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1.UVvOD

1.1 POVIJESNI OSVRT O KORISTENJU PROPOLISA

Najraniji zapisi o cijeljenju rana pronadeni su u Egiptu. Stari Egip¢ani koristili su mjesavine
meda, zivotinjske masti, bakra i smola za lokalni tretman rane, te prekrivke za rane koje su
izradivali od biljnih vlakana. Rane su prekrivali Zivotinjskim izmetom, medom i smolom.
Koristenje meda zapisano je 1700 godine pr. Kr. Paracelsus odbacuje galensku medicinu i sve
funkcije organizma tumaci kemijskim procesima koji su jednaki onima u anorganskoj prirodi.
Godine 1794. John Hunter opisao je primarno sljepljivanje rubova rane izmedu kojih se
pojavljuje manja koli¢ina krvavog sekreta te cijeljenje putem upale i adhezije rubova rane.
Godine 1840. je nastao temelj razumijevanja cijeljenja rana, odnosno da nastaje celularnim

umnazanjem tijekom procesa cijeljenja.

Propolis se koristi u cijeljenju rana od 300. g. pr. Kr. (ASRAF M. EBU-SEIDA, 2015.).
Koristili su ga Egipé¢ani, Grei te Rimljani za lijecenje unutra$njih i vanjskih bolesti. U starom
Egiptu koristio se, uz med, za balzamiranje mrtvih, a u novije vrijeme je koriSten tijekom
Burskog rata za lije¢enje rana (EL GHISALBERT, 1979.). Aristotel je rije¢ propolis oblikovao
iz grcke rijeci pro (prije) i polis (grad), Sto znaci, “prije grada” ili “branitelj grada”. Grcki
lijecnik Hipokrat uocio je utjecaj propolisa na cijeljenje rana. Nedugo nakon, Rimljani su
objasnili djelovanje propolisa na cjelokupni ljudski organizam (MARTINOTTI i RANZATO,
2015.). Za cijeljenje rana koristio se zbog imunomodulatornog, antimikrobnog i protuupalnog
ucinka. Brojne studije istrazuju in vitro potencijalne uc¢inke propolisa na cijeljenje. Koristenjem
in vitro metode zacjeljivanja rane dokazano je da propolis izaziva izrazito povecanje

sposobnosti obnavljanja rane keratinocita (EBU —SEIDA, 2015).

Prirodna ljepljiva tvar se sakuplja s razli¢itih biljaka poput topole, breze, bukve,
crnogorice ili divljeg kestena (BOSIO i sur., 2000.). Péele tragalice, ne starije od 15 dana
prikupljaju ga te oblikuju mijeSanjem s pcelinjim voskom, peludom, ali i sekretom
submandibularnih Zlijezda slinovnica, odnosno pcelinjim enzimima iz sline (SFORCIN, 2016.).
Pcele prilikom jednog leta sakupe do 10 mg propolisa. Propolis sadrzava vise od 300 kemijskih
komponenti, a sastav propolisa se razlikuje ovisno o geografskom podrucju, vremenskim
uvjetima te vrsti biljaka s kojih je sakupljen. Propolis ¢ini 50% smole i balzama, 30% voska,
10% eteri¢nih i aromatskih ulja, 5% peludi i 5% neéistoca (BANKOVA i sur., 1999.). Unutar



koSnice, propolis ima zastitnu funkciju od vanjskih nepogoda, ali i antimikrobnu u suzbijanju
bakterijskih infekcija. Propolis djeluje protuupalno i imunomodularno te potice cijeljenje rana.
Glavne kemijske komponente propolisa su polifenoli koje dijelimo na flavonoide i
neflavonoide. Flavonoidi su flavon krizin, flavon galangin i flavonski pinocembrin.
Neflavonoidi su fenolne kiseline podijeljene na derivate benzojeve kiseline poput galne kiseline
i derivate cimetne kiseline kao Sto je kafeinska, kumarinska, ferulicna kiselina. Koli¢ina
flavonoida se razlikuje ovisno o tipu propolisa. Spojevi flavonoida pridonose farmakoloskoj
aktivnosti propolisa (BACHIEGA i sur., 2012.). Najbrojnije fenolne Kiseline posjeduju snazan
antioksidacijski potencijal (MARAS, 2012.). Upravo flavonoidi imaju $irok spektar biologkih
aktivnosti poput protuupalnih, antibakterijskih i antivirusnih u¢inaka. Flavonoidi sprjecavaju
peroksidaciju lipida koja je okida¢ stani¢ne smrti. Fenetil ester kafeinske kiseline (CAPE)
djeluje imunosupresivno te inhibira rast bakterija (IVANOVSKA i sur., 1995.), poti¢e proces

zacijeljivanja te ubrzava cijeljenje rane.

Cijeljenje rane je kompleksan proces koji obuhvaéa cijeli niz kemijskih i fizioloskih
dogadaja na stani¢noj i molekularnoj razini. Postoji mnogo ¢imbenika koji utjecu na cijeljenje
rana i svojim djelovanjem usporavaju ili prekidaju proces cijeljenja. Neki od njih su prisustvo
devitaliziranog tkiva, akumulacija nekroti¢nog tkiva, kolonizacija bakterija i poveéana koli¢ina
slobodnih radikala u rani. Veliki problem u cijeljenju rana predstavljaju kroni¢ne rane. Kod
kroni¢nih rana postoje razli€iti poremecaji u rani na stani¢noj 1 molekularnoj razini. Zastoj u
cijeljenju mogu¢ je u bilo kojoj fazi cijeljenja rane, a kod kroni¢ne rane se najcesce javlja u
upalnoj fazi. Zbog poremecaja povecane aktivnosti proteaza dolazi do razgradnje fibronektina
koji sudjeluje u remodelaciji ECM-a i faktora rasta. Promjene u stanicama fibroblasta i
keratinocita dovode do smanjenog odgovora stanica na faktore rasta i citokine. Razina citokina
kod kroni¢nih rana je smanjena u usporedbi s koli¢inama u akutnim ranama. S obzirom na niske
razine citokina dolazi do smanjene migracije keratinocita. Takoder, infekcije su jedan od bitnih
¢imbenika u odgodenom cijeljenju rana. Inficirane rane ne cijele zbog ubrzane razgradnje
kolagena i usporavanja epitelizacije. Kontinuirano prisustvo bakterija u rani dovodi do
oslobadanja endotoksina i stimulacije imunog odgovora domacina. Dodatno, pri kroni¢noj
kolonizaciji rane bakterije stvaraju biofilm rezistentan na obrambene mehanizme domacina 1

na antibiotike ¢ime se prolongira infekcija rane.



Stoga su modulatori cijeljenja rana koji bi potaknuli brze cijeljenje kroni¢nih rana, te
njihove formulacije u raznim topikalnim oblicima, u fokusu farmaceutske industrije. U
dosadasnjim istrazivanjima djelovanja propolisa na cijeljenje rana in vitro i in vivo koristeni su
alkoholni ekstrakti propolisa. Budu¢i da alkoholni ekstrakti propolisa nisu prikladni za direktnu
topikalnu primjenu, kao ni u pedijatriskim formulacijama i formulacijama za trudnice, svrha
ovog istrazivanja bila je ispitati djelovanje bezalkoholnog ekstrakta propolisa na parametre

cijeljenja rana in vitro.

2. PREGLED LITERATURE

2. 1. CELJENJE RANE

Rana, lat. Vulnus je ozljeda koju obiljezava prekid kontinuiteta koze ili sluznice, pri
¢emu dolazi do djelomi¢nog ili potpunog osteéenja na dubljim tkivima (VNUK I MATICIC,
2010.). Prekid kontinuiteta tkiva nastaje zbog fizickog, mehanic¢kog, toplinskog, kemijskog i
drugog djelovanja. Podijeljena je na ogrebotinu i oguljotinu koju karakterizira prekid samo
epiderme. Normalan odgovor organizma na ranu jest cijeljenje. Cijeljenjem rane cilj je
nadomjestiti oSte¢eno tkivo vitalnim tkivom te ponovno dovesti do kontinuiteta koze
(WALTER i TALBOT, 1996.). Cijeljenje se odvija kroz nekoliko faza koje se pokrecu i
prekidaju stimulatorima i inhibitorima. Upravo su to faktori rasta, citokini te matriks
metaloproteinaze. S obzirom da cijeljenje rana prati upala, ¢este su infekcije, krvne perfuzije ili
sistemske bolesti (HULJEV, 2013.). Faze cijeljenja rana su: hemostaza, upalna faza,

proliferativna faza i faza remodelacije.

2.1.1. HEMOSTAZA

Hemostaza se naruSava i nastavlja se intrinzi¢na i ekstrinzi¢na koagulacijska kaskada.
Tijekom ozljedivanja pokrece se koagulacijska kaskada koja je rezultat kontrakcije krvnih Zila,
stvaranja trombocitnog ¢epa i koagulacije. Odsutstvo faktora XII, IX i Von Willebrandova
faktora, prekida normalan slijed stanicnih dogadanja. Vrijeme krvarenja skracuju

vazokonstriktori, a to su tromboksan A2 i prostaglandin 2-a (CLARK i sur., 1989.).



2.1.2. UPALNA FAZA

Upalna faza pocinje u trenutku ostecenja te se dijeli na ranu i kasnu upalu. Rana upalna
faza zapocinje neposredno nakon nastanka rane. Medusobno su povezani procesi upale,
proliferacije i maturacije. Da bi se omogucila lakSa migracija stanica ugrusak se rastapa
fibrinolizom. Time se prevenira kompletna opstrukcija krvnih zila. U kasnoj fazi upale a-
granule trombocita stimuliraju ulazak upalnih stanica u podruc¢je rane. Upalne stanice su
neutrofili 1 makrofazi koji su ukljuceni u fagocitozu i debridman rane. Glavna morfoloska
znacajka granulocita su zrnca u citoplazmi koja sadrze enzime: neutralne proteaze, lizozime,
kisele peroksidaze, mijeloperoksidazu, kolagenazu i laktoferin. Glavna funkcija neutrofila je
fagocitoza, oslobadanje enzima i drugih medijatora te kemotakti¢nih ¢imbenika. Eozinofili
takoder odgovaraju na kemotakti¢éne ¢imbenike kao i neutrofili. Glavni bazi¢ni protein
neutralizira heparin i ima jak helmintotoksi¢ni uc¢inak. Limfociti su uklju¢eni u imunosne
reakcije 1 kljucni su medijatori trenutacnog odgovora protutijela i odgodenog odgovora
preosjetljivosti. Migriraju u upaljeno podruéje nakon neutrofila i moze ih biti dosta u subakutnoj
i kroni¢noj fazi upale. Makrofazi su bogat izvor bioloskih stani¢nih regulatora koji su
neophodni za inicijaciju i napredak cijeljenja, otpustaju citokine i faktore rasta te na taj nacin
stimuliraju fibroblaste, keratinocite i endotelne stanice da obnavljaju oSteéene krvne zile.
Neutrofili i makrofazi odstranjuju osteceni ekstracelularni matriks.

U pocetnoj upalnoj fazi rane dolazi do povecanog priljeva trombocita i njihovog kontakta
s kolagenom. Trombociti poti¢u oslobadanje faktora zgruSavanja. Time dolazi do njihove
agregacije i nastanka krvnog ugruska. Osnovna uloga krvnog ugruska je zaustavljanje
krvarenja te zaStita rane od Stetnog djelovanja mikroorganizma. Trombociti ¢ine rezervoar
faktora rasta koji se oslobadanju njihovom degranulacijom. Faktori rasta su odgovorni za
pocetak faze proliferacije procesa cijeljenja rana. Trombocitni faktor rasta PDGF (engl. platelet
—derived growth factor) transformira ostale faktore: TGF (engl. transforming growth factors),
IGF-1 (engl. insulin growth factor), FGF (engl. fibroblast growth factor), GM-CSF (engl.
granulocyte-macrophage colony-stimulating factors) i EGF (engl. epidermal growth factor).

PDGF trombocitni faktori rasta sastoje se od homodimernih ili heterodimetnih faktora
rasta. Uklju¢uju PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD. PDGF ima
kemotakti¢nu ulogu za migraciju upalnih stanica poput fibroblasta, neutrofila i monocita.
Dodatno potice proliferaciju fibroblasta i talozenje izvanstani¢nog matriksa (DIAGN i sur.,
2016.). In vitro metodom dokazana je PDGF stimulacija oslobadanja IGF-a u fibroblastima.

Stimuliran fibroblast kontrahira kolagen te inducira brze cijeljenje rana.
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PDGF s proupalnim citokinima poput interleukina-1 (IL-1) poti¢e kemotaksiju
neutrofila. Neutrofili oslobadaju enzime, druge medijatore, kemotakti¢ne ¢imbenike te provode
fagocitozu. Monocite mobilizira TGF- koji je prisutan u podruc¢ju rane. U upalnoj fazi
povecana je sinteza TGF-B1 te pridonosi migraciji stanica. Pod kontrolom TGF-f1 su proteaze
poput MMP-1, MMP-2, MMP-3 i MMP-9. Proizvodnjom molekula izvanstani¢nog matriksa
poput kolagena i fibronektina pridonosi se saniranju rane. Diferencijacijom monocita u
makrofage nastavlja se fagocitoza preostalih mikroorganizama i propalih stanica. Makrofazi
otpustaju proupalne citokine poput IL-1, IL-6, TNF-a (engl. tumor necrosis factor-«). IL-1
doprinosi remodeliranju mezenhimalnog tkiva. Stimulira endotel kapilara stanica na
proizvodnju kemokina kao Sto je MCP-1. Takoder uzrokuje pojac¢anu sintezu molekula
vaskularnih adhezija poput ICAM-1, VCAM-1 i E- selektina (LOBMANN i sur., 2006.). Pod
kontrolom IL-1 je ekspresija matriks metaloproteinaza. Interleukin 6 stimulira veéinu proteina
akutne faze tijekom upale. Transgeni misevi s nedostatkom IL-6 pokazali su odgodeno
cijeljenje rana u odnosu na kontrolne skupine te povecano vrijeme cijeljenja rane (GALLUCCI
i sur., 2000.). IL-6 potice aktivnost keratinocita te kemo-atraktivno utje¢e na neutrofile. Time
potice brze zacjeljivanje rana.

Djelovanjem IL-1 dolazi do migracije limfocita T. Diferencijacijom Th2 i Th17
ukljucuje se glavni upalni odgovor. Endokrina signalizacija rezultira trombopoezom. Preko
transmembranskih receptora 130 gp odvija se signaliziranje IL-6. Prijelazom upalne faze u fazu
zacjeljivanja povecava se ekspresija IL-6 i monocitnog kemoatraktant proteina 1(MCP-1).
MCP 1 izaziva vazodilataciju i poveéava propusnost krvnih zila, modelira funkciju fibroblasta,
te utjece na sintezu kolagena. IL-6 inducira proinflamatornu proizvodnju citokina u
makrofagima i monocitima putem signalnih putova MAPK i NF«xB. U fibroblastima je
inducirana proizvodnja faktora rasta keratinocita (KGF) (JABLONSKA- TRYPUC i sur.,
2016). KGF je snazan aktivator keratinocita koji pojac¢ava njihovu proliferaciju i migraciju
(CALEY i sur., 2016). IL-6 regulira diferencijaciju fibroblasta u miofibroblaste putem
parakrine ekspresije TGF-p na mjestu rane (AGYARE i OSAFLO, 2018.).

2.1.3. PROLIFERACIJSKA FAZA | FAZA REMODELACIJE

Proliferacijska faza nastupa smirivanjem upalne faze te smanjivanjem lucenja citokina
i faktora rasta. Neutrofili se zamjenjuju makrofazima. Proliferacijska faza regulirana je
faktorima rasta kao Sto su FGF, TGF-f, PDGF | VEGF (engl. vascular endothelial growth
factor). Pod TGF-p spadaju TGF-p1-3, BMP (engl. bone morphogenic protein) i aktivin. TGF-
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B1 luce fibroblasti, trombociti, makrofazi i keratinociti. TGF-B1 ¢ini glavni kontrolni signal za
stimulaciju fibroblasta i regulaciju njegovih funkcija. Uz to, djeluje na povecanje sinteze
kolagena, elastina, proteoglikana i fibronektina. Takoder, smanjuje razine proteaza i stimulira
tkivni inhibitor metaloproteinaza (TIMP- engl. tissue inhibitor of metal protease). TGF-B1 i
PDGF pokrecu pretvorbu fibroblasta u miofibroblaste koji ¢e olaksSati zatvaranje rane. Snazan
poticaj za angiogenezu predstavlja povecana metaboli¢ka potreba i hipoksija u podrucju rane.
Zbog niske koncentracije kisika dolazi do aktivacije glavnog transkripcijskog faktora, HIF-
hipoksijom- induciranog ¢imbenika (engl. hypoxia-inducible factor). HIF se sastoji od o i
podjedinice. HIF-1lo regulira lu¢enje faktora rasta poput VEGF i TGF-B koji stimuliraju
proliferaciju i migraciju stanica. U uvjetima hipoksije potice sintezu VEGF-a. VEGF reguliraju
IL-1 1 TNF-a (engl. tumor necrosis factor alfa). VEGF pripadaju VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E te PLGF (engl. placenta growth factor). VEGF-A proizvode endotelne
stanice, fibroblasti, trombociti, keratinociti i makrofazi. Oslobadanjem VEGF-A zapocinje
proces angiogeneze te se potice cijeljenje rane. Glavni stimulator angiogeneze je hipoksija
odnosno nedostatak Kisika. Od rubova rane formiraju se male krvne Zile te medusobno stvaraju
anastomoze formiraju¢i novu kapilarnu mrezu (MARTENEZ-HERNANDEZ, 2015.).

U proliferacijskoj fazi nastaje granulacijsko tkivo. Ono se sastoji od mezenhimnih i
nemezenhimnih stanica ugradenih u mekani ECM. Uloga ECM je potpora tkivu te djeluje kao
centar za stani¢nu diferencijaciju i popravak. Podijela je na dvije skupine proteina, a to su:
fibrozni protein- kolagen i elastin te adhezivni protein- fibronektin i laminin. Kod normalnog
cijeljenja rana razgradnja proteina je kontrolirana inhibitorima poput TIMP-1. Uspje$no
cijeljenje postignuto je u ravnotezi izmedu stvaranja proteaza i njihovih inhibitora.

U fazi remodelacije dolazi do potpune normalizacije epitelnog sloja koze i formiranja
novog tkiva. Kolagen nastao tijekom proliferacijske faze zamjenjuje se kolagenom tipa I.
Organizacijom vlakana kolagena tipa | stvaraju se snopovi koji vracaju do 80% izvorne ¢vrstoce
tkiva. Visoka koncentracija askorbinske kiseline povecava stvaranje kovalentnih veza izmedu
vlakana. Na taj nacin se postize ¢vrstoca snopova kolagena. Elasti¢na vlakna vracaju elasti¢nost
vezivnog sloja koze i stijenka krvnih Zila. Proteaze bitne u remodeliranju su metaloproteinaze,
katepsin-cistein proteaze i serinske proteaze. Metaloproteinaze imaju ulogu u migraciji i
invaziji stanica te reguliraju rast stanica. Takoder, djeluje na proces angiogeneze i remodeliranja
tkiva. TIMP je inhibitor proteaza koji regulira te enzime. Blokiranje VEGF-a smanjuje
angiogenezu. Na proces angiogeneze utjeCe katepsin-cistein proteaza koja remodelira

ekstracelularni matriks.



U procesu cijeljenja bitnu ulogu imaju serinske proteaze, a to su DPP 1V proteaze. Dijele
se na dipeptidil-peptidazu IV, molekulu CD26, protein aktivacije fibroblasta FAP (engl.
fibroblast activation protein) te dipeptidil-peptidaza 8 i 9 (DPP8 i DPP9). DDP IV/CD26 utjece
u procesu cijeljenja na proliferaciju, migraciju i prezivljavanje stanica te proces angiogeneze
(PUCAR i sur., 2017.). Kontraktilna aktivacija fibroblasta i miofibroblasta dovodi do
pomicanja tkiva prema srediStu ozljede ¢ime se smanjuje veli¢ina rane. Remodelacija obuhvaca
sintezu i razgradnju kolagena u cilju pojacanja Cvrsto¢e i otpornosti na istezanje. Nakon
granulacije, proces remodelacije smanjuje koli¢inu krvnih Zila i broja stanica te tako smanjuje

metaboli¢ku aktivnost (HULJEV i GAJIC 2013.).

2.1.4. KORISTENJE HaCaT STANICNE KULTURE U IN VITRO MODELIMA
CIELJENJA RANA

HaCaT stani¢na kultura je linija spontano imortaliziranih, humanih keratinocita (VAN
WILLSON, 2013.). Koristi se kao in vitro metoda za ispitivanje brojnih farmakoloskih
supstanci. U tipi¢nim uvjetima HaCaT stanice imaju djelomi¢no do potpuno diferenciran
fenotip. HaCaT stanice pokazuju svojstva bazalnih stanica i reagiraju na razli¢ite koncentracije
Ca2+ iona. Nadalje, HaCaT stanice mogu se lako inficirati adenovirusima ili transferirati za
uvodenje transgena (VAN WILLSON, 2013.).

Slika 1. HaCaT stani¢na kultura



Slika 2. Nediferencirana HaCaT stani¢na kultura

2.2. MODULATORI CUELJENJA RANA

Podrucje cijeljenja rana je oduvijek predmet interesa u medicini i farmaceutskoj
industriji. Sredstva koja poboljsavaju cijeljenje rana kod ljudi i zivotinja sadrze glicerol,
kompleks tripeptidnog bakrenog (TCC) hidrogela, plazmu bogatu trombocitima (PRP), spojeve
cinka, aloa veru, sildenafil, tokoferol, Sipak, lantanu te med i propolis (ISMAIL i sur., 2015.).

Sprejevi srebra i cinka potpomazu cijeljenje rana te imaju antimikrobni ucinak.
Antimikrobno utje¢u na gram-negativne, gram-pozitivne bakterije i rezistentne bakterije.
KoriStenjem srebra pomoc¢u nanotehnologije postize se povecanje fibroblasta u stani¢noj
kulturi, ali redukciju infiltracije neutrofila i makrofaga. lako djeluje na cijeljenje rana, srebro
negativno utjece na lokalnu maceraciju, stani¢nu citotoksi¢nost, hepatotoksic¢nost i leukopeniju
(MUANGMAN i sur., 2010.). Zahvaljujuéi inovativnoj nanotehnologiji, izumljeni su brojni
nano-lijekovi koji pomazu u regeneraciji koze. Liposomi su dvoslojni mjehuri¢i koji pruzaju
zaStitu za kapsulirani lijek te njegovo sporo oslobadanje (DEGIM i sur., 2011.). Liposom s
jezgrom gela utjeCe na stabilnost i odrZava stalnu proliferaciju stanica. Isto tako, potice
angiogenezu, vece bujanje i granulaciju te taloZenje kolagena. Polimerne nanocestice zasti¢uju
lijek od proteaza prisutnih u ranama. Pokazuju antimikrobno djelovanje na Escherichia coli te
poticanje migracije stanica keratinocita (WANG 1 sur.,, 2019.). Nadalje, poboljsana je
angiogeneza i modulacija odgovora interleukina-6 i faktora rasta vaskularnog endotela (GUO i
DIPIETRO, 1984.). Anorganske nanocCestice su na bazi ugljika i keramike. Posjeduju

antimikrobni ucinak. U istrazivanju cijeljenja rana opeklina pokazale su vrlo brzo zacjeljivanje
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rane i smanjenje upale (WANG i sur., 2019.). Nanocestice dizajnirane s ZnO imaju dobar
antibakterijski u¢ink prema Pseudomonas aeruginosa i Aspergillus. Tkivo je izlijeCeno, a rana
je zacijelila. Nano- vlaknaste strukture pobolj$avaju prijenos raznih terapijskih sredstava poput
antimikrobnih, ¢imbenika za rast i nukleinskih kiselina (HU X i sur., 2014.). Molekularnom
dijagnostikom RT g-PCR otkrivena je poviSena ekspresija gena TGF-B1, kolagena i EGF-a.
Nano vlakna povoljno utjecu na angiogenezu, proizvodnju kolagena i stani¢nu organizaciju
(HAN YH i sur., 2015.). Kljucan u regeneraciji koze smatra se nanohidrogel. Nanohidrogel
omogucuje oCuvanje leziSta rane uz odrZzavanje prodora kisika (ANUMOLU i sur., 2011.).
Bakterijska nanokristalna celuloza odnosno hidrogel akrilne kiseline prilijepi se na fibroblaste,
odrzava aktivnost i morfologiju fibroblasta. Uz to, utjee na ekspresiju gena povezanih s
zacjeljivanjem rane poput IL-6, IL-10, GM-CSF, TGF-B i matriksa metaloproteinaza-2
(WANG i sur., 2019.).

2.2.1. TRADICIONALNE METODE I PRIPRAVCI ZA CIJELJENJE RANA

Biljni preparati poznati su od davnina u cijeljenju rana. Koriste se kao ekstrakti,
emulzije, kreme 1 ulja, a mogu se primjenjivati izravno na kozi ili sistemski te oralnim putem.
Svoje djelovanje na cijeljenje rana pokazuje Aloa vera ¢iji gel te biljni sok djeluje protuupalno,
antisepticno i1 antimikrobno. Biljka Aloa vera sastoji se od derivata antracena hidroksila,
glukoze, oksidaze, amilaze te vitamina B1, B2, B6, C i E (BOUDREAU i BELAND, 2006.).
Primjenom Aloa vera gela na opekotinama dokazano je brze zaraStanje nego kod kontrolne
skupine u kojoj nije primijenjena (PEREIRA i BARTOLO, 2016.). Oralnom primjenom Aloa
vere u Stakora s dijabetesom tipa 2, ubrzalo se zacjeljivanje rana na kozi. Isto tako, lijeCenje
Aloa verom ubrzalo je porast brzine ekspresije u genu vaskularnog endotela faktora rasta VEGF
i TGF-1 u podru¢ju rane (HASHEMI i sur., 2015.). U ovom slu¢aju, TGF-1 stimulirao je
fibroblaste za bolju rekonstrukciju izvanstani¢nog matriksa na mjestu rane. Primjenom
Calendula officinalis u in vitro metodi na misevima s opeklinama postize se protuupalni u¢inak
te utjeCe na antioksidativnu aktivnost. Topikalna aplikacija Calendula officinalis potice
cijeljenje akutne rane u miSeva s opeklinama. Smanjuje vrijeme epitelizacije i povecava
kontrakcije rane, razinu kolagena i formaciju krvnih zila (NAYAK i PEREIRA, 2006.). Razina
proizvodnje kolagena je 7% veca u usporedbi s kontrolom i placebo grupom (PEREIRA i

BARTOLO, 2016.). U klinickoj praksi koristi se za cijeljenje rana ulkusa te akutnog



dermatitisa. Dokazano je 43% vece smanjenje rane ulkusa u usporedbi s kontrolnom skupinom

(PEREIRA i BARTOLO, 2016.).

2.3. PROPOLIS

Crveni propolis sadrzava visok udio flavonoida. Propolis topola tipa bogat je
flavonoidima, fenilpropanoidima, terpenoidima, terpenoidima, kumarinima i njihovim
derivatima. Derivati kvercetina i kampferola se takoder nalaze u propolisu topole, ali topola
propolis sadrzi najnizu razinu fenolne kiseline (GROOT, 2013.). Mediteranski propolis bogat
je dihidrocinamic¢nim kiselinama, ali isto ima manji sadrzaj flavonoida od europskog. Unato¢
tome pokazuje antimikrobni utjecaj na Staphylococcus aureus. Zbog visokih koncentracija
terpenil estera inhibira rast Candida albicans (POPOVA i sur., 2007.). Kafeinska kiselina ima
snazno protuupalno djelovanje - inhibira proizvodnju dusikovog oksida u makrofazima bez
izazivanja citotoksi¢nih uc¢inaka na stanicama (PEREIRA | BARTOLO, 2013.). Terpenoidi
predstavljaju 10% sastojka propolisa, a pokazuju antimikrobni i antioksidativni u¢inak. Uz to,
sadrzava veliku koli¢inu fenetil estera kofeinske kiseline, izopentil ferulat i moronsku kiselinu.
Fenetil ester kofeinske kiseline (CAPE) ima imunosupresivno djelovanje za aktivnost T stanica
koje imaju klju¢nu ulogu u nastanku upalnih bolesti. Inhibira transkripciju RNA za interleukin-
2. Isto tako, inhibira rast bakterija sprjeCavajuc¢i stani¢nu podjelu, ukljucujuéi djelomicnu
bakteriolizu i inhibiciju sinteze proteina (INUI i sur., 2014.). 3-metil-but-2-enil kofeat, izopentil
ferulat i moron kiselina imaju znacajno antivirusno djelovanje. Kafeoilkinske i prenilirane
cimetne kiseline poput artepilina C i baharina odgovorni su za antioksidativno djelovanje i
inhibitornu aktivnost protiv nekih enzima (BERRETTA i sur., 2012.). Propolis takoder sadrzi
druge komponente poput vitamina, proteina, aminokiselina, B steroida, Secera i alkohola
(KUREK-GORECKA, 2013.). Aromati¢ni spojevi su odgovorni za antibakterijska,
antimikoti¢na, antivirusna, protuupalna i protutumorska svojstva propolisa (ORHAN i sur.,
1999.). Uz to, propolis djeluje na grinje poput prirodnog pesticida. Lipofilni akaricid postize
Stetno djelovanje prema grinjama (TORETI, 2013.).

Propolis djeluje imunomodulatorno, antimikrobno, antioksidativno, analgetsko i

protuupalno ¢ime potice brze cijeljenje rana.
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2.3.1. ANTIMIKROBNO DJELOVANJE PROPOLISA

Propolis posjeduje antibakterijski u¢inak te spre¢ava umnazanje bakterija i potice njihovu
smrt. Isto tako, sprjecavanja stvaranje biofilma (WOJTYCKA i sur., 2013.). Uz to djeluje
antimikoticno prema gljivicnim kulturama i antivirusno. U in vitro metodama ispitivanja
propolis izravno utje¢e na mikroogranizme, dok kod in vivo pokusa stimulira imunoloski sustav
na aktivaciju mehanizmama obrane od mikroorganizama (SFORICIN i sur., 2000.). Na
antimikrobni u€inak propolisa utje€u mnogi ¢imbenici poput izvora uzorka, doze i nacina
ekstrakcije i primjenjenog otapala. Iranski i brazilski propolis antimikrobno djeluju na gram-
pozitivne bakterije, spore gljivica i viruse, ali pokazuju ograni¢eno djelovanje prema gram-
negativnim bakterijama (MIGUEL i sur., 2010.). S obzirom na isto, u sinergijskom djelovanju
antibiotika 1 propolisa primjecena je veca antimikrobna ucinkovitost prema vecem broju
bakterija. Protiv Salmonella typhi djeluje brazilski i bugarski propolis (ORSI i sur., 2005.).
Antibiotici djeluju na inhibiciju sinteze proteina dok istrazivanja pokazuju da je jedan od
mehanizama djelovanja propolisa inhibicija RNA polimeraze (PILLAI i sur., 2010.). Ipak,
antibiotici koji djeluju na DNA tesko stupaju u interakciju s propolisom. Najzastupljeniji
spojevi u propolisu su flavonoidi koji utje¢u na antimikrobni u¢inak propolisa. U bakterijskim
kulturama stanica reguliraju razli¢ite unutarstani¢ne signalne kaskade preko aktivacije
proteinskih kinaza poput mitogen-aktivirane protein kinaze. Flavonoidi djeluju na nacin da
denaturiraju bjelanCevine u stanici, inhibiraju bakterijske RNA glukotransferaze te inhibiraju
enzime svojim oksidacijskim osobinama. Kvercetin se veze na podjedinicu DNA-giraze
Escherichia coli te inhibira aktivnost ATP-a (MASSARO i sur., 2015.). Takoder inhibiraju
topoizomerazu 1V i rast bakterije Escherichia coli. Pod djelovanjem flavonoida dolazi do
povecanja propusnosti unutarnje bakterijske membrane. Membranski potencijal se rasprsuje i

smanjenje otpornost bakterijskih stanica.

Artepilin C je fenolni spoj koji ima bakteriostatski i protuupalni u¢inak. Protuupalni u¢inak
posredovan je modulacijom NF-«B i inhibicijom prostaglandina E i dusikovog oksida. Cimetna
kiselina oStecuje membranu stanice inhibiraju¢i ATP, diobu stanice i stvaranje biofilma.
Aktivacijom MAPK-a, inducirat ¢e se fosforilacija inhibitornih proteina kao $to je kB (PILLAI
i sur., 2010). Antimikrobni u¢inak propolisa predstavlja jednu od glavnih uloga u cijeljenju rana

upravo zbog sprjecavanja Sirenja daljnjih bakterijskih infekcija.
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2.3.2. ANTIOKSIDATIVNI UCINAK PROPOLISA

Propolis se koristi kao antioksidans prilikom ¢ega smanjuje koli¢inu reaktivnih dusikovih
spojeva i slobodnih radikala (OLCZYK i sur., 2013). Antioksidativno djelovanje propolisa
potice visoka koncentracija polifenola i flavonoida. Polifenolni spojevi imaju vazan ucinak u
zaStiti eritrocita od oksidativnog stresa (BANSKOTA i sur., 2011.). Polifenoli se vezu na
reaktivne Kisikove spojeve poput superoksida, hidroksilnih radikala i vodikovog peroksida.
Afinitet vezanja polifenola dovodi do stvaranja kelata metala s pove¢anom antioksidativnom
aktivnosc¢u. Kaemferol se veze za cink, kofaktor za viSe od 300 metaloenzima bitnih za rast i
razvoj. Time ¢ine kompleks sakupljaca radikala. Provode zastitu na nacin da uklone radikale
peroksida u vodenoj fazi i sprijee peroksidaciju te hemolizu (GAVANJI i sur., 2015.).
Polifenoli inhibiraju enzime koji stvaraju slobodne radikale, poput NADPH i ksantin oksidaze
ili povecaju ekspresiju antioksidativnih enzima poput superoksid dismutaze i katalaze
(FARINES i sur., 2004.). Upravo se to dogada disocijacijom izmedu Kelch- sli¢nog proteina
povezanog s ECH i faktorom 2 povezanim s nuklearnim faktorom E2. Regulacijom protein
kinaze C dodatno utjece na antioksidativni uc¢inak. Kod visokih koncentracija ROS-a i RNS-a,
polifenoli i CAPE povecaju ekspresiju gena AMP-a i olakSavaju ponovnu epitelizaciju veza u

kozi (NIYONSABA i sur., 2007.).

2.3.3. UTJECAJ PROPOLISA NA MASTOCITE TIUEKOM CIJELJENJA RANA

Mastociti se nakupljaju na rubovima rane usljed ozljede tkiva gdje oslobadaju vazoaktivne
porednike poput histamina, proteaza, tumorskog nekroza faktora (TNF) i metabolita
arahidonske kiseline (RUSSO i sur., 2002.). Metaboliti arahidonske kiseline dovode do
vazodilatacije i povecavaju vaskularnu propusnost. Isto tako, mastociti poti¢u stvaranje
heparina, triptaze i t-aktivatora plazminogena (ALBUQUERQUE-JUNIOR i sur., 2009.),
doprinose otapanju ugrusaka te poti¢u antikoagulacijsku aktivnost (RUSSO i sur., 2002.).
VEGF s TGF-B1 poti¢e angiogenezu i proliferaciju. Nakon faze intenzivne proliferacije,
mastociti potic¢u proizvodnju kolagena i kontrakciju a-glatkog misi¢nog aktina (NG, 2010.).
Radovi su pokazali da lokalnom primjenom propolisa se smanjuje broj mastocita te ubrzava
proces cijeljenja rane (NG, 2010.). U akutnoj upalnoj fazi, fenetil ester kafeinske kiseline

smanjuje stimulaciju pretvorbe fibroblasta u fenotip miofibroblasta.
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2.3.4. PROTUUPALNI UCINAK PROPOLISA

Propolis djeluje protuupalno na akutnu i kroni¢nu fazu upale. Dokazano je da prisutnost
propolisa u biofilmu na bazi kolagena ubrzava zacjeljivanje rana, moduliraju¢i dinamiku upalne
evolucije 1 postupka talozenja kolagena (MINOR, 1989.). Protuupalni ucinak propolisa
posljedica je djelovanje njegovih sastavnih dijelova: kafeinske Kiseline, kvercetina,
naringenina, fenetil estera kafeinske kiseline, salicilne kiseline, apigenina, ferulinske kiseline,
vestitola, neovestitola i galangina. Protuupalni ucinak propolisa temelji se na potiskivanju
sinteze prostaglandina i leukotriena te aktivnost mijeloperoksidaza, NADPH-oksidaze i tirozin-
protein kinaze (CHO i sur., 2014). CAPE je najznacajnija bioloski aktivna komponenta u
propolisu koja ima vaznu ulogu u smanjenju upalnih procesa. Isto tako, smanjuje razine
aldehida u plazmi $to je pokazatelj stvaranja slobodnog radikala u zavrsnoj fazi peroksidacije
lipida (NG, 2010.). Molekularnim mehanizmom smanjivanja slobodnih radikala utjece na brze
zaraStanje rane. Inhibicija aktivacije NF-xB molekularna je osnova za protuupalno djelovanje
propolisa. Kvercetin i langin sprjecavaju aktivnost ciklooksigenaze i lipooksigenaze te
smanjuju ekspresiju COX-2 (ORYAN i sur., 2018.). Propolis potiskuje fosforilaciju inhibitora
proteina za vezanje kB i proteina aktivatora 1. Ipak, ne utje¢e na njihovu razgradnju, ali blokira
NF-kB. Galangin je spoj identificiran u propolisu topole koji takoder ima odgovarajuce
protuupalno djelovanje (PARK i sur., 2002.). Pokazalo se da galangin inhibira fosforilaciju NF-
«kB. Formononetin je pokazao inhibitorno djelovanje na migraciju neutrofila i antidematogeni
ucinak u testu edema Sape. HistopatoloSkom metodom dijagnostike, dokazano je da propolis
skracuje upalnu fazu zacjeljivanja rana. Propolis ubrzava aktivnost i smanjenje broja upalnih
stanica i fibro-vaskularnog podrucja. Povecanjem koli¢ine kolagena, ubrzava se zatvaranje
rane (ORYAN i sur., 2018.).

2.3.5. IN VITRO ISPITIVANJA UCINAKA PROPOLISA NA PROCESE CIJELJENJA
RANA

Na HaCaT stani¢noj kulturi ispitivano je djelovanje propolisa metodama Kalcein- AM testa
te Scratch test. Kalcein-AM test cijepa unutarstanicne esteraze stvaraju¢i hidrofilnu
fluorescentnu boju. Test je pokazao nisku citotoksi¢nost. Koristenjem Scratch testa ispitivana
je migracija stanica. Rezultati pokazaju da etanolni ekstrakt propolisa izazva izrazito povecanje
sposobnosti obnavljanja rana keratinocita u usporedbi sa stimulacijom izazvanom trombocitnim

lizatom. Propolis inducira zatvaranje rane HaCaT stanica u razli¢itoj mjeri. 0.01% propolis
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izazvao je ucinak slicno onom kao s PL trombocitnim lizatom dok je na 0.001% uspio potaknuti
zatvaranje rane vece od onog s PL. Metodom inhibicije glavnih stani¢nih signalnih puteva
BAPTA-AM dokazani su osnovni mehanizmi iskoriStavanja propolisa. BAPTA-AM
najucinkovitiji je inhibitor testa zatvaranja rane koji potvrduje bitnu ulogu unutarstanickog
kalcija. Fenolni spojevi poput galagina, krizina i pinocembrina privremeni su nositelj elektron
redoks reakcijskih serija koji se prenose na molekule kisika stvarajuéi superoksid, nakon ¢ega
nastaje H202. Migracijom stanica dokazano je da propolis stimulira keratinocite da zatvore
ranu. Glavni posrednik regenerativnih svojstava propolisa jest H202 (MARTINOTTI i sur.,
2019.). Izvanstanicno osloboden H>O, mogao je pro¢i kroz membranu plazme preko
akvaporina AQP3 i modulirati unutarstani¢ni odgovor. AQP3 ima klju¢nu ulogu u transportu
glicerola koji sudjeljuje u hidrataciji i elasti¢nosti koze, ali i proliferaciji stanica. Upotrebom
N- nanocestice RNA transfekcijskog sustava procjenjena je uloga AQP3 na nacin da je
sprijeCen rad iste. Provedenom analizom rane nije uoc¢ena znatnija varijacija u stopi zatvaranja
rane C¢ime je potvrdena kljuéna uloga AQP3 u posredovanju zatvaranja rane izazvanog
propolisom. U stani¢nim kulturama propolis moze inducirati proizvodnju H2O». KoriStenjem
testa ksinol orange procijenjena je proizvodnja H20> inducirana propolisom, a iznosila je 0.5
H202 ng/mL. Prepostavljeno jest da nakon Sto se pusti u izvanstani¢ni prostor, H2O, se
raspodjeljuje po cijeloj povrSini plazma membrana koje Su odgovorne za povecanje
unutarstani¢ne koncentracije ROS-a (BOURY-JAMOT i sur., 2009.). Mjerenjem fluorescencije
na HaCaT stani¢noj kulturi izmjereno je povecanje unutarstani¢ne koncentracije ROS-a te
takoder u keratinocitima nakon djelovanja propolisa (BOURY-JAMOT i sur., 2009.).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. IZRADA OTOPINA EKSTRAKTA PROPOLISA

Propolis je usitnjen standardnom metodom ekstrakcije, maceracijom pri sobnoj
temperaturi tijekom 24 h s otapalom PEG 400 uz dodatak lecitina prema postupku koji je
zastiéen patentom (RADIC i sur., 2020.). Nakon maceracije, neotopljeni ostatak je odvojen
filtracijom, a bistri filtrat koriSten kao modelni tekuci ekstrakt propolisa za daljnje ispitivanje.
Metodom vaganja procijenjeno je da je u ekstraktu otopljeno 30.33% propolisa. Ekstrakt je
standardiziran prema metodi navedenoj u patentu br. WO/2020/169425 (RADIC i sur., 2020.),
mjerenjem koncentracije Cetiri markera: kavene, feruli¢ne 1 kumarinske kiseline, te CAPE,
metodom visokodjelotvorne tekuéinske kromatografije (PELLATI i sur., 2013.; RADIC i
SURAN, 2020.).

3.2. ANALIZA MARKERA U EKSTRAKTU PROPOLISA

Koncentracije odabranih markera ekstrakta propolisa su se izmjerile metodom
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) s UV-Vis detektorom (Shimadzu,
Kyoto, Japan). Koristena je kolona Ascentis Express C18 (Supelco, SAD), dimenzija 150 x 3
mm 1 Cestica punjenja promjera 2.7 um. Mobilna faza se sastojala od 0.1 % mravlje kiseline 1
metanola, a udio metanola se se mijenjao sa gradijentom; 0-3 min do 20%, 3-10 min do 30 %,
10-40 min od 30 do 40 %, 40-50 min od 40 do 60 %, 50-60 min od 60 do 80 %, 60-65 min od
80 do 50%, 100 min do 30 %, 105 min do 20 %. Protok mobilne faze bio je 0.25 ml/min.
Temperatura kolone bila je 30°C, a volumen injekcije 10 pl. Detekcija se odvijala na valnoj

duljini od 370 nm, a integracija na 290 nm. U takvim uvjetima tlak je bio 210-290 bara.
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3.3. BAKTERIOLOSKI POSTUPCI

3.3.1. lzdvajanje bakterija i gljivica- McFarland denzitometar

U ispitivanju antimikrobne uc¢inkovitosti testirane su bakterije Bacillus subtilis (ATCC
6603, ATCC 6633), Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 8739, ATCC
10538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027, ATCC 27853), Enterococcus (ATCC 2912),
Enterococcus hirae (ATCC 8043), i Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Isto tako, koristene
su gljivice: Candida albicans (ATCC 10231, ATCC 90028), Candida parapsilosis (ATCC
22019), Candida crusei (ATCC 14243), Issatchenkia orientalis (ATCC 6358), Candida
tropicalis (ATCC 750) i Candida kefyr (ATCC 2572). Bakterije i gljivice izdvojene su iz
petrijevih zdjelica sa LBM agra. Opticka gustoca suspenzije podesena je denzitometrijski na
0.5 MacFarlandovih jedinica. Raden je serijski mikrodilucijski postupak kako bi se odredile
minimalne inhibicijske koncentracije (MIK) EUCAST metodom.

3.3.2. Priprema nasadivanja

Ekstrakt propolisa serijski se razjedivao u 100 uL. Muller Hinton bujona za bakterije i
RPMI bujon za gljivice. U prvi red na mikrotitarskim plo¢icama s 96 jazica dodalo se 100 pL
otopine propolisa. U sve jazice dodano je 100 uL. Muller Hinton bujona za bakterije ili RPMI
bujon za gljivice. Provedeno je serijsko razjedenje na mikrotitracijskim plo¢icama u rasponu
od 100 do 0.7125 pg/ml. Nakon inokulacije bakterijskih 1 gljivicnih kultura koje su podeSene
10 7CFU/ml, bakterijske plo¢ice su inkubirane 24h na 37°C, dok su gljivice inkubirane 48h.

3.3.3. Priprema LB agra

Za LB Medium bujon, potrebno je odvagati 20 g LB Medium agra te staviti u 1 litru mQ
vode. U istu ¢aSu stavljamo magnet te kada se otopi izlijevamo 100 ml u Erlenmayerove tikvice.
Prije autoklaviranja u tekuéi bujon potrebno je dodati 1.25 g agra za 100 ml bujona za pripremu

LB agar ploca.
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Slika 3. Ocitavanje rezultata nakon nasadivanja bakterijskih i gljivi¢nih kultura

3.4. RAD SA STANICNOM KULTUROM HaCaT

Stanicama nakon odmrzavanja potrebno je 3 - 4 dana da postignu konfluentnost. Nakon
Sto su stanice prekrile povrSinu, potrebno ih je rasaditi (razrjedenje Cetiri puta). Bazalni
keratinociti su vretenasti i labavo zbijeni, dok su diferencirane stanice kvadraticnog oblika s
ve¢im stadijem rasta.

Brojanje stanica vrsi se na brojacu Beckamn Counter Size Analyser.

Na mikrotitarsku plocicu s 96 jazica nasadeno je 20 000 stanica, dok je na mikrotitarsku
plocicu s 24 jazice nasadeno 70 000 i 200 000 stanica po jazici. Nakon toga su inkubirane 24

sata te tada tretirane ekstraktima propolisa.

Slika 4. Mikrotitarska plocica s 24 jazice i 70 000 stanica po jazici
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Slika 5. Mikrotitarska ploc€ica s 24 jazice i 200 000 stanica po jaZici

Unaprijed su pripremljene otopine ekstrakta propolisa (10%, 5%, 2.5%) za odredivanje
citotoksi¢nosti primjenom MTT testa. Nasadene stanice Su tretirane u triplikatu kao Sto je

prikalazno u Tablici 2.

Tablica 1. Mikrotitarska plocica s 96 jazica tretirana koncentriranim otopinama

ekstrakta propolisa

10% 10% 10% Kontrola | 10% 10% 10% Kontrola
A A

5% 5% 5% Kontrola | 5% 5% 5% Kontrola
B B

2.5% 2.5% 2.5% Kontrola | 2.5% 2.5% 2.5% Kontrola
C C

Kontrol | Kontrol | Kontrola | Kontrola | Kontrola | Kontrola | Kontrola | Kontrola

a a prazno prazno prazno prazno prazno prazno

prazno | prazno

Koncentrirane otopine 10%, 5%, 2.5%:

1. 1000 pL 30% otopine = 10%

2.500 uL 10% + 500 puL medija = 5%
3.300 puL 5% +300 pL medija= 2.5%
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U jazice je u triplikatu dodano:

1. 20 uL 10% otopine + 200 pL medija
2. 20 uL 5% otopine + 200 puL medija
3.20 pL 2.5% otopine + 200 uL medija

Kontrolne skupine su:

1. Kontrola A 400 uL etanola + 2600 puL medija

2. Kontrola B 200 pL otopine A + 200 pL medija

3. Kontrola C 200 puL otopine B + 200 pL medija

(od navedene otopine 100 uL je dodano u svaku jazicu kako bi se postigla koncentracije etanola

koja se nalazi u zadanoj otopini propolisa).

3.5. MTT TEST CITOTOKSICNOSTI I VARIJABILNOSTI

MTT test je kolorimetrijski test za procjenu metabolicke aktivnosti stanica. Koristi se
za mjerenje citotoksi¢nosti odnosno gubitka vitalnih stanica. Uz to, mjeri citostaticku aktivnost
tj. prelazak s proliferacije u stanje mirovanja potencijalih lijekova i otrovnih materijala. NAD
(P) H-ovisni stani¢ni oksidoreduktazni enzimi mogu odrazavati broj prisutnih odrzivih stanica.
Ovi enzimi su sposobni reducirati tetrazolijevu boju MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolijev bromid do njegovog netopivog formazana, koji ima ljubicastu boju.
Metabolicki aktivne stanice reduciraju MTT sol u formazan koji se u stanicama nakuplja u
obliku ljubicastih kristala. Tijekom inkubacije dolazi do promjene boje u ljubicastu. MTT test
potrebno je raditi u mraku i digestoru jer je MTT reagens osjetljiv na svjetlost. Nakon 4h
inkubacije, stavlja se DMSO. Intenzitet obojenja otopine ocitava se spektrofotometrijski na
valnoj duljini 570 nm pomoc¢u mikrocitata pQuant (Biotec Inc.). Intenzitet obojenja

proporcionalan je broju metabolicki aktivnih stanica u uzorku.
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3.6. SCRATCH TEST

Scratch test je raden nakon potpune prekrivenosti jaZica sa stanicama. U svakoj jazici

vrhom pipete je napravljena rana. Scratch test koristi se za mjerenje osnovnih parametara

migracije stanica poput brzine i prekrivenosti. Stanice se polariziraju na rubu rane i migriraju u

prostor rane. Time se mjeri vrijeme potrebno za cijeljenje rane. Stanice su slikane na pocetku

te za vrijeme cijeljenja 1, 2, 3 dan.

Tablica 2. Tretiranje koncentriranim otopinama ekstrakta propolisa (200 000 st./jazica)

10% 10% Kontrola A Kontrola A
5% 5% Kontrola B Kontrola B
2.5% 2.5% Kontrola C Kontrola C
Kontrola | Kontrola | Kontrola prazna

Koncentrirane otopine:
1. 20 uL 10% otopine + 200 pL medija

2. 20 uL 5% otopine + 200 puL medija

3.20 uL 2.5% otopine + 200 uL medija

Uz to, pripremljene su kontrole koje su dodane u koli¢ini 20 pL
1. Kontrola A 400 uL etanola + 2600 puL medija

2. Kontrola B 200 pL otopine A + 200 pL medija
3. Kontrola C 200 pL otopine B + 200 pL medija

propolisa (70 000 st./jazica)

Tablica 3. Tretiranje stanica koncentriranim otopinama ekstrakta

KONTROLA | KONTROLA | 1.5% 1.5% 1% 1% 0.5% 0.5%
KONTROLA | KONTROLA | 1.5% 1.5% 1% 1% 0.5% 0.5%
KONTROLA | KONTROLA | 1.5% 1.5% 1% 1% 0.5% 0.5%
KONTROLA | KONTROLA | PRAZNA | PRAZNA | PRAZNA | 1% PRAZNA | PRAZNA
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1. 150 uL otopine 3% + 150 uL medija = 1.5%
2. 150 pL otopine 1.5% + 100 pL medija=1 %
3.1%/2=05%

3.7. ODREDIVANIJE INTERLEUKINA-6

Interleukin-6 smo odredili pomocu Interleukin-6 (human) Elisa Kit-a (Cayman). Testni
medij (pufer) pripremljen je nakon $to se u koncentrat pufera B dodalo 90 ml deionizirajuce
vode. 5 ml pufera za ispiranje razrjedilo se u volumenu 2 litre ultraciste vode i dodano je 1 ml
polisorbata 20. Reagensi su pripremljeni na nacin da je liofilizirani 1L-6 Elisa standard dodan
u 2 ml testnog pufera. Standardi su pripremljeni oznacivanjem 8 tubica. U prvu je dodano 475
uL testnog pufera, dok od druge do osme epice 250 pL pufera. 25 uL mati¢nog standarda
dodalo se u prvu tubicu. Radena su serijska razrjedenja od 250 uLL do sedme tubice, u 8. tubici
nije dodano. Anti IL-6 Biotinski konjugat pripremljen je u 12 mL testnog pufera. Radna otopina
priprema se dodavajué¢i 1.2 mL Streptavidin-HRP u 10.8 ml testnog pufera. Potrebno je
provoditi to u mraku s obzirom na osjetljivost Streptavidina- HRP na svjetlost. U mikrotitarskoj
plocici s 96 jazica dodano je 100 pL standarda i dilutiranog uzorka u duplikatu, kao $to je
prikazano na Tablici 5. Sve je pokriveno plasticnom folijom i inkubirano 1h na sobnoj
temperaturi na vorteksu. Jazice su ispraznjene i oprane pet puta s puferom za ispiranje. Potrebno
je okrenuti i u potpunosti isprazniti. 100 pL rekonstruiranog Anti IL-6 Biotinskog konjugata
dodano je u jazice. Pokriveno je plasticnom folijom 1 inkubirano 1h na shakeru. Nakon §to se
jazice isprazne, isperu se pet puta s puferom za ispiranje. 100 pL radne otopine Streptavidina-
HRP dodaje se u sve jazice. Zatim se ponovno pokriju jazice i inkubiraju 30 min na sobnoj
temperaturi na shakeru. Jazice se isprazne i isperu pet puta s puferom za ispiranje. Dodaje se
100 uLL. TMB supstrat otopine svakoj jazici. Nakon 10-15 min inkubacije pri sobnoj temperaturi
u mraku, razvija se plava boja. Nakon pojave plave boje potrebno je izmjeriti standarde
spektrofotometrijski na valnoj duljini 650 nm. Kada maksimum standarda dosegne 0.5-0.6
potrebno je dodati 100 pL Stop otopine u sve jaZice. Plava boja se pretvara u Zutu boju.

Rezultati se o¢itavaju spektrofotometrijski na valnoj duljini 450 nm.
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Tablica 4. Mjerenje IL-6 na mikrotitarskoj plocici s 96 jazica

70000 | 70 000- 70 000- | 70000- | 70 000-
3. DAN | 3.DAN 1 1.DAN | 2. DAN
DAN
ST [ST |15% | 1% 70 | 15% | 1% 15% 200 | 200 | 70000
000 000 [000 |K-A-l
1 |1 K-A- 15% | K-A
3
ST | ST |15% | 1% 70 | 15% | 1% 15% 200 | 200 | 70000
000 000 |000 |K-B-1
2 |2 K-B- 15% | K-B
3
ST I ST |15% | 1% 70 | 15% | 1% 15% 70 200 | 70000
000 000 |00 |KC1
3 3 K-C- K- A-
3 ) K-C
ST | ST |15% |05% 200 | 15% | 1% 15% 70 200 | 200000
0,
4 |4 000 X0 oo |+
10 % ) 10 %
ST | ST |15% |05% 200 | 15% | 05% 1% 70 200 | 200000
0,
e |5 000 20 oo [ 15%
5% 5%
2
ST | ST |15% |05% 200 | 15% | 05% 1% 70 200 | 200000
0,
s |6 000 D L
25% ) 25%
ST | ST |15% |05% 200 | 15% | 05% 1% 200 | 200 | 200000
0,
2 14 000 o | ooo |
10 % 10 %
ST | ST [15% |05% 200 | 15% | 05% 1% 200 | 200 | 200000
0,
s |s 000 00 Jooo 1%
5% 5%

3.8. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Rezultati su obradeni statisticki koriStenjem raCunalnog programa Microsoft Excel
2016, GraphPad Prism 8 i Cell Profiller. Rezultati su prikazani su graficki i tabelarno, uz

koriStenje statistiCkih programa t testa i ANOVA testa.
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4. REZULTATI

4.1. KONCENTRACIJE MARKERA U EKSTRAKTU PROPOLISA

Koncentracije 4 markera ekstrakta propolisa vaznih za standardizaciju su prikazane u Tablici

5. Kromatogram ekstrakta propolisa prikazan je na slici 6.

Tablica 5. Koncentracije markera koji se koriste u standardizaciji ekstrakta propolisa

Marker Koncentracija (ng/g)
Kafeinska kiselina 2919.08
p-kumarinska kiselina 788.99
Feruli¢na 614.87
CAPE 5640.13
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Slika 6. HPLC-UV kromatogram ekstrakta propolisa s markerima bioloske aktivnosti
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4.2. MINIMALNA INHIBICIJSKA KONCENTRACIJA BEZALKOHOLNOG
EKSTRAKTA PROPOLISA

Minimalna inhibicijska koncentracija je najniza koncentracija antimikrobnog lijeka koja
inhibira proliferaciju, odnosno rast mikroorganizma nakon inkubacije. Minimalna inhibicijska
koncentracija (MIK) ekstrakta propolisa prema bakterijskim kulturama prikazana je u Tablici
6.

Tablica 6. MIK ekstrakta propolisa na bakterijskim kulturama

Bakterijske kulture: MIK mg/ml
Bacillus subtilis 1,87
ATCC 6603
Bacillus subtilis 1,87
ATCC 6630
Bacillus cereus 7,5
ATCC 11778
Enterococcus fecalis 3,75
ATCC 9212
Enterococcus hirae 1,87
ATCC 8043
Staphylococcus aureus 1,87
ATCC 25923
Escherichia coli 0,468
ATCC 8739
Pseudomonas 0,468
aeruginosa
ATCC 9027
Pseudomonas 0,93
aeruginosa
ATCC 27853
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Minimalna inhibicijska koncentracija (MIK) ekstrakta propolisa prema gljivicnim

kulturama prikazana je u Tablici 7.

Tablica 7. MIK ekstrakta propolisa na gljiviénim kulturama

Gljivi¢ne kulture: MIK
mg/ml

Candida albicans 0,93

ATCC 10231

Candida albicans 0,93

ATCC 90028

Candida parapsilosis 0,23

ATCC 22019

Candida crusei 0,468

ATCC 14243

Issatchenkia orientalis 0,23

ATCC 6358

Candida tropicalis 0,23

ATCC 750

Candida kefyr 0,468

ATCC 2572

4.3. MTT TEST CITOTOKSICNOSTI I VARIJABILNOSTI STANICA

Citotoksic¢an u¢inak ekstrakta propolisa pracen je na HaCaT stani¢noj kulturi. Prikazani
rezultati su srednje vrijednosti dobivenih triplikata rezultata. Rezultati na slici 7. prikazuju
postotak prezivljenja tretiranih stanica s 10%, 5% i 2.5% otopinom propolisa u usporedbi s
kontrolama A, B i C.
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Slika 7. Citotoksi¢nost ekstrakta propolisa na HaCaT stani¢noj kulturi

S obzirom na veliku zasi¢enost jazica zbog specifi¢nih pigmenata propolisa, bilo je
potrebno u sljede¢em mjerenju odvojiti 50 pL sadrzaja jazica. Odvojene koncentracije otopina
propolisa i koncentracija mjerene su MTT testom. Rezultati na slici 8. prikazuju usporedbu
tretiranih jazica s propolisom te kontrolama A, B i C. Rezultati oba mjerenja ukljucujuci
kontrole, ukazuju da koncentracije 10%, 5% 1 2,5% nisu toksi¢ne za stanice te nisu izazvale
uginuce istih.

1.0

Slika 8. Citotoksi¢nost ekstrakta propolisa na HaCaT stani¢noj kulturi
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4.4. SCRATCH TEST

Scratch testom mjerena je migracija stanica ovisna o vremenskom periodu. Tijekom
prvog dana tretiranja stanica s koncentriranim otopinama i kontrolama, uéinjen je scratch test
odnosno rana. Sirina prostora s kojeg su uklonjene stanice je mjerena prvi, drugi dan te treéi

dan kada je doslo do potpunog prerastanja praznog prostora stanicama.

2.0

1.5 - L

1.0

0.5

mm praznog prostora
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Slika 9. Usporedba stanicama tretiranih kontrolama i koncentriranim otopinama ekstrakta

propolisa, prvog dana scratch testa
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Slika 10. Usporedba stanica tretiranih kontrolama i koncentriranim otopinama ekstrakta

propolisa, drugog dana scratch testa

1.9

mm praznog prostora

Slika 11. Rezultati stanica tretiranih kontrolama, treceg dana scratch testa

28



Prvi dan scratch testa razmak izmedu rubova rane iznosi 1.4-1.5 mm u svim jazicama.
Isto vidimo na slici 9. Drugi dana scratch testa primijeéena je brza migracija stanica u jazicama
tretiranim s bezalkoholnim ekstraktom propolisa. Najveca vrijednost cijeljenja rane zabiljezena
je u1.5% i 1% otopini ekstrakta propolisa. Isto moZemo primjetiti na slici 10. U usporedbi 1.5%
ekstrakta propolisa 1. 1 2. dan vidimo izrazito smanjenje podrucja rane odnosno vece zarastanje.
Srednje vrijednosti rezultata 1.5% ekstrakta propolisa prvog dana u usporedbi s drugim danom
istih tretiranih koncentracija zakljucuju porast u rastu od 0.9 mm. Slike 14., 15. i 16. prikazuju
stanice tretirane s 1.5% otopinom bezalkoholnog ekstrakta propolisa. Najveéa vrijednost
cijeljenja rana izmedu jazica prvog dana u usporedbi s drugim iznosi 1 mm. 1% otopina
ekstrakta propolisa ispitana je u dvaput. Slike 17.-23. prikazuju stanice tretirane s 1% otopinom
bezalkoholnog ekstrakta propolisa. Srednje vrijednosti izmedu prvog dana cijeljenja te drugog
dana iznosi 1mm. Slike 24.-26. prikazuju jazice tretirane s 0.5% otopinom ekstrakta propolisa.
Cijeljenje rana iznosi 0.8 mm. Kontrole A, B i C signifikantno manje poti¢u cijeljenje rane kroz

3 dana mjerenja, Sto je vidljivo na slikama 12. i 13.

Tablica 8. Vrijednosti izmjerenih rana u mm, 1. dan scratch testa (nakon tretiranja jazica)

Kontrola 1,5% 1% 1% 0,5%
15 14 15 15 15
1,5 1,6 15 1,4 15
1,4 1,4 1,4 15 1,4

Tablica 9. Vrijednosti izmjerenih rana u mm, 2. dan scratch testa

Kontrola 1,5% 1% 1% 0,5%
1,3 0,4 0,5 0,4 0,7
1,5 0,8 0,5 0,4 0,7
1,5 0,5 0,6 0,6 0,6

Tablica 10. Vrijednosti izmjerenih rana u mm, 3. dan scratch testa

Kontrola

1,2

1

0,9
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Slika 12. Stani¢na kultura tretirana s kontrolama A, B i C (s lijeva na desno) prvog dana

scratch testa

Slika 13. Stani¢na kultura tretirana s kontrolama A, B i C (s lijeva na desno) drugog dana

scratch testa

Slika 14. Stani¢na kultura tretirana s 1.5% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana
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Slika 15. Stani¢na kultura tretirana s 1.5% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana

—15mm—"

Slika 16. Stani¢na kultura tretirana s 1.5% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana

Slika 17. Stani¢na kultura tretirana s 1% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana
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Slika 18. Stani¢na kultura tretirana s 1% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana

Slika 19. Stani¢na kultura tretirana s 1% otopinom ekstrakta propolisa, oCitavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana

Slika 20. Stani¢na kultura tretirana s 1% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana
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Slika 21. Stani¢na kultura tretirana s 1% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata
tijekom 3 uzastopna dana

Slika 22. Stani¢na kultura tretirana s 1% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana

Slika 23. Stani¢na kultura tretirana s 1% otopinom ekstrakta propolisa, oCitavanje rezultata
tijekom 3 uzastopna dana

33



Slika 24. Stani¢na kultura tretirana s 0.5% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana

Slika 25. Stani¢na kultura tretirana s 0.5% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana

Slika 26. Stani¢na kultura tretirana s 0.5% otopinom ekstrakta propolisa, o¢itavanje rezultata

tijekom 3 uzastopna dana
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4.5. ODREDIVANIJE INTERLEUKINA 6- IMUNOENZIMNOM METODOM

Spektrofotometrijski na valnoj duljini 650 nm odredena je apsorbancija standarda.
Nakon §to je standard dosegao 0.5- 0.6, Stop otopina je dodana u sve jazice. Intenzitet obojenja
mjeren je za sve jazice na valnoj duljini 450 nm. Bazdarna krivulja konsturira se s poznatim
apsorbancijama standarda na osi ordinati i koncentriranog humanog IL-6 na apscisi. Slika 27.
prikazuje koli¢inu interleukina-6 u jazicama s 70 000 stanica, tretiranih s koncentriranim

otopinama 1., 2. i 3. dan u usporedbi s jazicama tretiranih kontrolama A, B i C.
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Slika 27. IL-6 u jazicama tretiranih kontrolama A, B i C u usporedbi sa stani¢nim kulturama

tretiranim koncentriranim otopinama ekstrakta propolisa 1., 2. i 3. dan

35



5. RASPRAVA

Sastav i u¢inkovitost ekstrakta propolisa ovise, medu ostalim, 0 izboru otapala prilikom
ekstrakcije (SURAN i sur., 2021.). U pocetnom ekstraktu propolisa izmjerene su visoke
koncentracije markera, budu¢i da je ipak bila rije¢ o incijalnom ekstraktu koji se dalje
standardizira razrjedivanjem (RADIC i sur., 2020). Takav, inicijalni ekstrakt se koristio u svim
ispitivanjima u ovom istrazivanju, u navedenim razrjedenim koncentracijama.

Antimikrobni u¢inak ekstrakta propolisa ispitan je na 7 bakterijskih te 6 gljivi¢nih kultura.
Propolis antimikrobno i antimikoticki djeluje na gram-pozitivne bakterije, gram-negativne
bakterije, spore gljivica i virusa. (MIGUEL i ANTUNES, 2011.). Dokazano je da ekstrakt
propolisa pokazuje antimikrobni utjecaj na gram pozitivne bakterije. Minimalna inhibicijska
koncentracija odredena na gram pozitivnim bakterijama dokazuje antimikrobnu uc¢inkovitost
prema oba soja Bacillus substilis (ATCC 6603, 6630), Enterococcus hirae (ATCC 8043) i
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Za sve 4 bakterije minimalna inhibicijska koncentracija
iznosila je 1,87 mg/mL. Odstupanja u skupini bacila pokazuje Bacillus cereus (ATCC 11778)
kojemu MIK iznosi 7,5 mg/mL §to je 4 puta manje razrijedenje u usporedbi s Bacillus substilis
(ATCC 6603, 6630). Na skupinu fekalnih bakterija propolis dobro djeluje na Enterococcus
hirae (ATCC 8043) dok na Enterococcus fecalis (ATCC 9212) pokazuje slabije djelovanje.
MIK ispitanog antimikrobnog ué¢inka propolisa na Enterococcus fecalis (ATCC 9212) iznosila
je 3,75 mg/mL sto je dvostruko manje razjedenje od Enterococcus hirae (ATCC 8043) bakterije
iz iste skupine. Dokazano je da ekstrakt propolisa pokazuje antimikrobni u¢inak prema gram-
negativnim bakterijama. Prema gljivicama pokazuje antimikoti¢ni ucinak. MIK gram-
negativnih bakterija Escherichia coli (ATCC 8739) i Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
iznosila je 0,468 mg/mL. Prema najnizoj vrijednosti MIK za bakterije Escherichia coli (ATCC
8739) i Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) dokazan je najbolji antimikrobni ucinak.
Izuzetak ¢ini soj Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ¢iji je MIK dvostruko manji, a iznosi
0,93 mg/mL. U oba soja gljivica Candida albicans (ATCCC 10231, 90028) minimalna
inhibitorna koncentracija je iznosila 0,93 mg/mL §to predstavlja najvecu vrijednost. MIK
Candida crusei (ATCC 14243) i Candida kefyr (ATCC 2572) iznosio je 0,468 mg/mL. Najniza
vrijednost minimalne inhibitorne koncentracije dokazana je kod Candida parapsilosis (ATCC
22019), Issatchenkia orientalis (ATCC 6358) i Candida tropicalis (ATCC 750) koja iznosi 0,23
mg/mL. Antimikrobno djelovanje propolisa pripisuje se povezanosti izmedu nekoliko
¢imbenika. Neki od ¢imbenika su visoka koncentracija Secera, Kiselosti, antimikrobnih peptida
te flavonoida i fenolne kiseline (BODEKER | SUR., 1999.). Nekoliko studija dokazale su
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baktericidno djelovanje propolisa protiv Sirokog spektra rezistentnih bakterija. Dokazano je da
propolis inhibira i uklanja stvaranje biofilma kod Zivotinja i ljudi (KWAKMAN I SUR., 2010.).
Upravo na temelju rezultata minimalne inhibitorne koncentracije, pretpostavljena je sigurnost
u koriStenju 10%, 5% te 2,5% koncentracije otopine propolisa.

MTT testom citotoksi¢nosti 1 varijabilnosti potvrdena je sigurnost i netoksi¢nost 10%,
5% 1 2,5% otopine ekstrakta propolisa. Jazice tretirane koncentracijama 10%, 5% 1 2,5%
otopinama propolisa ne pokazuju znacajni pad u intenzitetu obojenja u usporedbi s jazicama
tretiranih kontrolama A, B i C. Odnosno, podjednake su razine metaboli¢ki aktivnih stanica
koje reduciraju MTT sol u formazan ljubiCaste boje u svim tretiranim skupinama. Isto je
dokazano i u drugom MTT testu kojega smo proveli. Time je potvrdeno da ekstrakt propolisa
nije citotoksi¢an te ne izaziva uginuée stanica. Ipak, koli¢ina pigmenata u visoko
koncentriranim otopinama propolisa onemogucava poticanje migracije stanica $to je dokazano
na 200 000 stanica po jazici. Zbog toga bilo je potrebno smanjiti koncentracije otopina
propolisa.

Bioloska aktivnost propolisa poboljsava dijeljenje stanica koze i aktivaciju rasta ¢ime
pridonosi brzem cijeljenju rana (MARTINOTTI | RANZATO, 2015.). Propolis inhibira
aktivnost COXa-a iz homogenih pluca Stakora tretiranih fizioloSkom otopinom ili LPS-om
(ROSSI I SUR., 2002.). Protuupalno djeluje inhibirajuéi sintezu prostaglandina, NADPH-
oksidaze i tirozin-protein kinaze (CHO | SUR., 2014.). Propolis djeluje imunostimulacijski na
makrofage te povecava brzinu cijeljenja rana i epitelizaciju dijabeti¢kih rana kod glodavaca

(TORETI I SUR., 2013.). Takoder pridonosi normalizaciji priljeva makrofaga u ranu.

S obzirom na rezultate scratch testa 1,5%, 1% i 0,5% koncentrirane otopine propolisa
postigle su statisti¢ki znacajno brze cijeljenje rana u usporedbi s jaZicama tretiranim kontrolama
A, B i C. Upotrebom t testa izmedu kontrole 2. dana i propolisom tretiranih stanica, utvrdena
je statisticki znacajna razlika u cijeljenju rana (p<0,0032). Tijekom vremenskog perioda od 3
dana, statisticki znacajno je povecanje rasta tretiranih stanica propolisom u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Isto tako, upotrebom ANOVA testa utvrdena je statisticki znacajna
razlika izmedu kontrola i stanica tretiranih 1.5%, 1% i 0.5% koncentriranim otopinama
ekstrakta propolisa (p<0.0001). Najbolje vrijednosti cijeljenja imale su stanice tretirane s 1,5%
i 1% otopinom propolisa. Najniza vrijednost razlike 1. pocetnog dana i migracije stanica iznosi

0,4mm, a isto dokazuje da 1% otopina propolisa potice najbrze cijeljenje rana.

Imunomodulatornim  djelovanjem propolis povecava oslobadanje vazoaktivnih

posrednika poput metabolita arahidonske Kiseline. Zbog povecanog priljeva trombocita i
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degranulacije istih, dolazi do oslobadanja faktora rasta. Propolis povecava lucenje citokina te
izaziva imunolosku reakciju bez nuspojava (MARTINOTTI i RANZATO, 2013.). Lucenje
citokina povecava se tijekom vremena cijeljenja rane. Faktori rasta koji se oslobadaju
degranulacijom trombocita su: EGF (engl. epidermal growth factor), PDGF (engl. platelet —
derived growth factor) i TGF-B (engl. transforming growth factor- B). Povecanjem
diferencijacije monocita u makrofage dolazi do otpustanja proupalnih citokina poput IL-1, IL-
6 te faktora rasta FGF (engl. fibroblast growth factor).

ELISA metodom izolacije interleukina 6 dokazan je porast IL-6 u jazicama tretiranih
ekstraktima propolisa. ANOVA metodom dokazan je statisticki znacajan porast 1L-6 (p<
0.0001) izmedu jazica tretiranih 1.5%, 1% 1 0,5% otopinama propolisa te kontrolama A, B i C
tijekom 3 dana. Proupalni citokin IL-6 stimulira migraciju stanica keratinocita i zatvaranje rane
u rani in vitro modela (NAKAMURA i NISHIDA, 1999.). IL-6 je sloZeni citokin povezan sa
Sirokim rasponom ucinaka. KoriStenjem t- testa dokazan je statisticki znacajan rast (p< 0.0086)
izmedu kontrole 2. dana i jazica tretiranih s 1.5%, 1% 1 0.5% otopinom ekstrakta propolisa. On
je klju¢ni modulator upalnog i reparativnog procesa: ukljuéen je u diferencijaciju, aktivaciju i
proliferaciju leukocita, endotelnih stanica, keratinocita i fibroblasta. Otpusten je kao odgovor
na ozljedu, i1 inducira oslobadanje proupalnih citokina iz tkivnih rezidentnih makrofaga,
keratinocita, endotelnih stanica i stromalnih stanica. Utvrdeno je takoder da IL-6 inducira
kemotaksiju leukocita u ranu (WEISSENBACH i sur., 2004.). Kako upala napreduje,
signalizacija IL-6 odgovorna je za prelazak u reparativnu fazu. Dotokom neutrofila u ranu
zapocinje ¢is¢enje krhotina, a takoder povecava topljivi IL-6-receptor a (sIL-6Ra) u rani. Time
slijedi prijelaz iz upalne faze zacjeljivanja rane u fazu proliferacije, budu¢i da kompleksi IL-6 /
IL-6Ra zapocinju signaliziranje kroz sveprisutni transmembranski receptor gp130. Stoga se
povecava endotelna ekspresija IL-6 i monocitnog kemoatraktanta proteina 1 (MCP-1) (HIRST
i sur., 2001.). IL-6 regulira polarizaciju makrofaga M2, vjerojatno povecanom regulacijom
receptora IL-4 (MASUKI i sur., 2016.). M2 stanice vazne su za kasnu fazu popravljanja rana,
eksprimiraju¢i TGF-f i IL-10. IL-6 regulira diferencijaciju fibroblasta u miofibroblaste putem
parakrine ekspresije TGF-B na mjestu rane (DUFOUR i sur., 2018.) te izravno u fibroblastima.
Interleukin inicira stvaranje granulacijskog tkiva (BROUGHTON i sur., 2006.). Kako faza
granulacije napreduje, prevladavajuce stanice su fibroblasti, endotelne stanice, periciti i

keratinociti koji popunjavaju ranu (DIEGELMANN i EVANS, 2004.).

PILLAI i sur. dokazali su da propolis ubrzava epitelnu reorganizaciju. Zatvaranje rane

od pocetne faze i kontrakcije rane bilo je ubrzano gotovo za 90% u usporedbi s kontrolnom
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skupinom. Angiogeni i mitogeni potencijal ekstrakta propolisa na mjesto rane znacajno utjece
na aktivnost zacjeljivanja rane (PILLAI i sur., 2010.). Znac¢ajno poviSena razina hidroksiprolina
primjec¢ena je kod stanica tretiranih propolisom u usporedbi s kontrolnom skupinom (PILLAI i
sur., 2010.). Hidroksiprolin je aminokiselina koja se nalazi samo u kolagenu i izravno je
proporcionalna cijeljenju rana. Promatrano povecanje sinteze kolagena tretiranih propolisom
znacajno pridonose ozdravljenju tkiva. Uronska kiselina u rani povlaci fibroblaste i potice
sintezu kolagena osiguravajuci viSe tekuéine Sto olakSava vecu mobilnost stanica, rano
preoblikovanje te pomaze zacjeljivanju (HU i sur., 2003.). Proliferacijska faza regulirana je
faktorima rasta kao $to su FGF, TGF-B, PDGF | VEGF (engl. vascular endothelial growth
factor). Fibroblasti lu¢e TGF-B1 koji posljedi¢no utjeCe na reepitelizaciju, fibroplaziju i
angiogenezu. Pretvorbu fibroblasta u miofibroblaste potice TGF-B1 i PDGF. Zbog niske
koncentracije kisika dolazi do aktivacije glavnog transkripcijskog faktora HIF-a. HIF je
hipoksijom induciran ¢imbenik koji regulira lucenje faktora VEGF (engl. vascular endothelial
growth factor). Faktorom VEGF potice se brze cijeljenje rana. Nakon potpune remodelacije

epitelnog sloja koze dolazi do inhibicije VEGF-a ¢ime se smanjuje angiogeneza.

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s prethodnim studijama u kojima su tradicionalni,
najéesce alkoholni ekstrakti propolisa pokazali potencijal kao modulatori rana. Standardizirani
bezalkoholni ekstrakt koji se koristio u ovom istrazivanju potaknuo je cijeljenje keratinocita
nakon izazvane ozljede (scratch), te je potaknuo oslobadanje IL-6, vaznog medijatora cijeljenja.
Koristenjem bezalkoholnog ekstrakta propolisa poti¢e se oslobadanje IL-6 koji je kljuc¢an
modulator signalizacije prelaska upalne u reparativnu fazu cijeljenja rane. Time bi se povecala
razina proupalnih citokina u kroni¢nim ranama i ubrzalo cijeljenje istih. Daljnjim in vitro i in
vivo istrazivanjima mogao bi se detaljnije objasniti mehanizam djelovanja propolisa na
cijeljenje, kao i primjena ovog bezalkoholnog ekstrakta propolisa u pripravcima za tretman

rana.
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6. ZAKLJUCCI

Inovativni, bezalkoholni ekstrakt propolisa potice cijeljenje rana te djeluje protuupalno,
imunomodulatorno, antimikrobno i antimikoti¢no. Ispitan je antimikrobni uc¢inak ekstrakta

propolisa na 7 bakterijskih te 6 gljivicnih kultura.

Odredivanjem antimikrobnog u¢inka, mozemo zakljuciti:

e Dokazan je antimikrobni ucinak bezalkoholnog ekstrakta propolisa na kulturama gram
pozitivnih i gram negativnih bakterija te gljivica

e MTT testom dokazana je neSkodljivost bezalkoholnog ekstrakta propolisa prema
stani¢noj kulturi HaCaT

e Koncentracije otopine ekstrakta propolisa 10%, 5% i 2.5% nisu citotoksi¢ne

S obzirom na rezultate cijeljenja rana, zakljuujem:

e 1.5%, 1% i 0.5% otopine bezalkoholnog ekstrakta propolisa postizu statisti¢ki znacajno
brze cijeljenje rana u uporedbi sa stani¢nim kulturama tretiranim kontrolama A, B i C

e Najbolje vrijednosti cijeljenja rana postigle su 1.5% i 1% bezalkoholna otopina
ekstrakta propolisa

e Bezalkoholni ekstrakt propolisa potaknuo je luc¢enje IL-6
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8. SAZETAK
UCINAK EKSTRAKATA PROPOLISA NA MARKERE CIJELJENJA RANA

U STANICNOJ KULTURI KERATINOCITA

Propolis djeluje imunomodulatorno, antimikrobno, antioksidativno, analgetsko i
protuupalno ¢ime poti¢e brze cijeljenje rana. Vazni spojevi u propolisu su flavonoidi,
fenilpropenoidi te fenolicne kiseline poput kumari¢ne kiseline, kafeicne kiseline te ferulicne
kiseline. Fenetil ester kofeinske kiseline (CAPE) imunosupresivno djeluje inhibirajuci rast
bakterija, sprje€avajuci stani¢nu podjelu. Antioksidativno djelovanje propolisa poti¢e visoka
koncentracija polifenola i flavonoida. Bezalkoholni ekstrakt propolisa pokazuje antimikrobni
utjecaj na gram pozitivne bakterije i gram negativne bakterije. Propolis pokazuje antimikoti¢ni
ucinak prema gljivicama. MTT testom citotoksi¢nosti dokazana je neSkodljivost propolisa
prema stanicama. S obzirom na rezultate scratch testa 1,5%, 1% i 0,5% koncentrirane otopine
propolisa postigle su statisticki znac¢ajno brze cijeljenje rana u usporedbi s jazicama tretiranim
kontrolama A, B i C. Upotrebom t testa izmedu kontrole 2. dana i propolisom tretiranih stanica,
utvrdena je statistiCki znacajna razlika u cijeljenju rana (p<0,0032). Tijekom vremenskog
perioda od 3 dana, statisticki znacajno je povecanje rasta tretiranih stanica propolisom u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Najbolje vrijednosti cijeljenja imale su stanice tretirane s

1,5% i 1% otopinom propolisa.

Imunomodulatornim djelovanjem propolis povecava oslobadanje vazoaktivnih
posrednika poput metabolita arahidonske kiseline. ELISA metodom izolacije interleukina 6
dokazan je statisticki znacajan porast IL-6 (p<0.0086) izmedu jaZica tretiranih 1.5%, 1%10,5%
otopinama propolisa te kontrolama A, B i C tijekom 3 dana. Propolis poveéava oslobadanje
citokina IL-6 i faktore rasta poput PDGF i FGF. Time je dokazan imunomodulatorni u¢inak

propolisa u poticanju brzeg cijeljenja rana.

Kljuéne rijeci: Propolis, bezalkoholni ekstrakt, cijeljenje rana
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9. SUMMARY

EFFECT OF PROPOLIS EXTRACTS ON WOUND HEALING MARKERS
IN HUMAN IMMORTALIZED KERATINOCYTE CELL CULTURE

Propolis has immunomodulatory, antimicrobial, antioxidant, analgesic and anti-
inflammatory effects, which promotes faster wound healing. Important compounds in propolis
are flavonoids, phenylpropenoids and phenolic acids such as coumaric acid, caffeic acid and
ferulic acid. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) has an immunosuppressive effect by
inhibiting bacterial growth, preventing cell division. The antioxidant action of propolis is
stimulated by the high concentration of polyphenols and flavonoids. Non-alcoholic propolis
extract shows antimicrobial effect on gram positive bacteria and gram negative bacteria.
Propolis shows an antifungal effect against fungi. MTT cytotoxicity test demonstrated the
safety of propolis against cells. Considering the results of the scratch test, 1.5%, 1%, and 0.5%
concentrated propolis solutions achieved statistically significantly faster wound healing
compared to wells treated with controls A, B, and C. Using the t test between control day 2 and
propolis treated cells, a statistically significant difference in wound healing was found (p
<0.0032). Over a time period of 3 days, there was a statistically significant increase in the
growth of propolis-treated cells compared to the control group. Cells treated with 1.5% and 1%
propolis solution had the best healing values.

By its immunomodulatory action, propolis increases the release of vasoactive mediators
such as arachidonic acid metabolites. ELISA isolation of interleukin 6 showed a statistically
significant increase in IL-6 (p <0.0086) between wells treated with 1.5%, 1% and 0.5% propolis
solutions and controls A, B and C for 3 days. Propolis increases the release of the cytokine IL-
6 and growth factors such as PDGF and FGF. This has proven the immunomodulatory effect of
propolis in promoting faster wound healing.

Keywords: propolis, non-alcoholic extract, wound healing
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10. ZIVOTOPIS
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urednice.

Sestu godinu studija provela sam kao diplomantica Instituta Ruder Bogkovi¢ na kojemu
sam uz diplomski rad, radila jo§ 4 znanstvena istrazivanja pretklinickog ispitivanja lijeka.
Svakodnevnim radom u Laboratoriju za naprednu genomiku, zavoda Molekularne medicine
usvojila sam brojne metode molekularne dijagnostike. Provodila sam pretklini¢ko ispitivanje
antimikrobne ucinkovitosti na bakterijskim kulturama i kulturama gljivica, dok sam na
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HaCat, HEK i SH-SY5. HaCaT stani¢nu kulturu koristila sam za ispitivanje cijeljenja rana, dok

SH-SY5 za ispitivanje neurotoksi¢nosti.
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