RIGAS TEHNISKA
UNIVERSITATE

Karina Egle

AUTOLOGU FIBRINA MATRICU IZSTRADE
MEDICINISKAM PIELIETOJUMAM

Promocijas darba kopsavilkums

RTU lzdevnieciba
Riga 2024



RIGAS TEHNISKA UNIVERSITATE

Dabazinatnu un tehnologiju fakultate
Biomaterialu un bioinZenierijas instittits

Karina Egle

Doktorantiiras studiju programmas “Kimija, materialzinatne un tehnologijas” doktorante

AUTOLOGU FIBRINA MATRICU IZSTRADE
MEDICINISKAM PIELIETOJUMAM

Promocijas darba kopsavilkums

Zinatniska vaditaja
Docente Dr. sc. ing.
ARITA DUBNIKA

RTU Izdevnieciba
Riga 2024



Egle, K. Autologu fibrina matricu izstrade
mediciniskam pielietojumam. Promocijas darba
kopsavilkums. — Riga: RTU Izdevnieciba, 2024. —
33 Ipp.

Publicets saskana ar promocijas padomes “RTU
P-02” 2024. gada 5. jinija l[émumu, protokols Nr.
04030-9.2.2/7.

Promocijas darba petijumi izstradati, pateicoties Eiropas Savienibas p&tniecibas un inovaciju
programmai “Apvarsnis 2020” ar grantu Iigumiem Nr. 857287 (BBCE) un Nr. 952347
(RISEus2). So promocijas darbu atbalstija arT Latvijas Zinatnes padomes pétniecibas projekts
Nr. 1zp-2020/1-0054 “Antibakterialu autologu fibrina matricu izstrade mutes, sejas un zoklu
kirurgijai (MATRI-X)”.

.‘333‘55 CRISEUS2” MATREXC

Vaka attéla autore Karina Egle

https://doi.org/10.7250/9789934370915
ISBN 978-9934-37-091-5 (pdf)



PATEICIBAS

Liels paldies manai gimenei — mammai Nataljai, omei Tamarai, opim Vladimiram un
pargjiem par ieguldijumu, uzmundrinagjumu un centibu $ad un tad saprast, ar ko es vispar
nodarbojos!

Paldies ari maniem draugiem — Ritai, Marinai, Oznur, Kristinei, Agnesei, Karolinai, Esterei,
Eleonorai, Signei, Annai — par atbalstu, idejam, uzmundrindjumu un tam reizém, kuras es
nedomaju par §1 darba izstradi!

Milzigs paldies maniem projektu partneriem Ilzei Salmai, Ingum Skadinam, Lanai Micko,
Evai Dohlei, Verenai Hoffmann, Geraldine Guex par ieguldijumu $1 darba tapSana un paveikto
kopigu mérku sasniegSanai! Paldies arT maniem kol€giem par atbalstu un uzmundrinajumiem!

Visdzilaka pateiciba manai darba vaditdjai docentei Dr.sc. ing. Aritai Dubnikai par
zinatniskajam idejam, izaicinajumiem un sniegtajam zinasanam!



PROMOCIJAS DARBS IZVIRZITS ZINATNES DOKTORA
GRADA IEGUSANAI RIGAS TEHNISKAJA UNIVERSITATE

Promocijas darbs zinatnes doktora (Ph. D.) grada iegiiSanai tiek publiski aizstavets
2024. gada 26. augusta Rigas Tehniskas universitates Dabaszinatnu un tehnologiju fakultatg,
Paula Valdena iela 3, 272. auditorija.

OFICIALIE RECENZENTI

Profesors Dr. sc. ing. Remo Merijs-Meri,
Rigas Tehniska universitate

Asocieta profesore Dr. med. llze Akota,
Rigas Stradina universitate, Latvija

Profesors Jodo F. Mano,
Aveiro Universitate, Portugale

APSTIPRINAJUMS

Apstiprinu, ka esmu izstradajusi So promocijas darbu, kas iesniegts izskatiSanai Rigas
Tehniskaja universitate zinatnes doktora (Ph. D.) grada iegiiSanai. Promocijas darbs zinatniska
grada iegliSanai nav iesniegts neviena cita universitate.

Karina Egle ........cooovviviiiiiiiiinn. (paraksts)
Datums: ......c.cooeveviiininnn.

Promocijas darbs sagatavots ka tematiski vienotu zinatnisko publikaciju kopa ar
kopsavilkumu latvieSsu un anglu valoda. Taja ietvertas cetras zinatniskas publikacijas.
Publikacijas zinatniskajos zurnalos uzrakstitas anglu valoda, to kopg&jais apjoms, ieskaitot
pielikumus, ir 76 Ipp.



SATURS

PROMOCIJAS DARBA VISPAREJS RAKSTUROJUMS........cooovivieererieeieceeeeieeecie s, 6
TEMAS AKTUATEALE. ...ttt ettt sttt st enes 6
IMEIKI UN UZACVUINI 1.ttt sttt sttt enes 9
TEZES AUZSTAVESANAL ...c..euvenieeieteienietete ettt ettt sttt st be st se e ebesbe e eneenes 9
Zinatniska novitate un galvenie reZUItAtl .........coccverierieierieriereeeeei ettt 9
PraktiSKa NOZIME ....c..eueeuiiiiieiieieiiee ettt ettt 10
Darba StruKtlira UN APJOINS .....eeuveverierieeieieriesttetetestesteesessesseeseesessesseeseessessessesssesessessessnes 10
Darba aprobacija un publiKACIJAS ......cc.evierieriiriieieieniicteterie ettt s eeeens 10

PROMOCIJAS DARBA GALVENIE REZULTATL......cococoevieiieieeieienieiieeiessiesesssiese e 13
Cels no pacienta asins paraugiem Iidz injicgjamam PRF ............ccccocoeniriiiiininiineneien 13
PRF potencials stimulét CLP antibakterialo jUtTOU.........ccevvereeieienienieieieieseeeee e 15
Ievadito piegades sistemu 1pasibu ietekme uz zalu izdaliSanos no PRF matricas ............... 19
Nesgjsistemu ietekme uz PRF sastava esoso bioakttvo molekulu izdali$anos..................... 23

SECINATUMI ...ttt sttt bttt bbbt eb st eb st s s s saees 29

LITERATURAS SARAKSTS ..ottt sttt b sses st ss s ssesesssesenans 30

1. pielikums

2. pielikums

3. pielikums

4. pielikums

Egle, K., Salma, I., Dubnika, A. From Blood to Regenerative Tissue: How
Autologous Platelet-Rich Fibrin Can Be Combined with Other Materials
to Ensure Controlled Drug and Growth Factor Release. Int. J. Mol. Sci.,
2021, 22 (21), 11553.

Egle, K., Skadins, L., Grava, A., Micko, L., Dubniks, V., Salma, 1., Dubnika,
A. Injectable Platelet-Rich Fibrin as a Drug Carrier Increases the
Antibacterial Susceptibility of Antibiotic — Clindamycin Phosphate. /nt. J.
Mol. Sci., 2022, 23 (13), 7407.

Dubnika, A., Egle, K., Skrinda-Melne, M., Skadins, 1., Rajadas, J., Salma,
I. Development Development of Vancomycin Delivery Systems Based on
Autologous 3D Platelet-Rich Fibrin Matrices for Bone Tissue
Engineering. Biomedicines, 2021, 9 (7), 814.

Egle, K., Dohle, E., Hoffmann, V., Salma, 1., Al-Maawi, S., Ghanaati, S.,
Dubnika, A. Fucoidan/Chitosan Hydrogels as Carrier for Sustained
Delivery of Platelet-Rich Fibrin Containing Bioactive Molecules. Int. J.
Biol. Macromol., 2024, 262 (1), 129651.



PROMOCIJAS DARBA VISPAREJS RAKSTUROJUMS

Temas aktualitate

Misdienas joprojam tiek diskutéts par to, vai trombocitus var uzskatit par asins Stnu
fragmentiem vai stkam bez kodola asins $iinam [ 1], tacu ir zinams, ka tie atbild par biomolekulu
aktiv€Sanu un atbrivoSanu. Ar trombocitiem bagatinats fibrins (PRF) ir autologs materials, ko
centrifug€Sanas cela var iegiit no cilvéka asinim. PRF izmanto, lai veicinatu bricu dziSanu un
audu regeneraciju, ka ari dazadas medicinas jomas, tostarp zobarstnieciba un sejas zoklu
kirurgija [2].

PRF sastava esosie leikociti veicina bric¢u dziSanu, un tas satur augSanas faktorus, kas
izdalas laika gaita. Mutes un sejas zoklu kirurgija, plastiska kirurgija, sirds kirurgija un
zobarstnieciba ir liela interese par PRF antimikrobialo iedarbibu [3]. PRF struktiiras
sarezgitiba, neviendabigais raksturs un recé$anas sp&ja apgriitina ta antimikrobialo iedarbibas
noverteSanu. Janem veéra, ka lielaka dala izmantoto test€Sanas metozu antimikrobialas
iedarbibas izverteSanai ir balstitas antibakterialo lidzeklu sp€ja difundet barotné. PRF visbiezak
izmanto mutes un sejas zoklu regionos, tap&c ta antimikrobialas aktivitates novert&jums ir
plasak apskatits mutes mikrobioma. PRF, kas sagatavots saskana ar noteiktu protokolu
(atkariba no kirurgiskas vietas), var nodrosinat antimikrobialas un pretiekaisuma ipasibas un
var but noderigs lidzeklis kliniskaja praksé mutes un sejas zoklu kirurgija [4]. P&dgjo 10 gadu
laika veikti vairaki pétijumi, kuros antibiotikas kombin&tas ar PRF, lai nodroSinatu
antimikrobialo efektu. Pamatojoties uz apkopoto literatiru par PRF antimikrobialajam
Ipasibam, ir ieteicams taja integret zales, lai izveidotu vienotu sisteému, nevis izmantotu zales
un PRF atseviski [5].

Mutes un sejas zoklu kirurgijas pacientiem, kuriem ir alergija pret penicilinu, ka aizstaj&ju
lieto klindamicinu, lidz ar to palielinas nepiecieSamiba $o medikamentu izpé&tit padzilinati. Arsti
min, ka papildus baktericidajai iedarbibai klindamicinam ir augstaka perorala uzsiikSanas,
ievérojams sadalfjums audos (radot augstaku zalu koncentraciju kaulos) un zems rezistences
Itmenis [6]. Turklat biezi vien priekSroka tiek dota zalvielu prekursoriem, neaktiviem
prekursoriem, kas organisma tiek parveidoti par aktivam vielam, nevis tieSai aktivo vielu
lietodanai farmacija. Si izvéle ir saistita ar to sp&u uzlabot zalu stabilitati, §kidibu un
biopieejamibu, uzlabojot terapeitiskos rezultatus. Klindamicina fosfats (CLP) ir klindamicina
zalvielu prekursori, kam nav antimikrobialas aktivitates. Tiek zinots, ka CLP asinis atri
hidrolizgjas par aktivo bazi (klindamicinu) [2]. Promocijas darba pétita spg&ja parveidot CLP
aktivaja forma, apvienojot to ar PRF. Turklat pétits arT vankomicina hidrogenhlorids (VANKA),
lai apskatitu plasakas aktivo vielu izmantoSanas iesp&jas kombinacija ar PRF. VANKA ir iident
Skistosa triciklisko glikopeptidu antibiotika [7], kas novér$/iznicina noteiktus grampozitivus
mikroorganismus, kas ir visizplatitakie patogéni. VANKA, tapat ka klindamicins, tiek lietots
gadijumos, kad penicilins ir neefektivs vai izraisa alergiskas reakcijas, ka arf tadu infekciju
arst€Sanai, kuras citas antibiotikas ir rezistentas [8, 9].

Zalu pamata farmakologiskas ipaSibas var uzlabot, izmantojot piemérotu zalu piegades
sistému, kas nodrosina to ievadi§anu ka brivu molekulu [10]. Zalu piegades sisteéma ir metode
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vai tehnologiska pieeja, ko izmanto, lai sistematiski un precizi ievaditu terapeitiskas vielas
(pieméram, ziles vai medikamentus) cilvéka organisma. Sis process ietver tadu sistému izveidi
un ieviesanu, kas uzlabo arstéSanas efektivitati un drosibu. So sistému galvenais mérkis ir
precizi kontrolét zalu piegadi konkrétiem audiem vai §tinam, vienlaikus cenSoties samazinat
iespgjamas blakusparadibas [11, 12]. Piem&ram, VANKA var iekapsulét liposomas, unikalos
zalu nesgjos, jo tas var parvarét perorali vai intravenozi lietojamo zalu truikumus. Ka alternativa
VANKA iekapsuléSanai ir petitas ar1 polipien-ko-glikolskabes (PLGA) poliméru mikrokapsulas.
Gan liposomam, gan PLGA mikrokapsulam ir zema iekapsulésanas efektivitate, bet, neskatoties
uz to, VANKA iekapsuléSana nes€ja nodrosina augstus kliniskos ieguvumus ilgstosai antibiotiku
lietoSanai. Tapé&c ir butiski pielagot VANKA nes€ja sastavu un zalu izdali$anas atrumu no
autologajiem paraugiem. Pasreizgjo pétfjumu skaits par zalu nes€jiem, kas integréti autologajos
PRF paraugos, ir ierobeZots [13].

Papildus PRF kombinacijai ar zalu piegades sisttmam, kas nodrosina kontrolétu zalu
piegadi, PRF ietver augSanas faktorus un citokinus, ko var atbrivot tiesi ievadiSanas vieta.
Vairaki autori aprakstijusi dazadu centrifugéSanas protokolu ietekmi uz augSanas faktoru un
citokinu izdaliSanos, apstiprinot pagatavosanas protokolu biitisko ietekmi uz PRF 1pasibam. Ir
pieradits, ka augSanas faktoru un citokinu izdalisanas modelu atSkiribas pastav ne tikai starp
dazadiem trombocitu koncentratiem, bet arT katra veida PRF [14]. Trombocitu koncentrats
galvenokart satur trombocttus, savukart PRF ir papildus sajaukts ar fibrTna Skiedru veidojoSiem
protetniem, kas veicina audu dziSanu. EsosSaja literatlira pétitas trombocitiem bagatinatas
plazmas (PRP) vai PRF kombinacijas ar hitozana/fukoidana kompleksiem vai Zelatina/hitozana
hidroggliem [15, 16]. Sajos pétijumos abu veidu trombocitu koncentrati tika iejaukti hitozana
Skiduma, un ieglitajiem materidliem novertéts atbrivoto olbaltumvielu daudzums. Jaunu
metodologiju ievie$ana, balstoties $ajas publikacijas, sarezgitu mediciniskas procediiras, kas
ietveru vairakus izstrades posmus. Iepriek§€jos pétijumos noteikta gan individuala PRF ietekme
uz kaulu veido$anos un regeneraciju, gan integréjot to poliméru matricas [17]. Xu et al. ieklava
granulu-liofiliz&tu trombocttiem bagatinatu fibrinu (G-L-PRF) polivinilspirta (PVA)
hidrogelos, panakot ilgstoSu augSanas faktoru izdaliSanos no G-L-PRF/PVA pamatném lidz
devinam dienam [18]. Cita ex vivo pétijuma tika analizéta injicEjama PRF kombinacija ar
piecam dazada veida kolagéna bazes membranam un to sp&ja nodroSinat autologu augSanas
faktoru piegadi. Tadgjadi $is bija pirmais pétijums, kura méginats izprast biomaterialu sp&ju un
piemérotibu ieklaut PRF [19].

Nesen kaulaudu inZenierijas nolukos izstradati vairaki fukoidanu (FU) saturo$i
kompozitmateriali, jo FU palielina osteoblastiem Iidzigo §tinu proliferacijas sp&ju un uzlabo
osteoblastu veidoto mineralu nogulsnésanos [20]. FU Iidziba cilvéka arpus$iinu matricai un
plasas Tpasibas, pieméram, augsta biologiska saderiba un atjaunotiba, ir ieinteresgjusas
pétniekus. Sis Tpasibas ir nozimigas regenerativas medicinas materialu izstradg, pasi briacu
arsteSanai [21]. FU ir hepartnam lidziga molekula, un tas uzlabo augSanas faktoru ietekmi uz
Stinu proliferaciju, osteogéno diferenciaciju un mezenhimalo cilmes Stnu aktivitati [22].
Vairakos pétijumos [23, 24] aprakstits, ka FU var mijiedarboties ar augSanas faktoriem
(pieméram, bFGF un TGF-f), lai kontroletu to izdaliSanas atrumu un aktivitati, saistoties un



regulgjot signala vadiSanas celus. Signala vadiSanas celi ir loti svarigi autologos PRF paraugos,
lai nodroSinatu augSanas faktoru izdaliSanos no matricam.

Kopuma hitozana struktlira un 1paSibas ir Iidzigas glikozaminoglikanam (GAGQG),
dabiskajam polisaharidam un galvenajai arpussiinas matricas (ECM) sastavdalai [25]. Hitozans
ir dabisks katjonu kopolimeérs, kas radijis ievérojamu interesi par ta potencialu hidrogglu
izstrade. ST poliméra hidrofila daba nodrofina ta noardisanos cilvéka fermentu darbibas
rezultata, tadgjadi veicinot biologisko saderibu un biologisko noardisanos, kas ir divas butiskas
medicinisko ieri¢u Tpasibas. Hitozana balstiti hidrog€li var€tu kalpot ka pamatnes audu
atjaunoSanai [26]. Hitozans paatrina brii¢u dziSanu, aktivgjot un modul&jot ickaisuma $tinas un
veicinot granularo audu veidosanos. Ta spgja saistit negativi 1ad&tas sarkanas asins $tinas uzlabo
recSanu, padarot to par biitisku brii¢u pars&ju sastavdalu [27].

Lidz §im kontrol&tas augSanas faktoru piegades metodes, kas balstitas PRF kombinacija ar
citiem biomaterialiem, nodroginot ilgstosdkas terapijas iespgjas, nav pétitas. Saja darba tika
izstradati hidroggli, kas sastav no fukoidana (FU) un hitozana (CS), nemot v&ra to biologisko
saderibu un sp&ju veidot polielektrolitu kompleksus paSsavienoSanas cela [28]. Polielektrolitu
kompleksu veidoSanas starp pret&ji 1adétam hitozana un fukoidana aktivajam grupam padara
iesp&jamu PRF sastava eso$o augSanas faktoru ieklausanu FU un CS hidroggla elektrostatiskas
mijiedarbibas rezultata [29]. Tadgjadi promocijas darba izstradati fukoidana/hitozana hidrogeli,
petot to turpmakas izmantoSanas iesp&jas ka materialus, lai ieklautu un uzglabatu PRF.

Saja promocijas darba tika izvirziti $adi mérki: 1) izp&tit PRF potencialu zalvielu prekursoru
parveidosana aktivaja forma, izmantojot klindamicina fosfatu ka vienu no zalvielu
prekursoriem piemé@riem; 2) novertét PRF sp&ju paléninat aktivas vielas straujo sakotn&jo
izdaliSanos, ieklaujot aktivo vielu PLGA mikrokapsulas vai liposomas, izmantojot VANKA ka
vienu no aktivas vielas piemériem; 3) izp&tit PRF sastava eso$o bioaktivo molekulu kontroletu
izdaliSanos no PRF saturo$am jlras polisaharidu (fukoidana un hitozana) hidrog€lu piegades
sistémam.



Merki un uzdevumi

Promocijas darba meérkis ir izstradat PRF balstitas matricas, kas var nodroSinat
antimikrobialas Tpasibas, pievienojot zales vai to piegades sist€mas, ka ar1 nodrosinat kontrol&tu
PRF sastava eso$o bioaktivo molekulu piegadi, izvertéjot dazadus PRF nesgjus. Lai sasniegtu
merki, tika defin@ti vairaki uzdevumi.

1. Izpetit PRF ierosinasanas potencialu klindamicina fosfata parveidoSanai par aktivo zalu

formu klindamictnu, nodrosinot efektivakas antimikrobialas Tpasibas.

2. Novertet PRF matricu mijiedarbibu ar zalu piegades sistému nes€jiem (PLGA
mikrokapsulas vai liposomas) un to ietekmi uz antibiotiku (VANKA) izdaliSanas
kinétiku.

3. Izstradat fukoidana/hitozana hidrog€lu iegisanas tehnologijas metodiku to apvieno$anai
ar PRF, lai nodro$inatu PRF sastava esoSo bioaktivo molekulu aizkavétu izdaliSanos.

Teézes aizstavesanai

1. CLP ieklauSana PRF ka nes€jmatrica paaugstina ta antibakterialas 1pasibas, nodrosinot
zalvielu prekursora parveidoSanos par ta biologiski aktivo formu klindamicinu.

2. PRF matricas ieklauto antibiotiku VANKA izdaliSanas kin&tiku var modelét no seSam
lidz 10 dienam atkariba no zalu piegadei izmantota nes€ja (PLGA mikrokapsulas vai
liposomas).

3. Balstoties fukoidana spgja regul@t bioaktivo molekulu izdaliSanos un aktivitati, ilgstosu
bioaktivo molekulu izdaliSanos (no se§am stundam Iidz septinam dienam) no PRF var
panakt, apvienojot PRF ar fukoidana/hitozana hidrog€liem.

Zinatniska novitate un galvenie rezultati

Zinatniska novitate balstas uz perspektivu dualu PRF lietojumu. Pirmkart, inovativa
hidroggla izstrade ar sp&ju modulét PRF' sastava esoSo bioaktivo molekulu izdaliSanos, un,
otrkart, jaunu zalu piegades sistemu izstrade, ietverot kontrolgtu antibiotiku vai dalinu piegadi,
kura dalinas ieklautas PRF un darbojas ka biologiski aktivo molekulu nesgji.

Darba izstradata jauna metode, lai nodro§inatu PRF sastava esoSo bioaktivo molekulu
iekapsul€Sanu jiras polisaharidu fukoidana un hitozana hidrogélos, tadéjadi panakot to ilgstosu
izdalidanos. Saja metodé izmantoti videi draudzigi materiali hitozans un fukoidans, kas
polielektrolitu paSsavienoSanas cela veido hidrogelus. Atskiriba no tradicionalajam zalu
piegades sistému sagatavo$anas metodém §1 hidrogélu iegisanas metode nav atkariga no
Kkimiskiem skérssaistitajiem.

Paralgli izstradata ar jauna metodologija PRF izmantoSanai ka bioaktivo molekulu
nes€jam, lai uzlabotu zalu antibakterialas Ipasibas. PRF ka nesgjs paplasina za]vielu prekursoru
(pieméram, klindamicina fosfata), kam ir mazak blakusparadibu neka aktivajai formai,
izmantoSanas iesp&jas. leglita zalu/PRF kombinacija uzrada nepiecieSamibu péc zemakas



zalvielu prekursoru koncentracijas, salidzinot ar nepiecieSamo zalvielu prekursoru daudzumu
bez PRF. Nakotné §1 metodologija tiks attistita plasakai zalu antibakterialo Tpasibu uzlabo$anai.

Praktiska nozime

Darba petitas PRF TpaSibas un ta kombinacijas ar dazadam zalu piegades sisttmam un

matricam. Atrasts PRF lietojums talak min&to inovativo kombinaciju izstradg.

1. PRF ka nesgjmatrica zalvielu prekursoram — CLP mutes, sejas un zoklu kirurgija,
tadejadi iegtstot aktivo zalu formu, kas nodroSinatu antibakterialu iedarbibu
p&coperacijas perioda.

2. PRF kombing$ana ar dazadiem biologiski aktivo vielu (pieméram, VANKA) nesgjiem
(PLGA mikrokapsulas vai liposomas), samazinot nepiecieSamibu p&c peroralas zalu
lictoSanas un pielagojot biologiski aktivas vielas terapijas ilgumu.

3. Jauna un videi draudziga metode fukoidana/hitozana hidrogélu iegiiSanai kombinacija
ar PRF, nodros$inot ilgstoSu PRF sastava eso$o bioaktivo molekulu izdaliSanos.

Darba struktiira un apjoms

Promocijas darbs ir sagatavots ka tematiski vienotu zinatnisko publikaciju kopa, kas veltita
pétijumiem par autologo fibrina matricu izstradi mediciniskiem noliikiem. Darbs ietver tris
originalpublikacijas SCI zurnalos un vienu apskatrakstu.

Darba aprobacija un publikacijas

Promocijas darba galvenie rezultati public&ti tris zinatniskajos originalrakstos. Promocijas
darba izstrades laika sagatavots viens apskatraksts. Promocijas darba rezultati prezenteti
14 zinatniskajas konferences.
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3. Dubnika, A., Egle, K., Skrinda-Melne, M., Skadins, 1., Rajadas, J., Salma. I.
Development Development of Vancomycin Delivery Systems Based on Autologous 3D
Platelet-Rich Fibrin Matrices for Bone Tissue Engineering. Biomedicines, 2021, 9 (7),
814. doi: 10.3390/biomedicines9070814 (Scopus, Open Access).
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4.

Egle, K., 1.Salma, A.Dubnika. From Blood to Regenerative Tissue: How Autologous
Platelet-Rich Fibrin Can Be Combined with Other Materials to Ensure Controlled Drug
and Growth Factor Release. International Journal of Molecular Sciences, 2021, 22 (21),
11553. doi: 10.3390/ijms222111553 (Scopus, Open Access).

Promocijas darba rezultati ir prezentéti 14 zinatniskajas konferences.

1.

Egle, K., Dohle, E., Hoffmann, V., Salma, 1., Al-Maawi, S., Ghanaati, S., Dubnika, A.
Exploring Platelet-Rich Fibrin Microstructure and Histology: with and without
Hydrogel Carriers. 64" International Scientific Conference of RTU: Materials Science
and Applied Chemistry, Riga, Latvia, October 6, 2023 (mutiska prezentacija).

Egle, K., Dohle, E., Hoffmann, V., Salma, 1., Al-Maawi, S., Ghanaati, S., Dubnika, A.
Fucoidan/Chitosan Hydrogels for Sustained Delivery of Platelet-Rich Fibrin Containing
Growth Factors. 33" Annual Conference of the European Society for Biomaterials,
Davos, Switzerland, 4-8 September 2023 (stenda referats).

Dubnika, A., Egle, K., Skadins, 1., Skrinda-Melne, M., Micko, L., Grava, A., Dubniks,
V., Salma, I. Development Of Drug Delivery Systems Based On Autologous 3D
Platelet-rich Fibrin Matrices, TERMIS-AM 2023 Annual Conference, Boston, MA, 11
—14 April 2023 (stenda referats).

Micko, L., Salma, 1., Skadins, 1., Salms, G., Dubnika, A., Egle, K. Platelet-rich fibrin
immunologocal testing methodology using Elisa assay, RSU International Research
Conference on Medical and Health Care Sciences: Knowledge for Use in Practice,
Riga, Latvia, 29-31 March 2023 (mutiska prezentacija).

Micko, L., Skadins, 1., Salma, 1., Dubnika, A., Egle, K., Salms G. Platelet-rich fibrin
antibacterial activity against Klebsiella pneumoniae, RSU International Research
Conference on Medical and Health Care Sciences: Knowledge for Use in Practice,
Riga, Latvia, 29-31 March 2023 (mutiska prezentacija).

Egle, K., Skadins, I., Grava, A., Micko, L., Dubniks, V., Salma, I., Dubnika, A.
Injectable platelet-rich fibrin as a drug carrier increases the antibacterial susceptibility
of antibiotic-clindamycin phosphate. 16" Annual Meeting for Scandinavian Society for
Biomaterials, Roros, Norway, 21-24 March 2023 (stenda referats).

Micko, L., Egle, K., Grava, A., Skadins, 1., Salma, 1., Salms, G., Dubnika, A.
Antimicrobial activity of platelet-rich fibrin. 26" Congress of the European Association

for Cranio-Maxillo-Facial Surgery, Madrid, Spain, 27-30 September 2022 (stenda

referats).

Egle, K., Dohle, E., Hoffmann, V., Salma, 1., Al-Maawi, S., Ghanaati, S., Dubnika, A.
Fucoidan/chitosan hydrogels as matrices for sustained delivery of platelet-rich fibrin
containing bioactive molecules. 32" Annual Conference of the European Society for
Biomaterials, Bordeaux, France, 4-8 September 2022 (stenda referats).

Salma, I., Micko, L., Egle, K., Dubnika, A. Development of protocol for obtaining
autologous liquid PRF for local drug delivery systems. 32" Annual Conference of the
European Society for Biomaterials, Bordeaux, France, 4-8 September 2022 (stenda
referats).
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10.

11.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Egle, K., Micko, L., Grava, A., Salma, 1., Skadins, 1., Dubnika, A. Study on the effect
of fibrin matrice on the antibacterial activity of clindamycin phosphate. Scandinavian
Society for Biomaterials 2022 15" Annual Meeting, Jurmala, Latvia, 13—15 June 2022
(stenda referats).

Egle, K., Salma, ., Dubnika, A. From blood to regenerative tissue: how autologous
platelet-rich fibrin can be used as drug carrier system. 62" International Scientific
Conference of RTU: Materials Science and Applied Chemistry, Riga, Latvia, October
22,2021 (stenda referats).

. Egle, K., Dubnika, A. Development of fibrin matrices for sustained drug delivery. 37

Conference of the European Society for Biomaterials, Porto, Portugal, 5-9 September
2021 (stenda referats).

Egle, K., Salma, 1., Skadins, 1., Dubnika, A. Study of autologous fibrin matrices for
controlled drug delivery. Scandinavian Society for Biomaterials, Jurmala, Latvia, 14
June 2021 (stenda referats).

Skadins, 1., Micko, L., Salma, 1., Dubnika, A., Egle K. Antibacterial properties of
platelet-rich fibrin matrices saturated with vancomycin. Scandinavian Society for
Biomaterials, Jurmala, Latvia, June 14 2021 (stenda referats).

Dubnika, A., Egle, K., Skadins, 1., Salma, I. Commercial vs autologous fibrin-handling
from material point of view. RSU International Research Conference on Medical and
Health Care Sciences: Knowledge for Use in Practice, Riga, Latvia, 24—26 March 2021
(mutiska prezentacija tie§saiste).

Skadins, 1., Dubnika, A., Egle, K., Dovbenko, A., I. Salma, L. Micko. Antibacterial
effect of autologous matrices. RSU International Research Conference on Medical and
Health Care Sciences: Knowledge for Use in Practice, Riga, Latvia, 24—26 March 2021
(stenda referats).

Egle, K., Dubnika, A. Development of fibrin matrices for controlled drug delivery. 67*
International Scientific Conference of RTU: Materials Science and Applied Chemistry,
Riga, Latvia, October 23, 2020 (stenda referats).

Egle, K. Development of autologous fibrin matrices for controlled drug delivery. 67
Riga Technical University Student Scientific and Technical Conference, Riga, Latvia,
May 22, 2020 (mutiska prezentacija).

Citas zinatniskas publikacijas, kas publicétas promocijas darba izstrades laika.

1.

Micko, L., Salma, 1., Skadins, 1., Egle, K., Salms, G., Dubnika, A. Can Our Blood Help
Ensure Antimicrobial and Anti-Inflammatory Properties in Oral and Maxillofacial
Surgery? International Journal of Molecular Sciences, 2023, 24(2), 1073.
doi: 10.3390/ijms24021073 (Scopus, Open Access).

Grava, A., Egle, K., Dubnika, A. Enzymatically Crosslinked In Situ Synthesized
Silk/Gelatin/Calcium Phosphate Hydrogels for Drug Delivery. Materials, 2021, 14 (23),
7191. doi: 10.3390/ma14237191 (Scopus, Open Access).
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PROMOCIJAS DARBA GALVENIE REZULTATI

Cels no pacienta asins paraugiem Iidz injicEjamam PRF

Asinis ir plazmas, trombocttu, sarkano un balto asins §tnu maisijums, kas cirkul€ pa visu
kermeni. Pacienta asinis tiek savaktas, un, paklaujot tas centrbédzes spekam, sastava esoSie
komponenti, tostarp trombociti un fibrins, tiek dabiski atdaliti atkariba no to blivuma [30]. Lidz
ar to PRF tiek iegiits no asinim, izmantojot vienkarSu centrifugé$anas procesu. Musdienas PRF
plasi izmanto, lai paatrinatu miksto un cieto audu atjaunosanos. 2001. gada Francija pirmo reizi
pétnieks Choukroun et al. aprakstija PRF. PRF ir ar trombocitiem bagatinatas plazmas (PRP)
modifikacija, autologa fibrina matrica, ko mediciniski izmanto kaulu regeneracijas uzlabosanai
un miksto audu paplasinasanai un stiprinaSanai. Salidzinot ar citiem trombocitu koncentratiem,
PRF ir ar trombocitiem bagatinats fibrina receklis, kura iegliSanai nav nepiecieSams izmantot
trombinu (prokoagulantu, kas paatrinatu koagulaciju). To iegiist, centrifug€jot asinis bez
jebkadiem piemaistjumiem. PRF ir jauns biomaterials, kas I1dzinas autologai rétu matricai, bet
taja pasa laika nav ne fibrina Iime, ne klasisks trombocitu koncentrats. Turklat PRF satur augstu
saimniekorganisma esoSo iminsiinu koncentraciju, kas nepiecieSama bricu dziSanai un
infekciju samazinasanai [5].

Miisdienas tiek izmantoti dazadi PRF atvasindjumi atkariba no to lietojuma un velamajam
Tpasibam. Ka minéts Wend et al. petijumos, papildus blivajam PRF (4-PRF) pastav klmiska
nepiecieSamiba izstradat injic€jamu PRF (i-PRF) dazadam mediciniskam procedtiram, ka arf,
lai uzlabotu angiog€no potencialu, balstoties iespgja kombingt i-PRF ar dazadiem
biomaterialiem [5, 31]. 1. att€la paraditas i-PRF un A-PRF prieksrocibas.

 Atdarina brii€u dziSanas
fiziologiju un imunologiju v Viegli sagatavot un uzklat
 Tzmanto ka izturigu v Atri parverias par fibrinu

mer[lbranu ) o ) v Apvieno daudzas
+ Zales var ievadit, izmantojot dziedino$ads un iminds

s‘./hrm o Ipasibas

Satur vairak HEIFloflll-} kas v Lauj iejaukt zdles un zalu
nodro$ina audu regeneraciju piegades sistemas
un asinsvadu veidoSanos

A-PRF I-PRF

1. att. Divu autologo trombocitiem bagatinato koncentratu i-PRF un A-PRF priekSrocibu
salidzinajums. Attéls izveidots ar Biorender.com [5].
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i-PRF ir skidrs injicjams PRF, kas nodroSina iesp&ju ieklaut zales un zalu piegades
sistemas pirms koagulacijas. i-PRF ir nesen klinika ieviests trombocttu koncentrats, ko var
viegli kombinét ar dazadiem biomaterialiem, lai uzlabotu biomaterialu Tpasibas. i-PRF satur ne
tikai asinis esoSos autologos augSanas faktorus, bet ari $iinas, kas iesaistitas briicu dziSanas
procesa (2. att.). 2. att€la B pusé redzams, ka ne visi elementi, kas ir asinis, p&c centrifugéSanas
nonak PRF slani.

A B
Fibrins
pocF @ limfocits VEGF eozinofils “*‘ * GilmesiSung
& ®  crrocts ~ e Leikoctts
- 2] H _ﬁ\\ ® .
A ® v @ x 9, ° ‘%\ Augsanas faktors

& IGF =
leikocits monocits TGF-B bazofils trombocits

% . *

3

Trombocits

9
neitrofils

2. att. Galvenie asins (A) un PRF (B) elementi. Attels izveidots ar Biorender.com [5].

PRF piemit antibakteriala aktivitate, taCu ta ir salidzino$i maz pétita, un nav pietickami
daudz datu par to, kas to ietekmé. Antimikrobialo aktivitati var definét ka mikroorganismu
(baktériju, séniSu un virusu) iznicinasanu vai augSanas kavésanu [32]. Cilvéka organisma ir
apgrutinata bri¢u dziSana iesp&jamo infekciju dél, 1pasi briceém, kas atrodas mutes dobuma.
Tadgjadi PRF izmantoSanas panakumi var€tu biit saistiti ar ta pretmikrobu Ipasibam. Pilniba
autologs otras paaudzes PRF bez piedevam, kas sagatavots, vienreiz centrifuggjot, var
visprecizak atspogulot no asinim ieglita materiala pretmikrobu potencialu. V&l viena bitiska
PRF Tpasiba ir ta spgja atbrivot dazadus augSanas faktorus un citokinus suprafiziologiskas
koncentracijas, padarot to par nozimigu medicinisko lidzekli, Tpasi audu regeneracija [4].
Augganas faktoriem ir iss biologiskais pussabruk$anas periods, tie atri tiek izvaditi no asinsrites
un darbojas galvenokart lokali. Tos ka neviendabigu olbaltumvielu grupu izdala leikociti un
trombociti. Tromboctti ir iesaistti hemostaze un aiztur aug8anas faktorus alfa granulas, kas tiek
aktivizetas, lai atbrivotu Sos faktorus traumas vieta [33].

Literattira minétie pétfjumi liecina, ka PRF biezi lieto kombinacija ar tadam zalém ka
metronidazols, klindamicins, penicilins [34], VANKA, teikoplanins, gentamicins vai amikacins,
lai izskaustu bakt€rijas un paatrinatu dzisanas procesu [35]. Misdienas mutes, sejas un zoklu
kirurgija novérota pastiprinata klindamicina ka farmaceitiska lidzekla nepieciesamiba.
Klindamictnu un VANKA parasti izskata ka alternativos lidzeklus pacientiem, kuriem ir
alergiska reakcija pret penicilinu [36]. P&dEja desmitgadé dazos pétijumos PRF apvieno ar
antibiotikam antibakteriala efekta nodroSinasanai. Pamatojoties uz apkopoto literatiiru par PRF
piemitoSajam antibakterialajam IpaSibam, optimala pieeja blitu PRF apvienoSana ar zalém
pirms lietoSanas klniski, lai izveidotu vienotu sistému, nevis atsevi$ku zalu un PRF ievadiSanu
[4]. Janem véra ar tas, ka PRF var kalpot ne tikai ka zalu piegades sisteéma, bet arT ka citu
materialu matrica. Zinatnieki ir parbaudijusi iesp&jas apvienot Bombyx mori zida fibroina
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pulveri ar PRF, kas iegiits pec Choukroun izstradatas metodikas. Izstradatais materials uzradija
sp&ju noverst periimplanta audu defektus [37]. Izskatot literattiru par periodontita arst€Sanu,
tika konstatets, ka PRF kombinacijas ar citiem materialiem var izmantot ar1 intraalveolaru
defektu arstéSanai. Apkopojot visus pieejamos pétijumus, noverots, ka, izmantojot PRF ka
matricas vai ieklaujot to citd nesgju sistéma, nav nepiecieSams papildus pievienot augSanas
faktorus, jo pats PRF ietver noteiktus augSanas faktorus. Vienigais, kas janem vera, ir vélama
medikamenta iekapsul@Sanas process un ta mijiedarbiba ar citiem nes&jiem, kas tiks ieklauti
PRF. Svarigi ir arT izp€tit, vai izmantota nes€jsistéma sp&s nodrosinat kontroletu PRF sastava
esoso augsanas faktoru izdaliSanos [5].

Sis promocijas darbs izcel ar trombocitiem bagatinata fibrina (PRF) daudzpusigo potencialu
biomedicTnas lietojumam. Nakamajas nodalas padzilinati apliikoti konkr&ti aspekti, tostarp:
1) PRF spgja uzlabot klindamicina fosfata antibakterialo jutibu; 2) piegades sisteému ietekme uz
zalu izdalisanos no PRF matricas; 3) nesgjsisteému ieteckme uz PRF sastava esoSo bioaktivo
molekulu izdali$anos. So nodalu mérkis ir sniegt visaptverou izpratni par to, ki PRF var
izmantot un optimiz&t mérktiecigam un efektivam arstnieciskam manipulacijam.

PRF potencials stimulét CLP antibakterialo jutibu

Viens no visbiezak sastopamajiem p&coperaciju riskiem ir infekcijas, ko izraisa patogénas
un oportiinistiskas bakterijas. S. aureus un S. epidermidis ir grampozitivas oportinistiskas
bakterijas, kas atrodas normala cilvéka mikrobioma [2]. Oportiinistiskas bakterijas parasti ir
nekaitigas, ja tas uzturas cilvéka vai dzivnieka kerment, bet var izraisit slimibu vai infekciju, ja
apstakli to atlauj, piem@ram, ja ir novajinata imiinsisteéma [38].

Klindamicinu jau daudzus gadus iesaka, lai arstétu sabiedriba iegiitas, pret meticilinu
rezistentas un pret meticilinu jutigas S. aureus infekcijas, un tas var art samazinat izturibu pret
meticilinu rezistentu S. aureus klinisko izolatu jutibu [39, 40]. Patlaban pieaug nepiecieSamiba
izmantot klindamicinu mutes, sejas un zoklu kirurgija, ipasi zokla osteonekrozes profilaksei un
arsteSanai [41]. To plasi izskata ka alternativu pacientiem ar alergisku reakciju pret penicilinu
[36]. Klindamicina fosfats (CLP) ir klindamicina zalvielu prekursors, kam nav antibakterialas
aktivitates [42]. Literatiira aprakstits, ka CLP asinis atri hidroliz€jas par aktivo formu
(klindamicinu) [43]. P&tljuma merkis bija izpétit CLP antibakterialo Tpasibu izmainas pret
S. aureus un S. epidermidis references kultiiram un kliniskajiem izolatiem, izmantojot PRF ka
nes€ja matricu. Viens no galvenajiem veidiem, k@ novertét antibakterialas ipaSibas, ir
minimalas inhib&josas koncentracijas (MIK) un minimalas baktericidas koncentracijas (MBK)
noteikSana. PRF CLP paraugu sagatavoSanas shéma paradita 3. attéla.
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3. att. PRF_CLP paraugu sagatavoSanas shéma. Attels izveidots ar Biorender.com.

Furjé transformacijas infrasarkana spektrometrija (F7TIR) darba izmantota, lai pétitu
strukturalas izmainas péc klindamicina fosfata (CLP) apvienoSanas ar PRF (4. att.). CLP un
PRF kombinaciju antibakteriala efekta noteikSanai izmantoti antibakterialie testi, paraléli
apstiprinot teoriju, ka PRF klatbiitn€ nepiecieSama zemaka CLP koncentracija, lai izskaustu un
noveérstu baktériju augsanu (5. att.).

FTIR spektros att€lota CLP mijiedarbiba ar PRF septinu dienu inkubacijas perioda,
noverota dalgja hidrolize un CLP parveérsanas par klindamicinu. P&c septinam inkubacijas
dienam tika noveérota jaunas saites veidosanas (C-C pie 1080 cm™') un maksimalais fosfatu
grupas absorbcijas picaugums laika gaita, liecinot par strukturalam izmainam, kas, iesp&jams,
ir CLP parverSanas aktivas zalés — klindamicina.
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4. att. FTIR spektri: (A) PRF, PRF_CLP, CLP un klindamicina paraugi pilna spektra
apgabald; (B) PRF_CLP paraugi inkubacijas laika punktos 1800-400 cm™! apgabala [2].

Katra donora asins sastavs ietekmé& parauga antibakterialas 1pasibas, specifiski — ari CLP
daudzumu, kas nepiecie$ams, lai sasniegtu antibakterialo aktivitati.

Salidzinot PRF CLP paraugu MIK un MBK vértibas ar CLP paraugiem, noverota $o
vertibu samazinaSanas pret visiem analiz€tajiem bakteriju celmiem PRF CLP paraugiem.
Antibakterialie testi paradija, ka PRF pievienoSana CLP uzlabo antibakterialo aktivitati ne tikai
pret stafilokoku references kultiiram, bet ari pret kliniskajiem izolatiem, salidzinot ar tiru CLP
paraugu. Noteikts, ka pret S. aureus un S. epidermidis bakteriju kliiskajiem izolatiem
PRF CLP paraugos ir nepiecieSama augstaka CLP koncentracija, lai nodrosinatu zemaku MBK
vertibu, salidzinot ar abam bakteriju references kultiram. Katram donoram asins ipasibas ir
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atSkirigas (piemé&ram, atskirigs balto asins $tinu skaits vai D vitamina limenis), kas krasi var
ietekmet arT antibakterialo iedarbibu. Literatiira aprakstitie Schilcher [44, 45] un Kuriyama [46]
grupu pétijumi paradija, ka tira klindamicina MIK vertibas klmiskajos izolatos pret meticilinu
rezistentu S. aureus (MRSA) var sasniegt > 256 pg/mL. Savukart, apkopojot iegtitos datus,
redzams, ka CLP ar PRF nodro$ina labakas antibakterialas pasibas neka tirs CLP, un, salidzinot
ar literatiiru, ir iegiits materials, kas nodro$ina zemakas MIK vertibas (svarstas no 62,5 pg/mL
lidz 145,8 pg/mL  atkariba no baktériju celma) neka nepiecieSams klindamicinam
(> 256 mg/mL). Atkariba no baktériju celma ir japielago izmantota zalu koncentracija (5. att.).
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5. att. MIK un MBK vertibu atskiribas starp CLP un PRF_CLP paraugiem pret Cetriem
bakteriju celmiem (S. aureus (ATCC 25923), S. epidermidis (ATCC 12228), S. aureus
(klmiskais izolats), S. epidermidis (kliniskais izolats) visiem trim donoriem. Paraugi
sagatavoti no 1. donora asinim (D1 PRF_CLP); paraugi sagatavoti no 2. donora asintim (D2
PRF _CLP); paraugi sagatavoti no 3. donora asinim (D3 PRF_CLP).

*p>0,05; ** p<0,05 [2].

PRF spgja dabiski noardities tiek uzskatita par prieksrocibu, izmantojot to ka kontrol&tu
zalu atbrivosanas sisteému “noliktavu”. CLP izdaliSanas dati liecina, ka PRF_CLP paraugu var
izmantot vienas dienas lokalai terapijai, nodroSinot maksimalo CLP izdaliSanos (80 %) vienas

stundas laika (6. att.).
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6. att. CLP izdalisanas no PRF matricam Dulbeko modificéta Igla vide (DMEM); vidgjie CLP
izdaliSanas dati no tris donoru CLP_PRF paraugiem [2].

Ievadito piegades sistému ipasibu ietekme uz zalu izdalisanos no PRF
matricas

Sistematiski lietojot zales bez noteikta nesgja, tas izplatas pa visu organismu, un bieZi vien
zalu noardisanas atrums ir salidzinosi 1ss. Tas nodro$ina ne tikai pozitivu ietekmi uz bojatajiem
audiem, bet var izraistt arT nelabvéligas blakusparadibas veselajiem audiem [47]. K& nov@rots
ieprieks aprakstitaja petijuma [2], iejaucot zales PRF, tiek uzlabotas to antibakterialas Tpasibas;
tomér zales izdalas loti atri. Zalu piegades sistemu mérkis ir sasniegt augstako terapeitisko
efektu ar zemako zalu koncentraciju [48]. Saja pétijuma tika izmantotas antibiotikas VANKA,
kas iekapsulétas PLGA mikrokapsulas (PLGA_uC VANKA) un liposomas. 7. att€la redzamas
abu veidu piegades sistému sagatavo$anas shémas. Abas izstradatas VANKA piegades metodes
ieklautas PRF matrica, parbaudot PRF sp&ju kontroléti atbrivot zales no $§adam zalu piegades
sistémam.
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7. att. Paraugu sagatavosSanas shéma: 1) liposomas ar/bez VANKA; 2) mikrokapsulas ar/bez
VANKA. Attéls izveidots ar Biorender.com.

Transmisijas elektronu mikroskopijas (TEM) analize paradija, ka sagatavotajam VANKA
saturo$ajam liposomam ir neviendabiga izm&ru variacija, turklat novérojama liposomu divslanu
struktiira. Ar1 8. attela redzams, ka lielaka dala liposomu ir sferiskas dalinas.

8. att. VANKA saturo$u liposomu TEM attéli [13].

VANKA izdaliSanas kinétika no PRF/VANKA liposomam liecina par VANKA straujaku
izdaliSanos, salidzinot ar VANKA liposomam bez PRF matricas (9. att.). Paaugstinata VANKA
koncentracija ir skaidrojama ar to, ka PRF sastava esodie Ca>* joni veido ¢aulu ap lipidiem, tos
saspiezot un tadgjadi sagraujot liposomas [49, 50]. Pamatojoties uz iegiitajiem rezultatiem, var
secinat, ka Ca®* joni nelabvéligi ietekmé liposomas, tapéc VANKA izdalas atrak un lielaka
koncentracija.
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9. att. Zalu izdaliSanas kinétika no PRF/VANKA liposomam un VANKA liposomam [13].

Savukart VANKA saturo$u PLGA mikrokapsulu skengjosas elektronu mikroskopijas (SEM)
att€los bija redzamas sferiskas dalinas ar gludu virsmu, kas liecinaja par zalu kristalu neesamibu
uz virsmas un apstiprinaja vienmerigu zalu sadalijumu poliméru matrica (10. B att.).

10. att. PLGA mikrokapsulu virsmas SEM att€li bez (A, C) un ar (B, D) VANKA [13].

Pamatojoties uz VANKA izdaliSanas pétijumiem no PLGA mikrokapsulam (11. att.),
VANKA izdaliSanas kinétika no PRF ar VANKA saturo$am PLGA mikrokapsulam
(PRF/PLGA_uC VANKA) ir piecas reizes zemaka, salidzinot ar PRF, kam VANKA pievienots
neapstradata pulvera forma (PRF/VANKA paraugi), nodro$inot kontrolétu VANKA izdaliSanos
(no sesam Iidz 10 dienam) un novérSot strauju izdaliSanos. Savukart, salidzinot
PLGA uC VANKA ar PRF/PLGA_uC VANKA matricam, var noverot, ka VANKA izdaliSanas
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koncentracija samazinas divas reizes. Tas liecina par to, ka PRF matrica aizkavé VANKA strauju
izdaliSanos. Turklat, PRF matricas ienesot VANKA bez nes€jsisteémas, netiek nodroSinata
kontrolgta aktivas VANKA formas piegade terapeitiska efekta liment.
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11. att. Zalu izdaliSanas no PRF/VANKA, PLGA_uC VANKA un PRF/PLGA_uC VANKA
matricam [13].

Maksimalais antibakterialas iedarbibas ilgums paraugiem, kas satur VANKA
(PLGA_uC VANKA), tika noverots I1dz 48 stundam. Pirmajas 24 stundas sterilas zonas vidgjais
diametrs ap paraugiem bija 30 mm. Nakamo 24 stundu laika sterilas zonas diametrs samazinajas
par 50 % (12. att.). Ka viena no risingjuma iespgjam turpmakiem pétijjumiem varétu bit iegtito
paraugu ievietoSana bakteriju suspensija un inkub@sana, noversot paraugu izztsanu.

22



40
[ 1PRF/PLGA uC VANKA_I
[ |PRF/PLGA uC VANKA 2
[ |PRF/PLGA_uC_VANKA_3
= [ |PRF/PLGA uC VANKA_4
g30 * [ |PRF/PLGA uC VANKA_5
E - [_1PRF/PLGA_uC_VANKA_6
]
=
S
=20
=
B4
lg
=
= i fn
= 25 ==
= 10 -
0
24 48
Laiks [h]

12. att. PRF/PLGA_uC VANKA paraugu antibakterialas 1pasibas: (A) inhibicijas zonas mm,;
(B) sterilas zonas ap PRF/PLGA_uC VANKA paraugiem péc 24 stundu inkubacijas;
(C) sterilas zonas ap PRF/PLGA_uC VANKA paraugiem péc 48 stundu inkubacijas. Petri
traucinu diametrs ir 8,5 cm [13].

Papildus spg&jai nodro$inat kontroleétu zalu izdaliSanos PRF piemit vel viena biitiska
Ipasiba — ta loma audu regeneracijas veicinasana, kas saistita ar autologu augSanas faktoru un
citokinu esamibu PRF sastava.

Nesgjsistému ietekme uz PRF sastava esosSo bioaktivo molekulu izdaliSanos

Turpmakaja petijuma tika izstradati hidrogeli, kas sastav no fukoidana (FU) un hitozana
(CS), balstoties to biologiskaja saderiba un spgja veidot polielektrolitu kompleksus
passavienoSanas cela [28], ka arT fukoidana spg&ju piesaistit augSanas faktorus [24]. FU_CS
hidroggla sagatavoSanas shéma redzama 13. att€la. Lai noteiktu optimalo PRF daudzumu un
taja esoSo bioaktivo molekulu izdaliSanas kin&tiku, hidrog€liem tika pétiti $adi parametri:
1) stabilitate, deformacija un plusmas pasibas; 2) bioaktivo molekulu izdali$anas kingtika.
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13. att. FU_CS hidrogglu sagatavoSanas shéma. Attels izveidots ar Biorender.com [51].

Hidrogélu degradésanas un reologiskas ipasibas tika analizétas ka galvenie faktori, kas
nosaka to mehanisko uzvedibu un jutigumu pret sadaliSanos, tadejadi noskaidrojot, vai PRF
pievienoS$ana sp&j uzlabot izstradato hidrog€lu ipasibas (14. un 15. att.). Ka nakamais solis bija
izdalito bioaktivo molekulu (TGF-1, PDGF-BB, VEGF, EGF un IL-8) daudzuma noteikSana
no nemodific@tas PRF matricas un PRF apvienojuma ar hidrogglu (16. att.).

Darba noteikta FU_CS hidrogglu ar/bez PRF un tira PRF degrad@Sanas kin&tika divu nedelu
laika TRIS-HCI un citronskabg, un iegitie dati redzami 14. att€la. Pamatojoties uz rezultatiem,
PRF pievienoSana FU_CS hidroggliem paléninaja izveidota kompozita hidrogela degradéSanas
atrumu. Statistiska analize neatklaja buitisku atskiribu inkubacijas vides ietekmei uz FU _CS un
PRF/FU_CS hidrogglu paraugu degradésanas kin&tiku. Tacu pastav ievérojama atskiriba PRF'
degradacijas kingtikai — 14 dienu laika PRF svara zudums novérots 87,26 + 8,21 % TRIS-HCI
un 96,21 £ 1,71 % citronskabes vide.
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14. att. PRF, FU_CS un PRF/FU_CS hidrogglu degradeSanas kinétika TRIS-HCI (ar

nepartrauktu Iiniju) un citronskabg (ar punktétu Iiniju) 37 °C temperatiira. Visi dati ir att€loti
ka vidgjais = SD, n =3 [51].
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Reologiskie eksperimenti izmantoti, lai izpétitu PRF, FU_CS un PRF/FU_CS hidrogglu
deformacijas un plismas 1pasibas. Visiem paraugiem raksturiga zelejveida uzvediba, krajuma
modulim (G") ievérojami parsniedzot zuduma moduli (G™") (15. att.). [zmantojot amplitidas
mainas testu oscilacijas reZima, tika noteikts konsekvents linearais viskoelastiskais regions
(LVER) lidz € = 2,5 % visiem paraugiem (atziméts ar melnu Iiniju 15. A attela), G’-G™
krusto$anas punkts novérots pie € ~ 14 % FU_CS hidrogélam, ¢ = 28 % PRF/FU_CS

[IPXL)

hidrogélam un pie ¢ = 55 % PRF (atziméts ar krasainam linijam). Reologija “¢” apzimé
deformaciju, cik daudz materials ir deformgjies noteikta sprieguma vai speka ietekmé&. Visos
frekvencu diapazonos G" palika nemainigs visiem paraugiem (15. B att.), liecinot par cietai

struktiirai l1dzigu un stabilu ieksgjo struktiiru.
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15. att. Hidrog€lu mehaniskas 1pasibas. (A) Amplitiidas mainas tests oscilacijas rezZima
FU_CS hidroggliem ar/bez PRF pie frekvences 1 Hz; (B) frekvences izmainas tests FU_CS
hidrogglu ar/bez PRF pie deformacijas 0,2 %. Visi dati ir att€loti ka vid€jais lielums + SD
(n=3)[51].

legtitie dati liecina, ka izstradatais hidroggls, kas iegits elektrostatiskas mijiedarbibas
rezultata, lauj iekapsulét PRF sastava esoSos augSanas faktorus un nodroSina to pakapenisku
izdalisanos. Noverots, ka visiem analizétajiem augSanas faktoriem un citokiniem (7GF-I,
PDGF-BB, VEGF, EGF un IL-8) izdaliSanas koncentracija no nemodificétiem PRF paraugiem
ir augstaka neka no PRF/FU_CS hidrog€lu matricam. Tas liecina par to, ka FU_CS hidroggls
var efektivi ieklaut bioaktivas molekulas hidrogéla matrica un ilgstosi tas izdalit, nodrosinot to
ilgtermina pieejamibu audu inZenierijas nolikos.
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16. att. AugSanas faktora un citokina kumulativa izdali§anas. A—B parada augSanas faktora un

citokina (attiecigi /L-8 un EGF') izdaliSanos katra laika punkta [51].

Histologiskie pétijumi apstiprindja PRF ieklausanos FU_CS hidrogéla matrica, attiecigi

laujot atbrivot augSanas faktorus. P&c trs un septinadm dienam salidzinajums starp nemodificétu
PRF un PRF/FU_CS hidrogelu atklaj Stinu skaita samazinaSanos PRF matrica, tadgjadi
izskaidrojot bioaktivo moloekulu atbrivoSanos. legiitie dati arT apliecina, ka péc septinam
dienam PRF joprojam ir ieklauts FU CS hidroggla struktiira (17. att.).
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17. att. Fibrina morfologija péc tris un septinu dienu inkubacijas. (Mérogs = 100 pm,
palielinajumam ir m&rogs — 20 um; dzeltenas bultinas norada PRF klatbiitni, melnas
bultinas — hidrogela klatbiitni) [51].

Hidrogg€lu izmantoSana, lai modulétu PRF augSanas faktoru izdaliSanas king&tiku, tpasi
kombinacijas ar zaleém (potenciali zalvielu prekursoriem), piedavatu daudzsoloSu iesp&ju
uzlabot materialu antibakterialo aktivitati. Turpmakajos pétijumos biitu jakoncentr&jas uz zalu
un hidrogglu pasibu mijiedarbibas optimiz&sanu, ilgstosas izdaliSanas modelu izp&ti un citu
zalu sp&ju PRF klatbiitng parveidoties aktivaka forma, sniedzot vertigu ieskatu uzlabotu
terapeitisko materialu izmantoSana.
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SECINAJUMI

. PRF pievienoSana ieteckmé CLP antibakterialo iedarbibu pret S. aureus un
S. epidermidis bakteriju celmiem (gan references kultiiram, gan kltniskajiem izolatiem),
ka rezultata iespgjams nodrosinat zemakas MIK veértibas (no 62,5 pg/mL lidz
145,8 pg/mL atkariba no baktérijas celms) neka klindamicinam (MIK > 256 pg/ml).

. Fosfatidiholinu liposomu ka zalu piegades sist€ému izmantoSana PRF matricas nespgj
nodro$inat kontrolétu VANKA izdaliSanos, jo to stabilitati ietekm& PRF sastava esoSie
Ca”" joni, tadgjadi izdalot augstu zalu koncentraciju.

. PLGA mikrokapsulu izmanto$ana ka zalu piegades sistéma PRF matrica var nodro§inat
kontroletu VANKA izdaliSanos no se$am lidz 10 dienam.

FU_CS hidroggls, kas izveidots elektrostatiskas mijiedarbibas rezultata, lauj ickapsulét
PRF bioaktivas molekulas (TGF-1, PDGF-BB, VEGF, EGF un IL-8) un nodrosinat to
pakapenisku izdaliSanos septinu dienu laika.
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