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SANTRAUKA

Pastaruoju metu audiniy inzinerijoje didelis démesys yra skiriamas polimeriniy karkasy,
skirty minksStyjy audiniy regeneracijai, kiirimui. Karkasai formuojami i§ sintetiniy ar gamtiniy
polimery su imobilizuotais aktyviais junginiais, kurie pasizymi antibakterinémis,
antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis ar audiniy regeneracija skatinan¢iomis savybémis.

Siame darbe karkasams gauti buvo naudojama hialurono ragstis. Fiziologiniuose
skysc¢iuose netirpus gelis buvo gautas tinklinant polimerg 1,4-butandiolio diglicidilo eteriu. Akyti
granuliy ir bloko pavidalo karkasai suformuoti liofilizacijos budu. Karkasuose imobilizuoti
aktyvieji junginiai, pasizymintys antibakterinémis, prieSuzdegiminémis ir audiniy regeneracija
skatinan¢iomis savybémis. Nustatyta, kad j bloko pavidalo karkasus imobilizavus joduota
povidong, chlorheksidino digliukonata, gaunamos antibakteriniy junginiy pailginto
atsipalaidavimo sistemos. Istirta, kad karkasai su imobilizuotu chlorheksidino digliukonatu
pasizymi antibakteriniu aktyvumu prie§ Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli ir Pseudomonas aeruginosa bakterijas. Inhibicinés zonos skersmuo sumazéja
karkasus inkliudavus mazos molekulinés masés hialurono rtigsties tirpalu. Nustatyta, kad i$
hialurono rtigsties granuliy, inkliuduoty triblokinio kopolimero tirpalu, pailgéja fibroblasty

augimo faktoriaus atsipalaidavimas.
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SUMMARY

Currently, in the field of tissue engineering, much attention has been directed towards
creation of polymeric scaffolds to aid tissue regeneration. The scaffolds have been constructed
from both natural and synthetic polymers and immobilizing on them various compounds with
antibacterial, antioxidant, and tissue regeneration-stimulating properties.

In this work hyaluronic acid gel was prepared by cross-linking polymer using 1,4-butanediol
diglycidyl ether. The gel blocks and granules were made and lyophilized in order to create
porous structures. Active compounds possessing antibacterial, antiinflammatory, and tissue
regeneration-stimulating properties were immobilized in the scaffolds. It was determined that
when povidone iodine or chlorhexidine digluconate were immobilized in the block-shaped
scaffolds, slow antibacterial substance release systems were created. The scaffolds with
immobilized chlorhexidine digluconate exhibited antibacterial properties against Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa bacteria.
Diameter of the bacterial growth inhibition area was reduced when low-molecular weight
hyaluronic acid was added to the scaffolds. In vitro release kinetics of fibroblast growth factor
from hyaluronic acid granules revealed a slow, sustained release, with a cumulative release of 32

% of the initial growth factor from the granules which included triblock copolymer.



SANTRUMPOS
CHA — chlorheksidino acetatas
CHD - chlorheksidino digliukonatas
FGF — fibroblasty augimo faktorius
ELISA- imunofermetiné analizé
HEC — hidroksietilceliuliozé
HR- hialurono riigstis
HRp — didelés molekulinés masés hialurono riigstis
HRwm — mazos molekulinés masés hialurono riigstis
JP — joduotas povidonas

PEO-b-PPO-b-PEO - poli(etilenoksidas)-blok-poli(propilenoksidas)-blok-
poli(etilenoksidas)

PGA — poli(glikolio riigstis)
PLA — poli(pieno ragstis)

PLGA — poli(laktido-ko-glikolidas)
PVP — polivinilpirolidonas

t-HR — tinklinta hialurono riigstis



JZANGA

Pasaulyje intensyviai kuriami polimeriniai geliai, plévelés, granuliy ar bloko pavidalo
karkasai, skirti zaizdoms gydyti. Jy gavimui naudojami tiek sintetiniai, tiek gamtiniai polimerai,
kurie yra netoksiski, neimunogeniski, passizymi suderinamumu su biologinémis sistemomis bei
kontroliuojama bioskaida. Siekiant iSvengti uzdegimy ar paskatinti lasteliy sukibima, jy
dauginimasi, plitimg ir diferenciacijg, daznai j biomedziagas yra imobilizuojami aktyvieji
junginiai, kurie pasiZymi antibakterinémis, antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis ar audiniy
regeneracijg skatinanc¢iomis savybémis. Aktyviyjy junginiy pernasai j zaizda daznai naudojami
kopolimerai, kuriems budingas zolio-gelio virsmas.

Didele perspektyva Sioje srityje turi hialurono ragstis (HR). Jos stimuliuojantis poveikis
audiniy regeneracijai placiai iStirtas. HR naudojama jvairiose srityse: oftalmologijoje ragenos
drékinimui, minks$tyjy audiniy korekcijai ir regeneracijai, injekcijoms j sanario ertme, kaulo
audinio regeneracijai.

Sio projekto tikslas — suformuoti tinklintos hialurono riigsties karkasus, skirtus minkstyjy
audiniy regeneracijai.

Projekto uzdaviniai:

e suformuoti hialurono rugsties granuliy ir bloko pavidalo karkasus ir istirti jy
morfologija, skysciy sorbcija;

e suformuoti hialurono rugsties karkasus su joduotu povidonu ir istirti jodo

atsipalaidavimo kinetika;

e suformuoti hialurono riigSties karkasus su chlorheksidino digliukonatu ir iStirti jo
atsipalaidavimo kinetika, karkasy antibakterinj aktyvuma;

e suformuoti hialurono riigsties karkasus su fibroblasty augimo faktoriumi ir istirti

triblokinio kopolimero jtakg augimo faktoriaus atsipalaidavimo kinetikai.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Medziagos karkasams formuoti

Pasaulyje intensyviai tiriami polimeriniai geliai, plévelés, granuliy ar bloko pavidalo
karkasai, skirti zaizdoms gydyti [1-3]. Jiems gauti naudojami tiek sintetiniai, tiek gamtiniai
polimerai. Akyty struktiry formavimui naudojamos jvairios technologijos: kiety daleliy
jterpimas ir iSplovimas, veikimas superkritiniais skyséiais, liofilizacija, elektrinis verpimas,
lydZios masés formavimas ir kt. [4—6].

Daznai j suformuotas biomedziagas yra imobilizuojami jvairtis aktyvieji junginiai, kurie
pasizymi antibakterinémis, antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis ar audiniy regeneracijg

skatinan¢iomis savybémis [7-9].
1.1.1. Sintetiniai polimerai

Karkasams, skirtiems paZzeisto audinio regeneracijai, formuoti yra naudojami bioskaidiis
sintetiniai polimerai, tokie kaip poli(glikolio raigstis) (PGA), poli(pieno rugstis) (PLA) ir
poli(laktido-ko-glikolidas) (PLGA) (zr. 1.1 pav.).

T >~ OH - ~

n 0 n
PGA

L y . '///‘\\ |
HO~ 7/ = { a2
| O

o m 1

PLGA

1.1 pav. PGA, PLA, PLGA chemings strukttiros

Siy polimery ribotas naudojimas yra susijes su jy skilimo produktais. Esant dideléms
skilimo produkty koncentracijoms, gali padidéti vietinis rigstingumas, galintis sukelti audiniy
nekroze [10].

Karkasams formuoti naudojami ir polianhidridai (zr. 1.2 pav.), kurie pasizymi

suderinamumu su biologinémis sistemomis ir kontroliuojama bioskaida.
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1.2 Bendroji polianhidridy cheminé struktiira

Taciau audiniy inzinerijoje vien $ios klasés polimerus kol kas galima taikyti tik minimaliali,
nes jy mechaninés savybés néra pakankamai geros [11]. Kiti bioskaidiis sintetiniai polimerai,
pavyzdziui, poli(e-kaprolaktonas) (PCL), polikarbonatai (PC) ir polifumaratai (pvz.,
polipropileno fumaratas) (PPF) (zr. 1.3 pav.), dél savo mechaniniy savybiy ir ilgai trunkancio

bioskaidos proceso dazniausiai naudojami kaulo audinio inzinerijoje.

O O
0] PP o N J.\ HO /J'L\ /// ” ~ .,O 3 B
// X N y £ Sag //\O > ~ S T g e \\'OH
= n W
L 0 -n

PCL PC

X 2
\ / /
[/////\\\\\r //)\\\\\f//%j O
LA P

) 0 - \QC./// \\\7// i 0 ~ N

L -n
PPF

1.3 pav. PCL, PC, PPF cheminés struktiiros
Karkasams, skirtiems minkstyjy audiniy regeneracijai, Sie polimerai naudojami reciau,
daznai jie derinami su gamtinés kilmés polimerais [12].
1.1.2. Gamtiniai polimerai
Natrio alginatas yra algino rugsties druska. Algino rugstis — tai a-(1-4) rySiais sujungty L-
gulurono rigsties (G) ir f-(1-4) rysiais sujungty D-manurono rugsties (M) likuciy blokinis
kopolimeras [13]. Natrio alginatas, sgveikaudamas su dvivalenciais katijonais, pavyzdziui, kalcio

jonais, suformuoja vandenyje netirpy gelj (Zr. 1.4 pav.). Dél Sios savybés natrio alginatas placiai

naudojamas audiniy inzinerijoje [14].
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1.4 pav. Natrio alginato tinklinimo reakcijos schema

Alginatiniai pluostai, kaip hemostatiné priemoné, yra placiai naudojami kraujuojancioms
zaizdoms gydyti [15]. Jie pasizymi puikiomis skysCius sugerianiomis, taip pat
gelifikuojan¢iomis, kartu ir drékinanc¢iomis savybémis [16].

DazZnai Zaizdy gijimui paskatinti yra naudojami jvairlis aktyvieji junginiai, i§ kuriy
placiausiai yra naudojamas joduotas povidonas (JP) (Zr. 1.5 pav.). Tai i§ polivinilpirolidono
(PVP) ir jodo sudarytas kompleksinis junginys, i§ kurio jodas yra létai atpalaiduojamas. Sis
kompleksas yra plataus antibakterinio spektro, jskaitant periodonto sukéléjus, mikobakterijas bei

virusus, antiseptikas [17].

L —n
1.5 pav. Joduoto povidono cheminé struktiira

KTU Polimery chemijos ir technologijos katedroje buvo pagaminti polimeriniai karkasai

su imobilizuotu JP minkstyjy audiniy regeneracijai [18]. Karkasai buvo formuojami i§ vandenyje
12



tirpiy polimery: natrio alginato (Zr. 1.4 pav.), pektino (Zr. 1.6 pav.) ir mazesnés bei didesnés

molekulinés masés hidroksietilceliuliozés (HEC) (zr. 1.7 pav.).

— - OR
HoOC
0 OR
H-C00C 1, o .
0 OR O.—r—"‘
- RO o
0 0 ) OR
HO 1
OH o OR
_ In L _In
1.6 pav. Pektino cheminé struktiira 1.7 pav. HEC cheminé struktiira, R=H, CH,CH,OH

Polimery kiekiy santykiai miSinyje atitinkamai buvo 1:2:2, 2:1:2 ir 2:2:1. Akyti karkasai
buvo formuojami liofilizacijos btidu ir tinklinant polimera kalcio jonais.

Tyrimy metu buvo nustatyta, kad JP turi jtakos karkasy morfologijai. Maziausig jtaka
turéjo karkasams, kurie buvo gauti sumaiSant polimerus santykiu 2:2:1, naudojant mazesnés
molekulinés masés HEC. Siy méginiy akuéiy forma ir dydis pasikeit¢ nezymiai. Méginiy su
didesnés molekulinés masés HEC akuc¢iy dydis sumazejo ir jos tapo plokstesnés formos.

Jodo atpalaidavimo kinetikos tyrimai parodé, kad jodas greifiausiai atsipalaidavo is$
karkasy, kuriuose polimery santykis buvo 2:1:2. Léciausiai jodas atsipalaidavo i§ karkasy,
kuriuose polimery santykis 2:2:1.

Liakosas (Liakos I.) su bendradarbiais [7] pagamino akytas granules i§ kalcio alginato su
imobilizuotu JP. Mokslininkai nustaté, kad naudojant kalcio alginato granules galima pailginti
antiseptiko atsipalaidavimg ir iSlaikyti reikiamg jo koncentracijg zaizdos vietoje. VisiSkas jodo
atsipalaidavimas i§ kalcio alginato granuliy buvo pasiektas praéjus daugiau nei 3 val. Tyrimais in
vitro buvo parodyta, kad kalcio alginato granulés su JP pasizymi antibakteriniu aktyvumu prie$
Escherichia coli bakterijas ir prieSgrybeliniu poveikiu Candida albicans grybeliui.

Chitozanas — tai linijinés struktiiros polimeras, sudarytas i§ 75-95 % gliukozamino ir
5-25 % N-acetil-D-gliukozamino vienety, sujungty f-1,4-glikozidiniais rySiais (zr. 1.8 pav.)
[19].

Netirptis chitozano geliai gali bliti gaunami fiziniais skersiniais rySiais sujungiant jj su
prieSingo zenklo kriivj turinCiais polimerais, pavyzdziui, alginatu. Chitozano geliai taip pat gali
biiti formuojami sudarant skersinius kovalentinius rysius [20]. Kovalentiniy rysiy susidarymui j
chitozang jvedamos papildomos funkcinés grupés ar jskiepijami sintetiniai polimerai:
poli(etilenoglikolis), poliuretanai ir kt. Modifikavimas atliekamas per chitozano hidroksi- ar
aminogrupes [21].

13
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1.8 pav. Chitozano cheminés strukttros fragmentas

Pastaruoju metu didelis démesys skiriamas kuriant preparatus burnos ertmeés ligoms gydyti,
kurie pailginty imobilizuoty aktyviyjy junginiy terapinj vietinj poveikj, apsaugoty vaista nuo
skilimo dél nepalankios biologinés aplinkos [9]. Sioje srityje didele perspektyva turi chitozanas
[22]. Jo geliai pasizymi suderinamumu su biologinémis sistemomis, bioskaidumu, netoksiskumu.
Jis ypac¢ vertinamas dél mukoadheziniy savybiy [23]. Be to, jis stabdo mieliagrybiy, tokiy kaip
Candida albicans, plitima [22].

Dazniausiai burnos ertmés ligoms gydyti pasirenkamas chlorheksidinas [9]. Tai katijoninis
biguanidas, plataus spektro antimikrobiné medziaga, dazniausiai naudojamas digliukonato,

dihidrochlorido ir diacetato formy (zr. 1.9 pav.) [24, 25].

14



1.9 pav. Cheminés struktiiros: a) chlorheksidino digliukonato, b) chlorheksidino dihidrochlorido, ¢)
chlorheksidino diacetato

Chitozanas, prieSingai nei celiuliozés dariniai, natrio alginatas ir kt., komplekso su CHD
nesudaro, taip uztikrinant antimikrobinj aktyvuma [9].

Senelas (Senel S.) ir kt. [22] pagamino chitozano gelius ir pléveles, tinklinant polimera
natrio tripolifosfatu. Gelius ir pléveles (polimero koncentracija 1 % ar 2 %) inkliudavo 0,1 % ar
0,2 % koncentracijy CHD trpalais. Mokslininkai nustat¢, kad chitozano koncentracija CHD
atsipalaidavimui i§ geliy ar pléveliy jtakos neturi, CHD visiskai atsipalaidavo per 3—4 val. Buvo
nustatyta, kad tiek geliai, tiek plévelés pasizymi antimikrobiniu aktyvumu pries Candida
albicans mieliagrybius. Didinat chitozano koncentracijg antimikrobinis aktyvumas didéjo.

Rata (Rata D. M.) ir kt. [26] taip pat naudojo chitozang pléveléms su pektinu formuoti.
Chitozano masés dalis plévelése buvo 0,15 %, o pektino kiekis kito nuo 0,125 % iki 0,15 %.
Pleveles inkliudavo 10 mg/ml koncentracijos CHD tirpalu. Mokslininkai nustaté¢, kad CHD

15



atsipalaidavimo kinetika i§ pléveliy priklauso nuo jy sudéties. Didinant pektino koncentracija,
CHD is pléveliy atsipalaidavimas vyko greiciau. I$siskyrusio CHD kiekis po 6 val. sieké 53 %,
kai pektino ir chitozano santykis plévelése buvo 1:1. Esant didziausiai pektino koncentracijai
plevelese, 18siskyrusio CHD kiekis po 6 val. sieké 75 %.

HR — didelés molekulinés masés anijoninis nesulfatinis gliukozaminoglikanas, sudarytas i$
disacharidy, sujungty f-(1-4) tipo glikozidiniu rySiu. Disacharidinis fragmentas susideda i$
D-gliukurono rigsties ir N-acetil-D-gliukozamino, sujungty f-(1-3) tipo glikozidiniu rysiu
(2r. 1.10 pav.) [27]. HR yra vienas i§ pagrindiniy gliukozaminoglikany, sudarané¢iy derma. Si
rugstis dalyvauja uzdegiminio atsako ir zaizdy gijimo procesuose, skatindama lgsteliy adhezija,
migracija, proliferacijg ir diferenciacijg [28].

OH OH

.l'»

0 HO

OH NH

1.10 pav. HR cheminé¢ struktiira

HR yra tinklinima, siekiant pailginti jos rezorbcijos trukme in vivo. Tinklinimui
naudojami jvairlis junginiai: glutaro aldehidas, divinilsulfonas, N-hidroksisukcinimidas,
polietilenglikolio diglicidilo eteris, 1,4-butandiolio diglicidilo eteris, hidrazidas, metakrilamidas,
epichlorhidrinas ir kt. [29-32].

Istirta, kad nuo HR tinklinimo laipsnio priklauso susidariusio gelio stabilumas, atsparumas
fermenty poveikiui in vivo [33]. Didinant tinklinan¢ios medziagos kiekj, HR tinklinimo laipsnis
didéja, o gautas gelis pasizymi léta rezorbcija in vivo [34]. Vis délto pernelyg dideli tinklinanciy
medziagy kiekiai yra toksiski [35].

Rosi (Rossi S.) su kolegomis [36] tvars¢ius zaizdoms formavo i§ HR bei jos kompozity su
chitozano hidrochloridu ar 5-metilpirolidinono chitozanu santykiu 1:1 ir i$ jy tyré chlorheksidino
acetato (CHA) atsipalaidavimo kinetika. Buvo nustatyta, kad i§ HR po 48 val. atsipalaidavo
didZziausias CHA kiekis — 40 %. Pastebéta, kad dél elektrostatinés sgveikos tarp polimero ir
antiseptiko priesingy kriiviy grupiy per pirmas 10 val. CHA issiskyré 1étai ir jo kiekis sieké tik
13 %, taciau veliau dél dalinio HR iStirpimo, atpalaiduoto CHA kiekis greitai did¢jo. CHA
18siskyrimo 1§ 5-metilpirolidinono chitozano gelio tyrimai parode, kad jau po 10 val. i§ gelio
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buvo atpalaiduota 20 % CHA, o po 48 val. jo i8siskyre 35 %. Tokj rezultatg léme geros polimero
hidratacinés savybés. Tyrimo metu buvo nustatyta, kad gelis, pagamintas i§ chitozano
hidrochlorido, pasizymi blogu tirpumu fosfatiniame buferiniame tirpale (pH = 7,2), todél CHA
koncentracija po 48 val. sieke tik 17 %. SumaiSius Siuos polimerus su HR, pastebéta, kad 1§ 5-
metilpirolidinono chitozano ir HR kompozito antiseptikas atpalaiduojamas léciau dél
susiformavusio mazai tirpaus komplekso. Po 48 val. CHA koncentracija sieké 22 %. I$ chitozano
hidrochlorido ir HR kompozito per pirmas 10 val. buvo stebimas létas CHA i$siskyrimas (22 %)
dél HR ir CHA joninés sgveikos, po to CHA kiekis dél netirpaus komplekso susidarymo tarp
chitozano hidrochlorido ir HR didéjo 1étai. CHA kiekis po 48 val. sieké 30 %.

1.2. Triblokiniai kopolimerai aktyviyju junginiy pernasai

Geliai placiai taikomi audiniy regeneracijai. Ypa¢ didelis démesys skiriamas geliams,
kuriuos galima gauti zolio-gelio metodu. Siam tikslui daZniausiai naudojami blokiniai
kopolimerai. Tai kopolimerai, sudaryti i§ besikaitaliojanciy skirtingy homopolimery bloky. Jie,
priklausomai nuo iSoriniy veiksniy (temperatiiros, pH, joninés jégos ir kt.) pokycio, geba
sudaryti jvairias micelines struktiras. Audiniy inzinerijoje dazniausiai naudojami triblokiniai
kopolimerai: poli(pieno rugsties)-blok-poli(etilenglikolio)-blok-poli(pieno ragsties) (PLA-b-
PEG-b-PLA) (Zr. 1.11 pav.), poli(etilenoksido)-blok-poli(propilenoksido)-blok-poli(etilenoksido)
(PEO-b-PPO-b-PEO) (zr. 1.12 pav. ) ir kt. [37].

CHa 0 CHs
HO © 0 OTH HO\L/\ 0 ,}H
o ], yL CHal, Ol y ol

1.11 pav. PLA-b-PEG-b-PLA cheminé struktiira 1.12 pav. PEO-b-PPO-b-PEO cheminé

struktiira?

Dél sudétyje esanciy skirtingy homopolimery bloky jie pasizymi amfifilinémis savybémis
[38, 39].

! PLA-b-PEG-b-PLA cheminé struktiira [interaktyvus] [zitréta 2018-03-21]. Prieiga per internetg
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/polylactideblockpolyethyleneglycolblockpolylactide123
4598765?lang=en&reqgion=LT

2 PEO-b-PPO-b-PEO cheminé struktira [interaktyvus] [zitréta 2018-03-21]. Prieiga per internetg
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/polyethyleneglycolblockpolypropyleneglycolblockpoly
ethyleneglycol12345900311611?lang=en&region=LT
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Priklausomai nuo temperattros, triblokiniai kopolimerai geba formuoti miceles — sudaro
koloidinius tirpalus. Toliau didinant temperatiirg koloidinis tirpalas dél miceliy agregacijos virsta
geliu [40]. Tai idealus biidas Igsteliy ar biologiskai aktyviy junginiy imobilizavimui ir jy pernasai
1 Zaizda. Pavyzdziui, triblokinis kopolimeras yra iStirpinamas tirpale su aktyviais junginiais ir
suleidziamas in vivo. D¢l temperatiros poky¢io zolis virsta geliu, kuris veikia kaip aktyviyjy
junginiy nesiklis, leidziantis pailginti jy atsipalaidavimo trukme¢ [41, 42].

Kuriant aktyviyjy junginiy tiekimo sistemas zaizdoms gydyti, dazniausiai yra naudojamas
triblokinis kopolimeras PEO-b-PPO-b-PEO, kurj sudaro 70 % PEO ir 30 % PPO [38, 43-44].

Mazurkevic¢iuté ir kt. [45] j hidroksipropilceliuliozés, chitozano ir PEO-b-PPO-b-PEO
gelius imobilizavo antibaktering vaisting medziaga — ciklopirokso olaming (Zr. 1.13 pav.).
Mokslininkai tyrimais in vitro parod¢, kad didziausias ciklopirokso olamino kiekis atsipalaidavo

i§ PEO-b-PPO-b-PEO gelio. Per pirmasias tris valandas iSsiskyré 50 % vaisto. Visiskai

HO .

ciklopirokso olaminas atsipalaidavo praéjus 6 val.

X OH
| . HZN/\/ o)
H
|\|| 0] N-—-_CH3
OH
1.13 pav. Ciklopirokso olamino cheminé struktiira® 1.14 pav. Morfino cheminé strukttira®

Heilmanas (Heilmann S.) su kolegomis [46] pagamino PEO-b-PPO-b-PEO gelj su morfinu
(zr. 1.14 pav.) ir nustaté, kad gelis yra tinkama neSiklio forma morfinui pernesti, nes buvo
pasiektas pailgintas vaisto atpalaidavimas bei skausma malSinantis poveikis.

Atlikty moksliniy tyrimy rezultatai parodé, kad PEO-b-PPO-b-PEO gerina sunkiai
vandenyje tirpiy junginiy (insulino, indometacino, piroksikamo ir kt.) tirpuma [42].

Cafagis (Cafaggi S.) ir kt. [47] tyré PEO-b-PPO-b-PEO savybe tirpinti tolfenamo rtgstj
(zr. 1.15 pav.) — nesteroidinj vaistg nuo uzdegimo, kuris pasizymi skausmg mal$inanciu

poveikiu.

% Ciklopirokso olamino cheminé struktiira [interaktyvus] [zidréta 2018-03-29]. Priciga per internetg
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?drug:D01364

4 Morfino cheminé struktira [interaktyvus] [ziGiréta 2018-03-29]. Prieiga per internetg
https://en.wikipedia.org/wiki/Morphine
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1.15 pav. Tolfenamo riigsties Cheminé struktira® 1.16 pav. Piroksikamo cheminé struktiira®

Tolfenamo rtgsties tirpumas padidéjo net 2000 karty, o gautas gelis pasizyméjo pailgintu
tolfenamo ragsties atpalaidavimu. Tai suteiké galimybe tolfenamo riigstj vartoti vietiskai.

Jungas (Jung Y. S.) su kitais mokslininkais [48] tyré piroksikamo (zr. 1.16 pav.), taip pat
nesteroidinio vaisto, atsipalaidavimo kinetikg i§ PEO-b-PPO-b-PEO ir PEO-b-PPO-b-PEO su
HR geliy. IS triblokinio kopolimero su HR gelio piroksikamo per 24 val. i$siskyré 10 %, o po 10
dieny buvo pasiektas visiSkas vaisto atsipalaidavimas. IS gelio be HR jau po 50 val. buvo
i§siskyre 50 % piroksikamo. | triblokinio kopolimero gelj imobilizuota HR pailgino vaisto

atsipalaidavima.

® Tolfenamo riigsties cheminé struktiira [interaktyvus] [zitréta 2018-03-29]. Prieiga per internetg
https://en.wikipedia.org/wiki/Tolfenamic_acid

® Piroksikamo cheminé struktiira [interaktyvus] [zidréta 2018-03-29]. Priciga per internetg

https://en.wikipedia.org/wiki/Oxicam
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1.3. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas ir projekto tikslo pagrindimas

Pasaulyje intensyviai tiriamos biomedziagos, skirtos audiniy regeneracijai. Joms gauti
naudojami tiek sintetiniai, tiek gamtiniai polimerai, kurie yra netoksiski, neimunogeniski,
pasizymi suderinamumu su biologinémis sistemomis bei kontroliuojama bioskaida. IS polimery
formuojami geliai, plévelés, granuliy ar bloko pavidalo karkasai, skirti Zaizdoms gydyti. Visais
atvejais yra pabréziama tai, kad jie privalo ne tik saugoti zaizda nuo infekcijos, bet ir ja drékinti,
absorbuoti iSskyras, atpalaiduoti Zzaizdos gijimg skatinancius aktyviuosius junginius, sukurti
tinkamg terpe audiniy regeneracijai.

Didelis démesys skiriamas aktyviyjy junginiy pernasos sistemoms, siekiant pailginti jy
atsipalaidavimo trukmeg.

Atlikus literattiros apzvalga, Siame projekte iskeltas tikslas — suformuoti hialurono
rugsties karkasus, skirtus minkstyjy audiniy regeneracijai.

Manoma, kad priklausomai nuo Zaizdos anatominés vietos, HR karkasuose imobilizuoti
aktyvieji junginiai apsaugoty nuo bakterinio uzkrato ar skatinty sunkiai gyjanc¢iy zaizdy gijima,

regeneracija.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

Sioje darbo dalyje yra apraSomos tyrimams naudotos medziagos, tyrimy metodai,

naudojami prietaisai ir jy pagrindiniai technologiniai parametrai.
2.1. Naudotos medzZiagos

Projekte naudotos medziagos nurodytos 2.1 lenteléje. Naudotos medziagos papildomai

gryninamos nebuvo.

2.1 lentelé. Tyrimams naudotos medZiagos

Medziaga Gamintojas arba tiekéjas, grynumo klasé

Sigma-Aldrich,  Vokietija, analitiskai
gryna, konc. 99,8-100,5 %

UAB ,,AZuolyno vaistin¢*, Lietuva, konc.
1%

Acto rugstis

Chlorheksidino digliukonatas

Dinatrio vandenilio tetraoksofosfatas Merck, Vokietija, chemiskai Svarus 99 %

Chempur, Lenkija, analitiSkai gryna,

Druskos riigstis konc. 35-38 %

Fibroblasty augimo faktorius Sigma-Aldrich, Vokietija

Hialurono rigstis Soliance, Pranciizija, < 20000 Da

Imunofermentinei analizei atlikti skirtas ELISA

L Thermo Fisher Scientific, JAV
rinkinys

Joduotas povidonas EGIS Pharmaceuticals PLC, Vengrija

Eurochemicals,  Lietuva, chemiskai
Svarus > 99,0 %

Merck, Vokietija, chemiskai §varus

Kalio bromidas

Kalio chloridas

>99,5 %
. . Chempur, Lenkija, chemiskai Svarus
Natrio chloridas 99,5 %
Natrio divandenilio tetraoksofosfatas dihidratas lg\/éeéc(;; Vokietija,  chemiSkai  Svarus
Natrio hialuronatas Soliance, Pranciizija, 2 - 10° Da

Stanlab, Lenkija, chemiSkai S§varus

Natrio hidroksidas 97.0 %

Natrio tiosulfato tirpalas Merck, Vokietija, konc. 0,1 mol/I
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Medziaga Gamintojas arba tiekéjas, grynumo klasé

Poli(etilenoksidas)-blok-poli(propilenoksidas)- | Sigma-Aldrich, Vokietija, Pluronic® F-
blok-poli(etilenoksidas) 127

Sigma-Aldrich, Vokietija, chemiskai
Svarus 95 %

1,4-butandiolio diglicidilo eteris

2.2. Natrio hialuronato tinklinimas

Analitinémis svarstyklémis KERN ABJ (KERN & Sohn GmbH, Vokietija) jbérus j kolbg
pasveriama 0,6 g natrio hialuronato ir jpilama 6 ml 1 % koncentacijos natrio hidroksido tirpalo.
Tirpalas kaitinamas vandens vonioje iki 50 °C temperatiros, tada jpilama 0,06 ml 1,4-
butandiolio diglicidilo eterio. Reakcija vykdoma 1,5 val. nuolat maiSant minétoje temperatiiroje.
Gelis i8pilstomas ] lékstutes ir laikomas 24 val. kambario (20 = 1 °C) temperatiroje. Gautas gelis
uzpilamas 0,05 mol/l druskos ragsties tirpalu ir laikomas 4 val., po to plaunamas distiliuotu
vandeniu iki neutralios terpés. Gelis smulkinamas homogenizatoriumi IKA T18 digital ULTRA
TURRAX (IKA, Vokietija) 10 min., didinant apsuky skai¢iy nuo 3200 aps./min. iki 6000

aps./min., siekiant suformuoti gelio granules.

2.1 pav. Liofilizatorius’

! Liofilizatorius [interaktyvus] [zitréta 2018-03-09]. Prieiga per interneta
https://apcis.ktu.edu/lt/site/katalogas?more=6341
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Meéginiai liofilizuojami ALPHA 2-4 LSC (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Vokietija) liofilizatoriuje 24 val.

2.3. Infraraudonujy spinduliy molekuliné absorbciné spektriné analizé

Infraraudonyjy  spinduliy molekuliné absorbciné spektriné analizé¢  atlickama
spektrofotometru Perkin Elmer SPECTRUM GX FT-IR (Perkin Elmer, Anglija). Agato
gristuvéje sutrinama 0,001 g medziagos, pridedama 0,2 mg KBr ir presuojant paruoSiami
tabletés pavidalo bandiniai. Absorbcija tiriama infraraudonojo spektro pagrindiniame diapazone

nuo 4000 cm-1 iki 400 cm™.

2.4. Skenuojancioji elektroniné mikroskopija

Karkasy morfologija tiriama aukStos skiriamosios gebos skenuojanciu elektroniniu
mikroskopu Quanta 200 FEG (FEI, Olandija) su Sotki tipo elektrony patranka. Naudojami
didinimai 200 ir 1000 karty.

2.5. Skys¢iy sorbcija

Sausi meginiai merkiami | fosfatinj buferin;j tirpalg (pH = 7,4), tiksliai fiksuojant jmerkimo
laikg. Méginiai laikomi 37 °C temperatiiroje iki kol susidaro pusiausviroji sistema. Pasirinktais
laiko tarpais (po 1, 2, 3, 4, 5 ir 6 val.) méginiai i§imami, nusausinami filtriniu popieréliu ir

pasveriami. Skys¢iy sorbcija apskaic¢iuojama pagal formule:

m1 B mo
m

S=

100, (2.1)

¢ia S - skysciy sorbcija, %; mo — sauso méginio mase, g; M — drégno meéginio mase, g.
2.6. Drégmés kiekio nustatymas

Biuksiukai kartu su dangteliais dziovinami 1 val. 100 °C temperatiroje dZiovinimo
krosneléje Binder ED53 (Binder, Vokietija). Iskaitinti biuksiukai ir jy dangteliai atvésinami
eksikatoriuje ir pasveriami.

I biuksiuka jdedamas meéginys ir uZdengtas biuksiukas pasveriamas. ParuoSiami 3
biuksiukai su méginiais. Biuksiukai su méginiais dziovinami 100 °C temperatiiroje iki kol
nusistovi pastovi masé. Baigus dziovinti, biuksiukai vésinami eksikatoriuje ir pasveriami.

Apskaic¢iuojamas drégmés kiekis X (%) pagal formule:

(ml — mz)

X (%) = 1100 (2.2)

1
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¢ia my — gelio masé pries§ dziovinima, g; M2 — méginio masé po dziovinimo, g.
2.7. Karkasy akytumas

Meéginiai (apie 0,01 g) merkiami i 4 ml 96,3 % etilo alkohol;j ir laikomi 6 val. 37 °C
temperatiiroje. Siekiant, kad etilo alkoholis uzpildyty visas akutes, mégintuvéliai su méginiais 3
min. dedami j ultragarso vonele Transsonic 460 (Elma, Vokietija). Mégintuvélius iSémus i$
vonelés, nustatomas bendras méginio ir etilo alkoholio tliris. Méginiai iStraukiami ir nustatomas

etilo alkoholio likutis. Karkaso akytumas apskai¢iuojamas pagal formulg:

V-V,
Vz _Vs

A 100, (2.3)

¢ia A — karkaso akytumas, %; V1 — pradinis etilo alkoholio tuiris, ml; V2 — bendras méginio ir

etilo alkoholio taris, ml; V3 — etilo alkoholio likutis, ml.
2.8. Joduoto povidono imobilizavimas karkasuose ir jodo atsipalaidavimo tyrimai

Tinklintos hialurono riigsties (t-HRp) bloky pavidalo karkasai (méginio masé 0,01 g)
inkliuduojami 0,3 ml joduoto povidono (JP) tirpalu.

Jodo atsipalaidavimo kinetika i§ t-HRp karkasy tiriama remiantis Europos Farmakopéjos
8.0 straipsnyje (01/2012:2416) nurodyta metodika.

Suformuoti t-HRp su imobilizuotu JP méginiai merkiami i 20 ml distiliuoto vandens.
Meéginiai, apsaugant juos nuo Sviesos, maiSomi kambario temperatiiroje. Nustatytais laiko tarpais
imama po 1 ml bandinio, jpilama 0,1 ml praskiestos acto riigsties tirpalo ir 0,15 ml krakmolo
tirpalo. Bandiniai titruojami 0,01 mol/l koncentracijos natrio tiosulfato tirpalu, kol i$nyksta
esama meélyna tirpalo spalva. 1 ml tiosulfato tirpalo atitinka 1,269 mg atsipalaidavusio jodo.

Acto ragsties ir indikatoriaus tirpalai ruo$iami remiantis Europos Farmakopéjos 8.0
straipsniu 01/2011:40 101.

Acto rugsties tirpalas paruoSiamas ledine acto ragstj (12 g) praskiedziant iki 100 ml
distiliuotu vandeniu. Indikatoriaus tirpalo paruo$imui atsveriamas krakmolas (1 g) ir jpilama 5
ml distiliuoto vandens. Tirpalas supilamas j 100 ml 100 °C temperatiiros distiliuoto vandens,

atauSinamas ir nufiltruojamas.
2.9. Chlorheksidino digliukonato imobilizavimas ir jo atsipalaidavimo i$ karkasy tyrimai

Paruosiamos dvi t-HRp méginiy grupés. Ant pirmos grupés méginiy (vieno méginio masé
0,01 g) i8 léto uzpilama po 0,16 ml 0,5 % koncentracijos chlorheksidino digliukonato (CHD)
tirpalo. Ant antros méginiy grupés uzpilama po 0,08 ml 1 % koncentracijos mazos molekulinés

masés hialurono rtigsties (HRwm) tirpalo, po 10 min. uzpilama po 0,08 ml 1 % koncentracijos
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CHD tirpalo. Méginiai (t-HRp-CHD ir t-HRpHRm-CHD) Saldomi -25 °C temperatiroje ir
liofilizuojami.

Atliekamas CHD atsipalaidavimo i3 karkasy tyrimas. Siam tikslui karkasai merkiami j
30 ml 0,9 % koncentracijos natrio chlorido tirpalo, tiksliai fiksuojant jmerkimo laikg. CHD
atsipalaidavimo i$ karkasy tyrimai atliekami 37 °C temperaturoje. Skirtingais laiko tarpais (po 1,
2,3,4,5, 6,24 val.) imama po 1,4 ml tirpalo ir spektrofotometru Cary 50 UV-VIS (Varian, Inc.,
Olandija) matuojama tirpalo $vies0s sugertis, esant 253 nm bangos ilgiui.

CHD koncentracija apskaiCiuojama remiantis gradavimo grafiku (Zr. 2.2 pav.), Kkuris

vaizduoja spinduliy sugerties A priklausomybe nuo CHD koncentracijos c: A=f(c).

1 -
0,9 1
0,8 1 y=0,0157x-0,0042
07 - R2=0,9994
0,6 -
0,5
0,4 -
0,3 4
0,2 |
0,1 4
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Chlorheksidino digliukonato koncentracija, pm/ml

A253

2.2 pav. Chlorheksidino digliukonato gradavimo grafikas

Gradavimo grafikui sudaryti paruosiami 5, 10, 15, 25, 35, 45, 55 ug/ml koncentracijos
CHD tirpalai. Pirmiausiai i§ 1 % koncentracijos (0,01 g/ml) CHD tirpalo pagaminamas 0,01 %
koncentracijos (100 pug/ml) tirpalas: imama 0,25 ml 1 % koncentracijos CHD tirpalo ir distiliuotu
vandeniu praskiedziama iki 25 ml. Norint gauti kalibracinei kreivei sudaryti reikalingas CHD
tirpalo koncentracijas, atitinkamai paimama 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2,5 ml, 3,5 ml, 4,5 ir 5,5 ml
0,01 % koncentracijos (100 pg/ml) tirpalo ir matavimo kolbose distiliuotu vandeniu

praskiedziama iki 10 ml.
2.10. Antibakteriniy savybiy tyrimas

Antibakteriniy savybiy tyrimai atlikti KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje.
Antibakteriniy savybiy tyrimams naudojami méginiai, paruosti pagal 2.8 skyrelyje aprasyta
metodika. Tyrimams naudojamos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
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aureus, Staphylococcus epidermidis bakterijos, augintos ant nuoZulnaus agaro (Liofilchem,
Italija) 37 °C temperatiroje 1820 val. Uzauginty kultiiry lastelés kilpele perkeliamos j
fiziologinj tirpalg (0,85 % natrio chlorido tirpalg). Paruosta bakterijy suspensija praskiedziama
fiziologiniu tirpalu naudojantis McFarland standartu, pagal kurj bakterijy skai¢ius yra iki 10°
KSV/ml. Sios suspensijos 1 ml sumai$omas su mitybine terpe (100 ml), kuri pries tai atvésinama
iki 48-52 °C temperatiiros. Paruosta terpé su bakterijomis iSpilstoma j Petri 1éksteles, laikantis
aseptiniy salygy. ParuosStos lékstelés palieckamos ant lygaus pavirSiaus, kad mitybiné terpé
sustingty. Ant sustingusios terpés pavirSiaus dedami t-HRp-CHD ir t-HRpHRm-CHD méginiai
(7x8 mm). Lékstelés su méginiais inkubuojamos 37 °C temperatroje 24 val. Po inkubacijos

méginiy antibakterinis poveikis vertinamas pagal susidariusias inhibicijos zonas.
2.11. Tinklintos hialurono rugsties akyty granuliy su triblokiniu kopolimeru paruosimas

Pasveriama 2 g triblokinio kopolimero (Pluronic® F-127), uzpilama 8 g fosfatinio
buferinio tirpalo (pH = 7,4) ir nepertraukiamai maisoma 4 val. 4 °C temperatiiroje iki visi§ko
kopolimero iStirpimo. Taip paruosiamas 10 ml 20 % koncentracijos triblokinio kopolimero

tirpalas. Akytos t-HRp granulés (1-1,5 % pagal masg) inkliuduojamos kopolimero tirpalu.
2.12. Diferenciné skenuojamoji kalorimetrija

20 % triblokkopolimero tirpalo ir juo inkliuduoty granuliy diferencinés skenuojamosios
kalorimetrijos (DSK) kreivés uzrasomos Perkin EImer DSC 8500 (JAV) terminiu analizatoriumi
(zr. 2.3 pav.).

2.3 pav. Diferencinis skenuojantis kalorimetras®

8 Diferencinis skenuojantis kalorimetras [interaktyvus] [zitiréta 2018-04-19]. Prieiga per internetg
https://apcis.ktu.edu/lt/site/search?keys=Diferencinis%20skenuojantis%20kalorimetras
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Méginiai patalpinami j aliuminius tigliukus, hermetiSkai uzdaromi ir kaitinami 5-60 °C

temperatiiroje, didinant temperattirg 5 °C/min. grei¢iu azoto atmosferoje.

2.13. Tinklintos hialurono rugsties akyty granuliy su triblokiniu kopolimeru ir

imobilizuotu fibroblasty augimo faktoriumi paruosSimas

Paruosiamas 0,25 pg/ml koncentracijos fibroblasty augimo faktoriaus (FGF) tirpalas
fosfatiniame buferiniame tirpale (pH = 7,4).

Suformuotos t-HRp granulés (apie 0,005 g) inkliuduojamos fosfatiniu buferiniu tirpalu
arba 20 % triblokinio kopolimero tirpalu. Ant kiekvienos grupés granuliy uzpilama po 40 ul FGF

tirpalo.
2.14. Fibroblasty augimo faktoriaus atsipalaidavimo kinetika

Méginiai uzpilami 5 ml fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH = 7,4) ir laikomi 37 °C
temperatiiroje. Skirtingais laiko tarpais (po 1, 3 ir 7 pary) paimama po 100 ul méginio. Surinkti
meéginiai iki analizés laikomi Saldiklyje -25 °C temperatiiroje.

Atpalaiduotas FGF kiekis tiriamas naudojant imunofermentinj (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay, toliau — ELISA) metodg. Méginiai paruoSiami vadovaujantis gamintojo
rekomendacijomis [49]. Visi rinkinyje esantys reagentai ir reikmenys, pateikti 2.2 lenteléje, pries

tyrimg atSildomi iki kambario (20 + 1 °C) temperatiiros.

2.2 lentelé. Rinkinys kiekybiniam FGF nustatymui pagal ELISA metoda

|9:g I.iulinélius turinti plokstelé, padengta monokloniniais antikiinais, specifiniais 1vnt.
Plokstelés dangteliai 4 vnt.
FGF standartas 1 buteliukas
Reagentas A 1 buteliukas
Reagentas B 0,12 ml
Reagenty tirpinimui skirtas tirpalas 0,3ml
Tetrametilbenzidinas (TMB) 9mi
Plovimui skirtas buferinis tirpalas 20 ml
FGF standarto tirpinimui ir praskiedimui skirtas buferinis tirpalas 20 ml
Reagento A skiedimui skirtas tirpalas 12 mi
Reagento B skiedimui skirtas tirpalas 12 ml
Reakcijg stabdantis tirpalas 6 ml
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FGF kalibracinés kreivés sudarymui paruoSiami 1000 pg/ml, 333,33 pg/ml, 111,11 pg/ml,
37,04 pg/ml, 12,35 pg/ml, 0 pg/ml koncentracijy FGF tirpalai. Pirmiausiai liofilizuotas FGF yra
iStirpinamas uzpylus 1000 pl jo tirpinimui skirtu buferiniu tirpalu. Taip paruoSiamas tirpalas,
kurio koncentracija — 3000 pg/ml. I$ Sio tirpalo paruoSiamas standartinis FGF 1000 pg/ml
koncentracijos tirpalas. Siam tikslui imama 300 pl 3000 pg/ml FGF tirpalo ir praskiedZiama iki
900 ul standarto skiedimui skirtu buferiniu tirpalu. Tolesni tirpaly skiedimai kalibracinés kreivés
sudarymui pateikiami 2.4 paveiksle.

300 ul 300 pl 300 ul 300 pl

T a0 AN " A

& w vv v \J

3000 1000 333.33 111,11 37.

2.4. pav. Tirpaly, skirty kalibracinés kreivés sudarymui, ruo$imo schema

Tyrimams atlikti tiriamieji tirpalai praskiedziami distiliuotu vandeniu 2 kartus, o plokstelés
Sulinéliy plovimui skirtas buferis — 30 karty. Reagentas A iStirpinamas j buteliuka su reagentu
jpylus 150 pl reagento tirpinimui skirto buferinio tirpalo. Po 10 min. laikymo kambario
temperatiiroje (20 + 1 °C) buteliukas supurtomas ir Reagentas A skiedziamas jam skirtu tirpalu
santykiu 1:100. Reagentas B skiedZiamas jo skiedimui skirtu tirpalu santykiu 1:100 (Zr. 2.2
lentele).

I plokstelés Sulinélius jpilama po 50 pl kalibracinei FGF kreivei sudaryti paruosty tirpaly ir
tiriamy méginiy. Tuomet j kievieng Sulinélj jpilama po 50 pl Reagento A. Plokstelé uzdengiama
ir inkubuojama 1 val. 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos i$ plokstelés Sulinéliy tirpalai
iSpilami, ir Sulinéliai plaunami tam skirtu buferiniu tirpalu kiekvienam Sulinélio plovimui
naudojant 350 pl tirpalo. Plovimas kartojamas 3 kartus. Po to j Sulinélius jpilama po 100 pl
Reagento B. Plokstelé uzdengiama ir inkubuojama 30 min. 37 °C temperattiroje. Po inkubavimo
tirpalas nupilamas, ir plokstelés Sulinéliai plaunami 5 kartus. Tuomet j kiekvieng Sulinélj jpilama
po 90 ul TMB substrato. Sulinéliai uzdengiami ir inkubuojami tamsoje 15 min. 37 °C
temperatiroje. | Sulinélius jpilama po 50 ul reakcijag blokuojancio tirpalo ir daugiakanaliu
spektrofotometru FLUOstar Omega (BMG Labtech, Vokietija) i§ karto matuojama tirpaly

Sviesos sugertis, esant 450 nm bangos ilgiui.
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2.15. Statistiné duomeny analizé

Rodikliy, tirty darbe, vidutinés ir standartinio nuokrypio vertés apskaic¢iuojamos naudojant
MS Excel programinj paket.

Aritmetinis vidurkis A apskai¢iuojamas pagal formule:
1 n

A==) 3 (2.4)
iz

¢ia  n—reikSmiy kiekies; a — nario reikSme¢; i — aibés duotasis narys.

Standartinis nuokrypis SN apskai¢iuojamas pagal formulg:

SN = %Z (aj—A)> (2.5)
i

n
=1

Atliekant JP, CHD, FGF atsipalaidavimo kinetikos tyrimus ir skys¢iy sorbcijos, drégmés
kiekio, karkasy akytumo tyrimus, n = 3. Atliekant antibakteriniy savybiy tyrimus, n = 4.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Tinklintos hialurono rigsties akyty granuliy ir bloko pavidalo karkasy gavimas

Sio projekto metu buvo suformuoti akyti tinklintos HRp (t-HRp) granuliy ar bloko

pavidalo karkasai su imobilizuotais aktyviais junginiais, kurie pasizymi prieSuzdegiminémis,

antimikrobinémis ar audiniy regeneracija skatinanc¢iomis savybémis.

Pirmiausiai buvo gautas fiziologinéje terpéje netirpus t-HRp gelis, tinklinant polimera

1,4-butandiolio diglicidilo eteriu. Reakcijos mechanizmo schema pateikta 3.1 paveiksle.

OH NHCOCH; OH NHCOCH;,
HO o ;o o—
HO o HO o o HO o
NaOOC HOH,C NaOOC HOH,C
+
n
- 5 _
VAV N NN
O/W
_ + o _
CH,OH COONa CH,OH COONa
0 0 0 OH o
o OH
HO —O Lo
OH OH
H3COCHN HO H3COCHN HO
L | n
OH NHCOCH, OH NHCOCH;
HO o HO ~o
HO o
o] HO 0 o HO G
NaOOC HOH,C NaOOC
o)
L n
OH
Om
HO o
o]
CH,OH COONa COONa
0
(0] O o 0o OH OH
HO O OH 0O— OH
H3;COCHN HO H3COCHN HO
n

3.1 pav. Natrio hialuronato tinklinimo schema
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Akyti t-HRp bloko bei granuliy pavidalo karkasai (zr. 3.2 pav.) buvo formuojami

naudojant liofilizacijos metoda [50].

3.2 pav. Nuotraukos: gelio (a); t-HRp bloko pavidalo karkaso (b); t-HRp granuliy (c)
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Siekiant istirti akyty t-HRp granuliy ir bloko pavidalo karkasy morfologija, buvo atlikti
SEM tyrimai. SEM nuotraukos pateiktos 3.3 ir 3.4 paveiksluose.

WD=105mm Mag= 200X EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 AR
| | 9 9

3.3 pav. Suformuoto t-HRp karkaso SEM nuotrauka (padidinta 200 karty)

I$ SEM nuotraukos (Zr. 3.3 pav.) matyti, kad po t-HRp gelio liofilizavimo formuojasi akyta
karkaso strukttra. Karkasy akytumas siekia 50 %. IS nuotraukos galima matyti, kad akutés yra
nesimetriSkos, jos jungiasi viena su kita ir sudaro pralaidzius kanalus. Akuciy dydis kinta nuo

20 pm iki 188 pm.

I§ SEM nuotraukos (Zr. 3.4 pav.) matyti, kad granulés taip pat yra akytos, akutés
i§sidésciusios tolygiai, jy dydis kinta nuo 3 pm iki 16 um.

KTU Polimery chemijos ir technologijos katedroje nustatyta, kad pagal 2.2 skyrelyje
aprasytag metodika formuojamy granuliy vidutinis dydis yra 272 = 0,1 um [51].
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WD=90mm Mag= 1.00KX EHT = 15.00 kV Signal A=SE1 [Zaass
— v 9

3.4 pav. Suformuoty t-HRp granuliy SEM nuotrauka (padidinta 1000 karty)

Atlikus karkasy sorbcijos tyrimus fosfatiniame buferiniame tirpale nustatyta, kad akytos
struktiros t-HRp bloko pavidalo karkasai geba sorbuoti daugiau skys¢iy negu jo yra
neliofilizuotame gelyje. IStirta, kad 1 g karkaso geba sorbuoti 76 g + 0,6 fosfatinio buferinio
tirpalo, 0 1 g HR gelio yra tik 0,99 + 1,2 g tirpalo. Nustatyta, kad granulés sorbuoja maZziau
skys¢iy, lyginant su bloko pavidalo karkasais. 1 g granuliy geba sorbuoti 29 + 1,7 g fosfatinio
buferinio tirpalo.

Karkasy morfologija — viena svarbiausiy jy charakteristiky, turinéiy jtakos jy sorbcinéms
savybéms. Suformuoti t-HRp bloko pavidalo karkasai dél didesniy akuciy geba sorbuoti daugiau
skys€iy nei granulés.

3.2. Aktyviyju junginiy imobilizavimas karkasuose
Gydant tam tikros raSies zaizdas, ypa¢ chroniSkas, yra skiriamos jvairios vaistinés
medziagos. Taciau daugelis naudojamy preparaty, pavyzdziui, tirpalai ar purskalai, nepasizymi
adhezinémis savybémis, dalis aktyviyjy junginiy i§ jy gali greitai i8siskirti, virSydami reikiama
terapeuting koncentracijg. Siekiant palaikyti vienodg terapine vaisto koncentracijg yra sukurtos

reguliuojamos aktyviyjy junginiy atpalaidavimo Sistemos, i§ kuriy vaistinés medziagos gali buti
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1Sskiriamos létai, pastoviu greiciu, tokiu biidu ilgiau iSlaikant reikiamg vaisto koncentracija

zaizdoje [52]. Vaisto farmakokinetika i$ tokiy sistemy pavaizduota 3.5 pav.

(a) Maksimalus lygis

Vaisto lygis —9
N
N\
~N
]
et
A\
—
|

Minimalus efektyvus lyeis

T Dozé T Dozé 1ADozé
Trukme —
(b) Makmmails lygis
5 e ———
& - Y
2 . . gx
o .
g Minimalus efektyvuslygis SR
T Doze :
Trukmé —

3.5 pav. Vaisto kiekis kraujyje: tradicinése vaisty atpalaidavimo sistemose (a); reguliuojamose (b)°

Vaisty kontroliuojamo atpalaidavimo sistemoms kurti dazniausiai pasirenkami polimerai,
kurie yra suderinami su biologinémis sistemomis, mechaniskai tvirti bei uZztikrina vaisto

pasiskirstyma audiniuose, nes per didelé koncentracija gali sukelti Salutinj poveikj [53].
3.2.1. Tinklintos hialurono riigsties karkasai su imobilizuotu joduotu povidonu

Antiseptikai — tai cheminés medziagos, kurios yra naudojamos vietiSkai ant pazeistos odos
ir Zaizdy. Jie efektyviausiai gydo traumos sukeltas ir létines Zaizdas, kurios uZterstos jvairiy rasiy
mikroorganizmais. Vieni i§ plaiausiai naudojamy yra jodo turintys antiseptikai [7]. 1§ jy
dazniausiai pasirenkamas joduotas povidonas (JP). Tai i§ polivinilpirolidono (PVP) ir jodo
sudarytas kompleksinis junginys, i§ kurio jodas yra létai atpalaiduojamas. Sis kompleksas yra
placiu antibakteriniu spektru, jskaitant periodonto sukéléjus, mikobakterijas bei virusus,

pasiZymintis antiseptikas, kuris yra efektyvus létinéms, sunkiai ir ilgai gyjancioms zaizdoms

® Vaisto kiekis kraujyje tradicinése (a) ir reguliuojamose (b) vaisty atpalaidavimo sistemose. HELLER, J.,
S. H. PANGUM and D. W. H. PENHALE. Use of bioerodible polymers in self-regulated drug delivery
systems. ACS Symposium Series. 1987, 348, 172-187. ISSN 0097-6156.
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gydyti. Jodas yra susijunges su PVP ir beveik neturi lokaliy dirginanéiy savybiy, budingy spirito
turintiems jodo preparatams, todél labiau tinka gydyti odos pazeidimus ir zaizdas.

JP naudojamas tirpalo pavidalu, kuriame yra 1-10 % jodo. Taciau taip naudojant yra
lengvai iSplaunamas i§ zaizdos ir jo antibakterinis poveikis gerokai sumazéja [17].

Siekiant, kad $io antiseptiko savybés nesumazéty, jis yra imobilizuojamas | tvars¢io
medziagg. TvarsCiui kontaktuojant su zaizda, jodas i§ léto atpalaiduojamas, tokiu budu ji
apsaugoma nuo bakterinio uzkrato [7].

Sio projekto metu JP buvo imobilizuotas t-HRp bloko pavidalo karkasuose (. 3.2 pav.),
siekiant sukurti efektyvesnj, patogesnj JP naudojimo budg. Suformuoti t-HRp-JP kompozity
karkasai.

3.6 pav. pateikti natrio hialuronato, t-HRp ir t-HRp-JP IR spektrai.

(a) 935

Pralaidumas

3455

I I I I I I I I |
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Bangos skaicius, cm”
3.6 pav. IR spektrai: t-HAp-JP (a); natrio hialuronato (b); t-HRp (c)
Natrio hialuronato, t-HRp ir t-HRp-JP IR spektruose (Zr. 3.6 pav., a, b, ¢) matyti placios
didelio intensyvumo absorbcijos juostos 3650-3200 cm™ spektro srityje dél simetriniy valentiniy

O-H rySio virpesiy. Natrio hialuronato spektre (Zr. 3.6 pav., b) §i absorbcijos juosta yra

placiausia, nes yra daugiausiai -OH gupiy. Modifikuotos HR spektruose (Zr. 3.6 pav. a, c) Sios
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absorbcijos juostos susiaur¢ja, nes Sarmin¢je terp€je vyko HR tinklinimo reakcija ir —OH grupiy
sumazéjo. C-H rysio valentiniy virpesiy absorbcijos juostos stebimos 3100-2800 cm™ spektro
srityje, deformaciniy virpesiy — 1360-1470 cm™ spektro srityje. Absorbcijos smailés 18001600
cmt spektro dalyje stebimos dél C=0 grupés buvimo. Natrio hialuronato ir t-HRp IR spektre $iai
grupei bidingos absorbcijos smailés stebimos atitinkamai ties 1625 cm™ ir 1637 cm™ (&r. 3.6
pav., b, ¢). Siuos virpesius atitinkanti absorbcijos smailé t-HRp-JP IR spektre (3.6 pav., a)
pasislenka j didesniy bangos skai¢iy puse (1670 cm™) dél JP imobilizavimo. Suformuoty t-HRp-
JP IR spektre (zr. 3.6 pav., a) matyti deformaciniy C-N rysio virpesiy smailé ties 1289 cm™.
Natrio hialuronato spektre (Zr. 3.6 pav., b) asimetriniy valentiniy C-O-C virpesiy smailé matoma
ties 1154 cm?. Absorbcijos smailé ties 1032 cm™ atsiranda dél valentiniy C-O virpesiy.
Absorbcijos smailé ties 947 cm™ atitinka C-OH deformacinius svyravimus uz plokstumos.

Absorbcijos smailés dél minéty rysiy virpesiy stebimos ir t-HRp spektre (z. 3.6 pav., ).
3.2.1.1. Jodo atsipalaidavimo kinetika

Istirta jodo atsipalaidavimo Kinetika i$ t-HRp-JP karkasy (Zr. 3.7 pav.).

100 4
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Atpalaiduotas jodo kiekis, %
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3.7 pav. Jodo atsipalaidavimo kinetika i§ t-HRp-JP karkasy

IS gauty rezultaty (Zr. 3.7 pav.) matyti, kad jodas atsipalaiduoja i$ t-HRp-JP karkasy
tolygiai.
Po 1 val. atsipalaiduoja 40 % jodo. Visiskas jodo atsipalaidavimas i$ karkasy buvo

pasiektas praéjus 6 val.
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Bloko pavidalo t-HRp karkasai uztikrina tolygy jodo atsipalaidavima i$ polimerinio

karkaso, taip uztikrinant ilgalaike apsauga nuo mikroorganizmy.
3.2.2. Tinklintos hialurono ragsties karkasai su imobilizuotu chlorheksidino digliukonatu

Kitas darbe naudotas antiseptikas — chlorheksidinas. Tai katijoninis biguanidas, dazniausiai
naudojamas chlorheksidinio digliukonato (CHD) druskos pavidalu, nes §i druska pasizymi
didziausiu tirpumu. Tai plataus spektro antimikrobiné medziaga. Mazos koncentracijos CHD
tirpalai veikia bakteriostatiskai, o didesnés koncentracijos — bakteriocidiskai, t. y. naikina gram-
teigiamas ir gram-neigiamas bakterijas ir kai kuriuos grybelius [25, 54]. Siuo metu yra pla¢iai
taikomi CHD preparatai yra skirti Zaizdoms ir nudegimams gydyti, taciau norint, kad
nepasireiksty anafilaksiné reakcija, jy koncentracija turi nevirSyti 0,05 % [55]. Nedidelés
koncentracijos chlorheksidino preparatai yra mazai toksiski, gerai toleruojami odos ar gleiviniy,
todél jie gana placiai naudojami: tai burnos skalavimo skyséiai, purskalai, tepalai ar geliai
[54, 56]. Daugelis geliy yra naudojami vietiniam chlorheksidino atpalaidavimui gydant
periodontita, esant jvairiems burnos gleivinés uzdegimams ar infekcinéms ir danty ligoms,
kadangi yra uztikrinamas pailgintas pastovus vaistinés medziagos atpalaidavimas [9].

I$ literatiiros duomeny [36] yra zinoma, kad CHD antibakterinis aktyvumas sumazéja, kai
jis sudaro kompleksa su prieSingg kriivi turiniomis polimery funkcinémis grupémis. Siekiant
istirti suformuoty t-HRp karkasy tinkamumg Zaizdoms gydyti, j bloko pavidalo karkasus buvo
imobilizuotas CHD. Be to, siekiant palyginti, t-HRp karkasai buvo inkliuduojami mazos
molekulinés masés HR (HRwm) tirpalu ir tik tuomet imobilizuotas CHD.

3.8 paveiksle pateikti natrio hialuronato, t-HRp ir t-HRp-CHD IR spektrai. Suformuoty
t-HRpHRm-CHD IR absorbcijos smailés persidengia su t-HRp-CHD biidingomis absorbcijos
smailémis, todél 3.8 paveiksle pateiktas t-HRp-CHD karkaso IR spektras.
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3.8 pav. IR spektrai: t-HAp-CHD (a); natrio hialuronato (b); t-HRp (c)

Suformuoty t-HRp-CHD IR spektruose (zr. 3.8 pav., a) CHD budingos absorbcijos smailés
ties 2947 cm®, 3325 cm™ ir 1093 cm™ (priskirtos C-H, N-H ir C-N) taip pat persidengia su HR
biidingomis absorbcijos smailémis.

3.2.2.1. Chlorheksidino digliukonato atsipalaidavimo is karkasy kinetika

CHD atsipalaidavimo kinetika buvo tirta i§ t-HRp-CHD ir t-HRpHRm-CHD karkasy (zr.
3.9 pav.).
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3.9 pav. CHD atsipalaidavimo kinetika i§ karkasy: 1 — t-HRpHRm-CHD; 2 — t-HRp-CHp

I$ gauty rezultaty (zr. 3.9 pav.) matyti, kad CHD i$ t-HRp-CHD ir t-HRpHRwm- karkasy
atsipalaiduoja tolygiai. Stebimas nezymus CHD atsipalaidavimo kinetikos i§ karkasy skirtumas.
CHD is t-HRpHRm-CHD karkasy atsipalaiduoja Siek tiek 1é¢iau nei i8 t-HRp-CHD.

I§ literatiros duomeny [36] yra zinoma, kad dél HR karboksigrupiy ir CHD aminogrupiy
sgveikos yra sudaromas kompleksas. Galima daryti iSvadg, kad t-HRpHRwm ir CHD sudaro
tvirtesnj kompleksinj junginj, i§ kurio CHD atplaiduojamas léciau.

CHD atsipalaidavimo kinetikos tyrimai parodé, kad i§ t-HRp-CHD karkasy per 24 val.
atsipalaiduoja iki 98 + 2,6 % CHD, o i$ karkasy su inkliuduota HRm — 97 + 3,1 %. Tyrimai yra

su paklaida, todél daroma prielaida, kad pasiektas visiSkas CHD atpalaidavimas.
3.2.2.2 Antibakterinés karkasy savybés

Siekiant jvertinti t-HRp-CHD ir t-HRpHRm-CHD antibakterines savybes, buvo atlikti
mikrobiologiniai tyrimai. Antibakterinis karkasy aktyvumas buvo tiriamas prie§ gramteigiamas
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis) ir gramneigiamas (Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa) bakterijas. Tyrimy rezultatai pateikti 3.1 lenteléje.
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3.1 lentelé. Antibakteriniy savybiy tyrimy rezultatai

Gramteigiamos bakterijos Gramneigiamos bakterijos
Staphylococcus | Staphylococcus Pseudomonas
Karkasas Escherichia coli
aureus epidermidis aeruginosa

Inhibiciné zona, mm

t-HRp-CHD 2,1+1,24 2,1+0,22 1,9+0,65 09+0,11

t-HRpHRm-CHD 1,3+0,25 1,8+0,56 1,5+0,01 0,5+0,35

IS gauty duomeny, pateikty 3.1 lenteléje, matyti, kad suformuoti t-HRp-CHD ir
t-HRpHRM-CHD pasizymi antibakteriniu poveikiu prie§ gramteigiamas ir gramneigiamas
bakterijas. Nustatyta, kad t-HRp-CHD Kkarkasy inhibiciné zona prie§ gramteigiamas
Staphylococcus aureus ir Staphylococcus epidermidis bakterijas yra didZiausia ir siekia 2,1 mm.
Siy karkasy inhibicinés zonos mazesnés prie§ gramneigiamas bakterijas Escherichia coli ir
Pseudomonas aeruginosa. Sios zonos atitinkamai siekia 1,9 mm ir 0,9 mm. Tyrimo rezultatai
parodé, kad silpnesniu antibakteriniu poveikiu pasizymi t-HRpHRwm-CHD karkasai. Galima
daryti iSvada, kad HRm nezymiai sumazina CHD antibakterinj poveikj.

3.2.3. Tinklintos hialurono riigsties su inkliuduotu triblokinio kopolimero tirpalu savybiy

tyrimai

Injekciniai geliai placiai taikomi audiniy regeneracijai. Jy naudojimas suteikia galimybe
pasiekti sunkiai pasiekiamas pazeistas kiino vietas. Audiniy inZinerijoje ypa¢ yra vertinami
geliai, kuriuos galima gauti zolio-gelio metodu. Sie, priklausomai nuo temperatiiros, geba
formuoti miceles — sudaro koloidinius tirpalus [40]. Toliau didinant temperatiira koloidinis
tirpalas dél miceliy agregacijos virsta geliu.

Projekte naudojamas Pluronic® F-127. Tai triblokinis kopolimeras, kuriam biidingas zolio-
gelio virsmas. Kopolimeras pasizymi geru biologiniu suderinamumu, geba sudaryti gelj 37 °C
arba Zemesn¢je temperatiroje, todél Sis kopolimeras yra daZnai naudojamas kaip jvairiy
aktyviyjy junginiy nesiklis [38, 43-44]. Sio kopolimero zolio-gelio virsmas pateiktas 3.10
paveiksle.
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Projekte buvo tiriama t-HRp akyty granuliy jtaka triblokinio kopolimero micelizacijos ir
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3.10 pav. Zolio-gelio virsmas

gelifikacijos temperatiirai (zr. 3.11 pav.). Akyty granuliy koncentracija triblokinio kopolimero
tirpale buvo 1-1,5 %. Triblokinio kopolimero 20 % koncentracijos tirpalas buvo naudotas kaip

kontrolé.
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3.11 pav. DSK kreivés: 1 — 20 % triblokinio kopolimero tirpalas su 1,5 % t-HRp granulémis;
2 — 20 % koncentracijos triblokinio kopolimero tirpalas; 3 — 20 % triblokinio kopolimero tirpalas su 1 %
t-HRp granulémis
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IS 3.11 paveiksle pateikty DSK kreiviy matyti, kad padidinus temperatiirg atsiranda
endoterminé smailé, atspindinti triblokinio kopolimero micelizacijg. Toliau didinant temperatiira,
atsiranda smailé, rodanti polimero gelifikacijos temperatiirg. IS gauty duomeny matyti, kad
triblokinio kopolimero micelizacija vyksta esant 13,4 °C temperatarai, 0 gelifikacija — 22,7 °C
temperattrai (Zr. 3.11 pav., 2). Didinant t-HR granuliy kiekj kopolimero tirpale, micelizacijos
smailés padétis pasislenka ] Zemesnés temperatiiros pus¢ (11,8 °C), taciau gelifikacijos
temperatiira beveik nepakinta (22,8 °C ) (zr. 3.11 pav., 1). Todél tolesniems tyrimams atlikti

buvo pasirinktas triblokinio kopolimero tirpalas, kuriame t-HRp granulés sudaro 1,5 %.

3.2.3.1. Hialurono ragsties granulés su triblokiniu kopolimeru ir fibroblasty augimo

faktoriumi

Zaizdos gijimui badingi keturi etapai: uzdegimo, granuliacijos, epitelizacijos ir rando
brendimo. Visy §iy etapy procesai yra vienodi esant bet kokios rasies zaizdoms, todél zaizdos
turéty vienodai ir gyti. Taciau i§ klinikinés praktikos Zinoma, kad vienos Zaizdos gyja greiciau,
kitos — labai ilgai, t. y. ménesius ar net keleta mety [57]. Nuolat yra ieSkoma bidy, kaip
paspartinti zaizdos gijimg. Yra Zinoma [58], kad vieni i§ pagrindiniy veiksniy, skatinan¢iy
Zaizdos gijimg, yra augimo faktoriai. Tai polipeptido molekulés, kurios i$Ssiskiria audiniams
regeneruojant, taciau kai kuriais zaizdos gijimo atvejais, pavyzdziui, esant sutrikusiai audiniy
kraujotakai, dél fiziologinio amziaus, sergant cukriniu diabetu ir kt.,, gali buti iSskirtas
nepakankamas jy kiekis. Zaizdos gijimo procese taip pat dalyvauja jvairios lastelés —
trombocitai, leukocitai, fibroblastai. Sutrikus jy migracijai j zaizda, gijimas taip pat sutrinka [59,
60]. Todél siekiant paskatinti zaizdos gijima, jvairiais jos gijimo laikotarpiais gali bGiti naudojami
augimo faktoriai.

Siame projekte t-HRp granulés buvo inkliuduojamos triblokinio kopolimero tirpalu ar
fosfatiniu buferiu ir imobilizuojamas fibroblasty augimo faktorius (FGF), kuris skatina minkstyjy

audiniy regeneracija [59, 61].
3.2.3.2. Fibroblasty augimo faktoriaus atsipalaidavimo kinetika

Imunofermetiné analizé (ELISA) — tai tyrimo metodas, pagrjstas antikino-antigeno
komplekso susidarymu ir fermentu pazyméty antikiiny naudojimu. ELISA schema pateikta 3.12

paveiksle.
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3.12 pav. Principiné ELISA schema: ant plokstelés imobilizuoti priminiai antikiinai (1); antikiino ir
antigeno sgveika (2); antigeno sgveika su antriniais antikiinais (3); antriniy antikiiny sgveika su

antikiinais, Zymétais fermentu (4); fermentinés reakcijos analizinio signalo registravimas (5)°

Ploksteles Sulinéliai yra padengti pirminiais monokloniniais antikiinais, specifiniais FGF.
Metodo pagrindg sudaro antikiino-antigeno reakcija. Tiriami méginiai jpilami j Sulinélius. Kai
tiriamajame méginyje yra FGF, reakcijos metu susidaro antikiino-antigeno kompleksas, kuris
lieka prisijunges prie Sulin¢liy sieneliy. Neprisijungusios medziagos yra iSplaunamos. Tuomet
Ipilamas fermentu Zymeéto antikiino tirpalas. Antiklinas reaguoja su prisijungusiu antigenu.
Neprisisijunge fermentu Zyméti antikinai yra iSplaunami. Po to 1 Sulinélius jpilamas
tetrametilbenzidinas — fermento peroksidazés substratas, kuris paveiktas fermento kei¢ia mélyng
spalvg | geltong, t. y. fermentas skaldo chromogeninj substratg (Zr. 3.13 pav.). Spalvos

intensyvumas yra proporcingas antikiiny koncentracijai méginyje [49].

10 RUKSNAITE, J. 2016. Pavirsiaus plazmony rezonanso ir elektrocheminiai imuniniai jutikliai zmogaus
augimo hormono ir antikiiny prie§ Zmogaus augimo hormong nustatymui (rankrastis). Fiziniai mokslai,
chemija (03P). Vilniaus universitetas, Vilnius.
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3.13 pav. Fermentiné reakcija
Meéginiy $viesos sugertis matuojama spektrofotometru, bangos ilgiui esant 450 nm.

FGF atsipalaidavimo kinetika buvo tirta i§ t-HRp granuliy, inkliuduoty fosfatiniu ar
triblokinio kopolimero tirpalais (Zr. 3.14 pav.).

45 -
40

Atpalaiduotas FGF kiekis, %

Trukme, paros

3.14 pav. FGF atsipalaidavimo kinetika i$ t-HRp granuliy, inkliuduoty fosfatiniu buferiniu tirpalu (1) ar
triblokinio kopolimero tirpalu (2)

I$ 3.14 paveiksle pateikto grafiko matyti, kad i§ t-HRp granuliy, inkliuduoty triblokinio
kopolimero tirpalu, prag¢jus 1 parai atpalaiduojama apie 14 % FGF, po 3 pary pastebimas

44



nezymus FGF padidéjimas (16 %). Po 7 pary i$siskyres augimo faktoriaus kiekis siekia 32 %. I$

t-HRp granuliy, inkliuduoty fosfatiniu buferiniu tirpalu, stebimas tolygiai didéjantis FGF

atsipalaidavimas — po 1 paros jo kiekis siekia 17 %, po 3 — 27 %, praéjus 7 paroms — 38 %.
Remiantis gautais duomenimis, galima daryti iSvadg, kad inkliuduojant t-HRp granules

triblokinio kopolimero tirpalu, formuojasi gelis, todél yra sulétinamas FGF i§skyrimas.
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ISVADOS

Suformuoti hialurono ragsties granuliy ir bloko pavidalo karkasai, kurie pagal savo
morfologijg yra tinkami minks$tyjy audiniy regeneracijai. Nustatyta, kad 1 g karkaso
geba sorbuoti 76 + 0,6 g fosfatinio buferinio tirpalo, o 1 g akyty granuliy — 29 + 1,7 g.
Suformuoti hialurono ragsties bloko pavidalo karkasai su imobilizuotu joduotu
povidonu. Nustatyta, kad visiskas jodo atpalaidavimas i§ bloko pavidalo karkasy
pasiekiamas po 6 valandy.

Suformuoti hialurono riigsties bloko pavidalo karkasai su imobilizuotu chlorheksidino
digliukonatu. Nustatyta, kad po 24 valandy atpalaiduoto chlorheksidino digliukonato
kiekis i karkasy siekia 100 %. Nustatyta, kad karkasai su imobilizuotu chlorheksidino
digliukonatu pasizymi antibakteriniu aktyvumu prie§ Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli ir Pseudomonas aeruginosa bakterijas.
Suformuotos hialurono riigsties granulés su triblokiniu kopolimeru ir fibroblasty augimo
faktoriumi. IStirta triblokinio kopolimero jtaka augimo faktoriaus atsipalaidavimo
kinetikai. Tyrimais in vitro nustatyta, kad triblokinis kopolimeras pailgina fibroblasty

augimo faktoriaus atpalaidavima.
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