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1. IVADAS
Darbo aktualumas

Odos pazeidimai yra nei§vengiami kiekvieno zmogaus gyvenime. Daugeliui
i§ musy teko naudotis pleistrais ar tvars¢iais. Pastaruoju metu chemijos ir
medziagy moksly srityse daug kuriama naujy tvarsiy ar tobulinami senieji
analogai. Sukurti naujy formy tvars¢iai (kempinés, plévelés ar hidrokoloidy
pavidalo), kurie kartu yra ir naujos paskirties. Siuolaikiniai tvars¢iai privalo ne
tik saugoti zaizda nuo infekcijos, bet ir skatinti gijima, drékinti, absorbuoti
iSskyras, sudaryti reikiama Zzaizdos terpés pH, stimuliuoti augimo faktorius,
pernesti aktyvigsias medziagas | zaizda, todél juos kuriant svarbu atlikti jvairiy
cheminiy tyrimy. Pastaruoju metu sukurta nemazai naujy produkty, kuriuos
galima baty pritaikyti Zaizdoms gydyti, atsizvelgiant j jy tipg ir gijimo stadija.
Nauji tvarséiai kuriami, jvertinant ne tik skirtingus biologinius mechanizmus,
skatinanCius Zaizdos gijima, bet ir paciento pojucius bei optimizuojant jy
mechanines, absorbcines, antimikrobines ir kitas savybes.

Senieji tvars¢iai buvo gaminami i§ medvilnés (celiuliozés), kuri nevienodai
sugeria skysc¢ius. Pirminé jy funkcija — palaikyti sausg zaizdos aplinka, pasalinti
skyséius ir apsaugoti zaizda nuo bakterijy. Taiau ne taip seniai pastebéta, kad
drégna aplinka yra daug palankesné zaizdoms gyti. TvarsCiai turéty sukurti
tinkamiausig mikroklimata, leidZiantj nevarzomai judéti epitelio lasteléms ir dél
to lemiantj greitesnj gijimg. Drégna zaizdos aplinka ir efektyvi deguonies
cirkuliacija skatina lasteliy ir audiniy atsinaujinimg. Kuriant tvars¢ius
atsizvelgiama ir j zaizdy tipa, kuriy yra gana nemazai, pavyzdZziui, létinés,
nekrozinés, piliuojancios ar epitelizuojancios.

Medziagos Zaizdoms tvarstyti gali buti skirstomos | pasyvigsias,
sgveikaujancias su oda ir biologiskai aktyvias. Sunkiai gyjancioms zaizdoms
priziaréti pla¢iai naudojami gamtiniai polimerai: kolagenas, alginatai, chitozanas,
celiuliozés dariniai ir kt. Dél pralaidumo orui, vandens garams, bakterinio
uzter§tumo prevencijos taip pat naudojami sintetiniai polimerai. Efektyvus
zaizdos gijimas priklauso nuo daugelio faktoriy: tipo, gydymo proceso, paciento
sveikatos buklés (pvz., diabeto), aplinkos ir socialiniy salygy, fiziniy ir cheminiy
tvarscio savybiy.

Celiuliozé — gamtinis, nealergizuojantis, netoksiskas, biologiskai
suderinamas, aplinkai nekenksmingas polimeras — gana placiai jvairiomis
formomis naudojama zaizdy tvars¢iams. Pirmiausia — marlei gaminti. Pastaruoju
metu Zaizdoms gydyti naudojamos jvairesnés celiuliozés formos: skaidulos,
plévelés, kempinés. Populiaréja polimeriniai hidrogeliai, todél labiau domimasi
ir celiuliozés bei jos dariniy hidrogeliy panaudojimu Zaizdy tvars¢iams.



Darbo tikslas ir uZdaviniai
Sio darbo tikslas — paruoti regeneruotos celiuliozés bei natrio alginato,
pektino ir hidroksietilceliuliozés (HEC) jvairiy kompozicijy hidrogelius, juos
modifikuoti ir istirti jy savybes, siekiant panaudoti Zaizdy tvars¢iams.
Tikslui pasiekti keliami uzdaviniai:
v'paruo§ti keturiy rii§iy Zaizdy tvars¢iy medziagas: 1) regeneruotos
celiuliozés hidrogelio lakstus, 2) regeneruotos celiuliozés hidrogelius,
veiktus virskritiniu anglies dvideginiu, 3) regeneruotos celiuliozés
kempines, 4) kempines i$ skirtingy vandenyje tirpiy polimery misinio
(pektino, natrio alginato ir hidroksietilceliuliozés);
v/istirti paruoSty méginiy morfologijg, mechanines, bioadhezines, skys¢iy
jgerties savybes, vandens gary pralaiduma, skaidrumg, akytuma, kraujo
kresinima;
v'7aizdy tvarséiy medziagoje imobilizuoti aktyviuosius junginius, istirti jy
iSsiskyrimg ir antibakterinj aktyvuma;
v/istirti regeneruotos celiuliozés hidrogelio bei kempiniy citotoksiSkuma.

Mokslinio darbo naujumas ir praktiné verté

Naudojant ~ gamtinius,  biosuderinamus, necitotoksiskus  polimerus
(regeneruota celiulioze, natrio alginata, pekting, hidroksietilceliulioze),
pagaminti hidrogeliai, i§ kuriy, taikant skirtingas dziovinimo technologijas,
paruostos keturios skirtingos zaizdy tvars¢iy medziagos.

Pirmag karta regeneruotos celiuliozés hidrogelis, pagamintas i$
acetilceliuliozés, buvo panaudotas zaizdy tvars¢iy medziagai gauti. Parodyta, kad
pagaminto celiuliozés gelio struktiira gali bati lengvai modifikuojama, veikiama
virskritinio CO> ar liofilizacijos.

Mechaniniy savybiy tyrimai parodé, kad paruo$ti méginiai pakankamai
apsaugo zaizda nuo iSorinio mechaninio poveikio, 0 po jo — i§laiko prading
forma. Jie pasizymi ir kitais privalumais: maza adhezija odai, skaidrumu, kraujo
kresinimo funkcija.
imobilizuojant juose sidabro nanodaleles ar antibiotika neomicing. Siekiant
antioksidacinio poveikio zaizdai, imobilizuoti augaly ekstraktai ir i§ jy iSgauti
fenoliniai junginiai.

Darbo pripaZinimas

Darbo rezultatai paskelbti 4 publikacijose: 2 straipsniai Zurnaluose ,,Cellulose
Chemistry and Technology” (priimtas publikuoti) ir ,,Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects®, esanciuose Thomson Reuters Web
of Knowledge bazéje cituojamy leidiniy sgraSe, ir 2 publikacijos tarptautinése
konferencijose.



Darbo sandara ir apimtis

Disertacija sudaro jvadas, literatiros apzvalga, tyrimo metodikos,
eksperimenty rezultatai ir jy aptarimas, i§vados, literattiros $altiniy sarasas (174),
publikacijy disertacijos tema sarasas.

Disertacijos apimtis — 114 p. Eksperimenty rezultatai pateikti 15 lenteliy ir 57
paveiksluose.

2. METODINE DALIS

Naudotos medZiagos. Tyrimams naudota acetilceliuliozé (pakeitimo laipsnis
2,4), SIGMA-ALDRICH (JAV); natrio alginatas, SIGMA-ALDRICH
(Vokietija); pektinas, iSskirtas i$ citriny zievelés, galakturono rugsties kiekis > 74
% (sausai medZziagai), SIGMA-ALDRICH (Danija); hidroksietilceliuliozé
(HEC), molekuliné mas¢ Mm~1300000 ir Mm~720000, SIGMA-ALDRICH
(Vokietija).

Metodai. Celiuliozés hidrogelio lak$tai gauti, acetone regeneruojant
celiulioze i§ acetilceliuliozés ir gautg tirpalg dziovinant kambario temperattroje,
i$pilstytg j pasirinkto dydzio ir formos talpas. Gautas celiuliozés hidrogelis
modifikuotas, veikiant virSkritiniu anglies dioksidu virskritiniy skys¢iy
ekstrakcijos sistemoje SFT-150 (Supercritical Fluid Technologies, JAV).
Celiuliozés kempinés gautos, liofilizuojant celiuliozés hidrogelj, inkliuduoda 20
% etilo alkoholiu. Naudotas liofilizatorius ALPHA 2—-4 LSC (,,Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH*, Vokietija). Akytos strukttros pektino, natrio
alginato ir hidroksietilceliuliozés (HEC) vandeniniy tirpaly, sumaiSyty jvairiais
santykiais, kempinés gautos liofilizacija ir susifitos Ca* jonais.

Gauty méginiy morfologija tirta auks$tos skiriamosios gebos skenuojanciu
elektroniniu  mikroskopu (SEM) Quanta 200 FEG (FEI, Olandija).
Mikrokompiuteriné tomografija atlikta tomografu pCT40 (,,Scanco Medical
AG*, Olandija) kompanijoje b-cube (Sveicarija).

Aktyvis junginiai imobilizuoti ir jy issiskyrimas tirtas difuzijos principu.
Antibiotiko neomicino koncentracija nustatyta spektrofotometru Varian Cary 50
UV-VIS (,,Varian“, Australija), matuojant 320 nm bangos ilgio spinduliy sugertj.
Fenoliniy junginiy koncentracija nustatyta spektrofotometriskai, matuojant
tirpaly $viesos sugertj, kai bangos ilgis — 765 nm. Sidabro koncentracija
nustatyta atominés absorbcijos spektroskopu AAS SpectraAA 20 Plus (,,Varian
Mulgrave Victoria“, Australija), matavimus atliekant 328,1 nm bangos ilgyje,
pries tai sudeginus méginius oro ir acetileno liepsnoje.

Skys¢iy jgerties tyrimai atlikti, naudojant modelinius buferius, imituojan¢ius
zmogaus kiino skyscius.

Mechaninés savybés tirtos dinamometru Zwick / Roell BDO-FB0.5TH
(»Zwick GmbH & Co, Ulm“, Vokietija) (tempimo, gniuzdymo tyrimai),
tekstaros analizatoriumi TA.TX Plus Texture Analyser (,,Stable Micro Systems*,
Jungtiné Karalysté) (kietumo, tampriosios deformacijos nustatymas). Celiuliozés
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hidrogeliy dinaminé ir termomechaniné analizé atlikta reometru Modular
Compact Rheometer MCR 302 (,Anton Paar GmbH®“ Austrija), keliant
temperatiirg nuo 20 °C iki 40 °C 1 °C / min. grei¢iu ir naudojant pastovia 0,1 Hz
daznio mechaning vibracija.

Celiuliozés kempiniy pralaidumas vandens garams nustatytas pagal ASTM
metodo E96-90 procedira. Tyrimas atliktas uzdaroje kameroje, kurioje buvo
palaikoma 40 % drégme.

Celiuliozés hidrogelio laksty bioadhezijos tyrimai atlikti reometru Modular
Compact Rheometer MCR 302 (,,Anton Paar GmbH<®“, Austrija). Imituojant
zaizdos pavir§iy, naudota Sviezio kiau$inio membrana, sudrékinta 0,9 % natrio
chlorido tirpalu.

Kraujo kreSumo tyrimai atlikti spektrofotometru Cary 50 UV-VIS (,,Varian®,
Australija). Ant tiriamo méginio uzlasinus atitinkamg kraujo kiekj ir praskiedus
vandeniu, matuota tirpaly 540 nm bangos ilgio $viesos sugertis, nustatytas
kempinés neabsorbuotas hemoglobino kiekis.

Skaidrumas / spalvotumas tirtas kolorimetru MiniScan XE Plus colorimeter
(Hunter Associates Laboratory, Inc, Reston, VA, JAV), matavimams naudojant
balta fong. Skaidrumas / spalvotumas matuotas, remiantis CIE (pranc.
Commission Internationale I'Eclairage) Lab trimate spalvy erdve. Spalvy
koordinatés apdorotos Universal Application Software V.4—10 programa.

Antibakterinis méginiy su imobilizuotu sidabru aktyvumas tirtas
Staphylococcus epidermidis RP62a bakterijy atzvilgiu. Staphylococcus
epidermidis bakterijos po 1 valandos kontakto su tiriamaisiais méginiais s¢jamos
BHI sultinyje. Antibakterinis aktyvumas vertinamas po 24 valandy Mileso ir
Misra‘os metodu.

Antibakterinis méginiy su imobilizuotu antibiotiku neomicinu aktyvumas
tirtas gramneigiamoms Escherichia coli (DH5 o) ir gramteigiamoms Bacillus
subtilus (ATCC 6051) bakterijoms. 15 x 15 mm dydZio méginiai buvo dedami
ant LB agare paséty bakterijy kultiry ir inkubuojami 37 °C temperatiiroje 18
valandy. Antibakterinis aktyvumas vertinamas, matuojant inhibicijos zong nuo
méginio iki skaidrios zonos krasty.

Celiuliozés kempiniy citotolerantiSkumo tyrimai atlikti, naudojant L-929
linijos zmogaus fibroblastus. Tyrimo trukmé — 8 dienos. Vertintas kaspazés-3
aktyvumas, matuojant meéginiy fluorescencija 496-520 nm bangy intervale
prietaisu Elisa reader (Synergy HT, ,,Biotek®). Lasteliy DNR kiekis vertintas,
pagal gamintojo instrukcija panaudojant ,,PicoGreen‘ reagenta. Tyrimai atlikti
Porto universitete, Portugalijoje.

Celiuliozés hidrogeliy citotoksiSkumo tyrimai atlikti bendradarbiaujant su
Nacionaliniu Charkovo universitetu Ukrainoje. Tyrimo metu vertintas Ziurkiy
hepatocity gyvybingumas bei laktatdehidrogenazés aktyvumas (LDH) po
sgveikos su tiriamaisiais méginiais.



3. DARBO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Yra didelé zaizdy jvairové, todél reikia jvairiy tvarsCiy. Tvarstis nudegimy
zaizdoms gydyti turéty buti patvarus ir lankstus, nelimpantis prie pavirSiaus,
pralaidus vandens garams, drékinantis ir netrukdantis gyti. Létinése Zaizdose
daznai vyksta uzdegiminiai procesai, lydimi audiniy irimo, todél jose biina per
daug eksudato. Jis 1étina keratinocity, fibroblasty, endotelio lasteliy proliferacija,
todél svarbu jj sugerti. Gausiai kraujuojancioms zaizdoms svarbu sukelti kraujo
kre$éjima, sugerti iSskyras ir apsaugoti Zaizda nuo infekcijos. Apskritai Vvisi
tvarsciai turéty apsaugoti zaizda nuo iSorinio fizinio poveikio, mikroorganizmy ir
ju dauginimosi, turéty bati suderinami su veikliaisiais junginiais, necitotoksiski,
nealergizuojantys ir, pageidautina, pagaminti i§ nattraliy medziagy. Kadangi
skiriasi zaizdy dydis ir gylis, reikia jvairiy tvarséiy formy.

Zemiau pateikiama $iame darbe pagaminty bandiniy schema su méginiy
pavadinimais, jy trumpiniais ir iliustracijomis.

Meéginys

N\

/

Celluhozes / Celiuliozés \ Celiuliozés kempinés Kempinés,
hldl‘ObellS hidrogelis (€S) pagamintos i$ natrio
veiktas alginato, pektino ir
virskritiniu HEC (SPAH)
CO, (CH-CO3

PI'ISO[Inla§ \ /Prlsolmlas
gliceroliu vandeniu
(CHG) (CHW)

1 pav. Pagaminty méginiy schema su pavadinimais ir iliustracijomis
3.1. Celiuliozés hidrogeliai

D¢l didelio vandens kiekio hidrogeliai pasizymi lankstumu ir primena
biologinius audinius. Kadangi jie labai poréti, lengvai prisotinami veikliaisiais
junginiais. Sios ir daugelis kity hidrogeliy savybiy pritaikomos gydant
nudegimus. Hidrogeliai pasizymi smarkiai drékinanéiomis savybémis, todél
tinkami jpjovimams, jdréskimams, nubrozdinimams gydyti, padeda i§vengti Sasy
susidarymo, kuris 1étina naujy audiniy formavimasi.



Celiuliozés hidrogeliai buvo gauti regeneruojant acetilceliulioze. Gauty
celiuliozés hidrogelio laksty forma, dydis, storis yra lengvai kontroliuojami,
iSliejant regeneruotos celiuliozés tirpala i pasirinktos formos inda.

Pradinio pagaminto celiuliozés hidrogelio (CHW) skystaja faze tarnauja
vanduo. Siekiant pagerinti mechanines ir adhezines savybes, pradinis celiuliozés
hidrogelis buvo prisotintas glicerolio (CHG). Vésinantis ir drékinantis efektas
ypa& svarbus gydant nudegimus. Medicinoje naudojami jvairtis drékikliai, tarp jy
ir  glicerolis.  Glicerolis yra necitotoksiskas, bespalvis, bekvapis,
nesioksiduojantis ore, pasizymi bakteriostatinémis ir antivirusinémis savybémis.

Pastaruoju metu vis daugiau démesio skiriama tvars¢io skaidrumui. Jei
tvarstis skaidrus, zaizda gali buti stebima iSoriSkai, netrikdant gijimo proceso
papildomais Zaizdy perri§imais. IStyrus CHW ir CHG lak$ty skaidrumag /
spalvotuma, nustatyta, kad abu hidrogeliai yra skaidrais. Palyginti su CHW
hidrogeliu, CHG pasiZzymi intensyvesniu geltonos spalvos atspalviu, jo
chromati$kumo indeksas C* yra didesnis (1 lent.).

1 lentelé. CHW ir CHG hidrogeliy skaidrumo / spalvotumo tyrimo rezultatai

Meéginys | L* £ SN a*+ SN b* £ SN C*+SN h° = SN
CHW 88,61+0,77 | -1,19+001 | 257020 | 2,84+0,18 | 114,99 + 163
CHG 7954+0,10 | -043+0,02 | 12,76+007 | 12,76+0,0 | 91,95+ 0,09

Tyrimo metu nustatyto indekso L* verté nurodo baltos ir juodos spalvy
santykj, kuris kinta nuo 0 (gryna juoda spalva) iki 100 (gryna balta spalva).
Spalvos tonas (h°), pagrindinis spalvotumo parametras, interpretuojamas taip: 0°
— raudona, 90° — geltona. Indekso a* teigiama / neigiama vertés atitinka raudong
/ zalig, o indekso b* — geltong / mélyng spalvas. Kuo spalva intensyvesné, tuo
parametro C* verté didesné. CHG parametro h°® verté patvirtina, kad hidrogeliai,
prisotinti glicerolio, yra geltonesnés spalvos ir ji yra grynesné, palyginti su CHW
hidrogeliais. SN verté parodo santykinj matavimy nuokrypj. 2 pav. iliustruoja
pagaminty hidrogeliy skaidruma.

2 pav. CHW (a) ir CHG (b) hidrogeliy skaidrumas

Tipiniai tvarséiai, prisiliet¢ prie zaizdos, tampa minksti ir gali prilipti prie jos
pavirSiaus. Kei¢iant juos, pacientas jaucia skausmg, kartu pazeidziami naujai
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susidare audiniai. Siekiant i$siai§kinti pagaminty hidrogeliy saveika su oda,
atlikti bioadhezijos tyrimai. Jy in vitro rezultatai pateikiami 2 lenteléje.

2 lentelé. Bioadhezijos matavimy rezultatai

Méginys Fmax, N £ SN TWA, mJ + SN d, mm £ SN
CHW 1,6 +0,39 0,35+0,10 2,8+0,27
CHG 0,7+0,10 0,2+0,01 1,5+0,02

Lenteléje pateikiamas dydis Fmax atitinka didziausia jéga, reikalinga geliui
pasalinti nuo imitacinés Zaizdos terpés, dydis TWA parodo adhezijos darba, 0
hidrogelio atstumas nuo kiau§inio membranos atitrikimo momentu Zymimas
raide d.

Hidrogelio prisotinimas gliceroliu turi teigiamos jtakos bioadhezinéms
savybéms, kadangi visi tirti adhezijos parametrai (didziausia jéga, reikalinga
hidrogeliui atplésti nuo imitacinés terpés; adhezijos darbas, tiek hidrogelio
atstumas nuo kiausinio membranos atitrikimo momentu) sumazéja apie 2 kartus,
palyginti su tais pac¢iais CHW hidrogelio parametrais.

Tvarséio elastingumas, atsparumas iSoriniam mechaniniam poveikiui taip pat
svarbis, kad zaizda sékmingai gyty. TvarsCio elastingumas padeda iSlaikyti jo
paties forma, todél re¢iau reikia jj Kkeisti. Taigi tai yra ekonomiSkiau, kartu
patogiau ir paciam pacientui, kadangi sukeliama maziau diskomforto. 3 pav.
rodomas celiuliozés hidrogelio laksto lankstumas.

3 pav. CHW hidrogelio laksto lankstumas

3 lenteléje pateikiami CHW ir CHG hidrogeliy mechaniniy savybiy tyrimo
rezultatai, gauti tempimo tyrimu.
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3 lentelé. CHW ir CHG bandiniy tempimo tyrimo rezultatai

Meéginys

Tempiamasis stipris,

Istjsa triikio momentu,

Tamprumo modulis,

MPa + SN % + SN MPa + SN
CHW 2,73+ 0,66 13,81 +0,58 5,76 + 0,61
CHG 6,33 £0,98 16,00 £ 0,57 7,50 £ 0,55

Tyrimais nustatyta, kad CHG bandiniai, palyginti su CHW, pasiZzymi
geresnémis mechaninémis savybémis. CHG bandiniy tempiamasis stipris net du
kartus didesnis nei CHW. Bandiniy, prisotinty gliceroliu, istjsa trikio momentu
bei tamprumo modulis taip pat buvo gerokai didesni. Hidrogeliy lakstai turi bti
pakankamai tvirti ir elastingi, kita vertus, per didelés tamprumo modulio vertés
rodyty, kad bandiniai yra per daug kieti ir gali sukelti pacientui nemaloniy
pojuciy. Oda — viskoelastiné medziaga. Jos tempiamasis stipris priklauso nuo
individo amziaus, lyties, kiino vietos bei veikian¢ios jégos ir mechaninio
poveikio krypties ir vidutiniskai siekia 1,8 MPa. Taigi siekiant, kad tvarstis bty
patvarus ir galéty apsaugoti zaizda, jo tempiamasis stipris turéty bati didesnis nei
1,8 MPa. Mechaniniy savybiy tyrimy rezultatai parodé, kad pagaminti hidrogeliy
lakstai, ypa¢ prisotinti gliceroliu, yra atsparGs tempimui. Taigi toks hidrogelio
lakStas gebéty apsaugoti zaizda nuo iSorinio mechaninio poveikio, o ir su juo
buty lengva dirbti. Minksta, guminé ir lanksti hidrogeliy tekstiira yra panasi i
zmogaus audiniy, tai paspartinty gijimo procesus.

Dinaminés ir termomechaninés analizés metu méginiy savybés vertintos,
remiantis tampros ir klampos moduliais. Keliant temperatiirg nuo 20 °C iki 40
°C, tyrimo pradzioje CHW hidrogeliy tick tampros, tiek klampos moduliai
didéjo, tai rodo, jog keliant temperatiirg, bandiniai praranda savo elastiSkumg ir
tampa kietesni. O CHG hidrogeliai viso tyrimo metu islaiké pastovias tampros
bei klampos moduliy reikSmes. CHG bandiniai, nepaisant kiino judesiy ir
pakilusios kiino ar aplinkos temperatiiros, gebéty islaikyti savo formg, dél to ne
taip daznai reikéty keisti tvarstj.

Hidrogeliuose difuzijos budu imobilizuotas neomicinas. Aktyvusis
komponentas aminoglikozidinis antibiotikas neomicinas pasirinktas dél jo
naudojimo gydant jvairias bakterines ligas. Absorbcijos tyrimai parodé, kad i$
vandeniniy neomicino tirpaly celiuliozés hidrogelis absorbuoja 231 + 4,6 mg/g
neomicino, skai¢iuojant sausam hidrogeliui. I§ gliceroliniy neomicino tirpaly
celiuliozés hidrogelis sugéré 190 + 6,8 mg/g neomicino, skai¢iuojant sausam
geliui. Neomicino atsipalaidavimo kinetikos tirtos fosfatiniame buferyje (PBS),
pH 7,4 37 °C temperatiiroje (4 pav.).
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I8siskyres neomicino kiekis [%]

301 —e— CHW
20 —&— CHG
10 —e— Karboksilintas regeneruotos celiuliozés hidrogelis
O T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Trukmé [min]
4 pav. Bendras i§ karboksilinto bei CHW ir CHG hidrogeliy i$siskyres
neomicino kiekis

Neomicino issiskyrimo i§ CHW bandiniy pusiausvyra buvo pasiekta
mazdaug po 4 valandy, o i$siskyres neomicino kiekis sieké apie 72 %. Tyrima
tesiant toliau, po 24 valandy jis tik nezymiai padidéjo ir sieké 77 %. Neomicino
i$siskyrimas i§ CHG bandiniy po 4 valandy sieké 67 %, po 24 valandy — 95 %.
Taigi CHG bandiniai pasizymi pailgintu neomicino issiskyrimu, toks tvarstis
galéty biti naudojamas ilgiau nei 24 valandas. Be to, hidrogelyje likes
antibiotikas apsaugoty zaizdg nuo mikrobinio uztersimo.

Siekiant padidinti neomicino sorbcija, celiuliozés hidrogelis modifikuotas,
alkilinant celiulioze monochloracto rugstimi pagal Zemiau pateikta schemg
(ivesta 1,3 mmol/g karboksigrupiy).

Cel-OH + CICH,COOH + 2NaOH — Cel-OCH,COONa + NaCl + H,O

Neomicino absorbcijos tyrimai parodé, kad karboksilintas hidrogelis
sugeria 309 * 5.3 mg/g neomicino, skaiCiuojant sausai medziagai. D¢l
elektrostatinés celiuliozés karboksi- ir aminogrupiy, esan¢iy neomicine, sgveikos
sugeriamas didesnis neomicino kiekis, palyginti su nekarboksilintu hidrogeliu.
Karboksilinti celiuliozés hidrogelj tikslinga ir siekiant suteikti silpnai ragsting
terpe, kuri itin svarbi Zzaizdos brendimo stadijoje. D¢l tos pacios elektrostatinés
saveikos neomicino iSskyrimas i§ karboksilinto celiuliozés hidrogelio vyksta
léciausiai.

Neomicinas stipriai veikia gramneigiamas ir i§ dalies — gramteigiamas
bakterijas. Zinoma, kad glicerolis taip pat pasizymi bakteriostatinémis
savybémis. Méginiy antibakterinés savybés istirtos, matuojant susidariusia
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inhibicijos zong aplink bandinj. CHW bandiniai be neomicino nepasizyméjo, 0
CHG bandiniai ir be neomicino pasizyméjo antibakteriniu poveikiu. Inhibicijos
zona aplink gramneigiamas Escherichia coli bakterijas sieké 7 mm, o aplink
gramteigiamas bakterijas Bacillus subtilus — 4 mm. Geriausi rezultatai gauti
CHG hidrogeliy, inkliuduoty neomicinu: inhibicijos zona aplink Escherichia coli
bakterijas sieké net 25 mm, o aplink Bacillus subtilus — 21 mm. CHW bandiniai
su aktyviuoju komponentu neomicinu sudaré 20 mm inhibicijos zong
Escherichia coli bakterijy terpéje ir 21 mm — aplink Bacillus subtilus bakterijas.
CitotoksiSkumo tyrimai ziurkiy hepatocitams parodé, kad abu CHW ir CHG
méginiai yra necitotoksiSki ir hepatocity gyvybingumui jtakos neturéjo.
Laktatdehidrogenazés tyrimai (LDH) patvirtino CHW ir CHG hidrogeliy
citotolerantiskumg. LDH aktyvumas stebimas kai yra pazeidziama lgstelés
membrana, ta¢iau tyrimo metu padidéjes LDH aktyvumas nepastebétas.

3.2. Celiuliozés hidrogeliai, veikti virskritiniu anglies dioksidu

Siekiant padidinti celiuliozés hidrogelio akytuma, jis buvo veiktas virskritiniu
anglies dioksidu (CH-CO; méginiai). Proceso salygy jtakai méginio savybéms
iSsiaiskinti paruosti keturiy rasiy méginiai: 1) hidrogelis veiktas virskritiniu CO;
50 °C temperatiiroje ir 4000 psi slégiu; 2) hidrogelis veiktas virskritiniu CO, 80
°C temperattroje ir 8000 psi slégiu; 3) hidrogelis inkliuduotas 20 % etanoliu ir
veiktas virskritiniu CO, 50 °C temperatiroje ir 4000 psi slégiu; 4) hidrogelis
inkliuduotas 50 % etanoliu ir veiktas superkritiniu CO, 50 °C temperatiiroje ir
4000 psi slegiu.

5 pav. pateikiamos CH-CO; méginiy nuotraukos. CHW hidrogelis pasizymi
homogeniska struktiira, akuc¢iy nematyti, nes dziovinant susitraukia polimeras. O
CH-CO; méginiai net ir po dziovinimo pasizymi mikroakyta struktiira.
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5 pav. Celiuliozés geliy, veikty virskritiniu anglies dioksidu, SEM nuotraukos
(didinimas x 100)

I$ SEM nuotrauky (5 pav.) nustatyta, kad méginius paveikus virskritiniu CO,,
susidaro nevienodos formos ir parametry akutés. Jy dydis svyruoja nuo 100 iki
600 pm.

Mechaniniy savybiy tyrimai parodé, kad hidrogeliy veikimas virskritiniu
anglies dioksidu turi teigiamos jtakos elastiSkumui. Matyt, formuojantis akutéms,
celiuliozés makromolekulés sutankéja, o tai ir lemia didesnj elastinguma.
Geriausiu elastingumu pasizyméjo méginiai Nr. 3 ir Nr. 1. Standartinio
farmaceutiniy pléveliy trukimo tyrimu nustatyta, kad méginys Nr. 1 iki trokimo
momento i$sitempia net 2 kartus daugiau, palyginti su to paties storio celiuliozés
hidrogeliu, nepaveiktu virskritinio CO,. Gniuzdymo tyrimai parodé, kad
atspariausias gniuzdymui yra hidrogelis, neveiktas virskritiniu CO,. Visy keturiy
méginiy, veikty virskritiniu CO,, Jungo modulio ir standZio vertés buvo gana
panasios.

PECF (angl. pseudo extracellular fluid) buferio, imituojancio zaizdos
eksudatus, jgerties tyrimai parodé, kad geriausiai skyséius sugeria i§dziovintas
pradinis celiuliozés hidrogelis (apie 160 %). Virskritiniu CO. veiktas ir
iSdziovintas hidrogelis Nr. 1 gali sugerti apie 150 % PECF buferio, skai¢iuojant
nuo pradinés bandinio masés. Pras¢iausiai PECF buferj sugeria méginys Nr. 2
(apie 90 %, skai¢iuojant nuo pradinés hidrogelio masés).

Ivertinus méginiy morfologija, mechanines savybes ir PECF buferio jgert],
tolesniems tyrimams naudotas méginys Nr. 1. Sis hidrogelis buvo prisotintas
vandens ir glicerolio (tariy santykiu 1:1) miSiniu. Palyginti: tokiu pa¢iu miSiniu
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buvo prisotintas ir celiuliozés hidrogelis, neveiktas virskritiniu CO,. Bandiniy
kietumo ir tampriosios deformacijos tyrimais nustatyta, kad méginiy, veikty
vir§kritiniu CO,, kietumas bei tamprioji deformacija sumazéja apie 3 kartus,
palyginti su méginiais, neveiktais vir§kritiniu CO,. Inkliudavimas vandens ir
glicerolio miSiniu nezymiai padidina bandiniy kietumg bei tamprigja
deformacija.

Perilla frutescens ir Betula pendula augaly sausyjy ekstrakty imobilizavimo
ir i§siskyrimo tyrimu nustatytas $iuose ekstraktuose esanéiy fenoliniy junginiy
kiekis. Nustatyta, kad imobilizavus didesnj fenoliniy junginiy kiekj, jie i$siskiria
lé¢iau ir iSskiriama maziau veikliosios medziagos. Perilla frutescens atveju
fenoliniy junginiy i$siskyrimo pusiausvyra pasiekiama po 6 valandy ir i$skiriama
~90 % imobilizuoty fenoliniy junginiy, Betula pendula atveju — taip pat po 6
valandy ir ~50 %. Veikliyjy junginiy i$siskyrimo kinetikos tyrimo metu
pastebéta, kad fenoliniai junginiai i§ méginiy, veikty virskritiniu CO,, issiskiria
lé¢iau nei i§ pradinio celiuliozés hidrogelio.

Tvars¢io medziagos mikrostruktira (akytumas, akuciy dydis, forma,
pasiskirstymas) turi reik§mingo poveikio sékmingam zaizdy gijimui. Svarbu, kad
per tvarst] lengvai vykty dujy mainai — pasisalinty CO; ir patekty deguonis.
Nuolatinis audiniy apriipinimas deguonimi yra itin svarbus gijimo procesy metu,
kadangi didesné deguonies koncentracija skatina audiniy lasteliy atsinaujinima.
Vandens gary ir deguonies cirkuliacija svarbi gydant pragulas, kojy opas,
nudegimus, nekrotines ir chirurgines zaizdas.

3.3. Celiuliozés kempinés

Trec¢io tipo méginiai — celiuliozés kempinés — buvo paruosti i§ CHW
hidrogelio liofilizacijos biidu. Siy kempiniy storis, ilgis bei plotis gali buti
lengvai kontroliuojami, nes galima islieti norimos formos ir pageidaujamo storio
CHW hidrogelj. Kempinés tipo tvars¢iai gali biiti naudojami kaip pirminiai ir
antriniai gausiai pulivojan¢ioms Zaizdoms gydyti. Jie puikiai sugeria
destrukcinius létiniy zaizdy skyséiy komponentus.

6 pav. pateikiama kompiuterinés tomografijos 2D nuotrauka.

6 pav. Regeneruotos celiuliozés kempiniy kompiuterinés tomografijos 2D nuotrauka
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Kompiuterinés tomografijos tyrimu nustatyta, kad celiuliozés kempiniy
akytumas siekia 75 %, vidutinis akuéiy skersmuo — 750 um. Nustatytas savitasis
pavirSiaus plotas sieké 14,5 mm™, tai rodo, jog kempiné turéty puikiai sugerti
skysCius. Skys¢iy jgertis stebéta PECF buferyje, imituojanCiame Zzaizdos
eksudatus. PECF bhuferio jgerties tyrimu nustatyta, kad celiuliozés kempinés
geba absorbuoti net 210 % skyscio, skai¢iuojant nuo pradinio kempinés svorio.

Kaip minéta anks¢iau, gijimo procese svarbu palaikyti drégna zaizdos
aplinkg. LeidZziant Zaizdai per daug iSdzidti, stabdomas gijimo procesas, kita
vertus, per didelis drékinimas gali didinti infekcijos atsiradimo tikimybe.
Nustatyta, kad tinkamiausias vandens gary pralaidumas tvarsCiuose turéty buti
2000-2500 g/m%per dieng. Atlikus celiuliozés kempiniy vandens gary
pralaidumo tyrimus, nustatytas 2656 * 30 g/m%per dieng vandens gary
pralaidumas (7 pav.). SkaiCiavimai atlikti, remiantis 7 pav. pateikiamais
duomenimis.

2,5 7
2 4
1,5 A

1 4

Masés nuostoliai [g]
4

0,5 1 x

0 4+X

0 5 10 15 20 25
Trukmé [val]

7 pav. Vandens masés nuostoliai vandens gary pralaidumo tyrime

Gautos vandens gary pralaidumo vertés yra gana artimos optimalioms
reikSméms. Toks tvarstis palaikyty pakankamg Zzaizdos drégme ir skatinty
lasteliy epitelio susidaryma.

Kaip minéta anksCiau, kempinés tipo tvarsCiai daznai naudojami létinéms
zaizdoms gydyti, ¢ia infekcijos tikimybé labai didelé. Létiniy zaizdy atveju itin
svarbu uzkirsti kelig infekcijai atsirasti ar plisti, todél daznai naudojami jvairts
antimikrobiniai preparatai (antibiotikai, sidabro nanodalelés, joduotas povidonas
ir kt.).

Norint suteikti antioksidaciniy savybiy, celiuliozés kempinése buvo
imobilizuoti fenoliniai junginiai, i$skirti i§ Calendula officinalis ir Chamomilla
recutita augaly. Panaudojant Calendula officinalis, imobilizuotas fenoliy kiekis
sieké 2,6 mg/g sausai celiuliozés kempinei, o Chamomilla recutita atveju — 3,9
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mg/g sausai celiuliozés kempinei. Fenoliniy junginiy i$siskyrimo tyrimai i PBS
buferj (pH 7,4) parodé, kad issiskyrusiy fenoliniy junginiy pusiausvyra yra
pasiekiama jau po 1 valandos. Nusistovéjus pusiausvyrai, kempinés, prisotintos
fenoliniy Chamomilla recutita junginiy, i$skiria 68 % imobilizuoty fenoliy, 0
kempinés, prisotintos fenoliniy Calendula officinalis junginiy, — tik 38 %.
Nevienodas iSskiriamy fenoliy kiekis gali buti dél skirtingos fenoliy struktiiros
atskiruose augaluose, taip pat dél skirtingo imobilizuoto fenoliy kiekio.

Tokiomis paciomis sglygomis stebint antibiotiko neomicino imobilizacijg ir
iSskyrima nustatyta, kad neomicino iSskyrimo pusiausvyra pasiekiama po 3
valandy, o iSskirtas neomicino Kiekis siekia 50 % pradinio imobilizuoto kiekio.
Svarbu, kad ne visa imobilizuota veiklioji medZziaga yra iSskiriama. Taip
antibakterinis tvars¢io medziagos poveikis iSlieka ilgiau.

Siekiant i§vengti bakterinés infekcijos, gana daznai naudojamas sidabras. Jis
pasizymi gana placdiu antimikrobinio veikimo spektru prie§ jvairius
mikroorganizmus, jskaitant Pseudomonas aeruginosa ir Staphylococcus aureus,
kurie daznai kolonizuojasi létinése Zaizdose.

Sidabro nanodalelés, stabilizuotos oleino riigstyje, imobilizuotos j celiuliozés
karkasus difuzijos btdu. Sidabro imobilizacijai pasirinktos viena, dvi ir keturios
dienos. Po vienos eksperimento dienos absorbuota 42 mg/cm?, po dviejy — 53
mg/cm?, o po keturiy — 93 mg/cm? sidabro. Jo isiskyrimo grafikai pateikti 8 pav.

i 60 -
‘é 50 -
.z 40
-
ﬁ 30 1 s %
© 20 - —e— Sidabro $siskyrimas po 1 dienos absorbeijos
2 10 4 —s— Sidabro $siskyrimas po 2 dieny absorbcijos
=] —a— Sidabro $siskyrimas po 4 dieny absorbcijos
m 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Trukmé [val]

8 pav. Sidabro issiskyrimo kinetika

Sie tyrimai rodo pailginta sidabro i$siskyrima, pusiausvyra nepasiekiama net
ir po 24 valandy. I$ sidabro iSsiskyrimo tyrimy matyti, kad kuo didesnis
absorbuotas jo kiekis, tuo daugiau isskiriama.

Kempinés su imobilizuotu sidabru net ir po vienos tyrimo dienos buvo
antibakteriskai atsparios Staphylococcus epidermidis bakterijoms, o S.
epidermidis bakterijy sumazéjo apie 99,8 % (arba ~3 logi). Didéjant
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imobilizuoto sidabro kiekiui, antibakterinis atsparumas taip pat didéjo.
Kempinése po dviejy sidabro imobilizacijos tyrimy dieny bakterijy skai¢ius
sumaz¢&jo 99,999 % (5 logio). Lasteliy skaicius buvo zemiau aptikimo ribos (100
CFU/ml). Atitinkamai po keturiy sidabro imobilizavimo tyrimy dieny kempinés
bakterijy skai¢iy sumazino 99,9999 % arba 6 logso.

Citotoksiskumo tyrimai in vitro patvirtino pagaminty celiuliozés kempiniy ir
celiuliozés kempiniy su imobilizuotu neomicinu citotolerantiSkumg. Apoptozé
(programuota lgsteliy Zzdtis) vertinta, remiantis kaspazés-3 aktyvumu,
eksperimenta atliekant 8 dienas (9 pav.).

s 30 -
< B Celiuliozés kempinés su
é 25 A imobilizuotu neomicinu
S 20 A B Celiuliozés kempiné
2 : mpinés
w15 4
o«
é 10 -
<
z 5
SR ;

o | N N N

1diena 4 dienos 8 dienos

9 pav. Kaspazés-3 aktyvumas po sgveikos su celiuliozés kempinémis ir celiuliozés
kempinémis su imobilizuotu neomicinu

Celiuliozés kempinés visas 8 eksperimento dienas rodé tolygy ir zema
kaspazés-3 aktyvuma. Lyginant kaspazés aktyvuma kempinése be neomicino ir
su imobilizuotu neomicinu, galima teigti, kad neomicinas didina citotoksiskuma.
Didziausias kaspazés-3 aktyvumas stebétas celiuliozés kempinéms su
imobilizuotu neomicinu po 4 dieny eksperimento, o po 8 dieny kaspazes
aktyvumas mazéja.

DNR koncentracijos nustatymas leidzia jvertinti, kaip lgstelés geba augti
méginyje. Sio tyrimo metu nustatyta, kad celiuliozés kempinés yra tinkama terpé
lgsteléms isgyventi, kadangi visas 8 dienas lasteliy DNR koncentracija buvo
labai artima. Celiuliozés kempinése DNR koncentracija buvo daugiau nei 5
kartus didesné, palyginti su celiuliozés kempinémis su imobilizuotu neomicinu
(jose DNR koncentracija pradeda mazéti po 4 dieny). Toks tvarstis galéty buti
naudojamas 4 dienas, nes véliau Igstelés, esancios po tvarséiu, nebeatsinaujinty.

Darbe pagamintos celiuliozés kempinés galéty biiti panaudojamos gausiai
piliuojan¢ioms ir uzkréstoms zaizdoms gydyti.
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3.4. Pektino, natrio alginato bei hidroksietilceliuliozés kempinés

Ketvirtoji zaizdy tvars¢iy medziagy grupé buvo gauta liofilizacijos budu i§
vandenyje tirpiy pektino, natrio alginato bei hidroksietilceliuliozés (HEC)
polimery (SPAH méginiai). Ieskant tinkamiausio varianto, polimery tirpalai
buvo maiSomi jvairiais santykiais. Aktyviuoju komponentu pasirinktas joduotas
povidonas. Jis yra antiseptikas, pasizymintis pladiu antimikrobiniu spektru,
iskaitant periodonto sukéléjus, mikobakterijas, virusus. SPAH méginiai paruosti
cilindro formos, kad buty pritaikomi gilioms zaizdoms gydyti, pavyzdziui, po
danties pasalinimo. Tam daznai naudojamos kolageno kempinés, bet jos netinka,
kai yra infekcijy, nes gali paskatinti bakterijy dauginimasi.

Alginatas, kaip hemostatiné priemoné, pla¢iai naudojamas kraujuojanc¢ioms
zaizdoms. Jis labai gerai sugeria skys¢ius, pasiZzymi gelizuojanéiomis, kartu ir
drékinan¢iomis savybémis. Alginato tipo tvarsCiai geba prisitaikyti prie Zaizdos
kontory. Kei¢iant tokj tvarstj, silpnai jauCiamas skausmas bei retai atsiranda
traumy. Pektinas taip pat pasizymi gelizuojanéiomis savybémis. Jis sukuria
rigsting terpg, kuri slopina bakterijy dauginimasi ir gali bati palanki
aktyviesiems junginiams imobilizuotis. Pagrindinis pektino trikumas — prastos
mechaninés savybés. Siekiant jas pagerinti, pasirinkta skirtingos molekulinés
masés HEC.

Alginato, pektino ir HEC tirpaly sumaiSymo santykiai, gaminant kempines,
pateikti 4 lenteléje bei 5 lenteléje.

4 lentelé. Méginiai su HEC, kurios Mm ~1300000

Natrio alginato
Méginio 2 %, tiirio Pektino 2 %, tiirio HEOS (Mm 13000k0.0) L1 Joduotas
numeris santykis santykis miSinyje > tur?? santykis povidonas
. misinyje
miSinyje
1 1 2 2
2 2 1 2 -
3 2 2 1 -
4 1 2 2 +
5 2 1 2 +
6 2 2 1 +
5 lentelé. Méginiai su HEC, kurios Mm ~720000
Natrio alginato
Meéginio 2 %, tiirio Pektino 2 %, tiirio HEC (Mm 720000) 1 %, Joduotas
numeris santykis santykis miSinyje tario santykis misinyje povidonas
misinyje
7 1 2 2
8 2 1 2 -
9 2 2 1 -
10 1 2 2 +
11 2 1 2 +
12 2 2 1 +
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Siekiant gauti netirpias kempines, pagal 10 pav. pateikta schemg kempinés
sujungtos j tinkla. Alginatui saveikaujant su kalcio jonais, kalcio jonai polimere
pakeidia natrio jonus. Kalcio jonai sujungia j tinklg alginata, kadangi jie, Kitaip
nei vienvalendiai jonai (pvz., natris), geba sudaryti du rysius.
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10 pav. Natrio alginato sujungimas j tinkla kalcio jonais

11 pav. pateiktos 1-6 kempiniy SEM nuotraukos. Kaip matyti i§ nuotrauky,
visi méginiai pasizymi poréta struktlira. Méginiai Nr. 1, 2, 3 pasizymi ovalios
formos poromis ir pana$iu jy dydZziu. Pridéjus aktyviojo komponento — joduoto
povidono (atitinkamai méginiai Nr. 4, 5, 6), kempiniy pory dydis sumazéja, jos
igyja plokstesng forma. Pana$iis rezultatai gaunami ir su méginiais Nr. 7-12.
Pastebéta, kad joduoto povido jtaka morfologijai maziausiai pasireiskia,
sumaisius polimerus alginata, pekting ir HEC santykiu 2:2:1, §iy méginiy akuciy
forma ir dydis pasikei¢ia maZziausiai, pridéjus aktyviojo komponento.
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11 pav. 1-6 méginiy SEM nuotraukos

Kempiniy akytumas — svarbus rodiklis deguonies, dujy ir vandens gary
mainams tarp zaizdos pavirSiaus ir iSorinés aplinkos. Atlikus akytumo tyrimus,
nustatyta, kad méginiy akytumas svyruoja tarp 9070 %, i$skyrus méginius Nr. 4
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ir 10, kuriy akytumas siekia apie 55 %. Sumazéjusiam akytumui jtakos turi
pridétas aktyvusis komponentas ir polimery santykis miSinyje — maZesnis
alginato santykis lemia mazesnj akytuma.

Viena i§ svarbiausiy kempinés formos tvars¢iy savybé — sugerti zaizdos
eksudatus. PBS buferio jgerties tyrimai parodé, kad, maisant polimerus natrio
alginata, pekting ir HEC santykiu 2:2:1 su aktyviuoju komponentu ir be jo,
gaunamos kempinés, kuriy PBS jgerties vertés yra gana artimos. Sumaisius
polimerus auk$¢iau minétu santykiu, PBS buferio jgertis sické apie 400 %,
palyginti su pradiniu kempinés svoriu. Pridétas joduotas povidonas, maiSant
polimerus kitais santykiais, turéjo daugiau jtakos PBS buferio jgerciai ir ja
gerokai sumazino. Méginiai, paruosti naudojant didesnés molekulinés masés
HEC, geriau sugeria skyscius.

Atlikus kempiniy gniuzdymo tyrimus, nustatyta, kad atspariausi gniuzdymui
buvo méginiai Nr. 4 ir 10, kuriy Jungo modulis atitinkamai sieké 198 kPa ir 171
kPa. Tokius rezultatus tikriausiai Iémé maZesnis §iy méginiy akytumas. Méginiy,
pagaminty i§ polimery natrio alginato, pektino ir HEC, sumai$yty santykiu 1:2:2,
Jungo modulis didéja, pridéjus joduoto povidono, kitais atvejais pridétas
joduotas povidonas Jungo modulj sumazina, bet nezymiai. Lyginant méginius,
pagamintus su skirtingos molekulinés masés HEC, nustatyta, kad didesné HEC
molekuliné masé lemia didesnes Jungo modulio vertes, taigi tokios kempinés yra
atsparesnés iSoriniam poveikiui.

Tampriosios deformacijos tyrimai parodé, kad méginiai Nr. 5 ir 11, t. y.
turintys maziau pektino ir imobilizuoto joduotojo povidono, pasizymi
geriausiomis elastiskumo savybémis — paSalinus veikusig jéga, geriausiai geba
sugrjzti | prading formg. Tyrimo metu nustatyta, kad prasciausiu elastingumu
pasizyméjo méginiai Nr. 7 ir 9. Joduoto povidono imobilizavimas pagerina
méginiy elastinguma mazdaug 4-7 %, palyginti tuos padius méginius be
aktyviosios medziagos. Tampriosios deformacijos reik§més méginiams su
joduotu povidonu svyruoja tarp 15-18 %.

Siekiant iSsiaiskinti, ar pagamintos kempinés galéty stabdyti kraujavima,
atliktas kraujo kreSumo tyrimas. Jo rezultatai pavaizduoti 12 paveiksle. Tyrimo
metu naudotas palyginamasis méginys, t. y. méginys be kempinés. Kuo mazesné
absorbcija, tuo geresniu kraujo kreSumu pasizymi kempiné. Visy méginiy
gebéjimas kreSinti krauja buvo daugiau nei 3 kartus didesnis, palyginti su
lyginamuoju bandiniu.
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Absorbcija, 540 nm

1 2 3 7 8 9 Palyginamasis
meéginys

12 pav. Kraujo kresumo tyrimo rezultatai, rodantys neabsorbuoto kraujo kiekj

Prasciausiu kraujo kreSumu pasizyméjo méginiai su mazesniu pektino kiekiu,
t. y. méginiai Nr. 2 ir 8. Visy kity méginiy kreSumas buvo gana panaSus —
hemoglobino absorbcija sieké tik apie 0,1. Lyginant su palyginamuoju méginiu,
galima daryti i§vadg, kad kempinés pasizymi optimaliausiomis kraujo kreSumo ir
absorbcinémis savybémis.

Jodo issiskyrimo Kinetikos tyrimai parodé, kad méginiuose su didesnés
molekulinés masés HEC, grei¢iausiai jodas i$skiriamas i§ méginio Nr. 5, kuriame
polimery (natrio alginato, pektino, HEC) santykis yra 2:1:2. Kai $is santykis yra
2:2:1, joduotas povidonas iSskiriamas lé¢iausiai (méginys Nr. 6). Méginio Nr. 4
jodo issiskyrimo pusiausvyra pasiekiama per 9, Nr. 5 — per 7, o Nr. 6 — net per 34
valandas. Méginiuose su mazesnés molekuliné masés HEC situacija yra panasi,
kaip ir su didesnés, tik jodo issiskyrimo pusiausvyra pasiekiama grei¢iau: i$
méginio Nr. 10 — per 9 valandas, Nr. 11 — per 5, o Nr. 12 — per 27 valandas.
Taigi jodo i8siskyrimo greitis priklauso nuo HEC molekulinés masés. Didesnés
molekulinés masés polimero brinkimas trunka ilgiau, todél ir jodas iSskiriamas
lé¢iau. Polimery santykis miSinyje taip pat turi jtakos jodo i§siskyrimui. Siekiant
pailginti aktyviosios medziagos i8siskyrima, reikéty naudoti kempines, paruostas
sumaigius polimerus natrio alginata, pekting ir HEC santykiu 2:2:1. Sio tyrimo
metu nustatyta, kad jodo i§siskyrimo i§ kempiniy greitis gali bati reguliuojamas.
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ISVADOS

1. I8 regeneruotos celiuliozés hidrogelio sukurtos trys naujos Zaizdy tvarséiy
medziagos skirtingoms zaizdoms gydyti.

1.1. Pagaminti skaidrts celiuliozés hidrogelio lakstai, kuriuose skysta faze
sudaro vanduo ar vandens ir glicerolio tirpalas. Nustatyta, kad gauti
hidrogelio lakstai pasizymi maza bioadhezija ir dideliu drégmés Kiekiu,
todél gali biiti pritaikomi nudegimams, jbrézimams, jpjovimams,
nubrozdinimams gydyti. Regeneruotos celiuliozés laksty prisotinimas
gliceroliu pagerina jy mechanines savybes. Hidrogelis, kuriame skysta
fazg sudaro glicerolis, pasizymi daugiau nei du kartus didesniu
tempiamuoju stipriu (6,33 MPa), palyginti su pradiniu celiuliozés
hidrogeliu (2,73 MPa). Po hidrogelio prisotinimo gliceroliu gerokai
padidéja ir iStjsa trikio momentu bei Jungo modulis. Dinaminé ir
termomechaniné analizé parodé, kad celiuliozés hidrogelis su gliceroliu,
nepaisant didéjancios temperatiiros, geba islaikyti savo forma.

1.2. Regeneruotos celiuliozés hidrogelj veikiant virskritiniu anglies dioksidu
pagaminti makroporétos strukturos hidrogeliai (100-600 pum), Kkurie
uztikrina efektyvig gary ir deguonies cirkuliacija, svarbia gydant
pragulas, kojy opas, nudegimus ir chirurgines zaizdas.

1.3. Liofilizacijos buidu pagamintos regeneruotos celiuliozés kempinés,
kurios pasizymi gera imitacinio zaizdy skys¢iy jgertimi (210 %) ir
galéty biti naudojamos nekrotinéms ir gausiu iSskyry kiekiu
pasizyminc¢ioms zaizdoms gydyti. Regeneruotos celiuliozés kempiniy
vandens gary pralaidumas siekia 2656 + 30 g/m?%/per dieng ir yra arti
idealiy reikalavimy — 2000-2500 g/m?/per diena.

2. Liofilizacijos budu pagamintos kempinés i§ vandenyje tirpiy polimery
(pektino, natrio alginato ir hidroksietilceliuliozés) miSinio. Gautos kempinés
pasizymi didele fosfatinio buferio jgertimi (~300-450 %) ir krauja
kresinanciomis funkcijomis, todél gali bati pritaikomos gausiai eksuduojan¢ioms
ir kraujuojan¢ioms Zaizdoms gydyti. Vertinant pagaminty kempiniy morfologija,
mechaniniy bei fizikiniy savybiy pritaikymg zaizdy tvars¢iams, nustatyta, kad jy
mechaninés savybés, akytumas, skysciy jgertis, kraujo kreSumo funkcijos gali
bati reguliuojamos, kei¢iant polimery santykj.

3. Pagamintoje Zaizdy tvars¢iy medziagoje imobilizuoti veiklieji junginiai ir
iStirtas jy iSsiskyrimas.

3.1. Antibiotiko neomicino iSsiskyrimas i§ regeneruotos celiuliozés
hidrogeliy lak$ty uztrunka ilgiau nei 24 valandas. Karboksilintas
hidrogelis aktyvyjj komponentg i§skiria 1é¢iau dél joninio celiuliozés
karboksi- ir amino grupiy, esaniy neomicine, ry$io. Hidrogelio
lakStai su imobilizuotu neomicinu pasizyméjo antibakteriniu
aktyvumu prie§ Escherichia coli ir Bacillus subtilus bakterijas.
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4,

3.2. Perilla frutescens ir Betula pendula ekstrakty imobilizavimo |
celiuliozés hidrogelius, veiktus virskritiniu anglies dioksidu, tyrimas
parodé¢, kad fenoliniy junginiy i$siskyrimo pusiausvyra pasiekiama po
6 valandy, po to dalis fenoliniy junginiy licka hidrogelyje. Perilla
frutescens atveju nusistovéjus pusiausvyrai iSskiriama ~90 %
imobilizuoty fenoliniy junginiy. Betula pendula atveju isskiriama ~50
% imobilizuoty fenoliniy junginiy.

3.3. Sidabro nanodalelés | celiuliozés kempines imobilizuotos difuzijos
budu ir jau po vienos dienos pasizyméjo antibakteriniu atsparumu
Staphylococcus epidermidis bakterijoms (bakterijy sumazéjo apie 99,8
%, arba ~3 logi). Imobilizuoti fenoliniai junginiai, i$skirti i$
Calendula officinalis ir Chamomilla recutita augaly, parodé, kad
Chamonmilla recutita atveju isskiriama 68 % imobilizuoty fenoliy, 0
kempinés, prisotintos fenoliniy junginiy i§ Calendula officinalis,
iSskiria tik 38 % fenoliy. Neisskirtas aktyviojo komponento kiekis
lemia ilgesnj antioksidacinj tvars¢io poveik].

3.4. Joduoto povidono iSsiskyrimas i§ kempiniy, pagaminty i§ pektino,
natrio alginato ir hidroksietilceliuliozés miSinio, gali buti
kontroliuojamas, kei¢iant $iy polimery santykj.

In vitro tyrimai su Zmogaus fibroblastais patvirtino, kad regeneruotos

celiuliozés kempinés pasizymi citotolerantiSkumu. Citotoksiskumo tyrimai in
vitro su ziurkiy hepatocitais patvirtino, kad celiuliozés hidrogeliai ir celiuliozés
hidrogelis su gliceroliu taip pat pasizymi citotolerantiskumu.
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REZUME

Relevance of the topic

Skin lesions are inevitable processes, and many have used bandages or
patches. Historically, the dressing of wounds was carried out through the use of
cloth. Recently, in chemistry and material sciences, a new generation of wound
dressings has been extensively developed. Dressings made of new forms such as
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sponges, films and hydrocolloids have been developed together with new
functions. Modern bandages not only protect the wound from infection, but as
well promote the healing process, irrigate the wound, absorb the wound
secretions, achieve the desired pH of the wound medium, stimulate the necessary
growth factors and carry active compounds into the wound. Therefore, it is very
important to perform a variety of chemical investigations. In recent years, a
number of new products adapted for different types of wound healing and the
wound healing stages have been discovered. The new generation of bandages has
developed taking into account the different biological mechanisms that promote
the healing of the wound, as well as comfortable feeling for patient, good
mechanical, fluid absorption and anti-microbial properties are being developed.

In the past, the bandages were made of the cotton fabric (cellulose) with a
different degree of wound exudate absorbency. The primary function of these
bandages was to keep the wound dry, let the exudate evaporate and protect the
wound against the harmful bacteria. However, only several decades ago, it has
been observed that faster and more successful wound healing is achieved in the
wet environment. Wound dressing should create an optimal environment that
allows unrestricted movement of epithelial cells in order to achieve a faster
wound healing process. The optimal conditions for wound healing are a moist
environment around the wound and an effective oxygen circulation, which
promotes cell and tissue regeneration. The type of wound has a significant
influence on the wound development process, as the variety of wounds is
distinguished, for example, chronic, necrotic, sloughy and epithelializing.

Modern materials that are used to cover the wound can be divided into inert,
interacting with skin and biologically active substances. Natural polymers
(collagen, alginates, chitosan, cellulose derivatives, etc.) are widely used for the
non-healing wounds. Moreover, the synthetic polymers due to their air, water
vapour permeability, prevention of bacteria entry into wounds are used. Efficient
wound healing depends on many factors, including the type of wound, the
treatment process, the patient health status (e.g. diabetes), environmental and
social conditions, physico-chemical properties of the bandages.

Cellulose as a natural, non-irritant, nontoxic, biocompatible, environmentally
friendly material is widely used as a wound healing material. As a wound
dressing, cellulose is used in various forms. In the early years, firstly, cellulose
was used as gauzes. Nowadays, more improved cellulose forms for wound
healing are investigated, for example, cellulose fibers, cellulose films, sponges.
As a hydrogel form is becoming more and more popular, cellulose hydrogels are
becoming a field of interest as well.

Aim and tasks of the study

The aim of this work was to prepare hydrogels from the regenerated cellulose,
hydrogels from various compositions of sodium alginate, pectin,

29



hydroxyethylcellulose, modify them and investigate their properties considering
the possibility to use them as the wound dressings.
In order to achieve the aim set out above, the following tasks had to be
carried out:
v'to prepare four kinds of wound dressing materials, such as (i) regenerated
cellulose-based hydrogel sheets, (ii) regenerated cellulose-based
hydrogel treated with supercritical COy, (iii) regenerated cellulose-based
sponges, (iv) sponges of different compositions made from water soluble
polymers (pectin, sodium alginate, hydroxyethylcellulose);
v'to investigate their properties: morphology, mechanical, bioadhesion, liquid
absorption properties, water vapour permeability, transparency, porosity,
blood clotting;
v'to incorporate active compounds into wound dressing materials, investigate
their release and anti-bacterial properties;
v'to investigate the cytotoxicity of regenerated cellulose hydrogel sheets and
sponges.

Scientific novelty and practical value of the work

Using natural, biocompatible, non-cytotoxic polymers, such as regenerated
cellulose, sodium alginate, pectin, hydroxyethylcellulose, hydrogels were
prepared, from which four different wound dressing materials were produced by
using different drying techniques.

For the first time, the regenerated cellulose hydrogel was used for the
preparation of wound dressing material. It has been shown that the structure and
the properties of regenerated cellulose could be easily modified by the
lyophilisation or treating with supercritical CO..

The analysis of mechanical properties has shown that the prepared samples
for wound dressings would be appropriate to protect the wound from the external
mechanical impact and withstand their original shape. Other additional
advantages, such as low bioadhesion, transparency, blood clotting ability were
disclosed during the research.

Bactericidal wound dressings with antimicrobial activity that was prepared
by immobilizing silver nanoparticles or antibiotic neomycin were produced. In
order to get an antioxidant effect on wound, plant extracts or extracted phenolic
compounds from plants were immobilized.

Approbation of the research results

The results of the research were presented in 4 publications. Among them, 2
articles were published in the journals included in the list of Thomson Reuters
Web of Knowledge: “Cellulose Chemistry and Technology” (accepted),
“Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects”.
Moreover, the results were reported in 2 scientific international conferences.
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Structure and contents of the dissertation

The dissertation consists of an introduction including research objectives,
literature overview, experimental part, results and discussion, conclusions, list of
references (174) and the list of publications on the dissertation topic. The
material of the dissertation is presented in 114 pages, including 15 tables and 57
figures.

CONCLUSIONS

1. Three new wound dressing materials for different wound treatment were
created from the regenerated cellulose.

1.1 Transparent cellulose hydrogel sheets were prepared, where liquid
phase is water or water-glycerol solution. These hydrogel sheets
possess low bioadhesion and a high moisture content; thus, they are
promising wound dressings for burn wounds, cuts, scratches and
abrasions. It has been found that the saturation of hydrogel sheets with
glycerol has a positive impact for the mechanical properties. Cellulose
hydrogels loaded with glycerol have more than twice higher tensile
strength (6.33 MPa) comparing with the same hydrogel (2,73 MPa).
Moreover, the elongation at break and the Young’s modulus increases
significantly after loading the hydrogel with glycerol. The dynamic-
termomechanical analysis showed that cellulose hydrogels loaded
with glycerol, despite an increasing temperature and motion, could
retain their shape.

1.2. It has been shown that treating the cellulose hydrogel with supercritical
carbon dioxide, a macro porous structure is obtained (pore size 100-
600 um) by improving the vapour and oxygen transmission, which is
very important for pressure sores, leg ulcers, burns, necrotic and
surgical wounds.

1.3. Cellulose-based sponges prepared from the regenerated cellulose
hydrogel by a lyophilization process showed a high liquid absorption
capacity (210%) and the ability to be loaded with antibacterial agents;
consequently, these sponges could be applied for necrotic, abundantly
exuding wounds. Water vapour transmission rate of regenerated
cellulose sponges was 2656 + 30 g/m?/day and almost met an ideally
requirements which are 2000-2500 g/m?/day.

2. Sponges from water soluble polymers, such as pectin, sodium alginate and
hydroxyethylcellulose, were prepared by a lyophilization process. These sponges
possess a high liquid absorption capacity (~300-450%) and good blood clotting
ability; thus, these sponges could be applied as wound dressings for exuding and
bleeding wounds. Mechanical properties, porosity, liquid absorption and blood
clotting of the sponges made from pectin, sodium alginate and
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hydroxyethylcellulose can be regulated by changing ratios of the constituting

polymers.

3. Active compounds were immobilized into the wound dressing material by the
diffusion method, and the release of active compounds was analysed.
3.1. The release of antibiotic neomycin from cellulose hydrogel sheets

3.2.

takes more than 24 hours. Carboxylated cellulose hydrogel releases the
active compound slower due to the ionic bonding between the carboxy
groups in cellulose hydrogel and amino groups which are in neomycin.
Hydrogel sheets loaded with neomycin showed good antimicrobial
resistance against Escherichia coli and Bacillus subtilus.
Immobilization of Perilla frutescens and Betula pendula extracts into
cellulose hydrogels treated with supercritical carbon dioxide showed
that the equilibrium of total phenols release is reached after 6 hrs, after
which, a part of the material remains in a hydrogel. In a case of Perilla
frutescens, 90% of immobilized phenolic compounds are released,
while in a case of Betula pendula, 50% of immobilized phenolic
compounds are released.

3.3. Silver nanoparticles were incorporated into cellulose sponges by

diffusion method and even cellulose sponges after one-day silver
incorporation experiment showed good antibacterial resistance to the
Staphylococcus epidermidis culture, where bacterial amount reduction
was 99.8% (or ~3 logig). The release studies of immobilized phenolic
compounds from Chamomilla recutita showed that after the
equilibrium, 68% of phenolic compounds are released. In a case of
Calendula officinalis, after the equilibrium, only 38% of phenolic
compounds are released. Not completely released active compound,
results in longer antioxidant effect of the wound dressing material.

3.4. The release of povidone-iodine from sponges made of pectin, sodium

alginate and hydroxyethylcellulose could be controlled by changing
the ratio of these polymers.

4. In vitro studies with human fibroblast confirmed that cellulose sponges are
non cytotoxic. The cytotoxicity test in vitro with rat hepatocytes confirmed that
the cellulose hydrogel, and the cellulose hydrogel loaded with glycerol were
non-cytotoxic as well.
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