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sepijos kaulo, kuriame yra mineraliniai junginiai ir polisacharidas chitinas, 0,01-2000 mikrony dydzio dalelémis. Atskiru
atveju karkaso pory pavir§ius padengiamas kolagenu, trombocitais praturtintu fibrinu, jvairiais augimo faktoriais,
terapeutiniais priedais. Trimatés porétos struktaros, atitinkan&os kaulo morfologija, karkasas gaunamas celiuliozés gelj
formuojant su jterptomis biogeninio kaulo dalelémis, po to jj inkliuduojant 10-30%, vandeniniu alkoholio tirpalu ir
liofilizuojant arba veikiant gelj superkriziniu anglies dioksidu 24-70 Mpa slegyje 35 - 80° temperatiiroje.Gautas blokelio
formos karkasas gali biti sumalamas iki norimo dydzio granuliy ir/ar i$ jy pagaminama pasta.
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Trimatis porétas celiuliozés karkasas kaulo audinio inZinerijai ir jo gavimo budas

Isradimas priklauso medziagy inZinerijos sri¢iai ir gali biti panaudotas
odontologijoje ar kitos srities chirurgijoje kaulo audinio regeneracijai defekto vietoje.

Trimatis porétas celiuliozés karkasas, pasiZymintis biosuderinamumu, geromis
osteokondukcinémis ir mechaninémis savybémis, gaunamas sudarant kompozitg i§
gamtinio polimero - celiuliozés ir biogeniniy kalcio 3altiniy, bitent, autogeninio
(nuosavo) kaulo, alogeninio (kito tos padios rusies, t.y. Zmogaus, kito individo) kaulo,
ksenogeninio (kitos riidies organizmo) kaulo daleliy. Kompozito strukttira, tinkama
kaulo audinio regeneracijai, formuojama liofilizacijos budu ar veikiant superkriziniu
skys¢iu, prie$ tai inkliudavus vandeniniais alkoholio tirpalais. Gali biiti blokelio ar
granuliy pavidalo, gali biiti pagaminta pasta.

Kaulo audinio atstatymui defekto srityje odontologai naudoja kaulo pakaitalus.
Tai gali buti:

- autogeniniai pakaitalai — nuosavas kaulas i§ kitos to paties Zmogaus vietos.
Privalumai - nei$Saukia imuninés sistemos atsako. Trilkumai — reikalinga papildoma
chirurginé operacija kaulo i$émimui, neretai trtiksta kaulo, be to sunku jam suteikti
reikiamg forma;

- alogeniniai kaulo pakaitalai — Kito tos pacios rasies (t.y. Zmogaus) individo kaulas.
Pagal fizikines savybes tinkamas, bet galima pernesti kito Zmogaus ligy uZkratus;

- ksenogeniniai kaulo pakaitalai — tai gyviino, daZniausiai jauno jautuko kaulas,
kuriame i3deginti baltymai ir likusi tik mineraliné dalis. Jo morfologija ne visai
atitinka Zmogaus kaulo struktrai. Jis pernelyg greitai rezorbuojasi organizme;

- sintetiniai kaulo pakaitalai. Tarpe jy, populiariausi - trikalcio fosfatas (TCP) ir
hidroksiapatitas (HA).

Dauguma kaulo pakaitaly yra milteliy ar granuliy (0,5-2 mm) pavidalo.
Pagrindinis jy trukumas - jie daZnai su$oka | monolitinj gabala, kuriame nejauga
kraujagyslés. Susidaro nepakankamo stiprumo darinys, kuris trupa jsukant metalinj
implanta.

Siekiant gauti porétg trimate struktiirg, jvairios formos kaulo pakaitaly daleles
sumai$omos ir i§ jy gaminami agregatai, jvairiais bidais suklijuojant, supresuojant ar
sukepant daleles. Tam naudojamos jvairios kaulinés dalelés, TCP, HA (Winterbottom
J.M. et al. Implant, method of making same and use of the implant for the treatment of
bone defects. Patent No. US 6478825 BI1, 2002-11-02) arba §ios mineralinés
medZziagos kartu su polimero dalelémis (Giorno T. PLGA/HA hydroxyapatite
composite bone grafts and method of making. Pub. No. US 2013/02 18291 Al, 2013-
08-22). Trimatés struktiiros kompozitai taip pat sudaromi elektrinio verpimo metodu
(Mei Wei, Fei Peng, Zhi-kang Xu. Electrospun apatite/polymer nano-composite
scaffolds. Patent No. US7879093 B2, 2011-02-01) arba naudojant sparcios prototipy
gamybos technologijas (angl. Rapid Prototyping) (Sawkins, M.J., et al. 3D Cell and
scaffold patterning strategies in tissue engineering. Recent Patents on Biomedical
Engineering, 2013, vol. 6, no. 1, p. 3-21; Teoh, S.H., et al. Three-dimensional
bioresorbable scaffolds for tissue engineering applications. Patent No. US8071007 B1,
2011-12-06). Naudojami sintetiniai polimerai: poli(e-kaprolaktonas), poli(L-pieno
rigstis), poli(glikolio rugstis). poli(D,L.-pieno-ko-glikolio rugstis), polifosfazenai,
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polipropilenfumaratas (Muhammad. 1.S.; Xiaoxue, X, Li, L. A review on
biodegradable polymeric materials for bone tissue engineering applications. Journal
of Materials Science, 2009, p. 5713-5724). I3 sintetiniy polimery placiausiai
naudojamas poli(e-kaprolaktonas) (Dhandayuthapani, B., et al. Polymeric scaffolds in
tissue engineering application: A review. International Journal of Polymer Science,
2011, vol. 2011, p. 1-19).

Tadiau sintetiniai polimerai pasiZymi maZesniu biosuderinamumu nei
natiiraldis, jie neretai sukelia audiniy nekroze, ju skilimo produktai, kaip kad glikolio
ragstis ir kiti rligdtiniai junginiai gali padidinti vietinj rigstinguma, kas gali sukelti
audiniy pazeidimus. Be to, polimerams yrant organizme gali susidaryti ir toksiski
metabolitai. Apradyti gavimo biidai sudétingi ir neuZtikrina reikiamo porétumo, nes
dalelés yra sulipdomos arba sukepinamos. Be to, svarbus trikumas yra tai, kad kalcio
Saltiniais naudojami sintetinés kilmés mineraliniai junginiai - TCP ir HA.

Artimiausias prototipas yra celiuliozés pagrindu gaunamas trimatis karkasas,
kurio pavirdius mineralizuojamas modeliniame kiino skystyje (SBF —angl. simulated
body fluid) (Petrauskaite, O. et.al. Biomimetic mineralization on a macroporous
cellulose-based matrix for bone regeneration. BioMed Research International. ISSN
2314-6133. 2013, vol. 2013, p. 1-9). Siuo atveju porétas karkasas yra gaunamas i3
regeneruotos celiuliozés gelio liofilizacijos buadu. Gaunamas tolygiai porétas blokas,
pasizymintis morfologija, atitinkancia natiiralaus kaulo struktiirg.

Prie esminiy metodo trikumy galima priskirti tai, kad celiuliozé nepasizymi
bioaktyvumu, nesuauga su kauliniais audiniais, pasiZymi prastomis osteokondukcinémis
savybémis. Nors §iy savybiy pagerinimui karkaso pavir§ius mineralizuojamas SBF
tirpale, taiau gaunamas padengimas sintetiniais mineralais, kurie visada pasiZymi
mazesniu biosuderinamumu nei natiiralds. Be to, mineralizuojant SBF-e, padengiamas
tik pavir§ius, ir mineraly kiekis kompozituose sudaro tik iki 12 procenty nuo celiuliozes
svorio, todél tokio karkaso osteokondukcinés savybés pageréja nezymiai. Be to, gautas
karkasas pasizymi prastomis mechaninémis savybémis (Jungo modulis 4 MPa).

Sio isradimo tikslas — gauti trimatj poréta celiuliozés karkasa, kuris pasizymeéty
biosuderinamumu ir geromis osteokondukcinémis bei mechaninémis savybémis ir
struktiira, atitinkancig nattralaus kaulo morfologija.

Sis tikslas pasiekiamas sudarant celiuliozés kompozita su biogeniniy kauly
0,01-2000 mikrony dydZio dalelémis, esant masiy santykiui 1: 0,12-6,0. Atskiru atveju
celiuliozés kompozitas sudaromas su sepijos kaulo, kuriame yra mineraliniy junginiy ir
polisacharidas chitinas, 0,01-2000 mikrony dydzio dalelémis. Atskiru atveju karkaso
pory pavir$ius padengiamas kolagenu, trombocitais praturtintu fibrinu, jvairiais augimo
faktoriais, terapeutiniais priedais, kamieninémis lgstelémis. Trimatés porétos struktiiros,
atitinkan¢ios kaulo morfologijg, karkasas gaunamas celiuliozés gelj formuojant 1§
acetilceliuliozés tirpalo su jterptomis biogeninio kaulo dalelémis masiy santykiu 1:
0,12-6,0, po to jj inkliuduojant 10-30 % vandeniniu alkoholio tirpalu ir liofilizuojant
arba veikiant gelj superkriziniu anglies dioksidu 24-70 MPa slégyje 35-80°C
temperatiiroje. Gautas blokelio formos karkasas gali biti sumalamas iki norimo dydzio
granuliy ir/ar i§ jy pagaminama pasta.

Gaunamo karkaso privalumai — naudojami ne sintetiniai, o natiralis
komponentai: gamtinis polimeras — celiuliozé ir smulkinti biogeniniai kaulai. Celiuliozé
yra necitotoksiSka, pasiZymi biosuderinamumu. Jos irimo produktai néra toksiski.
Biogeniniais kaulais gali biiti naudojami autogeninis, alogeninis ar ksenogeninis (bet
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kurio gyviino) kaulas. Atskiru atveju gali buti naudojamas smulkintas sepijos kaulas,
kuriame be mineraliniy junginiy yra ir polisacharidas chitinas, pasiZymintis
priesuzdegiminémis, antimikrobinémis ir koaguliacinémis savybémis, kas suteikia
papildomus privalumus. Celiuliozés ir smulkinty kauly daleliy masiy santykis
kompozite 1: 0,12-6,0.

Isradimo rezultatus iliustruoja bréziniai. Fig. 1 — I-ame pavyzdyje pagaminto
karkaso skerspjiivio vaizdas, gautas mikrokompiuterines tomografijos metodu. Fig. 2 —
[-ame pavyzdyje pagaminto karkaso trimatis vaizdas, gautas mikrokompiuterines
tomografijos metodu. Fig. 3 - Il-ame pavyzdyje pagaminto karkaso skerspjuvio
vaizdas, gautas mikrokompiuterinés tomografijos metodu. Fig. 4 — Il-ame pavyzdyje
pagaminto karkaso trimatis vaizdas, gautas mikrokompiuterinés tomografijos metodu.
Fig. 5 - Igsteliy proliferacija karkasuose.

Biido atlikimas.

Smulkinti kaulai jvedami | acetilceliuliozés tirpala, i§ kurio gaunamas
regeneruotos celiuliozés gelis su jterptomis kauly dalelémis. Smulkinty kauly daleliy
dydis 0,01-2000 mikrony, optimalus dydis — iki 200 mikrony. Poréta struktira,
atitinkanti kaulo morfologija, suformuojama celiuliozés gelj su jterptomis biogeniniy
kaulo dalelémis liofilizuojant arba veikiant gelj superkriziniu anglies dioksidu 24-70
MPa slégyje 35-80 °C temperatiroje, prie$ tai jj inkliudavus 10-30 % vandeniniais
alkoholio tirpalais. Galima naudoti jvairius vandenyje tirpius alkoholius, taCiau
tinkamiausias yra etanolis. Kompozitas pasizymi geromis mechaninémis savybemis -
Jungo modulis sudaro ne maziau 8 MPa. Kompozito morfologija (poréta struktira)
pilnai atitinka Zmogaus kaulo morfologijai (lentele). Poros savo dydZiu tinkamos
vaskuliarizacijai (kraujagysliy tinklui susidaryti) ir lasteliy proliferacijai. Bandymais su
pelémis nustatyta, kad kompozite po 2 savaiiy buvo iSplites kraujagysliy tinklas. Poros
tarpusavyje susisiekian¢ios, todél uztikrina maistiniy medZiagy ir metabolity transportg.

Lentelé. Pagaminty kompozity ir natdralaus kaulo struktiriniai parametrai

Karkasai, gauti Struktiiriniai parametrai
pagal 1,2,3 Skeleto tiirio Savitasis Vidutinis Pory
pavyzdzius dalis + Porétumas, % pavirSiaus sijy storis, skersmuo,
7 plotas , mm’! mm mm
Nr.1 25 75 15 0,20 0,1-1,1
Nr.2 27 73 14 0,21 0,1-1,1
Nr.3 28 72 19 0,18 0,2-0,6
Zandikaulio 7-49 72-93 9-30 0,12-0,41 0,4-1,7
kaulas (priklauso
nuo vietos)

Tiriant Zmogaus osteoblasty linijos lasteliy MG-63 proliferacija, nustatyta, kad
pagaminti karkasai pasiZymi geresnémis osteokondukcinémis savybémis nei prototipe
gautas karkasas (Fig. 5).

Osteokondukciniy savybiy jvertinimo metodas. Tyrimui naudojamos Zmogaus
osteoblasty linijos lastelés MG-63 (ATC C® CRL-1427™) (American Type Collection
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Culture, JAV). Isaugintos lastelés sé¢jamos ant méginiy pries tai juos sterilizavus UV
jonizuojan¢ia spinduliuote, $vitinant 24 val. Méginiai, mirkomi 1] val. mitybin¢je
terpeje, patalpinami j 24 duobugiy ploksteles (vienas méginys vienoje plokstel¢je) ir
supilstoma ant juy lasteliy suspensija. Karkasai su pasétomis lastelemis laikomi
termostate 37 °C temperatiiroje esant 5 % CO,. Tiriamos medZiagos poveikis lgsteliy
augimui vertinamas, nusta¢ius DNR kiekj po 1, 3 ir 7 dieny. DNR kiekis nustatomas,
naudojant fluorochromg Quant-iT™ PicoGreen® (Life Technologies, JAV) pagal
gamintojo nurodymus.

Karkaso pory pavirius gali biiti padengtas kolagenu, trombocitais praturtintu
fibrinu, jvairiais augimo faktoriais, terapeutiniais priedais, kamieninémis lgstelémis.
Karkasas gaunamas blokelio formos, i§ kurio galima lengvai i$pjauti norimo pavidalo
implantus, gali biiti sumaltas iki norimo dydzZio granuliy, gali biiti suformuota pasta.

Pasta gaminama sumaisant sumalta kompozita su gliceroliu, polietilenglikoliu
(molekuliné masé 400-600) ar kitu hidrogeliu.

1 pavyzdys

25 g acetilceliuliozeés istirpina 261 ml acetono—amoniako tirpalo (tiriy santykis lygus
1:0,45), prideda 15 g alogeninio kaulo granuliy (granuliy dydis nevirsija 200 mikrony),
gerai i¥maiSo. Gautg dispersija i3pilsto j norimo tario ir formos indus ir iSlaiko, kol
susiformuoja kietas gelis. Gautg gelj kruopséiai i§plauna distilivotu vandeniu. Po to, 24
valandas palaiko 25 % etanolio tirpale ir liofilizuoja.

Kompozito Jungo modulis sudaro 8 MPa. Méginio skerspjitvio vaizdas, gautas
mikrokompiuterinés tomografijos metodu, pateiktas Fig. 1, o trimatis vaizdas — Fig. 2.
Lasteliy proliferacijos karkase duomenys pateikti Fig. 5.

2 pavyzdys

25 g acetilceliuliozés istirpina 267 ml acetono—amoniako tirpalo (tiiriy santykis lygus
1:0,5), prideda 12 g susmulkinto (daleliy dydis nevirsija 100 mikrony) sepijos kaulo,
gerai i3maiSo. Gautg dispersijg i$pilsto | norimo tirio ir formos indus ir iSlaiko, kol
susiformuoja kietas gelis. Gautg gelj kruopséiai i$plauna distiliuotu vandeniu. Po to, 24
valandas palaiko 20 % etanolio tirpale ir liofilizuoja.

I3 susmulkinto sepijos kaulo, prie$ jj naudojant, i$plauna baltymus. Tam sepijos kaulo
miltelius uZpila 0,5 M natrio $armo tirpalu ir mai$o 5 val. 80 °C temperatiiroje. Po to
kruops$¢iai i§plauna distiliuotu vandeniu, i§dZiovina ir persijoja.

Kompozito Jungo modulis sudaro 10 MPa. Méginio skerspjiivio vaizdas, gautas
mikrokompiuterinés tomografijos metodu, pateiktas Fig. 3, o trimatis vaizdas — Fig. 4.
Lasteliy proliferacijos karkase duomenys pateikti Fig. 5.

3 pavyzdys

10 g acetilceliuliozés istirpina 101,5 ml acetono—amoniako tirpalo (tiiriy santykis lygus
1:0,45), prideda 12 g smulkinto ksenogeninio kaulo (jautuko) granuliy (granuliy dydis
nevir§ija 200 mikrony), gerai iSmaiso. Gauta dispersijg iSpilsto j norimo tiirio ir formos
indus ir i$laiko, kol susiformuoja kietas gelis. Gautg gelj kruop$¢iai i$plauna distiliuotu
vandeniu ir veikia superkriziniu anglies dioksidu esant 80 °C temperatiirai, 30 MPa
slegyje.

Kompozito Jungo modulis sudaro 20 MPa. Lasteliy proliferacijos karkase duomenys
pateikti Fig. 5.
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4 pavyzdys

Pagaminto karkaso pavirsiy padengia kolageno sluoksniu. Tam jvairios kilmes
(2mogaus, kiaulés, Ziurkés, karvés, rekombinantinio) 1 tipo kolageng iStirpina 0,1 M
acto riigityje pagal Sigma Aldrich pateikiama metodika, po to tirpala praskiedzZia 10
karty fosfatiniu buferiu ir titruoja su 0,1 M natrio Sarmu iki pH 7. Norimos formos
karkasa patalpina j centrifugos mégintuvélj, uzpila kolageno tirpalu ir centrifuguoja 10
min 4000-6000 aps/min grei¢iu. Po to karkasa liofilizuoja.



ISradimo apibréztis

. Trimatis porétas celiuliozés karkasas kaulo audinio inZinerijai, pasiZymintis
morfologija, atitinkan¢ia natiralaus kaulo struktirg, besiskiriantis tuo,
kad jj sudaro celiuliozés kompozitas su biogeniniy kauly 0,01-2000 mikrony
dydzio dalelémis, esant masiy santykiui 1: 0,12-6,0.

. Trimatis porétas celiuliozés karkasas pagal punkta 1, besiskiriantis tuo,
kad ji sudaro celiuliozés kompozitas su sepijos kaulo, kuriame yra mineraliniy
junginiy ir chitinas, 0,01-2000 mikrony dydzio dalelémis.

. Trimatis porétas celiuliozés karkasas pagal punkta 1 ir2,besiskiriantis
tuo, kad jo pavirSius padengtas kolagenu, trombocitais praturtintu fibrinu,
jvairiais augimo faktoriais, terapeutiniais priedais, kamieninémis lastelémis.

. Trimatio poréto celiuliozés karkaso kaulo audinio inZinerijai gavimo buidas i$
regeneruotos celiuliozes gelio, besiskiriantis tuo, kad gelj formuoja i$
acetilceliuliozeés tirpalo su jterptomis biogeninio kaulo dalelémis masiy santykiu
1: 0,12-6,0.

. Trima&io poréto celiuliozés karkaso kaulo audinio inZinerijai gavimo biidas
liofilizuojant regeneruotos celiuliozés gelj gautg pagal punkta 4, besiskiria
ntis tuo, kad celiuliozés gelj su jterptomis biogeninio kaulo dalelémis pries
liofilizacijg inkliuduoja 10-30 % vandeniniu alkoholio tirpalu.

. Trimacio poréto celiuliozés karkaso gavimo budas pagal punkta 4, besiskiri
antistuo, kad celiuliozés gelj su jterptomis kaulo dalelémis inkliuduoja 10-30
% vandeniniu alkoholio tirpalu ir veikia superkriziniu anglies dioksidu 24-70
MPa slégyje 35-80 °C temperatiiroje.

. Trimadio poréto celiuliozés karkaso gavimo biidas pagal punktg 4, Sir6,besi
skiriantis tuo, kad blokelio formos karkasa sumala iki norimo dydZio
granuliy ir/ar i§ jy pagamina pasta.
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