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TECHNIKOS SRITIS

ISradimas apima biologiskai aktyvias medZiagas.

TECHNIKOS LYGIS

Amniono membrana (AM, angl. amniotic membrane) pasizymi
regeneracinémis savybémis, 0 amniono membranos panaudojimas, chirurginiu badu
prisiuvant tvarstj su AM prie akies pavirSiaus (AMT, angl. amniotic membrane
transplantation), yra jprasta procedira oftalmologijos srityje. Nepaisant daugelio
potencialiy ambulatorinio gydymo laSais privalumy, palyginti su chirurginiu AM
naudojimu, jy naudojimas néra placiai paplites. ISradimas susijes su homogenizuotos
Zzmogaus AM, skirtos naudoti akiy lasy pavidalu, paruoSimo technologija, ypac
panaudojant homogenizavimo procese sausg ledg. Metodas pagrijstas AM
homogenizavimu, miSinio centrifugavimu, virSnuosédinio sluoksnio surinkimu ir
pakartotiniu supernatanto centrifugavimu. Be sausojo ledo, prie§ homogenizavimag
naudojamas skystas azotas. Homogenizuojama ne auk$tesnéje nei sausojo ledo
temperatiroje (-55 °C), o lasy paruoSimo procesas vyksta <+4 °C temperatiroje. Akiy
lasy sudétyje yra Siy baltymy: IL-10 (interleukinas 10), PDGF-BB (angl. platelet-
derived growth factor BB, iS trombocity iSskiriamas augimo faktorius BB), bFGF (angl.
basic fibroblast growth factor, pagrindinis fibroblasty augimo faktorius), NGF (angl.

nerve growth factor, nervy augimo faktorius).

Iki Siol amniono membrana buvo naudojama kaip akies obuolio leSio formos

tvarstis:
kriokonservuoti produktai (Prokera, BioTissue, Majamis, JAV),
liofilizuotas (XcellerEYES, Oculus Biologics, Willowbrook, JAV),

dziovintas (Omnigen, Notingemas, Jungtiné Karalysté) - patento paraiSka
WO02014195699A3 - patento paraiSka yra susijusi su amniono membranos produktu,

pagamintu taikant vakuuminio dziovinimo (ne homogenizavimo) buda.

Rinkoje zinomi Sie akiy lasy tyrimai: ,Amniotic Membrane Treatment for
Hyposecretory Dry Eye”, tyrimas atliktas Argentinoje (3 etapas), ,Utilization of Amniotic
Membrane Extract Eye Drop (AMEED) on Human Corneal Healing”, atliktas Irane (2

etapas), ,The Improvement of Limbal Stem Cell Deficiency (LSCD) in Unilateral Stem
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Cell Damage by Amniotic Membrane Extract Eye Drop (AMEED)”, atliktas Irane
(1 etapas), ,Study of ST266 Eye Drops in Treating Dry Eye”, tyrimas susijes su i§ AM
lgsteliy gautu citokiny tirpalu, tyrimg finansavo ,Noveome Biotheraputics", JAV (1

etapas).

Zinomas iradimas, aprasytas W02014195699A3, susijes su konservuota
amniono membrana, t.y. vakuume dziovinta amniono membrana. Jame taip pat
aptariami vakuume dZiovintos amniono membranos naudojimo budai ir vakuume
dZiovintos amniono membranos gamybos bddai. Amniono membranos apdorojimo
metodas, skirtas gauti vakuume dZiovintg amniono membrang, apima amniono
membranos dziovinimo vakuume etapg. Amniono membrana (AM) yra vidiné
ekstraembrioniné membrana, kuri supa vaisiy amniono maisSe ir veikia kaip apsauginis

barjeras nuo infekcijy ir traumy néstumo metu.

Lenkijos patento paraiSkoje P.433677 apraSytas amniono membranos
produkto gavimo bidas, kurj sudaro Sie nuoseklis etapai: paémimas, kvalifikavimas,
gryninimas, antibiotiky vonelé, smulkinimas, pirminis pakavimas, liofilizavimas,
uzdarymas, pasizymintis tuo, kad |- ojo etapo metu paimama $vieZia amniono
membrana i§ karto po cezario pjavio; ll-ajame kvalifikacijos etape atliekami
diagnostiniai tyrimai, kad baty atmesta ZIV, HBV, HCV ir sifilio infekcijos galimybe, ir
vizualinis testas, po kurio atmetami matomi morfologiniai pakitimai; Ill-ajame gryninimo
etape atliekami bent du plovimo steriliame fiziologiniame tirpale kambario
temperatiroje ciklai, pageidautina priverstinai maiSant amniono membrang talpykloje
mentele, dar geriau — rankiniu badu sukant uzdarytg talpyklg su amniono membrana,
kol gaunamas skaidrus tirpalas; |V-ajame antibiotiky vonelés etape audinys visiSkai
panardinamas | tirpalg, kurio sudétyje yra 10000 vienety/mL penicilino, 10000 ug/ml
streptomicino ir 25 ug/ml amfotericino B, ne trumpiau kaip 2 valandoms kambario
temperatiroje; V-ajame smulkinimo etape tirpalas uzSaldomas zemesnéje nei -150 °C
temperatiroje inde, pagamintame pageidautina S polistireninio putplascio,
pripildytame skysto azoto iki tokio lygio, kad skystas azotas nesiliesty su tirpalu, véliau
amniono membrana toliau Saldoma ir uzSaldytas tirpalas smulkinamas maldnélyje,
nuolat papildant garuojantj iS talpyklos skystg azotg, kol i§ amniono membranos
gaunami smulkas milteliai; VI-ajame pirminio pakavimo etape amniono membrana
sveriama ir patalpinama | sterilizacijai arba liofilizacijai atsparias talpyklas; Vll-ajame

liofilizacijos etape amniono membrana liofilizuojama liofilizatoriuje, esant tokiems
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nustatytiems parametrams: kondensatoriaus temperatira -45 °C, lentynos
temperatira — 18 °C, vakuumo slégis — 0,040 mbar pirmasias 24 valandas, lentynos
temperatira — 24 °C, vakuumo slégis — 0,001 mbar kitas 24 valandas; o VlllI-ajame
uzdarymo etape amniono membrana hermetiSkai uzdaroma | talpyklas. ISradimo

objektas taip pat yra produktas, gautas, taikant iSradimo gamybos buda.

ISRADIMO ESME

Sio igradimo tikslas yra sukurti homogenisky amniono membrano

homogenaty, skirty naudoti akiy laSuose, gavimo buda.

ISradimas leidzia homogenizuoti ne aukstesnéje nei sausojo ledo
temperaturoje (-55 °C), o laSai gaminami ne aukstesneje nei +4°C temperaturoje.
Zemos temperatiros iSlaikymas vélesniuose galutinio produkto gamybos etapuose
leidzia lasuose iSsaugoti didesne baltymy koncentracijg. AM, kaip neimunogeninis
audinys, idealiai tinka naudoti placiai suvokiamoje regeneracineje medicinoje. Badinga
tai, kad medziagg lengva gauti ir yra maza rizika donorui ir recipientui. Tai biologiSkai
suderinamas audinys, kuriame gausu kamieniniy Igsteliy, citokiny ir augimo faktoriy.
Biologinés AM savybés apima regeneracinj poveikj, kuris, be kita ko, pasizymi ragenos
epitelio augimg skatinanCiomis savybémis, slopina randy susidarymo procesus, turi
imunomoduliacines, prieSuzdegimines, antimikrobines, antivirusines,
antiangiogenines ir audiniy augimg skatinancias savybes. Dél AM savybiy, siekiant
paskatinti ragenos epitelio gijimo procesus, taikomas amniono membranos pavirSinis
akies obuolio tvarstis (angl. amniotic membrane transplantation, AMT). Procedira
atliekama, taikant vietine nejautrg ir stacionaro rezime. Paprastai tvarstis sugyja po
dviejy savaicCiy, tada sitlus galima iSimti. Neretai Si procedura kartojama pacientams,
kuriems ji duoda akivaizdZios naudos. Si gydymo forma yra jprasta oftalmologinéje
chirurgijoje. Gydymui galima naudoti AM laSy pavidalo preparatg, kuris gali bati
alternatyva chirurginei operacijai. Tokio gaminio pateikimo rinkai privalumai galéty bati
dar didesni, nes buty sudaryta galimybé AM gydyti daug platesne pacienty grupe.
Galimos AM lasy taikymo sritys — visos akiy pavirSiaus ligos, kai sutrinka ragenos
gijimas (pvz., neurotrofiné keratopatija), ragenos randai ir drumstumas, btklés po
operacijy, nudegimy ir ragenos traumy, létiniai uzdegimai, jskaitant pacientus, turincius

sausy akiy sindromg, kurio paplitimas pasaulyje vertinamas iki 50 % populiacijos.
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AM lasSuose esanciy baltymy poveikis

Randéjimo procesy slopinimas. PDGF-BB ir bFGF veikimo mechanizmas
pagrjstas miofibroblasty (lgsteliy, susijusiy su randiniu audiniu) diferenciacijos
slopinimu, paveikiant Siy Igsteliy proliferacijg ir migracijg, kartu palengvinant Zaizdos
uzdaryma. Be to, AM geba paversti su randu susijusius diferencijuotus miofibroblastus
atgal j fibroblastus, t. y. IL-10 turi imunomoduliacinj ir prieSuzdegiminj poveikj, nes

slopina NK Igsteliy citotoksiSkumg ir mazina IFN-y raiSka.

NGF reikalingas normaliam ragenos Igsteliy augimui, iSgyvenimui ir

diferenciacijai. Skatina ragenos epitelio gijimg ir nervy regeneracija.

ISradimo esmé — homogeniSsky amniono membrany homogenaty gavimo
badas, kuriam bddinga tai, kad amniono membrana surenkama zinomomis
priemonémis, po to zinomomis priemonémis neutralizuojama ir iSvaloma antibiotiky
voneléje, paimami meéginiai mikrobiologiniam ir histopatologiniam tyrimui, audiniai
dedami | sterilias talpyklas su PBS tirpalu (angl. phosphate-buffered saline, PBS),
viskas apdorojama steriliai A klasés laminarinio srauto spintose, esanciose B klasés
Svariose patalpose, po to méginiai kriokonservuojami, patalpinant j -20 °C temperattirg
24 valandoms, po to atSaldomi Zzemos temperatiros Saldiklyje -80 °C temperatiroje
teroizoliacinéje pakuotéje sausu ledu apsuptame konteineryje, o iS karto po iSémimo
i8 Zemos temperatdros Saldiklio méginys susmulkinamas PBS be Ca ir Mg, dedamas
ant sauso ledo ir laikomas stiklinéje taroje arba steriliose vienkartinése talpyklose ant
sauso ledo, tada méginiai dedami | skystg azotg ir homogenizuojami malinélyje su
smulkintuvu ir 2-15 minuciy smulkinami su sausu ledu, dedami | stiklinj indg arba
sterilias vienkartines talpyklas ir laikomi -55 °C temperatiroje, kol sausas ledas
sublimuojasi, tada pasveriami ir centrifuguojami 2-5 minutes, geriausiai 3 minutes,
esant homogenato ir sausojo ledo santykiui nuo 1:1 iki 1:1,5, pageidautina 1:1, tuomet
homogenatas dedamas | laboratorine centrifugg +4 °C temperataroje ir
centrifuguojamas nuo 1 iki 3 minuciy, geriausia 2 minutes, nuo 3000 iki 8000 aps/min,
geriausiai 5000 aps/min greiciu, santykine iScentravimo jéga nuo 1000 g iki 1800 g,
geriausiai 1400 g, tada Saldomas nuo -30 iki -10 °C, geriausia -20 °C temperatiroje
nuo 15 iki 48 val., geriausiai 24 val., po to homogenatas centrifuguojamas zemos

temperatdros Saldiklyje -20° C temperattroje, papildzius 5 ml atSaldyto PBS tirpalo be
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Cair Mg, miSinys 30 sekundziy maiSomas sukuriais, po to 2 minutes centrifuguojamas
+4 °C temperatiroje, esant 5000 aps/min greiciui ir 1400 g santykinei iScentrinei jégai,
tada meginys iSvalomas steriliais 0,22 pm pory dydzio SvirkStiniais filtrais,
supernatantas perpilamas | sterilius mégintuvélius, S kuriy surenkama 1 ml
supernatanto, kuris 5 minutes ultracentrifuguojamas +4 °C temperatiroje 14000
aps/min greiCiu ir su 14000 g santykine iScentravimo jéga, po to uz3aldomas

laboratoriniame Saldiklyje -80 °C temperaturoje.

ISRADIMO REALIZAVIMO PAVYZDYS
Amniono membranos paémimas, apdorojimas ir paruosimas

Amniono membranos paémimas ir apdorojimas atliekamas, laikantis taisykliy,
reglamentuojanciy Sio audinio surinkimo, apdorojimo, laikymo ir platinimo kokybés ir
saugos standartus. Pagrindiniai Sios srities teisés aktai yra 2005 m. liepos 1 d. Igsteliy,
audiniy ir organy paémimo, laikymo bei transplantacijos jstatymas ir 2004 m. kovo 31
d. Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2004/23/EB. Pagal audiniy ir Igsteliy
banky taikomus reglamentus, AM paémimas ir paruoSimas pradedamas operacingje,

steriliomis sglygomis atliekant planinj Cezario pjav;.

Siame etape atlickama papildoma makroskopiné medziagos analiz&, po to
atliekamas AM nukenksminimas ir skalavimas antibiotiky voneléje. Véliau medziaga
surenkama mikrobiologiniams ir histopatologiniams tyrimams, kad audiniai galéty bati
toliau apdorojami. Taip paruosti tyrimui audiniai sudedami | sterilias talpyklas su PBS
tirpalu. Visos operacijos atliekamos steriliai, A klasés oro tiekimo laminarinése dézése,
B klasés Svariose patalpose, naudojant sterilius instrumentus ir sterilig vienkartine

chirurgine patalyne.

Amniono membranos laikymas

Surinktas ir paruoStas AM kriokonservuojamas. Paruosti audiniai 24 val.
laikomi -20 °C temperattroje, po to -80 °C temperaturoje Saldiklyje. Tokioje aplinkoje

AM galima laikyti iki dvejy mety.

Audiniy priémimas ir tvarkymas bei jy apdorojimo sglygos
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Tolesni etapai atliekami steriliai, A klasés oro tiekimo laminarinése dézése, B
klasés Svariose patalpose, naudojant sterilius instrumentus ir sterilig vienkartine
chirurgine patalyne. Kiekvieng kartg, gabenant amniono membranas ir ruoSiant
vélesnius procesus, audinys laikomas Silumg izoliuojancCioje pakuotéje, kurig supa
sausas ledas, t.y. medZiaga laikoma Zemiausioje jmanomoje temperatiroje. ISkart po
to, kai AM iSimamas i$§ Zemos temperatiros $aldiklio (-80 °C), audiniai susmulkinami
steriliomis, tiesiomis, 15 cm ilgio bukomis Mayo tipo chirurginémis Zzirklémis

(termostabiliuose konteineriuose su sausu ledu).

Amniono membranos svérimas

Medziaga pasveriama (,Mettler Toledo* svarstyklés, Sveicarija, JAV). Buvo
sveriami atskiri amniono membranos tvars€iai, atsizvelgiant j grynajj audinio svorj.
Audiniai buvo dedami ant sterilaus pagrindo, kuris taip pat buvo pasvertas atskirai.
Tada medziaga buvo perkelta tiesiai | sauso ledo temperatlros aplinkg, kur ji buvo

laikoma iki kity procesy.

PasiruoSimas amniono membranos homogenizavimui

Visi homogenizavimo proceso etapai pradedami amniono membranos
iSémimu iS Zzemos temperatiros Saldiklio (-80 °C). AM audiniai laikomi PBS be Ca ir
Mg. Pakuotéje medzZiaga susmulkinta steriliomis Mayo tipo Zirklémis, kuriy ilgis 15 cm.
Tada audiniai sveriami. Véliau medzZiaga dedama ant steriliy polistireno ploksteliy.
Panaudotos plokstelés sveriamos atskirai, kad baty nustatytas grynasis AM svoris.
Silumos izoliacinéje pakuotéje sauso ledo aplinkoje kartu su medZiaga iki

homogenizavimo laikomi:
50 ml talpos sterilus ,Falcon“ mégintuvéliai,

sterilis stikliniai laboratoriniai piltuvéliai birioms medziagoms, kuriy

kaklelio skersmuo yra 20 mm,
40 ml talpos sterilios vienkartinés pakuotés (homogenizatoriaus rinkinio),

AM audiniai ant steriliy polistireno ploksteliy.
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Amniono membranos homogenizavimas

Operacijos atliekamos B klasés Svariose patalpose laminarinése dézése su A
klasés oro tiekimu. Tokiu blGdu paruoSta medziaga homogenizuojama malinélyje,
turinCiame smulkintuvg, nuo 2 iki 15 minuciy, pavyzdzio gamybos atveju - 5 minutes. |
100 ml talpos laboratorine menziirg pilamas skystas azotas tiesiogiai i$ 3,7 | talpos
Dewaro indo. Tada AM dedama j menzirg su skystu azotu (ne atvirkstine tvarka, nes
tada audiniy medziaga prilipty prie indo dugno). Jei skystis visiSkai nepadengia
audinio, jpilama tiek skysto azoto, kad skystis visiSkai padengty medziagg. Tokiu badu
AM temperatira pasikeiCia daugiausiai iki skysto azoto virimo temperataros (-196 °C)
ir audinys tampa trapesnis. AM temperatiros kitimo procesas pasireiSkia dujy
burbuliuky iSsiskyrimu audinio ir skysto azoto sgveikos srityje. Burbuliuky nebuvimas
panardinto audinio riboje (nepainioti su burbuliukais, iSsiskirianCiais tarp skysto azoto
ir laboratorinio stiklo bei skysto azoto ir oro sglyC€io zonoje) reidkia, kad AM pasieké
skysto azoto temperattrg. Tuo tarpu j smulkinimo kameras pridedama 3 laboratoriniai
Saukstai sauso ledo (i$ viso 15 g). Tada audinys perkeliamas j smulkinimo kamerg su
sausuoju ledu. Audiniai homogenizuojami 3 minutes 25000 aps/min greiCiu, tada
laboratoriniu SaukStu paimti homogenizuoti audiniai perpilami per i$ anksto atSaldytg
stiklinj laboratorinj piltuvélj j atSaldytus 50 ml talpos ,Falcon® mégintuvelius. |
mégintuvél] supilamas visas homogenatas. Jei homogenato su sausuoju ledu yra
daugiau, nei telpa mégintuvélyje, reikéty palaukti, kol sausasis ledas sublimuosis,
t. y. pereis i$ kietos busenos | dujine, aplenkdamas skystgjg formg. Viso proceso
metu AM kontaktavo tik su steriliais, sausos ledo temperatiroje atSaldytais

instrumentais (-55 °C).

Paskesni galutinio produkto paruoSimo etapai

Siekiant subalansuoti mégintuvélius centrifugoje, amniono membranos buvo
homogenizuotos. Abiejuose megintuvéliuose homogenato su sausuoju ledu taris turéjo
bati panasus. Jei sauso ledo su AM homogenatu buvo per mazai, pridéta 5 g sauso
ledo. Dauguma sausojo ledo prie$ centrifugavimg nebuvo sublimuota, nes tokiu atveju
kilty rizika, kad centrifuguojant mégintuvéliuose padidéty AM temperatira. Siekiant
iSvengti mégintuvéliy jtrikimo ar sprogimo centrifuguojant, j centrifugg buvo jleidziami

mégintuvéliai su sandariai neuzdarytu dangteliu. Pazeidimo rizika yra susijusi su slégio
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padidéjimu mégintuvélyje, sublimuojant sausg ledg centrifugavimo metu.

I-asis centrifugavimas

Mégintuvéliai sudéti j laboratorine centrifugg su ausinimo iki +4 °C funkcija. IS
anksto atvésinus centrifugg iki +4 °C, homogenatas centrifuguotas 2 minutes 5000
aps/min greiciu ir 1400 g santykine iScentravimo jéga (RCF). Homogenatai pries§ ir po
I-ojo centrifugavimo: skiriasi medzZiagos kiekis. Po sausojo ledo sublimacijos
medziagos lieka maziau. Centrifuguojama ne auksStesnéje kaip +4 °C temperataroje,
kad bdty uZtikrinta Zema homogenaty temperatira. Amniono membranos
homogenatas mégintuvéliuose sudétas | laboratorinj Saldiklj -20 °C temperatiroje 24

valandoms, kad sausasis ledas visiSkai sublimuoty.

ll-asis centrifugavimas

Centrifuguoti AM homogenatai, patalpinti j zemos temperattros Saldiklj (-20
°C) 50 ml talpos ,Falcon“ mégintuvéliuose, po sauso ledo sublimacijos buvo patalpinti
j laminarines dézes kambario temperatiroje. | kiekvieng meégintuvelj jpilta po 5 ml PBS
tirpalo be Ca ir Mg (pries tai tirpalas buvo atSaldytas iki +4 °C temperattros) ir misinys
30 sek maisytas sidkuriniu maiSytuvu VX-200 ,Labnet Vortex Mixer* (,Corning BV*,
Amsterdamas, Nyderlandai). Homogenatai buvo centrifuguojami +4 °C temperatiroje

2 minutes 5000 aps/min greiCiu, kai santykiné iScentravimo jéga (RCF) yra 1400 g.

Filtravimas

Méginiui valyti buvo naudojami sterilus, atskirai supakuoti Svirkstiniai filtrai,
kuriy pory dydis 0,22 ym, skersmuo 33 mm. Tai dvipusiai filtrai, kuriuose medziaga
gali bati filtruojama dviem kryptimis. Po [I-ojo homogenato centrifugavimo i$ kiekvieno
,Falcon“ mégintuvélio 18G adata j 5 ml vienkartinius SvirkStus buvo paimtas
supernatantas. Tuomet ant SvirkSty buvo uzdéti filtrai, o filtratai perkelti j sterilius 50
ml talpos ,Falcon“ mégintuvélius. Tuomet pipete po 1 ml supernatanto iS ,Falcon”

mégintuveéliy perpilta j 1,5 ml talpos ,Eppendorf mégintuvélius.
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Ill-asis centrifugavimas

Kitas
Centrifugos nustatymai: greitis 14000 aps/min, RCF — 14000 g, laikas — 5 minutés,
temperatira — +4 °C (MPW-350R, MPW MED. INSTRUMENTS, Lenkija). IS kiekvieno

centrifuguoto mégintuvélio supernatantas surinktas j 1,5 ml ,Eppendorf* mégintuvélius.

etapas — supernatanto centrifugavimas (ultracentrifugavimas).

Tokiu badu i$ kiekvieno ,Falcon mégintuvélio (vieno homogenato) buvo gauti 4-5 1,5
ml supernatanto mégintuveéliai. Mégintuvéliai buvo iS karto sudéti j laboratorinj Saldiklj
-80 °C.

Remiantis Siuo pavyzdziu, buvo gauti homogeniski AM homogenatai, sKkirti
naudoti kaip akiy lasai sausy akiy sindromui gydyti. ISradimas leidzia homogenizuoti
ne aukStesnéje nei sauso ledo temperatiroje (-55 °C), o sukurtas badas kartu su

filtravimu (0,22 ym Svirkstiniai filtrai) leidzia iSlaikyti produkto mikrobiologinj grynuma.

Aprasomoji statistika su atskiry AM jverciais

Atlikti 77 tyrimai ir nustatyta vidutiné baltymy koncentracija gautuose
homogenatuose sieké 0,68+1,26 mg/mL. Koncentracijos atskiruose amniono

preparatuose pateiktos 1 lenteléje.

1 lentelé. ApraSsomoji baltymy koncentracijos [mg/ml] statistika, jskaitant
atskiry amniono preparaty rezultatus. 1-5 AM preparatai buvo saugomi PBS terpéje,
6-9 AM preparatai — Dulbeko modifikuotoje Eagle terpéje (DMEM, angl. Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) + glicerolio terpéje.

AM numeris AM N-tinkami Vidutiné baltymy | MaZiausia baltymy Didziausia
pavadinimas koncentracija koncentracija baltymy
[mg/mL] [mg/mL] koncentracija
[mg/mL]
1 0218 14 2,58+1,0 1,67 4,46
2 0223 15 0,9+ 1,21 0,3 4,09
3 0224 4 0,85+ 0,44 0,48 1,48
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4 0226 4 0,53+04 0,26 1,19
5 0230 16 1,49 £1,21 0,27 3,66
6 0231 16 0,1+0,15 0,04 0,45
7 0229 5 0,06 + 0,01 0,04 0,08
9 0228 3 0,07 £ 0,01 0,06 0,07
VISO 77 0,68 + 1,26 0,04 4,46

Baltymy koncentracijos verdiy palyginimas pagal AM tipg

Kadangi buvo homogenizuotos skirtingy donory AM, buvo nuspresta palyginti

skirtingy audiniy baltymy koncentracijos vertes. Dél mazo kai kuriy grupiy dydzio

statistinei analizei buvo naudojama neparametriné Kruskal-Wallis dispersiné analizé ir

daugkartinio palyginimo testas. Remiantis gautais rezultatais, baltymy koncentracija

buvo statistiSkai reikSmingai didesné (p<0,01), atliekant Siuos tyrimus:

AM 0218, palyginime su 0231, 0229 ir 0228.

AM 0223, palyginime su 0231 ir 0229.

AM 030, palyginime su 0231 ir O229.

Siuos rezultatus patvirtina 1 pav.

Baltymy koncentracijos verdiy palyginimas pagal terpés tipa.

Tiriamos AM buvo suskirstytos j dvi grupes pagal terpe, kurioje jos buvo

laikomos:

1 grupé: AM — PBS terpéje

2 grupé: AM — DMEM-+glicerolio terpéje

53 méginiai buvo laikomi PBS, 24 méginiai - DMEM + glicerolio terpgje.

Atlikus analize (Mann-Whitney U testas),

padaryta iSvada, kad terpé

reikSmingai diferencijavo baltymy koncentracijos skirtinguose méginiuose rezultatus, o

1 grupés rezultatai buvo statistiSkai reikSmingai didesni, nei 2 grupés. Tai patvirtina
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toliau pateiktas 2 pav..

BREZINIY APRASYMAS
1 pav. baltymy koncentracijos verciy palyginimas pagal AM tipa;

2 pav. baltymy koncentracijos verciy palyginimas pagal terpés tipa.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. HomogeniSky amniono membrany homogenaty gavimo budas, apimantis amniono
membranos (AM) paémima zinomomis priemonémis, jos neutralizavimg ir iSvalymg antibiotiky voneléje,
smulkinimg, pirminj pakavima, liofilizavima ir hermetiS§kg uzdarymg sandariose talpyklose, be siskir
iantistuo, kad paimami AM méginiai mikrobiologiniam ir histopatologiniam tyrimui, audiniai dedami |

sterilias talpyklas su PBS tirpalu,

viskas apdorojama steriliai A klasés laminarinio srauto spintose, esanciose B klasés Svariose

patalpose,
po to méginiai kriokonservuojami, patalpinant j -20 °C temperatirg 24 valandoms,

po to atSaldomi zemos temperatiros Saldiklyje -80 °C temperatiroje teroizoliacinéje pakuotéje

sausu ledu apsuptame konteineryje, o i$ karto
po iSémimo i§ Zzemos temperatiros Saldiklio méginys susmulkinamas PBS be Ca ir Mg,

dedamas ant sauso ledo ir laikomas stiklinéje taroje arba steriliose vienkartinése talpyklose
ant sauso ledo, tuomet méginiai dedami j skystg azotg ir homogenizuojami malinélyje su smulkintuvu

ir 2-15 minuc¢iy smulkinami su sausu ledu,

dedami j stiklinj indg arba sterilias vienkartines talpyklas ir laikomi -55 °C temperatdroje, kol

sausas ledas sublimuojasi,

tuomet pasveriami ir centrifuguojami 2-5 minutes, geriausia 3 minutes, esant homogenato ir

sausojo ledo santykiui nuo 1:1 iki 1:1,5, pageidautina 1:1,

tuomet homogenatas dedamas | laboratorine centrifugg +4 °C temperatiroje ir
centrifuguojamas nuo 1 iki 3 minudiy, geriausiai 2 minutes, nuo 3000 iki 8000 aps/min, geriausia 5000

aps/min greiCiu, santykine iScentravimo jéga nuo 1000 g iki 1800 g, geriausia 1400 g,

tada Saldomas nuo -30 iki -10, geriausia -20° C temperaturoje nuo 15 iki 48 val., geriausia 24
val., po to homogenatas centrifuguojamas Zemos temperatiros 3aldiklyje -20° C temperatdroje,

papildzius 5 ml atSaldyto PBS tirpalo be Ca ir Mg,
misinys 30 sekundziy maiSomas slkuriais, po to 2 minutes centrifuguojamas +4 °C
temperatdroje, esant 5000 aps/min greiciui ir 1400 g santykinei iScentrinei jégai,

tada méginys iSvalomas steriliais 0,22 ym pory dydzio Svirkstiniais filtrais, supernatantas
perpilamas | sterilius mégintuvélius, i§ kuriy surenkama 1 ml supernatanto, kuris 5 minutes
ultracentrifuguojamas +4 °C temperattroje 14000 aps/min greiciu ir su 14000 g santykine iScentravimo
jega,

po to uzsaldomas laboratoriniame Saldiklyje -80 °C temperaturoje.
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