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1. UVOD



1.1. Stratum corneum i zacjeljivanje

Najveci organ ljudskog tijela je koZza, a €ini oko 15% ukupne tjelesne tezine kod
odraslih (1). Djeluje kao zastitna barijera protiv vanjskog okruzenja i pomaze u sprecavanju
dehidracije, Sto naglaSava vaznost odrzavanja njezina integriteta (2). Koza je podijeljena na
dva glavna strukturna odjeljka, epidermis i dermis. Epidermis ¢€ini epitel koji se neprestano
obnavlja, a podijeljen je u nekoliko slojeva, pocevsi od bazalnog sloja (ili stratum basale) koji
se nalazi neposredno iznad dermisa, preko trnastog i zrnatog sloja do povrSinskog sloja koji se

naziva stratum corneum (roznati sloj) (3).

Stratum corneum je vanjski sloj epidermisa i oznacava zavrS$nu fazu sazrijevanja i
razvoja keratinocita. Keratinociti u bazalnom sloju epidermisa su proliferativni 1, kako stanice
sazrijevaju u epidermi, polako gube proliferativni potencijal i prolaze programirano
unistavanje. Ovi konacno diferencirani, enukleirani keratinociti nazivaju se korneociti i
zadrzavaju samo filamente keratina ugradene u filagrin matricu (4). Osim keratinocita, unutar
epidermisa se mogu pronaci i druge vrste stanica kao $to su melanociti (daju pigment

keratinocitima), Langerhansove stanice (imunoloska funkcija) i Merkelove stanice (5).

Stratum cornem je prepreka pasivnoj difuziji vode iz koZe ¢ime nas §titi od
dehidracije. Zdrava koza dnevno izgubi pola litre vode u obliku vodene pare $to je poznato
kao transepidermalni gubitak vlaznosti (TEWL, transepidermal water loss). U slu¢aju raznih
koznih poremecaja, Stratum corneum postaje propusniji pri cemu veca koli¢ina vode prolazi
kroz kozu. Funkcija barijere poremecena je i kod manjih ozljeda te nakon fape-strippinga.
Stratum corneum sprje€ava prodiranje raznih molekula iz okoli$a, a uz to ima i imunoloSku

funkciju te pruza zastitu koze od ultraljubicastog svjetla putem pigmentnog sustava (6, 7).

Rana je poremecaj normalne anatomske strukture i funkcije tkiva, a predstavlja
ozbiljan zdravstveni problem u svijetu i ¢esto je povezana s visokim troskovima 1
neucinkovitim tretmanima (8). Nakon oStecenja, ljudska koza potice spontani proces koji se
sastoji od Cetiri koraka, a rezultira oblikovanjem nefunkcionalnog fibroznog tkiva (9).
Zacjeljivanje rana kao dinamicki, viSestani¢ni i normalni bioloski proces u ljudskom tijelu
ima Cetiri faze: hemostazu, upalu, proliferaciju i preoblikovanje; za uspjeSan popravak vazna
je prisutnost svih Cetiriju koraka (10). Cilj je zacjeljivanje rana bez stvaranja oziljka kao i

ubrzavanje zacjeljivanja rana (11). Poremecaj u bilo kojem od ovih stupnjeva moze



uzrokovati kompromitirano zacjeljivanje Sto moze dovesti do prelaska rane u kroni¢no stanje

te na taj nacin utjecati na zdravlje i kvalitetu zivota pacijenta (2).

1.2. Tape-stripping

Tape-stripping je minimalno invazivna tehnika koja se sastoji od uzastopnog
uklanjanja stratum corneuma koristenjem ljepljivih traka, a ¢esto se koristi u dermatoloskim
studijama. Koristi se za procjenu dubine prodiranja farmakoloskih supstancija, sastava koze te

za proucavanje nastanka upalnih medijatora, zacjeljivanje rana i drugih procesa (12).

Postoji velik broj faktora koje treba uzeti u obzir zbog mogucéeg utjecaja na koli¢inu
stratum corneuma uklonjenu sa svakom trakom, a neki od njih su anatomsko mjesto, dob
ispitanika, rasa, vrsta koze, TEWL i pH koZe. Ovisno o anatomskom mjestu variraju broj
stani¢nih slojeva, debljina stratum corneuma, sastav i koli€ina lipida. Vanjski faktori koji
utjecu na koli¢inu stratum corneuma uklonjenog ljepljivom trakom su sila uklanjanja s koze,

trajanje pritiska na kozu i topikalni pripravci (13, 14).

Postupak se sastoji od uzastopnog nanosenja i uklanjanja ljepljive trake s odredenog
podrucja koze. Ljepljivu traku treba pritisnuti na kozu pomocu valjka za rastezanje povrSine

koze ¢ime se izbjegava utjecaj brazda i bora pri postupku skidanja trake (15).

Prve trake sadrze gotovo Citav stani¢ni sloj korneocita. Daljnjim tape-strippingom broj
korneocita te agregata korneocita postaje sve manji. Smanjenje debljine stratum corneuma
uzrokovano uklanjanjem traka izmjereno je povecanjem TEWL-a, koji predstavlja jednu od
najvaznijih karakteristika barijere koze (12, 15). TEWL se Cesto koristi zajedno s tape-
strippingom kako bi se procijenilo koliko je smanjena funkcija barijere nakon postupnog

uklanjanja korneocita (14).

Tape-stripping je koriSten kao model oSte¢enja koze na kojem ¢e se ispitati djeluje 1i
pripravak koji sadrzi ulje gospine trave pozitivno na cijeljenje 1 obnovu koze. U ovom
istrazivanju su za procjenu ostecenja koze, osim TEWL-a, mjereni i sljede¢i parametri: razina
hidratacije koze (uglavnom stratum corneuma) te dvije glavne komponente odgovorne za
boju kozu — melanin i hemoglobin (eritema). Na temelju prethodno opisanih djelovanja
gospine trave ocekujemo pozitivan uc¢inak na mjerene parametre koze nakon ostec¢enja

uzrokovanog tape-strippingom.



2.1. Tradicionalna primjena biljaka u svrhu zacjeljivanja rana

Ljekovito bilje koristi se u medicini od davnina i dobro je poznat potencijal koriStenja
istog u cijeljenju rana uz sprje¢avanje nastanka infekcije, a da pritom ne izaziva ozbiljne
nuspojave zbog €ega bi terapija biljnim lijekovima mogla biti alternativna strategija za
lijeCenje rana (16). Od svih biljnih vrsta u svijetu, samo 15% ih je fitokemijski procijenjeno,
dok je bioloska aktivnost provjerena za samo 6% biljaka (17). Priroda je izvor ljekovitih tvari
tisu¢ama godina, a strategije lijeCenja temeljene na biljkama i dalje igraju klju¢nu ulogu u
primarnoj zdravstvenoj zastiti 80% svjetskih zemalja u razvoju 1 nerazvijenih zemalja (3).
Mnoge biljke i njihovi ekstrakti upotrebljavaju se tradicionalno zbog velikog potencijala za
lijecenje rana pri Cemu prirodni agensi induciraju lijecenje i regeneraciju tkiva kroz vise
povezanih mehanizama (18). Etnomedicinska uporaba biljaka u lijecenju rana (u obliku
Cajeva, dekokta, tinktura, sirupa, ulja, masti, obloga i infuzija) ne predstavlja samo jeftin i
pristupacan ve¢ 1 pouzdan prirodni izvor ljekovitih tvari (19). Studije na ljekovitim biljkama
potvrdile su da biljni lijekovi izazivaju manje Stetnih uc¢inaka u usporedbi s kemijskim
agensima, a uz to su i isplativiji (19).

Potraga za prirodnijim tvarima u svrhu zacjeljivanja rana dovela je do otkrivanja
potencijalnih agensa medu kojima je i Hypericum perforatum (20). KoriStenje ove vrste kao
biljnog lijeka za lijeenje raznih unutarnjih i vanjskih bolesti datira joS iz vremena starih Grka
(21). Biljka ima Sirok spektar primjene pa se tako u iranskoj tradicionalnoj medicini
Hypericum perforatum Koristi kao antidepresiv, analgetik, diuretik, antiseptik a uz to djeluje i
na zacjeljivanje rana (22). Vodeni ekstrakti (uglavnom dekokti, ponekad infuzije) cvjetnih
zracnih dijelova Hypericum perforatum koriste se kao lijek protiv raznih tegoba, ukljucujuci
urogenitalne upale, Se¢ernu bolest, neuralgije, sr€ane bolesti, gastritis, hemoroide 1 pepticki
ulkus u turskoj narodnoj medicini (23, 24). Hypericum perforatum postala je jedna od
najistaknutijih i najbolje istraZenih ljekovitih biljaka tijekom posljednja dva desetljeca,
ponajvise zbog svog potencijala kao prirodnog antidepresiva, medutim stjecanje novih
saznanja o farmakoloskoj aktivnosti Hypericum perforatum i njegovih karakteristicnih
sastavnica hipericina i hiperforina, potaknulo je istraZivanje potencijala topikalnih pripravaka
gospine trave (25). Topikalni pripravci Hypericum perforatum, kao $to su ulja ili tinkture,
koriste se za lijjeCenje manjih rana i opeklina, opeklina od sunca, abrazija, modrica,
nagnjecenja, ¢ireva, mialgija i raznih drugih oboljenja (25). Indukcija diferencijacije i
protuupalni u¢inak ¢ine gospinu travu potencijalnim kandidatom za lijecenje poremecaja koze

poput psorijaze ili atopijskog dermatitisa (25). Vrsta je vrlo popularna u Turskoj za



zacjeljivanje rana, prvenstveno u obliku ulja, a rezultati studije pokazali su da zra¢ni dijelovi
Hypericum perforatum posjeduju svojstva koja mogu biti korisna u cijeljenju rana te
protuupalno djelovanje zbog ¢ega bi njihova primjena u tradicionalnoj medicini mogla biti

opravdana (26).

2.2. Morfologija i komponente Hypericum perforatum

Gospina trava, botanicki poznata kao Hypericum perforatum, je zeljasta, aromati¢na
viSegodisnja cvjetnica koja pripada porodici Hyperiaceae. Vrsta je rodom iz Europe, ali se
prosirila na podrucja umjerene klime u Aziji, Africi, Australiji, Sjevernoj 1 Juznoj Americi
(21, 27). Uobicajeno raste na travnjacima, paSnjacima, livadama, nizinama, otpadnim
povrSinama te napustenim rudnicima i kamenolomima (28, 29). To je jedna od prvih biljaka
koja se pojavljuje na podru¢jima opustoSenima Sumskim pozarima ili sje€om drva (30).
Najbolji rast ostvaruje na isuSenom, grubo teksturiranom tlu dok vlazni uvjeti inhibiraju rast
biljke (30). Za vrijeme ljetnih mjeseci, vrsta se lako prepoznaje po racvastom cvatu sa svijetlo
Zutim cvjetovima i po unutarnjim bistrim zlijezdama lis¢a koje daju perforirani izgled (31).
Rod Hypericum se sastoji od oko 400 vrsta biljaka i grmlja sa Zutim ili bakrenim cvjetovima s
cetiri do pet latica, brojnim prasnicima i jednim tuckom (21). Vjeruje se da ime hypericum
potjece od grékih rijeci hyper (iznad) i eikon (slika, prikaza) $to ukazuje na njezinu navodnu

sposobnost tjeranja zlih duhova (32).

Slika 1. Hypericum perforatum (33)



Hypericum perforatum se sastoji od slobodno razgranatog grmlja, visine do 1 m,
zelene do sivkasto zelene boje (27). Stabljika je zaobljena, uspravna i razgranata na vrhu s
duguljastim ovalnim listovima i brojnim cvjetovima koji smrvljeni daju crveni pigment (21)
(27). Hypericum perforatum je vrlo varijabilna vrsta, a neki botanicari prepoznaju 3 ili ¢ak 4
podvrste ili sorte na temelju morfoloskih kriterija diferencijacije: veli¢ina lista, oblik 1 izgled,

oblik i polozaj hipericina koji sadrzi crne ¢vori¢e na rubovima latica ili lamele (34).

Farmakoloska istrazivanja pokazala su da su ljekovita svojstva gospine trave rezultat
nekoliko vrsta bioloski aktivnih spojeva, ukljuujuc¢i naftodiantrone (hipericin i
pseudohipericin), prenilirane acilfloroglucinole (hiperforin i adhiperforin), flavonoide
(kvercetin, hiperozid, rutin i kvercitrin), ksantone (1,3,6,7-tetrahidroksiksanton) i esencijalno
ulje bogato seskviterpenima (35). Glavni sastojci ovog ekstrakta za koje se smatra da su
veéim dijelom odgovorni za sposobnost zacjeljivanja su naftodiantroni (hipericin) i

floroglucinoli (hiperforin) (25). Strukture reprezentativnih sastavnica prikazane su u nastavku:



and epimer at C*
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Slika 2. Strukture sastavnica Hypericum perforatum (27)

Pokazalo se da je koncentracija hipericina i pseudohipericina Hypericum perforatum
najveca tijekom ljetnih mjeseci (31). Cvjetajuci vrhovi se obi¢no beru u rano ljeto kad je cvat
mjeSavina pupova i cvjetova, medutim sakupljanje kasnije u sezoni cvatnje, moze biti i
pozeljno zbog vecih koncentracija hipericina i pseudohipericina (31). Na varijacije u
koncentraciji hipericina moze utjecati ne samo genotip, ve¢ i uvjeti okolisa, stupanj razvoja
biljke, omjer analiziranih biljnih dijelova ili tkiva (cvijet, list 1 stabljika), vrijeme sakupljanja,

nacin suSenja i uvjeti skladistenja (31).

Pripravci gospine trave Siroko su dostupni u nekoliko formulacija (tablete, tinkture,

topikalni pripravci) te spadaju medu najprodavanije biljne proizvode u zapadnim zemljama



(36). Oblik koji se najc¢esce upotrebljava je ulje gospine trave koje se priprema maceriranjem
svjeze biljke na suncu, obi¢no u suncokretovom ili maslinovom ulju, u razdoblju od Cetrdeset
dana. Svjezu biljku treba fino isjeckati ili zdrobiti, prekriti uljem, potom staviti na sunce ili
toplo podrucje dva do tri tjedna dok biljka ne ugradi svoje kvalitete u ulje. Da bi se povecala
kontaktna povrSina biljke 1 otapala te tako poboljsala ekstrakcija, preporucuje se protresti
smjesu jednom dnevno. Kada prode odredeno vrijeme, biljku treba presati, procijediti iz ulja i
pohraniti u tamnu, zatvorenu posudu na hladnom mjestu. Zuti cvjetovi ée ulje pretvoriti u
tamnu krvavo crvenu boju. Najbolje je koristiti svjeze cvijece, jer moze do¢i do degradacije
hipericina uslijed susenja (32). U ovom istrazivanju koriSten je uljni macerat gospine trave pri
¢emu je koristena metoda ekstrakcije uranjanja biljnih vrhova u mjesSavinu maslinovog i

suncokretovog ulja (25:75 v/v).

2.3. Bioloska aktivnost Hypericum perforatum

Klini¢ka osnova za lijeenje rana djelovanjem gospine trave potjece od antimikrobnog
1 protuupalnog djelovanja, te stimulacije pokretljivosti fibroblasta, proizvodnje kolagena i

diferencijacije keratinocita (25).

Dobro je poznato da su hipericin i hiperforin glavne aktivne komponente odgovorne za
antimikrobno djelovanje Hypericuma, ali ne 1 jedine, s obzirom da su u¢inkovitost pokazali i
ekstrakti sa znatno manjim udjelom tih komponenti. Jedna od studija pokazala je
antimikrobnu aktivnost dviju podvrsta Hypericum perforatum na G+ i G- bakterije, dok su
rezultati druge studije dokazali u¢inkovitost hipericina samo u kombinaciji sa zraCenjem
svjetlom na sojeve G+ bakterija ( MSSA 1 MRSA) pri ¢emu dolazi do oSte¢enja membrane i

stani¢ne smrti (37, 38).

Provedena istrazivanja pokazala su da je Hypericum perforatum obecavajuce
protuupalno sredstvo. Pseudohipericin je glavni uzro¢nik protuupalnog potencijala gospine
trave, a smatra se da postoje dva moguca mehanizma protuupalnog djelovanja. Jedan od njih
navodi da ekstrakt Hypericum perforatum moZze smanjiti ekspresiju proupalnih gena kao $to
su ciklooksigenaza-2, interleukin-6 i1 inducibilna sintaza dusikovog oksida (iNOS), koji igraju
vaznu ulogu u kroni¢noj upali. Drugi mogu¢i mehanizam moze biti inhibicija sinteze

prostaglandina (PG) pomocu pseudohipericina i hiperforina (39-42).



Nedavna istrazivanja otkrila su da Hypericum perforatum zahvaljujuci
antiproliferativnim i protuupalnim svojstvima ima ucinak na pobolj$anje psorijati¢kih lezija u
kojima su pronadene visoke koncentracije TNF-a (engl. tumor necrosis factor o). Studija ¢iji
je cilj bio otkriti mehanizam antiinflamatornog djelovanja gospine trave na psorijaticke lezije
pokazala je da je djelotvornost pripravka vjerojatno povezana sa redukcijom citokina u

psorijatickom tkivu, uklju¢ujuéi TNF-a (43).

Hiperforin, glavni sastojak Hypericum perforatum, osim protuupalnih, antitumorskih i
antibakterijskih svojstava ima uc¢inak i na uniStavanje slobodnih radikala sto dijelom
objasnjava njegovo protuupalno i UV zastitno djelovanje (44). Ekstrakti Hypericum
perforatum bogati flavonoidima ucinkoviti su protiv apoptoze izazvane hidrogen peroksidom
u stanicama PC12 (stani¢na linija izvedena iz feokromocitoma medule nadbubreZzne Stakore).
Standardni ekstrakti gospine trave mogu sprijeciti fragmentaciju DNK 1 skupljanje stanica kao
rezultat djelovanja vodikovog peroksida. Prema tome, ekstrakti Hypericum perforatum bogati
flavonoidima imaju potencijal za lije¢enje neurodegenerativnih poremecaja povezanih s

oksidativnim stresom poput Parkinsonove 1 Alzheimerove bolesti (45, 46).

Stanice fibroblasta igraju vaznu ulogu u proliferativnoj fazi lijeCenja rana te su

uklju€ene u sintezu kolagena 1 drugih adhezijskih molekula (47).

Kao posljedica njihovih migracija, proliferacije, kontrakcije i stvaranja kolagena,
stanice fibroblasta imaju vaznu ulogu u zacjeljivanju rana unatoc¢ razlikama u njihovom
podrijetlu. Poligonalne stanice fibroblasta Siroko su prihvacene kao aktivni oblik u
zacjeljivanju rana, budu¢i da ovaj oblik stanice ima sposobnost migracije te zatvaranja rane.
Cini se da je u¢inak zacjeljivanja djelovanjem ekstrakta Hypericum perforatum uglavnom
posljedica povecane stimulacije fibroblasta na proizvodnju kolagena te aktivacije stanica
poligonalnih stanica fibroblasta, koja igra ulogu u popravljanju rana zatvaranjem oste¢enog

podrucja (48-51).

Hiperforin takoder djeluje i kao TRPC6 aktivator koji pojadava ATP-Ca*
signalizaciju i olaksava diferencijaciju keratinocita uzrokovanu unosom Ca** preko TRPC6 te

posljedicno olakSava reepitelizaciju tijekom zacjeljivanja rana (52).

Studije su pokazale da osim navedenih u¢inaka, gospina trava posjeduje i
antikarcinogeno djelovanje pri ¢emu su glavne komponente odgovorne za navedeno

djelovanje hiperforin i hipericin. Hiperforin izaziva smrt stanica apoptozom koja ukljucuje put



ovisan o kaspazi, a sinergisticki u¢inak hipericina i hiperforina dovodi do citotoksi¢nosti

prema humanim tumorskim stani¢nim linijama (53).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja je istraziti utjecaj pripravka koji sadrzi gospinu travu na
promicanje oporavka koze u ljudskom modelu mehanicke iritacije koze u usporedbi s

placebom.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. Ustroj istrazivanja

Randomizirani kontrolirani klini¢ki pokus proveden je na Medicinskom fakultetu
Sveucilista u Splitu. Istrazivanje je dvostruko slijepo pri ¢emu su zaslijepljeni bili ispitanici te

procjenjivac ishoda.

3.2. Ispitanici

Mlade, punoljetne osobe (N=10), bez koznih bolesti i oStecenja koze na mjestima
ispitivanja. Kriteriji iskljucivanja su bili upotreba kortikosteroida, imunomodulatora ili
antihistaminika unutar Cetiri tjedna koja prethode ispitivanju, koriStenje emolijensa 3 dana
prije pocetka 1 tijekom trajanja studije, ozbiljna sustavna bolest, imunosupresija, kozne
bolesti, trudnoca i dojenje. Ispitanici se nisu izlagali umjetnom UV zracenju ni snaznom

sun¢evom svjetlu te nisu koristili sapune i Sampone na ispitivanim mjestima na kozi.

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu, a provedeno je u skladu sa svim primjenjivim smjernicama ¢iji je cilj
osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba koje sudjeluju u ovom istrazivanju,
ukljucujuéi Osnove dobre klinicke prakse i Helsinsku deklaraciju. Svi ispitanici su potpisali

informirani pristanak prije uklju¢ivanja u studiju.

3.3. Intervencija

Mehanicka iritacija izazvana je koriStenjem samoljepljivih 1,5 cm x 2,7 Tesafilm traka
(povrsina 4 cm?). Traka se nakon postavljanja pritisne aplikatorom (150 g/cmz) tijekom 5
sekundi. Nakon serije od 5 traka, mjeri se TEWL, a postupak se ponavlja dok se ne postigne

povecanje TEWL-a koje odgovara trostrukoj vrijednosti pocetnog TEWL-a.

Testna mjesta bila su na podlakticama. Na jednu podlakticu ispitanici su nanosili
pripravak s uljem gospine trave, a na drugu placebo, odnosno pripravak koji sadrzi ulja koja
se koriste za proizvodnju ulja gospine trave (suncokretovo i maslinovo ulje) i boju. Ispitanici
su terapiju nanosili dva puta dnevno tijekom devet dana. Upuceni su kako ¢e nanositi

pripravak, a svi ispitanici su dobivali odredenu koli¢inu koriStenjem dozirnih spremnika.
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Randomizacijom je odredeno hoce li se pripravak gospine trave nanositi na lijevu ili

desnu podlakticu. Excel tablice su koristene za randomizaciju terapije.

Slika 3. Pritisak aplikatorom nakon postavljanja samoljepljive trake

Slika 4. Tape-stripping

15



Slika 5. Testna mjesta na podlakticama

3.4. Mjerenja

Parametri koze praceni su neinvazivnim mjerenjima sondama sustava MPA6
(Courage+Khazaka, K6ln, Njemacka). Mjerenja su trajala jedanaest dana, a provodena su
prvi, drugi, treéi, Cetvrti, peti, osmi i jedanaesti dan. Funkcija koZne barijere procjenjivana je
mjerenjem TEWL-a pri ¢emu je koriSten Tewameter TM3000. Tewameter sonda posredno
mjeri gradijent isparavanja vode s koze preko dva para senzora (temperatura i relativna vlaga)
(54). Za odredivanje hidratacije koze koristen je Corneometer CM825 koji mjeri promjenu
dielektri¢ne konstante (54). Mexameter MX18 je koriSten za odredivanje eritema i melanina,
a mjerenje se bazira na apsorpciji i refleksiji. Mexameter sonda emitira svjetlo triju odredenih
valnih duljina pri ¢emu mjeri refleksiju svjetla s koze. S obzirom da je koli¢ina emitiranog
svjetla definirana, koli¢ina svjetla koju koza apsorbira se moze izracunati (55). U prostoriji za
mjerenje bili su odrzavani konstantni uvjeti pri ¢emu je temperatura prostorije bila 20-22°C, a
relativna vlaznost 40-60%. Ispitanici su se prije mjerenja trebali aklimatizirati na uvjete
prostorije (minimalno 15 min) s otkrivenim testnim mjestima. Ispitivana formulacija i placebo

nisu se primjenjivali najmanje 12 sati prije mjerenja.
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Slika 6. Mjerenje transepidermalnog gubitka vlaznosti koze koristenjem Tewameter

TM3000 sonde

Slika 7. Mjerenje vlaznosti koZe koriStenjem Corneometer CM825 sonde
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Slika 8. Mjerenje eritema i melanina koristenjem Mexameter MX18 sonde

3.5. Statisticka analiza podataka

Program GraphPad Prism 6 (GraphPad Software inc., La Jolla, California, SAD) je
upotrijebljen za statisticku analizu. Podaci su analizirani pomoc¢u dvosmjerne analize
varijance (Two-way ANOVA) za ponovljena mjerenja i Sidak post-hoc testa. Podatci su
izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija, a kao statisti¢ki znac¢ajnu razliku

postavili smo P < 0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. TEWL
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Slika 9. Usporedba srednjih vrijednosti parametra TEWL izmedu koZe tretirane s gospinom

travom 1 placebom

Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

* P<0,05, dvosmjerna analiza varijance, Sidak post-hoc test-razlika vrijednosti nakon nokse u
odnosu na bazalnu vrijednost

# P<0,05, dvosmjerna analiza varijance, Sidak post-hoc test-razlika vrijednosti izmedu

placeba i gospine trave

Slika 9. prikazuje kretanja srednjih vrijednosti transepidermalnog gubitka vlaZnosti
tijekom trajanja istraZivanja. Nije pronadena znac¢ajna razlika izmedu bazalnih vrijednosti
koze prije postupka tape-strippinga. Nakon tape-strippinga dolazi do poviSenja vrijednosti
TEWL-a kao posljedice uklanjanja slojeva stratuma corneuma. Vrijednosti nakon tape-
strippinga su znacajno vise u odnosu na bazalne vrijednosti koze.

Pronadena je statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti TEWL-a na mjestima gdje
su primijenjeni pripravci gospine trave u odnosu na placebo (p=0,0396). Primjena ispitivanih
pripravaka je snizila vrijednosti TEWL-a §to upucuje na brzi oporavak kozne barijere nakon
nokse. Post-hoc analiza je pronasla statisticki znac¢ajnu razliku prvi dan nakon primjene

gospine trave.
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4.2. Vlaznost
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Slika 10. Usporedba srednjih vrijednosti parametra vlaznosti izmedu koZe tretirane s

gospinom travom i placebom

Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
* P<0,05, dvosmjerna analiza varijance, Sidak post-hoc test-razlika vrijednosti nakon nokse u

odnosu na bazalnu vrijednost

Slika 10. prikazuje kretanja srednjih vrijednosti vlaZnosti tijekom trajanja istraZivanja.
Nije pronadena znacajna razlika izmedu bazalnih vrijednosti koZe prije postupka tape-
strippinga. Nakon tape-strippinga dolazi do poviSenja vrijednosti vlaznosti kao posljedice
uklanjanja slojeva stratuma corneuma. Vrijednosti nakon tape-strippinga su znacajno vise u
odnosu na bazalne vrijednosti koze.

Nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti vlaZnosti na mjestima

gdje su primijenjeni pripravci gospine trave u odnosu na placebo.
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4.3. Eritem
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Slika 11. Usporedba srednjih vrijednosti parametra eritema izmedu koZze tretirane s gospinom

travom i placebom

Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
* P<0,05, dvosmjerna analiza varijance, Sidak post hoc test-razlika vrijednosti nakon nokse u

odnosu na bazalnu vrijednost

Slika 11. prikazuje kretanja srednjih vrijednosti eritema tijekom trajanja istrazivanja.
Nije pronadena znacajna razlika izmedu bazalnih vrijednosti koZe prije postupka tape-
strippinga. Nakon tape-strippinga dolazi do poviSenja vrijednosti eritema kao posljedice
uklanjanja slojeva stratuma corneuma. Vrijednosti nakon tape-strippinga su znacajno vise u
odnosu na bazalne vrijednosti koze.

Nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti eritema na mjestima

gdje su primijenjeni pripravci gospine trave u odnosu na placebo.
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4.4. Melanin
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Slika 12. Usporedba srednjih vrijednosti parametra melanina izmedu koZe tretirane s

gospinom travom i placebom

Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
* P<0,05, dvosmjerna analiza varijance, Sidak post hoc test-razlika vrijednosti nakon nokse u

odnosu na bazalnu vrijednost

Slika 12. prikazuje kretanja srednjih vrijednosti melanina tijekom trajanja istrazivanja.
Nije pronadena znacajna razlika izmedu bazalnih vrijednosti koZe prije postupka tape-
strippinga. Nakon tape-strippinga dolazi do sniZenja vrijednosti melanina kao posljedice
uklanjanja slojeva stratuma corneuma. Vrijednosti nakon tape-strippinga su znac¢ajno nize u
odnosu na bazalne vrijednosti koze.

Nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti melanina na mjestima

gdje su primijenjeni pripravci gospine trave u odnosu na placebo.
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5. RASPRAVA
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Cilj istrazivanja je bio istraziti utjecaj pripravka koji sadrzi gospinu travu na
promicanje oporavka koze u ljudskom modelu mehanicke iritacije koze u usporedbi s
placebom. Tijek oporavka nakon intervencije (pripravak s gospinom travom) pratili smo
mjerenjem parametara koze te usporedivanjem s oporavkom nakon primjene kontrolnog
pripravka. Primjena pripravka gospine trave snizila je vrijednosti TEWL-a $to ukazuje na brzi
oporavak kozne barijere u odnosu na testna mjesta gdje je primjenjivan placebo. Mjerenjem
parametara vlaznosti, eritema i melanina nije pronadena statisticki znacajna razlika vrijednosti
na mjestima gdje je primijenjen pripravak gospine trave u odnosu na placebo.

Gospina trava se odavno koristi u narodnoj medicini zahvaljujuéi Sirokom spektru
djelovanja, a posljednjih se godina sve viSe paznje pridaje topikalnim pripravcima. Prema
provedenim istrazivanjima pripravci gospine trave pokazali su potencijal za zacjeljivanje rana
zahvaljuju¢i antimikrobnom, protuupalnom, antioksidativnom djelovanju te stimulacijom
proizvodnje fibroblasta (22-24).

U istrazivanju Shivananada i sur. (2017) ulje gospine trave koriSteno je za lijecenje
dorzalnih rana nastalih ekscizijom. Stakori su podijeljeni u tri grupe po est takora pri cemu
je proucavan ucinak ulja gospine trave u odnosu na vazelin i mupirocin. Topikalni pripravci
primjenjivani su jedanaest dana pri ¢emu je pracena stopa zatvaranja rane. Rezultati studije
pokazali su znacajan potencijal ulja gospine trave za zacjeljivanje rana u usporedbi s
vazelinom i mupirocinom (20).

Studija koju su proveli Yadollah-Damavandi i sur. (2015) ocijenila je ucinke
Hypericum perforatum na zacjeljivanje rana prema stereoloSkim parametrima ukljucujuci
populaciju fibroblasta, sintezu snopa kolagena 1 revaskularizaciju. IstraZivanje je provedeno
na $takorima s dijabetesom kojima su rane izazvane ekscizijom. Cetrdeset osam §takora
podijeljeno je u Cetiri grupe po dvanaest Stakora pri ¢emu je pracen ucinak 5%-tnog i
10%-tnog pripravka gospine trave u usporedbi s gel bazom koja ne sadrzi Hypericum
perforatum 1 kontrolnom grupom koja nije dobivala nikakav pripravak. Kod Stakora koji su
dobivali topikalni pripravak gospine trave dosle je do brzeg zatvaranja rane u usporedbi s
kontrolnom grupom te onima koji su primali samo bazu. Rezultati ove studije pokazali su da
Hypericum perforatum ima sposobnost pobolj$anja regeneracije tkiva povec¢anjem
proliferacije fibroblasta, sinteze snopa kolagena i revaskularizacije (10).

Samadi 1 sur. (2010) svojim su istrazivanjem pokazali u¢inak gospine trave na
zacjeljivanje carskog reza i nastanak hipertroficnog oZziljka. Ispitanici su bile 144 Zene koje su
prosle kirur§ki porodaj. Zene su podijeljene u tri grupe, a u¢inak gospine trave usporedivan je

s placebom i kontrolnom grupom bez intervencije. Terapija je primjenjivana tri puta dnevno
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tijekom Sesnaest dana, a rezultati su pokazali da pripravak gospine trave moze olaksati
zacjeljivanje carskog reza, smanjiti mogucénost nastanka hipertrofi¢nog oziljka te boli i
svrbeza (47).

Stintar 1 sur. (2009) proveli su istrazivanje na zZivotinjskim modelima pri ¢emu su
pokazali utjecaj pripravka gospine trave na rane nastale ekscizijom i incizijom. Maslinovo
ulje koje se koristilo kao sredstvo za pripremu pripravka gospine trave pokazalo je u¢inak na
zacjeljivanje rana, medutim aktivnost je znatno veca kad se doda Hypericum perforatum.
Aktivnost bi mogla biti posljedica poboljSanja migracije fibroblasta i talozenja kolagena, o
¢emu svjedoci povecana ¢vrstoca vlakana (26).

Istrazivanje koje su proveli Fiiller i Miiller-Goymann prouc¢avalo je utjecaj hiperforina,
jedne od glavnih komponenti gospine trave na humane dermalne fibroblaste. Hiperforin nije
izazvao smanjenje vitalnosti fibroblasta niti njthovu apoptozu zbog ¢ega se smatra da nema
potencijal za zacjeljivanje rana, medutim smatra se da bi zbog svog uc¢inka na smanjenje
proliferacije fibroblasta te sposobnosti migracije i kontrakcije mogao biti potencijalan
kandidat za lijeCenje koznih bolesti (56).

Nije proveden velik broj studija koje proucavaju utjecaj gospine trave na zacjeljivanje
rana. Navedene studije proucavale su razli¢ite parametre pri procjeni ucinka pripravka zbog
cega se rezultati ne mogu direktno usporedivati. Isto tako, razlikuju se anatomske lokacije na
kojima se nalaze testna mjesta, a uz to ni pripravci koristeni u studijama nisu pripremljeni na
isti nacin §to takoder moze imati utjecaj na rezultate.

Sudionici u ovoj studiji su sami primjenjivali pripravak $to bi moglo biti
ogranicavajuci ¢imbenik, a da bi se smanjio njegov utjecaj na rezultate, ispitanici su dobivali
tocno odredenu koli¢inu pripravka. Svaki sudionik je upucen kako primijeniti pripravak te je
upotrebu morao demonstrirati istraziva¢ima. Kako bi se osiguralo pridrZavanje terapije,
ispitanici su dobivali dovoljnu koli¢inu pripravka do sljedeceg sastanka kad su vracali prazne
spremnike. Druga limitacija studije je mali broj ispitanika $to bi mogao biti potencijalni
razlog zasto nismo dobili statisticki znacajnu razliku u ostalim parametrima.

Mjerenjem parametara vlaznosti, eritema i melanina pokazalo se da pripravak gospine
trave nema utjecaja na brzi oporavak koze u odnosu na placebo, medutim na mjestima gdje je
primjenjivan pripravak gospine trave doslo je do sniZenja vrijednosti TEWL-a, koji
predstavlja jednu od najvaznijih karakteristika barijere koze. Iz svega navedenog se moze
zakljuciti da je pripravak gospine trave pokazao odredeni potencijal za zacjeljivanje rana te

nije izazvao nikakve Stetne ucinke, zbog ¢ega se preporucuje provesti daljnja istrazivanja.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Primjena ispitivanih pripravaka je snizila vrijednosti TEWL-a $to upucuje na brzi oporavak

koZzne barijere nakon nokse.

2. Mjerenje vrijednosti vlaznosti nije pokazalo da je doslo do brzeg oporavka kozne barijere
na testnim mjestima gdje je primijenjen pripravak gospine trave u odnosu na mjesta gdje je

primijenjen placebo.

3. Mjerenje vrijednosti eritema nije pokazalo da je doslo do brzeg oporavka kozne barijere na
testnim mjestima gdje je primijenjen pripravak gospine trave u odnosu na mjesta gdje je

primijenjen placebo.

4. Mjerenje vrijednosti melanina nije pokazalo da je doslo do brzeg oporavka kozne barijere
na testnim mjestima gdje je primijenjen pripravak gospine trave u odnosu na mjesta gdje je

primijenjen placebo.

5. Potrebna su dodatna istraZivanja s ve¢im brojem ispitanika da bi se potvrdila djelotvornost

pripravaka gospine trave u cijeljenju koze u mehanickom modelu oSte¢enja koze.
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Naslov: Ispitivanje djelotvornosti i sigurnosti kozmetoloskih pripravaka u ljudskom modelu

mehanicke iritacije tape — strippingom

Cilj: Cilj istrazivanja je istraziti utjecaj pripravka koji sadrzi gospinu travu na promicanje

oporavka koze u ljudskom modelu mehanicke iritacije koze u usporedbi s placebom.

Materijal i metode: U ovom istrazivanju koje je trajalo jedanaest dana sudjelovalo je 10
ispitanika bez koznih bolesti 1 oSte¢enja koze na testnim mjestima koja su se nalazila na
podlaktici. Sudionicima je prvi dan istrazivanja na testnim mjestima izazvana mehanicka
iritacija tape-strippingom nakog ¢ega su ispitanici tijekom 9 dana nanosili pripravak gospine
trave na jednu podlakticu te placebo na drugu. Parametri koze koji su koriSteni za pracenje
oporavka kozne barijere bili su TEWL, vlaznost koZe, eritem i melanin. Za statisticku analizu
koriSten je program GraphPad Prism 6 (GraphPad Software inc., La Jolla, California, SAD), a
podaci su analizirani pomoc¢u dvosmjerne analize varijance (Two-way ANOVA) za

ponovljena mjerenja i Sidak post-hoc testa.

Rezultati: Pronadena je statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti TEWL-a na mjestima
gdje su primijenjeni pripravci gospine trave u odnosu na placebo (p=0,0396). Post-hoc analiza
je pronasla statisticki znacajnu razliku prvi dan nakon primjene gospine trave. Nije pronadena
statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti vlaznosti, eritema i melanina na mjestima gdje
su primijenjeni pripravci gospine trave u odnosu na placebo.

Zakljucak: Primjena ispitivanih pripravaka je snizila vrijednosti TEWL-a §to upucuje na brzi
oporavak koZne barijere nakon nokse dok mjerenje vrijednosti vlaznosti, eritema i melanina
nije pokazalo da je doSlo do brZeg oporavka koZne barijere na testnim mjestima gdje je
primijenjen pripravak gospine trave u odnosu na mjesta gdje je primijenjen placebo zbog Cega

su potrebna dodatna istrazivanja s ve¢im brojem ispitanika.

36



9. SUMMARY

37



Diploma Thesis Title: Testing the effectiveness and safety of cosmetological preparations in

the human model of mechanical irritation by tape-stripping

Objectives: The aim of the study is to investigate the effect of a preparation containing St.
John's wort on promoting skin recovery in a human model of mechanical skin irritation

compared to placebo.

Material and methods: This study, which lasted eleven days, involved 10 participants
without skin diseases and skin damage at the test sites located on the forearm. On the
participants' test sites using tape-stripping was induced mechanical skin irritation on the first
day of the study. After that, participants treated one forearm with the preparation containing
St. John's wort and the other one with placebo. The skin parameters that were used to monitor
the recovery of the skin barrier were TEWL, skin hydration, erythema, and melanin.
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software inc., La Jolla, California, USA) was used for
statistical analysis, and data were analyzed using a two-way analysis of variance (Two-way

ANOVA) for repeated measurements and Sidak post-hoc test.

Results: A statistically significant difference was found between the values of TEWL at the
sites where preparation containing St. John's wort were applied compared to placebo (p =
0.0396). Post-hoc analysis found a statistically significant difference on the first day after
application of St. John's wort. No statistically significant difference was found between the
values of skin hydration, erythema and melanin at the sites where the St. John's wort

preparations were administered compared to placebo.

Conclusion: The administration of the tested preparations lowered the TEWL values,
suggesting a faster recovery of the skin barrier after mechanical irritation, while the
measurement of the skin hydration, erythema and melanin values did not indicate that there
was a faster recovery of the skin barrier at the test sites where the St. John's wort preparation
was applied compared to the sites where placebo was applied which is why more research

with more participants is needed.
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