija lecitinsko-kitozanskih nanocestica s melatoninom pripravljenih s
kitozanom C113, C114, C213 i C214, i odgovaraju¢ih smjesa suspenzija praznih
lecitinsko-kitozanskih nanocestica i otopine melatonina na cijeljenje rane in vitro u
24-satnom periodu. Cijeljenje rane in vitro izrazeno je postotkom prekrivenosti
povrsine praznine nastale namjernim oSte¢ivanjem konfluentnog sloja stanica 24 sata
nakon dvosatnog tretiranja stanica. Modelne rane tretirane su priredenim
suspenzijama pri koncentraciji kitozana od 5 pg/ml. Kao kontrole koriStene su
otopina melatonina (5pg/ml) 1 suspenzije praznih lecitinsko-kitozanskih nanocestica
pri koncentraciji kitozana od 5 pg/ml. Prikazane su srednje vrijednosti = SD (n=3).
*Razlikuju se od netretiranih stanica inkubiranih u HBSS-u (P < 0,05).
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kitozanom C113, C114, C213 i C214, i odgovaraju¢ih smjesa suspenzija praznih

lecitinsko-kitozanskih nanocestica i otopine melatonina na cijeljenje rane in vitro u

48-satnom periodu. Cijeljenje rane in vitro izrazeno je postotkom prekrivenosti
povrsine praznine nastale namjernim osSte¢ivanjem konfluentnog sloja stanica 48 sati

nakon dvosatnog tretiranja stanica.

Modelne rane tretirane

su priredenim
suspenzijama pri koncentraciji kitozana od 5 pug/ml. Kao kontrole koriStene su
otopina melatonina (5pg/ml) 1 suspenzije praznih lecitinsko-kitozanskih nanocestica
pri koncentraciji kitozana od 5 pg/ml. Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=3).
*Razlikuju se od netretiranih stanica inkubiranih u HBSS-u (P < 0,05).
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U 24-satnom periodu nakon tretiranja, otopina melatonina te suspenzije praznih
nanoCestica nisu znaajno ubrzale proces cijeljenja rane in vitro u odnosu na kontrolu
(netretirane stanice inkubirane u HBSS-u; Slika 5). Lecitinsko-kitozanske nanocCestice s
melatoninom MLC113, MLC114 i MLC 213, te smjese suspenzija praznih lecitinsko-
kitozanskih nanocestica i otopine melatonina M+LC113 i M+LC213, znacajno su ubrzale
proces cijeljenja in vitro u odnosu na netretirane stanice inkubirane u HBSS-u (postotak
cijeljenja rane in vitro iznosio je 57,9 + 4,2 % za MLC113, 40,4 + 8,6% za MLC114, 48,7 +
11,2% za MLC213, 46,3 + 3,9% za M+LC113, 40,9 + 15,8% za M+LC213 te 20,8 £ 9,8% za
stanice inkubirane s HBSS-om) (Slika 5).

Nakon 48 sati od tretiranja stanica sve suspenzije lecitinsko-kitozanskih nanocestica s
melatoninom i sve smjese suspenzija praznih lecitinsko-kitozanskih nanocestica i otopine
melatonina znacajno su ubrzale proces cijeljenja rane in vitro u odnosu na stanice inkubirane s
HBSS-om (Slika 6). Najbrze cijeljenje rane in vitro zabiljezeno je kod modelne rane izloZzene
nanocesticama s melatoninom pripravljene s kitozanom manje molekulske mase i manjeg
stupnja deacetilacije (MLC113). Postotak cijeljenja rane in vitro iznosio je redom 68,1 + 6,7
%, 60,0 £ 9,0 %, 68,5 £ 89 % i 55,6 + 7,2% za MLC113, MLC114, MLC213 i MLC214
nanocestice, a 59,5 £ 4,5 %, 60 = 7,3 %, 60,9 = 9,1 % 1 50,6 £ 5,3 % za smjese M+LC113,
M-+LC114, M+LC213 i M+LC214 te 34,3 + 9,9 % za stanice inkubirane s HBSS-om. Ti
rezultati upucuju na bolji u¢inak suspenzija nanocestica s uklopljenim melatoninom na proces
cijeljenja rana in vitro u usporedbi sa odgovaraju¢im smjesama suspenzija praznih lecitinsko-
kitozanskih nanocestica i otopine melatonina, medutim nije postignuta razina statisticke
znacajnosti P < 0,05. Od kontrolnih uzoraka (otopine melatonina i suspenzija praznih
nanocestica), u 48-satnom periodu od tretiranja, jedino su suspenzije praznih nanocestica
pripravljene s kitozanima manjeg stupnja deacetilacije (C113 i C213) znacajno ubrzale

cijeljenje rane in vitro u odnosu na netretirane stanice inkubirane u HBSS-u.
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Slika 7: Brzina cijeljenja modelnih rana nastalih namjernim oste¢ivanjem konfluentnog sloja
HaCaT stanica te izloZzenih suspenziji lecitinsko-kitozanskih nanocestica
pripravljenih s kitozanom C113 (LC113), smjesi suspenzije lecitinsko-kitozanskih
nanocestica i otopine melatonina (M+LC113) te suspenziji lecitinsko-kitozanskih
nanocestica s melatoninom (MLC113), u usporedbi sa stanicama inkubiranim u
HBSS-u (pH 6,0). Modelne rane tretirane su navedenim sustavima pri koncentraciji
kitozana od 5 pg/ml.

32



Iz svega se moze zakljuciti da ucinak fizickog uklapanja melatonina u nanocestice 1
posljedi¢ni utjecaj na brzinu oslobadanja lijeka i eventualno internalizaciju, nije presudan za
ucinak ispitivanog sustava na cijeljenje rane in vitro. Pozitivni u¢inak Smjesa suspenzija
praznih nanocestica i otopine melatonina na cijeljene rane in vitro ukazuje na sinergijski
uc¢inak kitozana i melatonina na proliferaciju/migraciju tretiranih stanica. Ipak, nanocestice s
uklopljenim melatoninom predstavljaju potencijalno vrijedan terapijski sustav koji moze
osigurati dulju stabilnost melatonina u usporedbi s pripravcima u kojima melatonin nije
uklopljen u polimerni nosa¢ (Tursilli i sur., 2006). Takoder, produljenim oslobadanjem
melatonina moze osigurati manju koncentraciju melatonina u podrué¢ju rane te posljedi¢no

manju sistemsku izlozenost (Zhang i sur., 2008).
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5. ZAKLJUCCI

e Lecitinsko-kitozanske nanocestice s melatoninom uspjes$no su pripravljene ionskom
interakcijom izmedu lecitina i kitozana. U pripravi nanocestica koriStena su Cetiri tipa

kitozana koja se medusobno razlikuju po molekulskoj masi i/ili stupnju deacetilacije.

e Pripravljenje su nanocestice srednjeg promjera od 242,7 + 3,5 do 263,4 £ 7,9 nm,
pozitivnog zeta-potencijala (24,6 do 30,7 mV) te zadovoljavajuéeg sadrzaja
melatonina (3,6 + 0,4 % do 3,8 + 0,5 %). Veli¢ina i1 povrSinski naboj nanocestica

ovisili su 0 molekulskoj masi i stupnju deacetilacije kitozana.

e Najbrze cijeljenje rane in Vvitro zabiljezeno je kod modelne rane izloZene
nanocesticama s melatoninom pripravljene s kitozanom manje molekulske mase i

manjeg stupnja deacetilacije (MLC113).

e Suspenzije lecitinsko-kitozanskih nanocestica s uklopljenim melatoninom pokazale su
bolji ucinak na proces cijeljenja rane in vitro u usporedbi sa smjesom suspenzija
praznih lecitinsko-kitozanskih nanoCestica i otopine melatonina, medutim nije

postignuta razina statistiC¢ke znacajnosti P < 0,05.

e Utjecaj fizickog uklapanja melatonina u nanocestice nije bio presudan za ucinak
ispitivanog sustava na cijeljenje rane in vitro. Ipak, nanocCestice s uklopljenim
melatoninom predstavljaju potencijalno vrijedan terapijski sustav koji moze osigurati
dulju stabilnost melatonina, a produljenim oslobadanjem njegovu manju koncentraciju

u podrucju rane te posljedi¢no manju sistemsku izlozenost melatoninu.
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7. SAZETAK

Cijeljenje rane je kompleksan proces koji ukljucuje integrirani odgovor razlicitih vrsta
stanica 1 faktora rasta kako bi se postigla brza obnova strukture koze i njene funkcije.
Cijeljenju rane pridonose funkcionalne obloge za rane koje osiguravaju optimalnu vlaznost,
toplinu, pH, mogu¢nost izmjene plinova, te prevenciju/suzbijanje infekcije rane. Istrazuje se i
primjena (bio)polimera koji kroz utjecaj na migraciju 1 proliferaciju stanica koze,
antimikrobni ucinak ili hemostatsko djelovanje mogu utjecati na proces cijeljenja rane.

Razvijaju se polimerni terapijski nanosustavi ¢iji uc¢inak ovisi o sadrzaju djelatne tvari,

polimernom sastavu i specifi¢nim fizi¢ko-kemijskim svojstvima.

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj fizicke uklopljenosti melatonina u lecitinsko-
kitozanske nanocestice na cijeljenje rane in vitro. U tu svrhu usporedivan je utjecaj suspenzija
nanocCestica s uklopljenim melatoninom i smjese suspenzija praznih nanocestica i otopine
melatonina na dinamiku cijeljenja modelne rane predstavljene oste¢enjem konfluentnog sloja

keratinocita koze.

Lecitinsko-kitozanske nanocestice s melatoninom uspje$no su pripravljene ionskom
interakcijom izmedu lecitina 1 kitozana. KoriStena su Cetiri tipa kitozana koja se medusobno
razlikuju prema stupnju deacetilacije (75-90% ili >90%) i/ili molekulskoj masi (50-150 ili
150-400 kDa). Pripravljenje su nanocestice srednjeg promjera od 242,77 + 3,5 do
2634 + 7,9 nm, pozitivhog zeta-potencijala (24,8 = 0,4 do 30,6 £ 1,0 mV) te
zadovoljavajuceg sadrZaja melatonina (3,6 = 0,4 % do 3,8 + 0,5 %). Suspenzije nanoCestica s
uklopljenim melatoninom pokazale su bolji ucinak na proces cijeljenja rane in vitro u
usporedbi sa smjesom suspenzija praznih nanocestica i otopine melatonina, medutim nije
postignuta razina statisticke znacajnosti P < 0,05.Utjecaj fizickog uklapanja melatonina u
nanocestice nije bio presudan za ucinak ispitivanog sustava na cijeljenje rane in vitro. Ipak,
nanocCestice s uklopljenim melatoninom predstavljaju potencijalno vrijedan terapijski sustav
koji mozZe osigurati dulju stabilnost melatonina, a produljenim oslobadanjem njegovu manju

koncentraciju u podrucju rane te posljedicno manju sistemsku izloZenost melatoninu.
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7. SUMMARY

Wound healing is a complex process involving integrated response of different cells
and growth factors resulting in renewal of skin structure and functions. Innovative wound
dressings are designed to provide optimal conditions for wound healing such as adequate
wound humidity, temperature, pH, gaseous exchange and prevention/treatment of infection.
The special attention is paid at (bio)polymers with the potential to improve wound healing by
influencing migration/proliferation of skin cells, antimicrobial or haemostatic activity, as well
as on polymeric nanosystems with the effect based on the content of the active compound,

polymeric composition and its physico-chemical properties.

The aim of this work is to investigate the influence of physical entrapment of
melatonin into lecithin/chitosan nanoparticles on wound healing in vitro. For that purpose, the
effect of suspension of melatonin-loaded nanoparticles on wound healing was compared with
the effect of suspension of melatonin-free nanoparticles mixed with melatonin solution, using
human keratynocite cell line in in vitro scratch test. Melatonin-loaded lecithin/chitosan
nanoparticles were successfully prepared by ionic interaction between lecithin and chitosan.
Four types of chitosan used differed in molecular weight (50-150 kDa or 150-400 kDa) and/or
deacetylation degree (75-90 % or > 90 %). Nanoparticles had mean diameter ranging between
2427 + 3.5 — 263.4 £ 7.9 nm, positive zeta-potential (24.8 + 0.4 — 30.6 £ 1.0 mV) and
sufficient melatonin entrapment (3.6 = 0.4 % - 3.8 + 0.5 %). There was a trend towards
improved effect of suspensions of melatonin-loaded nanoparticles on wound healing in vitro
compared to suspensions of melatonin-free nanoparticles mixed with melatonin solution.
However, the statistical significance level p < 0.05 was not achieved. Melatonin physical
entrapment into nanoparticles was shown not to be crucial for the effect of system
investigated on wound healing in vitro. However, melatonin-loaded nanoparticles represent
potentially valuable delivery system which can provide prolonged melatonin stability and
prolonged melatonin release resulting in lower melatonin concentration at the wound site and

consequent lower systemic melatonin exposure.
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