KAUNO TECHNOLOGIJOS UNIVERSITETAS

ALISA PALAVENIENE

SEP1JOS KAULO APIBUDINIMAS IR PRITAIKYMAS
BIOMEDICININIU BEI FARMACINIU KOMPOZICIJU
KURIMUI

Daktaro disertacijos santrauka
Fiziniai mokslai, chemija (03P)

2018, Kaunas



Disertacija rengta 2013-2017 metais Kauno technologijos universiteto Cheminés
technologijos fakultete, Polimery chemijos ir technologijos katedroje. Mokslinius
tyrimus rémé Lietuvos mokslo taryba ir Regeneracinés medicinos McGowan
institutas, JAV.

Mokslinis vadovas: )
Prof. dr. Jolanta LIESIENE (Kauno technologijos universitetas, fiziniai mokslai,
chemija, 03P).

Redagavo: Aurelija Grazina Ruksaité (Leidykla ,,Technologija®)

Chemijos mokslo krypties disertacijos gynimo taryba:

Prof. habil. dr. Algirdas SACKUS (Kauno technologijos universitetas, fiziniai
mokslai, chemija, 03P) — pirmininkas;

Prof. dr. Saulius GRIGALEVICIUS (Kauno technologijos universitetas, fiziniai
mokslai, chemija, 03P);

Prof. dr. Jolita OSTRAUSKAITE (Kauno technologijos universitetas, fiziniai
mokslai, chemija, 03P);

Dr. Aiva PLOTNIECE (Latvijos organinés sintezés institutas, fiziniai mokslai,
chemija, 03P);

Prof. dr. Nijolé SAVICKIENE (Lietuvos sveikatos moksly universitetas,
biomedicinos mokslai, farmacija, 09B).

Disertacija bus ginama vieSame chemijos mokslo krypties disertacijos gynimo
tarybos posédyje 2018 m. birzelio 8 d. 10 val. Kauno technologijos universiteto
Rektorato saléje.

Adresas: K. Donelai¢io g. 73-402, 44249 Kaunas, Lietuva.
Tel. (370) 37 300 042; faks. (370) 37 324 144; el. pastas doktorantura@ktu.It.

Disertacijos santrauka issiysta 2018 m. geguzés 8 d.
Su disertacija galima susipazinti internetinéje svetaingje http://ktu.edu ir Kauno
technologijos universiteto bibliotekoje (K. Donelai¢io g. 20, 44239 Kaunas).



1. JVADAS
Darbo pagrindimas

Biomedicininiy technologijy vystymosi tendencijoms didele jtaka turi
naujas vartotojy poziidris j sveikatos apsaugos klausimus, ekologijos, darnios
plétros ir kitas globalias problemas. Dél to Siuolaikinéje biomedicinoje ir
farmacijoje vis dazniau pastebimas grjzimas prie gamtiniy iStekliy panaudojimo.
Vystant naujas technologijas, neretai naudojami bioimitacijos principai. Net
Siuolaikiniai patentai daznai remiasi medicinos paveldo receptiiromis.
Tikstantmeté Zzmonijos patirtis rodo, kad ligoms ir jvairiems negalavimams gydyti
sékmingai naudojamos natiiralios gamtinés medziagos. Viena tokiy natiraliy
zaliavy yra juros galvakojo moliusko sepijos (Sepia officinalis) kaulas. Sepijos
kaulas buvo naudojamas daugelj amziy tradicingje Kinijos ir Indijos medicinoje.
Jis buvo vertinamas gydant dermatologines, gastrologines, ginekologines,
otorinolaringologines ir kitas ligas. Pastaruosius penkerius metus pastebimas
atgimstantis tyréjy susidoméjimas S$ia juros kilmés zaliava, pritaikant jg
biomedicininiams tikslams. Naujausiuose tyrimuose didelis démesys yra
skiriamas sepijos kaulo pritaikymui kaulo audinio inZinerijoje, re¢iau — zaizdoms
gydyti.

Taciau sepijos kaulo cheminé sudétis néra visiskai istirta. Taip pat truksta
in vitro ir ex vivo biosuderinamumo tyrimy bei galimo sepijos kaulo panaudojimo
tyrimus, jrodant sepijos kaulo gydomajj potencialg ir saugumga. Pasitelkiant
bioimitacijos principus, taip pat norima sukurti produktus su sepijos kaulu, skirtus
naudoti kaulo audinio inZinerijoje, ir parodyti jo tinkamumga kuriant farmacines
vaisto formas jvairioms ligoms gydyti.

Darbo tikslas

Sio darbo tikslas buvo istirti sepijos kaulo savybes ir pritaikyti jj kuriant
jvairias biomedicinines bei farmacines kompozicijas.

Tikslui pasiekti keliami uZdaviniai:

1. Nustatyti ir jvertinti sepijos kaulo charakteristikas: pilng elementing
lamelinés ir dorsalinés daliy sudétj, poveikj keratinocity lasteléms, hemostatines
ir antimikrobines savybes;

2. Parengti baltymy pasalinimo i sepijos kaulo medZiagos metodika;

3. Pagaminti kompozitus regeneruotos celiuliozés pagrindu, panaudojant
deproteinizuoty sepijos kaulo medziaga ir hidroksiapatita, gauta i§ sepijos kaulo
citotoksiSkumo lygj ir osteokondukcines savybes;

4. Sukurti ir iStirti kalcio alginato kapsules su sepijos kaulo medziaga,
skirtas nedideliems kaulo defektams burnos ertméje uzpildyti ir gydyti;



5. Sukurti ir iStirti puskieciy odos preparaty receptiiras su sepijos kaulo
mikrodalelémis, tokius kaip suspensiniai geliai hidroksietilceliuliozés pagrindu ir
zvakutés su lidokaino hidrochloridu.

Mokslinio darbo naujumas ir praktiné verté

Detaliai istirta sepijos kaulo cheminé sudétis ir jvertinta jo sudedamyjy daliy
nauda gydomiesiems tikslams. Pirmg karta parengta baltymy Salinimo i§ sepijos
kaulo medziagos metodika naudojant natrio dodecilsulfata. Baltymy pasalinimas
i§ sepijos kaulo medZiagos leidzia ivengti imuninio atsako rizikos.

Pirmakart pagaminti akyti kompozitai i§ regeneruotos celiuliozés ir sepijos
kaulo medziagos kaulo audinio inzinerijos tikslams naudojant deproteinizuotos
sepijos kaulo medziagos mikrodaleles arba i$ sepijos kaulo gauta hidroksiapatita.
Bioimitacinés mineralizacijos rezultatai parodé, kad kompozitai pasizymi
bioaktyvumu — jy pavirSiuose kaupési kalcis, 0 jy necitotoksiskumas ir
ostekondukcinés savybés buvo patvirtinti ex vivo tyrimais su hepatocitais ir
zmogaus MG-63 Iastelémis (osteoblastais). Kaulo audinio inzinerijos tikslams taip
pat sukurtos kalcio alginato kapsulés su sepijos kaulo medziaga ir deksametazono
natrio fosfatu, skirtos smulkiems kaulo defekto pazeidimams uzpildyti burnos
ertméje.

Pirma kartg parodyta Sarminio sepijos kaulo medziagos apdorojimo jtaka jo
hemostatinems savybéms. Sis reiskinys pagrjstas chitino deacetilinimu,
lygiagreciai iSsaugant neorganinius sepijos kaulo elementus. Pirma karta sukurtos
puskiecéiy preparaty (suspenduoty geliy, zvakuéiy Witepsol pagrindu) receptiiros
su deproteinizuotomis sepijos kaulo mikrodalelémis ir istirtos jy savybés.

Darbo aprobavimas

Darbo rezultatai paskelbti 6 publikacijose, i$ jy 4 Zurnaluose, esanciuose
,Clarivate Analytics Web of Knowledge* bazéje cituojamy leidiniy sarase:
,,Chemija“, ,Marine Biotechnology*, ,,Cellulose Chemistry and Technology“
(priimta spaudai) ir ,,Materials Science* (priimta spaudai). Dvi publikacijos —
kituose ,Clarivate Analytics Web of Knowledge*“ duomeny bazése
referuojamuose leidiniuose (Proceedings).

Disertacijos struktiira ir turinys

Disertacija susideda i§ jvadinés dalies, literatiros apzvalgos,
eksperimentinés dalies, rezultaty ir jy aptarimo, apibendrinimo ir iSvady,
literattiros sgraso (310), publikacijy saraso disertacijos tema. Disertacija pateikta
130 puslapiuose, jskaitant 22 lenteles ir 54 paveikslus.



2. METODINE DALIS
Pagrindinés medziagos

Sepijos kaulas (angl. cuttlebone, CB) — ,,Vital Pet Products Ltd*, DidZioji
Britanija, maistiné rasis. Acetilceliuliozé — ,,Sigma-Aldrich“, JAV, Mn~50000.
Algino rugsties natrio druska — ,Sigma-Aldrich“, DidZioji Britanija.
Deksametazono natrio fosfatas — ,,Sigma-Aldrich®, Vokietija, chemi$kai §varus.
Chitozanas — ,,Sigma-Aldrich*, Vokietija. Witepsol H35 — ,,Farmalabor*, Italija.
Lidokaino hidrochloridas monohidratas — ,,Farmalabor*, Italija, 99 proc.

Tyrimy metodai
2.1. Sepijos kaulo medziagos ir jos kompozity charakterizavimas

Sepijos kaulo (CB) medziaga ir jos kaulo audinio inzinerijai skirti
kompozitai buvo charakterizuojami naudojant infraraudonyjy spinduliy
molekuling absorbcing spektring analize (IR, ,,Perkin-Elmer, Inc.“, JAV),
rentgeno spinduliuotés difrakcine analize (RSDA, ,,Bruker AXS“, Vokietija),
rentgeno spinduliy fluorescencing analiz¢ (RSFA, ,,Bruker X-ray S8 Tiger WD,
~Bruker AXS“, Vokietija), skenuojamaja elektroning mikroskopija ir elektroning
dispersine spektroskopija (SEM/EDS, ,,FEI Quanta 200 FEG*, JAV).

Kompozitai celiuliozés pagrindu buvo gauti mechaniskai imobilizuojant
sepijos kaulo mikrodaleles | regeneruotos celiuliozés geli ir ji liofilizuojant
(,,Christ Alpha 2-4 LSC*, ,Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH*,
Vokietija). Kompozity morfologiniai  rodikliai  nustatyti  naudojant
mikrokompiuterinés tomografijos sistema (uCT, ,Scanco Medical AG*,
Briittisellen, Sveicarija). Bioimitaciné mineralizacija atlikta naudojant 1x ir 10x
modelinj kiino skystj (MKS).

Baltymy Salinimo procediiry efektyvumas jvertintas naudojant ,,Direct
Detect™ IR* sistemg (,,Merck®, Vokietija), automatinés elektroforezés sistema
»Agilent 2100 Bioanalyser« (,,Agilent Technologies“, Vokietija) ir Bradfordo
metodg. Hidroterminé hidroksiapatito sintezé i$ sepijos kaulo mikrodaleliy atlikta
naudojant hidroterminio apdorojimo auk$tame slégyje sistema (,,PARR
Instrument Company*, JAV).

2.2. Citotoksiskumo tyrimai

Kompozity citotoksiskumo tyrimai, nustatant hepatocity gyvybinguma,
laktato dehidrogenazés aktyvuma, aldolazés aktyvumg ir extensor digitorum
longus raumens lasteliy jautruma insulinui, buvo atlikti Ontogenetinés fiziologijos
katedroje, V. N. Karazino Charkovo nacionaliniame universitete (Ukraina).
Sepijos kaulo medziagos citotoksiSkumo tyrimai su HaCaT eilés Zmogaus odos
lastelemis (keratinocitais) buvo atlikti Prahos Karolio universitete (Cekijos
Respublika).



2.3. Osteokonduktyvumo tyrimai

Kompozity osteokonduktyvumas jvertintas naudojant MG-63 lasteles,
tiriant Sarminés fosfatazés aktyvuma taikant von Kossa ir Alizarino dazymo
metodus. Tyrimai atlikti Cheminés inZinerijos katedroje, Izmiro technologijos
universitete (Turkija).

2.4. Farmaciniy kompozicijuy su sepijos kaulo medziaga kiirimas

Kalcio alginato kapsulés su sepijos kaulo medziaga ir deksametazono natrio
fosfatu buvo gautos taikant joninés geliacijos metoda. Zvakutés su sepijos kaulo
medziaga ir lidokaino hidrochloridu gautos liejimo biidu, naudojant Witepsol H35
zvakuCiy pagrindg. Paruosti hidroksietilceliuliozés pagrindu su sepijos kaulo
mikrodalelémis suspenduoti geliai. Taip pat tirtos hemostatinés savybés ir
antibakterinis poveikis Staphylococcus aureus ir Pseudomona aeruginosa
bakterijy rasims.

3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Sepijos kaulo apibaidinimas

Sepijos kaulas susideda i$ dorsalinés ir lamelinés daliy. I§ sepijos kaulo
struktiiros fragmenty (3.1 pav.) matyti, kad Sios dalys turi rySkiai pastebimus
struktiiros skirtumus.

3.1 pav. Sepijos kaulo struktiiros fragmentai: (a) virSutinio ir zemiau esan¢io dorsalinés
dalies sluoksniy skenuojamosios elektroninés mikroskopijos (SEM) nuotrauka; (b)
skersinio lamelinés dalies pjivio SEM nuotrauka; (c) demineralizuotos dorsalinés dalies
makroskopiné sandara

Sepijos kaulo karkasg sudaro S-chitino skaidulos, taciau jy i$sidéstymas
dorsalingje ir lamelinéje dalyse kardinaliai skiriasi. ISorinis dorsalinés dalies
sluoksnis turi pumpuro formos iskilimus su atviros Serdies 200 pm skersmens
struktiira, o pamatinis sluoksnis yra lygus ir neakytas (3.1 pav., a). Dorsaling dalj
sudaro tankus chitino pluostas, apipintas mineraliniy medziagy sankaupy, kuriy
didziaja dalj sudaro aragonitas (kalcio karbonato polimorfiné atmaina). Lamelinés
dalies sienelés yra sudarytos i§ plony chitino vijy, apipinty mineraliniy medZiagy
sankaupy, ir sudaro akytg strukttira (3.1 pav., b). Mechaniskai atskirta dorsaling
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dalj paveikus 0,5M HCI tirpalu, gaunama demineralizuota medziaga, kuria sudaro
tankus S-chitino pluostas (3.1 pav., c).

Makro- ir mikroelementy, tokiy kaip kalcis, magnis, fosforas, stroncis,
geleZis, natris, chloras, siera, kalis, varis ir bromas, rasta abiejose sepijos kaulo
dalyse (3.1 lentelé). Abiejy daliy sudétis yra panasi, taciau dorsalinéje dalyje
gelezies kiekis yra didesnis, taip pat randama chromo ir cinko, kuriy nerasta
lamelinéje dalyje. Savo ruoztu lamelingje dalyje yra daugiau kalcio, o fosforo
kiekis abiejose dalyse yra labai panasus. Taip pat buvo analizuojami sepijos kaulo
bandiniai i§ jvairiy jiiros pakranciy, tokiy kaip Soharo miesto pakrant¢ (Omano
Sultanatas, rinkta 2014 m. sausio mén.), Trapanio miesto pakranté (Sicilija, rinkta
2015 m. rugpjicio mén.), Kaldes d‘Estrako miesto pakranté (Ispanija, rinkta
2016 m. rugpjiicio mén.) ir Pilos miesto pakranté (Kipras, rinkta 2017 m. rugséjj).

3.1 lentelé. Sepijos kaulo daliy (komercinis produktas, ,,Vital Pet Products Ltd*,
Didzioji Britanija) elementinés analizés rezultatai

Kiekis sepijos kaule, proc.
Elementas
Dorsaliné dalis Lameliné dalis

Kalcis 43,90 50,80
Fosforas 0,07 0,08
Magnis 0,14 0,18
Stroncis 0,36 0,48

Cinkas 0,14 -
Gelezis 0,02 0,004
Natris 0,37 0,65
Chloras 1,83 1,41
Sierra 0,44 0,22
Kalis 0,05 0,05

Varis* 56 46

Bromas* 97 45

Chromas 0,004 -

Silicis 0,01 -

* Vario ir bromo koncentracijos nurodytos milijoninémis dalimis (m. d.)

Kalcio kiekis gamtoje rasty bandiniy buvo mazdaug 5 proc. didesnis nei
komercinio produkto, o kity elementy kiekiai buvo labai panasiis, nepriklausomai
nuo rinkimo vietos ir laiko. Visi rasti bioneorganiniai elementai yra svarbis
jvairioms fermenty reakcijoms ir medziagy apykaitos procesams gyvame
organizme, taip pat ir kaulo audinio regeneravimui. Biologiskai nepageidaujamy
sunkiyjy metaly, tokiy kaip sidabras, kadmis, $vinas ar vanadis, sepijos kaulo
dorsalinés ar lamelinés daliy méginiuose nerasta.

Sepijos kaulas yra vidiné moliusko sepijos struktiira, todél mantijos
(raumeninés kiino dalies) baltymy pédsakai gali absorbuotis j kaulo karkasa.
Norint panaudoti $ig maisto pramonés atlieka kaip Zzaliavg biomedicinos ir
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farmacijos tikslams, svarbu nustatyti ir pasalinti sudétyje esancius baltymus ir / ar
ju liku¢ius, kurie gali sukelti alergines reakcijas, taip uZtikrinant medziagos
saugumag ir biosuderinamuma.

Nustatyta, kad sepijos kaulo sudétyje randama baltymy, kuriy molekulinés
masés yra nuo 30 kDa iki 90 kDa (3.2 pav.).
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3.2 pav. Sepijos kaulo medZziagos baltymy molekulinés masés: (a) densitometrijos laukas;
(b) elektroferograma

I8 literatiros duomeny zinoma, kad tropomiozino — potencialaus alergijy
sukélégjo — molekuliné masé yra 35-38 kDa, todél gautos elektroferogramos
smailés ties 34,4 kDa, 38,9 kDa ir 41,7 kDa gali buti priskirtos jurinés kilmés
tropomiozinui. Kiti baltymai, kuriy molekuliné masé yra 30,9 kDa ir 44,3
58,0 kDa, priskirti struktiiriniy kaulo baltymy grupei.

3.2. Baltymy S$alinimas iS sepijos kaulo medZiagos

Baltymy Salinimo procediiros atliktos naudojant natrio dodecilsulfato,
karbamido ir / ar natrio Sarmo vandeninius tirpalus, esant skirtingoms
temperatiroms. Reakcijos temperatira ir tirpalo pH turi jtakos baltymy
denattiravimui, taciau vien Siy salygy nepakanka, kadangi tropomiozinas yra
termiskai atsparus baltymas. Nustatyta, kad baltymams soliubilizuoti buvo
tinkamas tirpalas, sudarytas i§ 35 mM natrio dodecilsulfato ir 2 mM karbamido,
esant 80 °C temperatiirai.

3.3. Hidroksiapatito gavimas i§ sepijos kaulo medZiagos ir jo
charakterizavimas

Kalcio karbonato, kuris sepijos kaulo medziagoje yra aragonito formos,
osteokondukcinés ir mechaninés savybés gali bati pagerintos paverciant jj



hidroksiapatitu. Hidroksiapatitas gautas hidroterminés sintezés budu, sepijos
kaulo mikrodaleles veikiant amonio hidrofosfatu pagal lygt;:

10 CaCOs + 6 (NH4)2HPO4 — Caip(PO4)s(OH)2 + H20 + CO21

Hidroterminés sintezés metu gautos medZiagos IR spektre matomas POs*
grupiy virpesiams biidingos absorbcijos smailés ties 1090 cm, 1029 cm,
960 cm?, 606 cm ir 565 cm™ atsiradimas, o aragonitui biidingos CO3% grupés
virpesiy absorbcijos smailiy intensyvumas ties 1790 cm, 1077 cm, 856 cm,
713 cmtir 700 cm? lieka labai nedidelis (3.3 pav., a).

(a)
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3.3 pav. Sepijos kaulo (CB) ir hidroksiapatito, gauto i§ sepijos kaulo medziagos, (a) IR
spektrai ir (b) rentgenodifraktogramos

Hidroterminés sintezés metu gautos medziagos rentgenodifraktogramoje
(3.3 pav., b) matomi difrakciniai maksimumai ties 10,7°, 22,8°, 25,7°, 28,0°,
32,1°, 34,0°, 39,7°, 46,6°, 49,4°, 56,9°, 63,1° ir 64,9°, kurie gali biti priskiriami
hidroksiapatitui (PDF 01-089-4405). Sioje rentgenodifraktogramoje taip pat
matomi mazo intensyvumo, aragonitui biidingi difrakciniai maksimumai ties 26°,



33°ir45°. Tiek IR spektroskopijos, tiek ir rentgenodifrakcinés analizés duomenys
rodo, kad gautas karbonizuotas hidroksiapatitas.

Naudojantis rentgeno spinduliy fluorescencinés analizés rezultatais
apskaiciuota, kad kalcio ir fosforo santykis pradinéje ir gautoje medziagoje yra
atitinkamai 197,4 ir 4,05. Sepijos kaulo medZziagos, gautos po hidroterminés
reakcijos, kalcio ir fosforo santykio verté yra artima minéto santykio Zmogaus
kaulo sudétyje vertei (1,67—2,29). Rezultatai taip pat parodé, kad sepijos kaulo
medziagoje iSliecka gyvy organizmy fermenty veiklai ir medziagy apykaitos
procesy efektyviam vyksmui reikalingy bioneorganiniy elementy, tokiy kaip
magnis, silicis, varis, stroncis, siera, gelezis ir cinkas.

Apibendrinant gautus rezultatus galima daryti i§vada, kad hidroterminés
sintezés metu (200 °C, 8 val.) gautas karbonizuotas kalcio hidroksiapatitas, savo
struktiiroje turintis nat@raliam kaulo regeneravimui bitiny bioneorganiniy
elementy. IS literatiros zinoma, kad kaulo audinio inZinerijos tikslams
karbonizuotas kalcio hidroksiapatitas yra pranaSesnis uz gryng hidroksiapatita,
kadangi labiausiai atitinka zmogaus kaulo cheming sudétj.

3.4. Regeneruotos celiuliozés kompozitai su sepijos kaulo mikrodalelémis

Kaulo audinio inzinerijoje yra vertinami kompozitiniai karkasai, kuriy
sudétis ir struktiira labiausiai atitinka Zmogaus kaulo sandarg. Polimeriniai
karkasai su imobilizuotomis mineralinémis medziagomis gali atkartoti kaulo
struktiirg ir jo fizikines-chemines savybes. Celiuliozé yra pladiai paplites gamtoje
polisacharidas, pasizymintis biosuderinamumu, todél, siekiant pagaminti kaulo
karkasa i§ natiiraliy medziagy, buvo pasirinkta regeneruota celiuliozé (RC) ir
sepijos kaulo medziaga (3.2 lentelé).

3.2 lentelé. Kompozity su sepijos kaulo medziagos uzpildais sudétis

Kompozito Risamoji Armuojamoji p
L " o astabos
pavadinimas medZiaga medziaga
RC/CB 7r. 3.2 skyriy
CB po baltymy Tai RC/CB kompozitai,
RC/CB-SBF Regeneruota pasalinimo papildomai mirkyti
celiuliozé 10x MKS
RC/CB-HAp CB-HAp Zr. 3.3 skyriy
RC — Kontroliné grupé

RC/CB kompozitas — tai regeneruotos celiuliozés ir sepijos kaulo
kompozitas; RC/CB-SBF — regeneruotos celiuliozés ir sepijos kaulo kompozitas,
padengtas MKS (modelinio kiino skysCio) mineralais; RC/CB-HAp -
regeneruotos celiuliozés ir hidroksiapatito, gauto i§ sepijos kaulo medziagos,
kompozitas; RC - regeneruotos celiuliozés karkasas, kontroliné grupé.
Imobilizavus sepijos kaulo medziagas regeneruotos celiuliozés gelyje ir gelj
liofilizavus, gauti akyti trimaciai karkasai, kuriy formg galima modeliuoti
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priklausomai nuo individualaus poreikio kaulo defektui uzpildyti. Tai cilindrinés,
vamzdZio, blokelio, lazdelés, U formos arba L formos karkasai, kurie daZzniausiai
naudojami kaulo audinio inZinerijoje, ypa¢ odontologinéje implantologijoje.
Kompozity trimatés (3D) ir dvimatés (2D) projekcijos pateiktos 3.4 paveiksle.

3.4 pav. 3D ir 2D nuotraukos: (a, d) RC/CB kompozity, (b, e) RC/CB-HAp kompozity ir
(c, f) RC karkasy

IS 2D nuotrauky matyti, kad kompozity RC/CB ir RC/CB-HAp struktiiros
yra labiau kompaktiSkos nei karkaso be mineralinio uzpildo (RC), t.y.
kompozituose liofilizacijos metu susidaro mazesnés akutés.

Gauty kompozity akytumo reikSmeés yra artimos zmogaus jvairiy akyty
kauly charakteristikoms (3.3 lent.). Karkaso struktira yra ypa¢ svarbi
charakteristika, 1§ dalies uztikrinanti sékminga jo panaudojimg kaulo audinio
inzinerijoje. Lemiantys faktoriai yra susij¢ su akyto kaulo morfologijos
parametrais. Akytumas, akuciy dydis, akuciy geometrija yra svarbiausios
morfologinés charakteristikos, nulemiancios kraujagysliy formavimosi karkase
galimybes bei karkaso mechanines savybes. Lyginant gauty kompozity ir Zmogaus
kaulo akytos dalies struktiirinius parametrus matyti, kad RC/CB-HAp kompozito
akytumas yra didziausias ir atitinka apatinio zandikaulio kaulo akytumo verte
(3.3 lent.). Sijy storis yra svarbus struktirinis kaulo parametras, kadangi nulemia
karkaso vidinj mechaninj stabilumg. Kaip matyti, RC/CB-HAp kompozito ir RC
karkaso sijy storis atitinka jvairiy rii§iy natdralaus kaulo sijy storj, 0 RC/CB
karkaso sijy storis néra pakankamas. Polimeriniy sijy storj taip pat galima jvertinti
i§ 2D nuotrauky (3.4 pav.). Kity RC/CB ir RC/CB-HAp kompozity struktiiriniy
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parametry vertés nesutampa, taciau yra artimos Zzmogaus kaulo struktiiriniams
parametrams.

3.3 lentelée. Siame darbe pagaminty karkasy ir Zinomi Zmogaus kaulo struktdiriniai
parametrai

Karkasas arba kaulo dalis
Struktirinis RC/CB- 5-0jo Ultra Apatinio
parametras | RC/CB RC | slankstelio | distalinis | Zzandikaulio
HAp _ ;

kiinas spindulys krumplys
Skeleto tario
dalis, proc. 19,79 14,10 | 24,87 22,95 23,00 -
Savitasis
pavirSiaus 39,67 33,37 | 14,50 - - -
plotas, mm!
ﬁ:#]”tons’ 006 | 009 | 021 | 0,10 0,10 0,11-0,22
Sijy
i§déstymo 0,20 0,36 0,42 0,31 0,34 0,56-0,85
tarpas, mm
ﬁq‘ﬁ_fkamus’ 393 | 236 | 1,80 2,20 2,40 1,16-1,67
Vidutinis
akudiy 324 510 750 - - -
skersmuo, um
Vidutinis
akytumas, 80,21 85,90 | 75,13 - - 72,6-87,4
proc.

Imobilizavus sepijos kaulo medziagg RC gelyje, beveik dvigubai sumazéja
susidarancio karkaso akutés. Vidutinis RC/CB, RC/CB-HAp ir RC karkasy akudiy
skersmuo yra atitinkamai 324 pm, 510 pm ir 750 pum.

Atlikus vyraujanc¢iy akuciy skersmens procentinés dalies karkasy
struktiroje skaifiavimus nustatyta, kad beveik 83 proc. RC/CB karkaso
struktiroje sudaro 200-500 um skersmens akutés, o RC/CB-HAp karkaso
strukttiroje 300—700 pm skersmens akutés sudaro 67 proc. visy akuciy pagal tiirj
(3.5pav.). Aku¢iy dydZzio pasiskirstymas kompozituose su sepijos kaulo
medziagomis rodo, kad karkasuose maziausiai aptinkama iki 100 pm skersmens
akuciy ir beveik néra akuciy, kuriy skersmuo virsija 800 um.
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Akuéiy skaiéius, %

200 400 600 800
Akuéiy dydis, pm

307 Rc/CB-HAp

Akuéiy skaiéius, %

400 600 800
Akuéiy dydis, pm

3.5 pav. RC/CB ir RC/CB-HAp kompozity akuc¢iy dydZio pasiskirstymas

Gauty kompozity akytumas atitinka reikalavimus medziagoms, skirtoms
kaulo audinio inZinerijos tikslams, kadangi mazesnés nei 100 um akutés kaulo
karkase trukdo formuotis kraujo kapiliarams, susidarant fibroziniam audiniui. O
dideles akutes, kuriy skersmuo virsija 800-900 pm, sumaZzina karkaso mechaninj
atsparumag.

3.5. Kompozity su sepijos kaulo medZiaga bioimitaciné mineralizacija

Bioimitacinés mineralizacijos tyrimai atliekami sSiekiant jvertinti kuriamo
karkaso bioaktyvuma, kurj parodo gebéjimas karkaso pavirsiuje formuoti kalcio
jony centrus tolimesniam hidroksiapatito — pagrindinio kaulo mineraly junginio —
susidarymui. Siuose in vitro tyrimuose daZniausiai naudojamas MKS,
atkartojantis kraujo plazmos cheminiy elementy kokybing ir kiekybine sudét;.
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3.6 pav. Karkasy, vieng savaite laikyty MKS, charakterizavimas: (a, d) atitinkamai
RC/CB ir RC karkasy mikrofotografijos; (b, c) atitinkamai RC/CB karkaso elementy
pasiskirstymo Zemélapis ir spektras; (e, f) atitinkamai RC karkaso elementy pasiskirstymo
zemélapis ir spektras

Jau po vienos savaités karkasy laikymo MKS buvo matyti, kad RC/CB
karkasy pavirSiuje susidaro tankus mikrosfery formos sluoksnis (3.6 pav., a),
biidingas hidroksiapatitui. Anglies, fosforo ir kalcio elementy pasiskirstyma
karkaso pavirSiuje SEM-EDS nuotraukoje taip pat patvirtina elementinés analizés
spektras (3.6 pav., b, c). Priesingai, RC karkaso pavirSiuje néra pastebimas
mikrosfery susidarymas (3.6 pav., d), tai patvirtina ir EDS analizés rezultatai (3.6
pav., g, f).

Prie§ bioimitacinés mineralizacijos tyrimg RC/CB karkaso paviriuje
fosforo nerasta (3.7 pav., a). Elementy pasiskirstymo spektry duomenimis buvo
patvirtinta, kad bioneorganiniy elementy, tokiy kaip fosforas, manganas, gelezis ir
cinkas, randama RC/CB karkasy pavirsiuje, laikant juos iki 24 savai¢iy MKS (3.7
pav., b ir 3.7 c). [vairiy autoriy duomenimis, Sie mikroelementai yra svarbis kaulo
audinio regeneravimui, kadangi pagerina osteoblasty lasteliy adhezija ir
osteokalcino augima.

Susidariusiy mikrosfery morfologija atitiko vadinamojo apatito ,,ziedinio
kopusto“ struktara (angl. ,.cauliflower-like” morphology), kuri yra budinga
hidroksiapatito pirmtaky struktirai (3.7 pav., e, f). Adaty pavidalo jspaudai, rasti
kai kuriy mikrosfery pavir$ivose (3.7 pav., €), parodo, kad ploksteliy formos
apatitai yra iSsidéste iSilgai mikrosfery ir yra transformuoti i$ $iy apatito pirmtaky.
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(a)  cpstev (b) _coseev c),  cosiev

3.7 pav. RC/CB karkasy pavirSiaus elementy pasiskirstymo Zemélapis ir spektras,
atitinkamai: (a, d) pries tyrima; (b, e) po 2 savai¢iy laikymo MKS; (c, ) po 24 savaiéiy
laikymo MKS

Sepijos kaulo mikrodalelés taip pat turéjo teigiamos jtakos karkasy vandens
sulaikymo, brinkumo laipsnio ir masés kitimo rodikliams. Nustatyta, kad MKS pH
liko neutralus viso tyrimo metu (24 savaic¢iy laikotarpiu), tai leidzia daryti
prielaida, jog karkasy irimo metu formuojasi tik neutraliis reakcijos tarpiniai
produktai. Sis faktas yra palankus fizikinis veiksnys kaulo audinio inZinerijoje,
kadangi taip gali biti iSvengta uzdegimo reakcijy in vivo.

Apibendrinant galima daryti i§vada, kad tyrimo MKS metu celiuliozés /
sepijos kaulo karkasai pasizyméjo Dbioaktyvumu dél jy pavirSiuje
besiformuojanéiy hidroksiapatito pirmtaky.

3.6. Biosuderinamumo tyrimai

Biosuderinamumo (citotoksiskumo) tyrimai yra neatsiejama pradiniy
klinikiniy tyrimy dalis, siekiant jvertinti karkasy tinkamumg ir pritaikomuma
medicinos praktikoje. Siame darbe karkasy jtakai lasteliy gyvybingumui jvertinti
parinkti hepatocitai — kepeny lastelés, kadangi jos ypa¢ jautrios bet kokiems
toksiniams ar fizinio pazeidimo veiksniams ir todél yra geri Salutiniy reakcijy ir /
ar medziagy apykaitos produkty irimo indikatoriai. Tyrimo metu pradinis izoliuoty
hepatocity gyvybingumas (95 proc.) po inkubavimo su RC/CB karkaso méginiu
buvo sumazéjes labai nedaug (3.8 pav., a).
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3.8 pav. RC/CB ir RC karkasy poveikis tyrimy parametrams: (a) hepatocity
gyvybingumui; (b) extensor digitorum longus raumens lasteliy insulino stimuliuojamam
gliukozés sunaudojimui*; (c) laktato dehidrogenazés iSsiskyrimui i$ hepatocity j
inkubavimo terpg; (d) aldolazés iSsiskyrimui i§ raumens lasteliy j inkubavimo terpg

* P<0,05, palyginti su baziniu gliukozés sunaudojimo lygiu

Palyginus méginiy poveikj hepatocity gyvybingumui, buvo nustatyta, kad
Sis skirtumas buvo nedidelis ir neperzengé normos (leidZziamos ribos siekia
60 proc.). Tai rodo, kad sepijos kaulo medziaga, imobilizuota i celiuliozés karkasg,
neturi neigiamos jtakos lasteliy gyvybingumui.

Insulino poveikis gliukozés sunaudojimui tirtas su extensor digitorum
longus! (EDL) raumens lgstelémis. Sumazéjes jautrumas insulinui parodo, kad
lgstelés yra veikiamos nenormaliy fiziologiniy veiksniy. Tyrimy metu nustatyta,
kad po inkubacijos su RC/CB karkasu EDL raumens lgsteliy jautrumas insulinui
tik nedaug skyrési nuo bazinio lygio. Sis tyrimas jrodo, kad kompozitas neturi
ardomojo poveikio raumens lgsteliy vientisumui (3.8 pav., b).

Laktato dehidrogenazés ir aldolazés i$siskyrimas i§ Igsteliy j inkubavimo
terpe liudija apie lastelés membranos vientisumo pazeidima, t.y. rodo, kad pro
membranos plySius praeina didelés baltymy molekulés. RC/CB ir RC karkasai
neturéjo jtakos laktato dehidrogenazés iSsiskyrimui (3.8 pav., c). Nedidelis
fermenty aktyvumo pokytis po inkubacijos su RC/CB kompozity méginiais (3.8

! Extensor digitorum longus — blauzdos priekinéje dalyje esantis raumuo, susidedantis i3
trijy pagrindiniy griau¢iy raumeny grupiy (raudonyjy, baltyjy ir tarpiniy raumeny skaiduly).
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pav., d) aiskiai pademonstravo, kad sepijos kaulo medZiaga ir regeneruota
celiuliozé karkaso sudétyje neturi neigiamos jtakos gyvyjy lasteliy gyvybingumui
ir Iastelés membrany vientisumui.

3.7. Osteokonduktyvumo tyrimai

Kaulo audinio inzinerijoje osteokondukcija — tai medziagos gebéjimas
skatinti naujo kaulo audinio augimg ir jo sukibima su implantu (medziagos
karkasu). Naujo kaulo audinio formavimasis pazeidimo vietoje priklauso nuo
tinkamos osteoblasty (kaulo lasteliy, formuojanc¢iy kaulo audinj) ir osteoklasty
(kaulo Igsteliy, ardan¢iy kaulo audinj) veiklos. Siekiant nustatyti, ar osteoblasty
lastelés geba prisitvirtinti ir daugintis (proliferuoti) sukurty karkasy pavirsiuje,
buvo atlikti tyrimai su zmogaus MG-63 osteoblasty lastelémis. Nustatyta, kad jau
po 7 dieny inkubavimo, lastelés sékmingai dauginosi RC/CB, RC/CB-SBF ir
RC/CB-HAp kompozity pavir$iuose (3.9 pav.).
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3.9 pav. MG-63 lasteliy proliferacija jvairiy karkasy pavirsiuje: (a) RC, RC/CB ir
RC/CB-SBF karkasy ir (b) RC ir RC/CB-HAp karkasy

Pazymétina, kad ant kontrolinio méginio pavirSiaus be sepijos kaulo
medziagos (RC karkaso) lasteliy proliferacija buvo mazesné. RC/CB-SBF
karkasuose, kuriy pavirsius buvo papildomai padengtas kalcio mineralais, lasteliy
proliferacija vyko intensyviau nei RC/CB karkasy, kuriy pavir§ius nebuvo
papildomai modifikuotas.
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Osteogeninis MG-63 lasteliy aktyvumas inkubuojant su karkasais
papildomai jvertintas nustatant Sarminés fosfatazés aktyvuma. Pirminése
natiiralios mineralizacijos stadijose Sarminé fosfatazé kontroliuoja osteoblasty
diferenciacija, reguliuodama neorganiniy fosfaty formavimasi. Po to, kai
prasideda mineralizacija, fermento lygis nebekyla, ir prasideda mineralizuoto
karkaso formavimasis, susidarant hidroksiapatito kristalams. Sarminés fosfatazés
aktyvumas buvo kiek didesnis RC/CB tipo karkasuose, palyginti su RC karkasais,
taCiau statistiSkai ryskiy skirtumy tarp visy karkasy grupiy viso tyrimo metu
nepastebéta. Maziausias Sarminés fosfatazés aktyvumas buvo pastebimas
inkubuojant su RC/CB-HAp karkasais. Tai gali buti aiskinama tuo, kad
hidroksiapatitas, esantis RC/CB-HAp karkaso sudétyje, paskatino ir pagreitino
mineralizacijos procesg jau pradinése inkubavimo stadijose.

Mineralizacijos efektyvumas buvo jvertintas nustatant kalcio ir fosforo
mineraly nusédimg ant karkasy pavirSiaus von Kossa ir alizarino dazymo
metodais. Sie metodai parodo vadinamajj , kalcifikacijos kiekj*.

RC/CB kompozitas RC/CB-SBF kompozitas RC/CB-HAp kompozitas RC karkasas

Dazymas
alizarinu

von Kossa
dazymas

3.10 pav. Karkasy pavir$iy stereomikroskopijos nuotraukos po 7 dieny inkubavimo

Dazai fiksuoja fosfaty nusédima, o tai bendruoju atveju siejama su
»kalcifikacijos* terminu ir naudojama kaulo audinio mineraly susidarymui
apibudinti (3.10 pav.). Mineraly nusédimas buvo pastebimas kiekvienos
tiriamosios grupés karkasy pavir§iuose jau po 7-iy dieny inkubavimo (3.10 pav.).
Didesnis mineraly kiekis buvo kompozitiniy karkasy su sepijos kaulo medziaga
pavir$iuose, palyginti su kontroline grupe. Karkasy padengimas kalcio mineralais
(RC/CB-SBF karkasas) ir hidroksiapatito imobilizavimas (RC/CB-HAp karkasas)
turé¢jo teigiamos jtakos jy mineralizacijai.

3.8. Kalcio alginato kapsulés su sepijos kaulu ir deksametazono natrio fosfatu

Kalcio alginato kapsulés su sepijos kaulo medZziaga buvo sukurtos norint jas
panaudoti nedideliems kaulo defektams pasalinti. Tokios kapsulés tinka
nedideliems kaulo audinio defektams, kurie atsiranda sergant endodonto arba
periodonto ligomis, uzpildyti ir gydyti. Trys kapsuliy rasys skyrési mineralinio
uzpildo sudétimi, o kapsuliy pagrindas visais atvejais buvo vienodas (3.4 lent.).
Modelinio vaisto deksametazono natrio fosfato jkapsuliavimo efektyvumas
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mineralais armuotose kapsulése (DNF/CB ir DNF/CB-HAp) buvo beveik
dvigubai didesnis nei kapsulése be mineralinio uzpildo (DNF/0): atitinkamai 19,2
+ 0,2 proc., 24,2 £0,3 proc. ir 12,3 + 0,1 proc. Chitozano priedas tinklinimo tirpale
sutvirtino kapsuliy apvalkalo struktiirg. Kalcio chlorido tirpalas buvo naudotas
kaip kalcio jony Saltinis alginato geliacijai rigsCioje terpéje inicijuoti (joniné
geliacija). Gliukono-delta-laktonas pagerina alginato hidrogelio geliacijos

3.4 lentelé. Kalcio alginato kapsuliy su sepijos kaulo medziaga sudétis

Kapsuliu riiis Veiklioji Mineralinis Kapsuliy Tinklinimo
psuiiy medZiaga uZpildas matrica tirpalas
DNF/CB 10 proc. septjos 1,0 proc. CaClz

aulo 2 proc.
0.4 proc. 10 proc. HAp i$ natrio + 5,0 proc.

DNF/CB-HAp DNF se%ijoé kauli,o alginato GDL +15

DNE/O — proc. chitozano

Neintensyvios sugerties juostos ties 1717 cm™, 1666 cm™ ir 1030 cm™
bangos ilgiu, priskiriamos atitinkamai C=0 grupés virpesiams, COO~ grupés
asimetriniams virpesiams ir P-O—C grupés virpesiams, pastebimos visy kapsuliy
IR spektruose (3.11 pav.). Intensyvios P-O—C grupés sugerties juostos pastebimos

110
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3.11 pav. Kalcio alginato kapsuliy su CB ir deksametazono natrio fosfatu IR
spektrai. Slapiy (kairéje) ir liofilizuoty (desinéje) kapsuliy nuotraukos pateiktos
greta atitinkamy IR spektry

tik DNF/CB-HAp kapsuliy IR spektre dél sudétyje esanéio hidroksiapatito. Visos
paminétos sugerties juostos yra budingos DNF, ir tai jrodo sékmingg DNF
imobilizavimg kapsuliy sudétyje, o nedidelis kai kuriy sugerties juosty
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intensyvumas paaiSkinamas persidengimu su kalcio alginato, chitozano ar sepijos
kaulo medziagos funkciniy grupiy sugerties juostomis. Deksametazono natrio
fosfato (POs*) ir chitozano (NH®") funkciniy grupiy joniné saveika turi jtakos
bendram vaisto jkapsuliavimo laipsniui. Kita vertus, stipri vaisto molekuliy ir
strukttrinio polimero saveika néra rekomenduojama, kadangi gali sumazinti
vaisto atpalaidavimg j biologing terpg.

Vidutinis DNF/CB, DNF/CB-HAp ir DNF/0 kapsuliy dydis atitinkamai
buvo 0,89-0,93 £+ 0,05 mm, 0,9-0,94 £ 0,08 mm ir 0,98-1,2 = 0,04 mm. Nors
Slapios kapsulés turéjo sfering struktiira, i struktira pasikeité po dziovinimo su
pastebimais skirtumais tarp kapsuliy su mineraliniu uzpildu ir be jo (3.12 pav.).

3.12 pav. Sausy kalcio alginato kapsuliy su deksametazono natrio fosfatu, padengtu
chitozano sluoksniu, SEM nuotraukos: (a, d) su sepijos kaulo medZiaga (DNF/CB); (b, ¢)
su hidroksiapatitu, gautu i$ sepijos kaulo medziagos (DNF/CB-HAp), ir (c, f) be jokio
mineralinio uzpildo (DNF/0)

Sepijos kaulo medZiaga sutvirtino kapsuliy struktiirg, o kapsuliy su
mineraliniu uzpildu po dziovinimo liofilizuojant forma pakito maziausiai. Jy
struktliroje matyti nedaug kloscCiy ir jduby — tai nei§vengiama dél kontrakcijos ir
polimerinio tirpalo klampos padidéjimo, esant bet kokiam dziovinimo procesui.

IS nuotrauky matyti, kad kapsuliy su mineraliniais uzpildais pavirSius yra
gruoblétas ir padengtas tolygiai (3.12 pav., d, ). Galima daryti iSvada, kad
armavimas mineraliniu uzpildu ir kaip dziovinimo budas pasirinkta liofilizacija
neturéjo didelés jtakos kapsuliy strukttiros pokyc¢iams. PrieSingai, kapsuliy DNF/0
be jokio mineralinio uzpildo strukttira ryskiai pasikeité, jos prarado sfering forma,
o pavirsiuje matési daug plysiy ir rauksliy (3.12 pav., f).
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Brinkimo tyrimas in vitro buvo atlieckamas siekiant nustatyti kapsuliy
funkcionaluma fiziologinémis salygomis, t.y. esant 37 °C temperatiirai ir
jvertinant burnos ertmés seiliy pH (6,7-7,3) bei danteny plysiy skyséio pH (7,5—
8,7). Po 2 val. buvo pastebétas visiSkas DNF/CB-HAp kapsuliy suirimas, rodantis
greita vaisto deksametazono natrio fosfato ir hidroksiapatito atpalaidavima i
inkubavimo terp¢. DNF/CB kapsuliy brinkumo laipsnis sumazéjo po 1 val.,
kapsulés dalinai suiro fosfatiniame buferyje. Kapsulés be mineralinio uzpildo
(DNF/0) pasizyméjo didziausiu brinkumo laipsniu, palyginti su DNF/CB ir
DNF/CB-HAp kapsulémis, kuriy struktira buvo stabilizuota mineraliniais
uzpildais. Atsizvelgiant j tai, kad vidiniai kaulo defektai sergant periodonto
ligomis yra riboto tario, toks brinkimas yra labiau pageidautinas.

3.9. Hemostatinio, antibakterinio ir poveikio keratinocitams tyrimai

Tiriant hemostatinj sepijos kaulo medziagy poveikj in vitro nustatyta, kad
tiek deproteinizuota (CB-1), tiek ir medZiaga po apdorojimo $armais (CB-2) tur¢jo
teigiamos jtakos ,,egzoterminés reakcijos“ vertéms, kreSulio susidarymo laikui ir
keletui kity kraujo kreSulio susidarymui svarbiy kokybiniy rodikliy. Kraujo
skystos terpés temperatiiros padidéjimas (,,egzoterminé reakcija“) gali pasireiksti
dél kraujo forminiy elementy koaguliacijos po saly¢io su hemostatine medziaga.
Tai yra nepageidaujamas reiskinys, galintis sukelti pazeistos vietos skausma,
minks$tyjy audiniy nudegima ar net nekrozg. Dél Siy priezasCiy hemostatiniy
medziagy ,,egzoterminés reakcijos® vertés galéty bati tik minimalios. Minimalus
temperatiiros padidéjimas lieCiantis su kraujo méginiu buvo matomas CB-1
medziagos atveju (0,1 + 0,1°C), palyginti su kitomis mineralinés kilmés
medziagomis ir komerciniu produktu Celox (chitino / chitozano pagrindu). CB-2
medZiagos temperatiira kontaktuojant su kraujo méginiu padidéjo 1,1 + 0,2 °C,
taciau $i verté buvo maZesné nei komercinio produkto Celox (1,3 + 0,3 °C).

Kraujo méginio su CB-1 medziagos priedu koaguliacijos greitis, palyginti
su kontroliniu méginiu, sumazéjo nedaug (atitinkamai 8,7 + 0,2 min. ir 8,8 +
0,1 min.), o su CB-2 medziagos priedu kraujo koaguliacijos greitis sumazéjo
beveik dviem minutémis (7,0 = 0,4 min.) ir buvo mazesnis nei su komercinio
hemostatiko Celox priedu (8,0 + 0,4 min.).

Tyrimai su HaCaT eilés zmogaus keratinocitais (odos epidermio lgstelémis)
parode, kad sepijos kaulo medziagos milteliai néra citotoksiski, lasteliy zuties
nesukelia, taciau lgsteliy proliferavimo neskatina, kadangi sepijos kaulo milteliai
nesudaro vientisos struktiiros, o yra sudaryti i§ atskiry nesujungty mikrodaleliy.
Antimikrobinio poveikio Staphylococcus aureus ir Pseudomona aeruginosa
tyrimy metu buvo nustatyta, kad sepijos kaulo medziaga nepasizymi
bakteriostatiniu ar baktericidiniu poveikiu §ioms patogeninéms bakterijoms.

Tyrimai parodé, kad sepijos kaulo milteliai tinka naudoti zaizdoms ir
nudegimams gydyti dermatologijoje ar stabdant kraujavima, taciau juos reikty
imobilizuoti j farmacing laisva dispersing sistema (pvz., kremai, geliai, tepalai) ar
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suriStg dispersine sistemg (pVvz., zvakutés). Sepijos kaulo milteliai taip pat tinka
pavirSiniy Zaizdy kraujavimui stabdyti.

3.10. Zvakutés su sepijos kaulo medZiaga

Hemostatinémis ir anestetinémis savybémis pasizyminiy zvakuciy
receptliros buvo kuriamos su sepijos kaulo medziaga ir lidokaino hidrochloridu,
kaip pagrinda naudojant Witepsol H35 (augalinés kilmés mono-, di- ir trigliceridy
miSinys), kuris yra placiai naudojamas farmacinéje pramonéje dél tinkamy
fizikiniy ir cheminiy savybiy bei prieinamos kainos. Witepsol pagrindai atitinka
daugelj Zzvakuciy pagrindams keliamy reikalavimy: (a) lydosi, tirpsta ir
disperguojasi, kai pasiekia 37 °C temperatiira, (b) nedirgina gleivinés, (c) yra
didelio fizinio stabilumo, dél to yra patogus gaminti ir laikyti, (d) pasizymi
cheminiu stabilumu ir inertiSkumu, (e) patogus naudoti (netirpsta rankose,
neltzta), (f) istirpusio kKlampa didelé (dél ko neisteka i$ tiesiosios Zarnos). Witepsol
H35 kietyjy riebaly sudétyje yra tik apie 15 proc. digliceridy ir 1 proc.
monogliceridy, todél jie pasizymi dideliu stabilumu. Norint islieti Witepsol
pagrinda, naudojamos automatinés liejimo masinos. Sio Zvakuéiy pagrindo
lydymosi temperatira yra 33,5-35,5 °C, jis skirtas naudoti zvakutéms gaminti, kai
kiety aktyviy junginiy yra < 25 proc.

Lyginant lidokaino hidrochlorido (vietinio anestetiko) atpalaidavimo
kinetika matyti, kad vaistinés medziagos koncentracija fosfatiniame buferyje kito
panasiai visose tiriamosiose grupése: zvakuéiy su sepijos kaulo medziaga CB-1
(W-H35/CB-1), zvaku¢iy su sepijos kaulo medziaga CB-2 (W-H35/CB-2) ir
komerciniy zvaku¢iy Doloproct (3.13 pav.).

a W-H35/CB-1 = W-H35/CB-2  Doloproct W-H35/CB-1
1257
2
g 1001 . . =
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3.13 pav. Lidokaino hidrochlorido issiskyrimas i$ lipofiliniy Zvakuciy

Léciausias lidokaino hidrochlorido i$siskyrimas buvo i§ W-H35/CB-2
zvakuCiy, kuriy sudétyje yra chitozano. Farmacinéje ir biomediciningje
inZinerijoje chitozanas daznai naudojamas vaisty atpalaidavimui kontroliuoti; tai
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savo darbuose patvirtina ir kiti autoriai, tiriantys chitozano / lidokaino kompleksy
efektyvuma pailgintam anestetiniam poveikiui pasiekti. Vaistinés medZziagos
isiskyrimo Kinetika iki galo neatspindi rektaliniy preparaty kokybés, nes vaisto
bioprieinamumo mechanizmas yra sudétingas. Biopricinamuma (vaisto molekuliy
patekima | sisteming kraujotakg) lemia fizikinés-cheminés savybés, tokios kaip
vaisto tirpumas fiziologinéje terpéje, daleliy dydis, zvakuéiy pagrindo sudétis ir
kt. T Siuos faktorius atsizvelgta pasirenkant zvakuciy komponentus: a) lidokaino
hidrochlorido tirpumas vandenyje yra 50 mg/ml, tai uztikrinty jo tirpuma
rektaliniame skystyje; b) vandenyje netirpios sepijos kaulo dalelés yra mikrony
dydzio, tai pagerinty jy absorbcija; ¢) Witepsol zvakuciy pagrindas lydosi kiino
temperatiiroje ir absorbuojasi gleivinéje; d) karbopolio priedas pagerinty
mukoadhezijg. Jvertinus pagaminty Zzvakuciy savybes in vitro nustatyta, kad jy

reikalavimus.
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ISVADOS IR APIBENDRINIMAI

1. Pirma kartg atlikus nuodugnia sepijos kaulo elementing analiz¢ nustatyta,
kad jvairtis makro-, mikroelementai ar jy pédsakai — Ca, P, Na, Mg, Cu, Sr, Cl, K,
S, Br, Fe ir Zn yra budingi tiek lamelinei, tiek dorsalinei sepijos kaulo dalims,
nustatyti jy kiekiai. Biologiskai nepalankiy elementy, tokiy kaip sidabras, kadmis,
$vinas ir vanadis, sepijos kaulo medziagoje nerasta. Sepijos kaulo mikrodaleliy
necitotoksiSkumas buvo jrodytas atlikus tyrimus su HaCaT Keratinocitais.
Tyrimais in vitro nustatyta, kad sepijos kaulo medziaga ir aragonito / chitozano
kompleksas, gautas i§ sepijos kaulo po hidroterminio apdorojimo Sarmais,
pasiZzymi kraujavimg stabdanciomis savybémis ir gali buti rekomenduojamas
naudoti dermatologijoje. Antibakteriniu poveikiu Staphylococcus aureus ir
Pseudomona aeruginosa smulkinta sepijos kaulo medZiaga nepasizyméjo.

2. Pirma karta nustatyta, kad natrio dodecilsulfato ir karbamido tirpalas, esant
80 °C temperatiirai, efektyviai pasalina baltymus i§ sepijos kaulo medziagos.

3. Nustatyta, kad sepijos kaulo mikrodaleliy imobilizavimas j celiuliozés
karkasa paskatina hidroksiapatito pirmtaky formavimagsi akyty kompozity
pavirSiuje imersijos modeliniame kiino skystyje metu. Atlikti tyrimai patvirtino
tai, kad kompozitai su sepijos kaulo mikrodalelémis arba hidroksiapatitu,
susintetintu i§ sepijos kaulo, yra necitotoksiski. Tyrimais su MG-63 osteoblasty
lastelémis jrodyta, kad kompozitai pasizymi osteokondukcinémis savybémis ir
tinkami naudoti kaulo audinio inZinerijoje.

4. Kalcio alginato kapsulés su deksametazono natrio fosfatu ir mineraliniais
uzpildais i$ sepijos kaulo mikrodaleliy arba hidroksiapatito, susintetinto i§ sepijos
kaulo mikrodaleliy, buvo sukurtos naudojant joninés geliacijos metodg. Vidutinis
sausy kapsuliy dydis buvo panaSus ] periodonto kiSeniy budinga dydj, todél
kapsulés yra tinkamos smulkiems kaulo defektams burnos ertméje uzpildyti.

5. Tyrimo metu buvo nustatyta, kad hidroksietilceliuliozés pagrindu su
sepijos kaulo mikrodalelémis suspenduoti geliai pasizymi reikalingomis
fizikinémis-cheminémis ir reologinémis savybémis ir gali biiti panaudoti
dermatologijoje. Tyrimo metu nustatyta, kad Zzvakutés Witepsol pagrindu su
sepijos kaulo medziagy mikrodalelémis pasizymi reikalingomis fizikinémis
savybémis ir laipsniS$ku lidokaino hidrochlorido iSsiskyrimu fosfatiniame
buferyje.
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REZUME
Relevance of the Work

Nowadays, natural materials are of great interest for a wide variety of
biomedical applications. The development of biomedical technologies mediates
the viewpoint of consumers on healthcare, ecological and other related problems.
Alongside, the academic and industrial society makes every possible effort to
develop and introduce the principles of green technology into daily application.
Even contemporary patents are frequently based on the recipes sources of
medicinal heritage thus supporting the millennial experience in the treatment of
human diseases and health complaints by using curative materials of natural
origin. One of these nature-derived materials is cuttlebone, the bone of mollusc
Sepia. Cuttlebone has already been used for medical applications for many
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centuries in the traditional medicine of China and India. It was established as a
valuable component of medicines for treating various diseases including
dermatological, gastrological, gynaecological, otorhinolaryngological and related
health complaints. The physical-chemical structure of cuttlebone is unique, as it is
composed of aragonite, S-chitin and a number of bioinorganic trace elements.

During the latest five-year period, a renascent interest towards cuttlebone as
a marine-derived product for biomedical applications has been systematically
observed. The main focus of the research has been directed towards the use of
cuttlebone for bone tissue engineering, and, rarely, towards wound healing
applications.

However, there is lack of data on the exact composition of cuttlebone —which
is currently possible now to detect by the modern sophisticated analytical tools.
Evaluation of the biocompatibility in vitro and ex vivo, as well as scientific
substantiation of the potential biomedical applications of cuttlebone is also absent.
Therefore, one of the key tasks of this work is to fulfil a comprehensive research
on cuttlebone with the objective to demonstrate its high curative potential and
safety for biomedical applications in the framework of in vitro and ex vivo
analyses. Other tasks include the development of bioinspired materials with
cuttlebone material for hard tissue repair and various pharmaceutical drug forms.

The Aim of the Work

The aim of the work is to investigate the properties of cuttlebone material
and apply it for the development of biomedical and pharmaceutical compositions.
By taking into consideration the abovementioned facts and reasons, the tasks of
the work were formulated as follows:

1. Evaluation of the characteristics of cuttlebone, such as in-depth elemental
analysis of its dorsal and lamellar parts, its impact on keratinocytes, haemostatic
and antimicrobial potential;

2. Development of an alternative method for protein removal from
cuttlebone;

3. Preparation of three-dimensional porous cellulose-based composite
scaffolds with cuttlebone or cuttlebone-derived hydroxyapatite for bone tissue
engineering applications; evaluation of the morphology, bioactivity by means of
in vitro mineralisation assay, physical-chemical, toxicological and
osteoconductive characteristics of the scaffolds;

4. Development of dexamethasone-loaded calcium alginate capsules with
cuttlebone or cuttlebone-derived hydroxyapatite for small-sized bone defects in
the oral cavity;

5. Development and characterisation of novel semisolid compositions with
cuttlebone microparticles, such as hydroxyethylcellulose-based suspended gels
and Witepsol-based suppositories.

29



Scientific Novelty and Practical Value of the Work

Systematic examination of the elemental composition of cuttlebone was
performed, and the curative as well as regenerative potential of its separate
elements was analysed. Protein removal from cuttlebone material by using sodium
dodecylsulphate was developed for the first time. Here, deproteinisation aims to
avoid the risk of immunoresponse and therefore to enhance the biocompatibility
of the developed material.

Three-dimensional porous cellulose-based composites with cuttlebone
materials, such as deproteinised cuttlebone microparticles or cuttlebone-derived
carbonated hydroxyapatite, were developed for bone tissue engineering
applications for the first time. In vitro mineralisation assay was used in order to
show the bioactivity of the composites by means of calcium deposition on its
surface. Non-cytotoxic and osteoconductive characteristics of the composites were
proven by using hepatocytes and osteoblasts MG-63. Dexamethasone-loaded
calcium alginate capsules with cuttlebone materials, such as deproteinised
cuttlebone microparticles or cuttlebone-derived carbonated hydroxyapatite, were
developed for treating small intrabony defects in the oral cavity for the first time.

The haemostatic characteristics of the cuttlebone microparticles in vitro were
outlined for the first time. Semisolid compositions with deproteinised cuttlebone
microparticles, such as suspended gels and Witepsol-based suppositories, were
prepared and characterised for the first time.

Approval of the Research Results

Four articles were published in the journals belonging to Clarivate Analytics
database indexed in the Web of Science with impact factor: “Chemija”, “Marine
Biotechnology”, “Cellulose Chemistry and Technology” (accepted) and
“Materials Science” (accepted). Two publications were announced in Clarivate
Analytics database as other peer reviewed research publications (conference
proceedings).

Structure and Content of the Dissertation

The dissertation consists of the introduction featuring the research objectives,
the relevant scholarly literature overview, the experimental part, results and
discussion, conclusions, a list of references (310), and a list of publications on the
dissertation topic. The material of the dissertation is presented on 130 pages and
illustrated by employing 22 tables and 54 figures.
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SUMMATION AND CONCLUSIONS

1. In-depth elemental analysis of cuttlebone was performed for the first
time. Various macro-, microelements or trace elements — Ca, P, Na, Mg, Cu, Sr,
Cl, K, S, Br, Fe and Zn are typical for the lamellar and dorsal parts of cuttlebone;
their amounts were also determined. Biologically unfavourable heavy metals, such
as Ag, Cd, Pb or V, were not detected in the cuttlebone material. Non-cytotoxicity
of the cuttlebone material was proven on HaCaT keratinocytes. Testing in vitro
revealed that the cuttlebone material and the aragonite/chitosan complex obtained
from cuttlebone after hydrothermal treatment with alkali possesses haemostatic
potential and could be recommended for dermatological applications. Powdered
cuttlebone material demonstrated the absence of antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus and Pseudomona aeruginosa.

2. Sodium dodecyl sulphate and carbamide solution at 80 °C temperature
effectively solubilise proteins from the cuttlebone material.

3. Immobilisation of cuttlebone microparticles into the cellulose framework
induces the formation of a hydroxyapatite precursor during the immersion in a
simulated body fluid. The study revealed that porous composites with cuttlebone
microparticles or cuttlebone-derived hydroxyapatite are non-cytotoxic. The
osteoconductive characteristics of scaffolds were proven by study with MG-63
osteoblasts thus showing their suitability for bone tissue engineering.

4. Calcium alginate capsules with dexamethasone sodium phosphate and
mineral fillers from cuttlebone microparticles or cuttlebone-derived
hydroxyapatite were developed by using the ionic gelation method. The mean size
of dry capsules showed conformity with the typical size of periodontal intrabone
defects and therefore capsules are suitable for the filling of small-sized bone
defects in the oral cavity.

5. Hydroxyethylcellulose-based suspended gels with deproteinised
cuttlebone microparticles have demonstrated favourable physical-chemical and
rheological properties and therefore could be suitable for dermatological
applications. Witepsol-based suppositories with cuttlebone microparticles have
demonstrated favourable physical properties and gradual release of lidocaine
hydrochloride in the phosphate buffer.
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