RIGAS TEHNISKA
UNIVERSITATE

Artemijs Séeglovs

INJICEJAMO ANTIBAKTERIALO HIDROGELU
IZSTRADE AUDU INZENIERIJAI

Promocijas darba kopsavilkums

RTU lzdevnieciba
Riga 2026



RIGAS TEHNISKA UNIVERSITATE

Dabaszinatnu un tehnologiju fakultate
Biomaterialu un bioinZenierijas instittits

Artemijs S¢eglovs

Doktora studiju programmas “Kimija, materialzinatne un tehnologijas” doktorants

INJICEJAMU ANTIBAKTERIALU HIDROGELU
IZSTRADE AUDU INZENIERIJAI

Promocijas darba kopsavilkums

Zinatniskas vaditajas

profesore Dr. sc. ing.
KRISTINE SALMA-ANCANE
profesore Dr. med.

JUTA KROICA

RTU Izdevnieciba
Riga 2026



S¢eglovs, A. Injicdjamo antibakterialo hidrogelu
izstrade audu inZenierijai. Promocijas darba
kopsavilkums. Riga: RTU Izdevnieciba, 2026.
45 lpp.

Publicets saskana ar promocijas padomes “RTU P-
02” 2025.gada 13.oktobra lemumu, protokols
Nr. 04030-9.2/8.

Promocijas darba p@tijumi izstradati, pateicoties Latvijas Zinatnes padomes pétniecibas
projektam Nr. 1zp-2020/1-0072 “Injic€jami bioaktivi biokompozitmateriali osteoporotisku
kaulaudu regeneracijai (inBioBone)” un Eiropas Savienibas pétniecibas un inovaciju
programmai “Apvarsnis 20207, granta ligums Nr. 857287. Baltijas Biomaterialu ekselences
centrs (BBCE). Promocijas darbu atbalstija arT Eiropas Savienibas pé&tniecibas un inovaciju
programma “Apvarsnis 20207, granta ligums Nr. 952347 (RISEus?2), ka ar1 Konsolidacijas un
parvaldibas izmainu ievie$ana Rigas Tehniskaja universitate, LiepU, RTA, LJA un LIK virzibai
uz izcilibu augstakaja izglitiba, zinatné un inovacijas C4835.Dok.1025 Projekta
Nr. 5.2.1.1.1.0/2/24/1/CFLA/003.

inBioBone

D | T
. W 0 S ; 4 %L&
-3 BBCE \ ; - : }/. ; 3

Vaka attéla autors Dr. phys. Krijanis Smits.

https://doi.org/10.7250/9789934372506
ISBN 978-9934-37-250-6 (pdf)


https://doi.org/10.7250/9789934372506

PATEICIBAS

Liels paldies visai manai gimenei un draugiem, kuru saraksts ir tik liels, ka bezgaliba nestav blakus,
par atbalstu! Jis vienmeér esat mana galvena motivacija, laime un milestiba, pozitivo emociju avots un
veids, ka uz mirkli aizmirst par visu, kas notiek apkart! Pateicos arT par to, ka vienmér esat blakus
jebkuros dzives momentos!

Paldies arT manam vecajam labajam kolektivam — Sofjai, Karmnai, Elizai, Kristinei A., Kristinei 1.,
Andai, Signei, Janai, Ligai, Kristapam R., Agnesei, Lasmai, Valentinai un Vitai, ka arT jaunajam labajam
kolektivam — Annai R., Anastasijai T., Ilijanai, Terezai, Laumai, Jingzhi, Oznur, Viktoram par palidzibu
darba, idejam un sarunam, kad vajadzgja atpiisties no darba rutinas!

Pateicos visiem, ar kuriem man bija iesp&ja stradat/macities kopa un par ieguldijumu $i darba
izstrade un paveikto promocijas darba aizstavésanai — Jacek K. Wychowaniec, Claudia Siverino, Marco
Chitto, Ingus Skadins, Inese Cakstiga-Dzérve, Valdis Pirsko, Matteo D Este, Fintan T. Moriarty un
Charlotte Edwards-Gayle!

Pieredzgjusie zinatnieki un mani mentori — profesors Janis Locs, profesore Dagnija Loca, asocieta
profesore Arita Dubnika un mana promocijas darba vaditaja profesore Juta Kroi¢a — milzigs paldies
jums par ieteikumiem, par kopa pavadito laiku, par sp&ju atrast momentu, kad uzslavét un kad aizradit,
kad palidzet un kad laut patstavigi tikt gala!

No visa sirds véletos pateikties manai darba vaditajai profesorei Dr. sc. ing. Kristinei Salmai-
Ancanei par kopa pastradato un pardzivoto, ka arT par sp&ju taja vai cita méra apvienot visu to, kas
ieprieks tika mingts!

......... Where there is desire, there is gonna be a flame
Where there is a flame, someone's bound to get burned
But just because it burns doesn't mean you're gonna die
You've gotta get up and try, try, try...............70

(Alecia Beth Moore, also known as Pink)



PROMOCIJAS DARBS IZVIRZITS ZINATNES DOKTORA
GRADA IEGUSANAI RIGAS TEHNISKAJA UNIVERSITATE

Promocijas darbs zinatnes doktora (Ph. D.) grada ieglisanai tiek publiski aizstavéts 2026.
gada 20.februari plkst. 11 Rigas Tehniskas universitates Dabaszinatnu un tehnologiju fakultate,
Paula Valdena iela 3, 272. auditorija.

OFICIALIE RECENZENTI

Tentirprofesors Dr. sc. ing. Sergejs Gaidukovs,
Rigas Tehniska universitate

MD Ph. D. nefrologs Karlis Racenis,
Rigas Stradina universitate, Latvija

Ph. D. Nihal Engin Vrana,
uznémums “SPARTHA MEDICAL”, Francija

APSTIPRINAJUMS

Apstiprinu, ka esmu izstradajis So promocijas darbu, kas iesniegts izskatiSanai Rigas
Tehniskaja universitate zinatnes doktora (Ph. D.) grada iegtiSanai. Promocijas darbs zinatniska

grada iegliSanai nav iesniegts neviena cita universitate.

Artemijs S¢eglovs  (paraksts)
Datums: .......ccooviiiiiin.

Promocijas darbs sagatavots ka tematiski vienota zinatnisko publikaciju kopa. Taja ir
kopsavilkums latvieSu un anglu valoda un piecas SCI publikacijas. Publikacijas uzrakstitas
anglu valoda, to kopgjais apjoms ir 174 Ipp.



ANOTACIJA

Saja promocijas darba tika veikta jaunu kimiski $kérssaistitu hidrogelu sintéze uz divu
dabiskas izcelsmes biopoliméru, antimikrobiala polipeptida — e-polilizina (e-PL) — un biologiski
aktivas hialuronskabes (HA), bazes un $o hidrogelu visaptveross raksturojums. ST pétijuma
galvenais merkis bija izstradat antibiotikas nesaturosus, dabiski antibakterialus biomaterialus
uz hidrogelu bazes inficéto audu atjaunosanai un dziSanai. Sis darbs tika sadalits divos
galvenajos posmos, kas ietvera kovalenti $kérssaistitas hidrogela matricas sintézi ar turpmaku
fizikalkimisko Tpasibu, tadu ka molekularas struktiras, morfologijas, gela frakcijas, uzbrie$anas
pakapes, reologisko Ipasibu raksturoSanu un analizi. Pirmaja posma tika pétita ari tvaika
sterilizacijas ietekme uz izstradato hidrogelu fizikalkimiskajam Tpasibam. Turklat tika novertéta
tira antimikrobiala polipeptida e-PL, ka arT sinteze€to e-PL/HA hidrogelu antibakteriala
aktivitate un citotoksicitates profils in vitro. Minimalas inhib&josas koncentracijas (MIC),
minimalas baktericidas koncentracijas (MBC) vertibas un rezistences veidosanas petijumi tiram
e-polilizinam (e-PL), ka arT sintez€to hidrogelu antibakteriala aktivitate tika novertéta gan
Istermina (péc 24 stundam), gan ilgtermina (Iidz pat 168 stundam) pret plasi pazistamiem
gramnegativiem un grampozitiviem patog€no bakteriju celmiem, tostarp ATCC references
Escherichia coli un Staphylococcus aureus (E. coli un S. aureus), kliniski izoletam
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), ka ari multirezistentam, griiti arst€jamam meticilina
rezistentam S. aureus (MRSA) un paplasinata spektra -laktamazes producgjoso E. coli (ESBL
E. coli) bakterijam. Citotoksicitates profils tika novertéts, izmantojot Balb/c 3T3 pelu
fibroblastu (tiesais kontakta tests) un cilvéka adas fibroblastu (netiesais/ekstrakta tests) Stinu
linijas. Otraja posma antibakteriala e-PL/HA hidrogela matrica tika funkcionalizéta ar
bioaktivam stroncija aizvietotam hidroksilapatita (Sr-HAp) nanodalinam, lai izstradatu
antibakterialus un bioaktivos injic€jamus hidrogelus kaulaudu regeneracijai. Lai izvertétu
lietojumam specifisko veiktsp&ju, tika novértétas fizikalkimiskas un biologiskas ipasibas,
tostarp ilgstosa (Iidz 168 h) antibakteriala aktivitate pret E. coli, S. aureus, MRSA un ESBL
E. coli bakterijam.

Promocijas darbs ir izstradats ka zinatnisko rakstu kopa. Zinatnisko rakstu kopsavilkums
uzrakstits latvie$u un anglu valoda. Tas ietver Cetras zinatniskas originalpublikacijas un vienu
apskatrakstu. Katrs kopsavilkums ietver 10 att€lus un vienu tabulu, ta apjoms — 45 lappuses.



IZMANTOTIE SAISINAJUMI

3D trisdimensionals

AMP antimikrobialie peptidi

AMR antimikrobiala rezistence

ATCC Amerikas Kulttiru tipa kolekcija

Balb/c 3T3  fibroblastu Siinas, izoletas no BALB/c pelu embrijiem
BSA liellopu seruma albumins

CLSI Kliisko un laboratorijas standartu institiits

CaP kalcija fosfati

CcDC Slimibu kontroles un profilakses centrs

CRAB pret karbapen@mu rezistents Acinetobacter baumannii
CRPA pret karbapenému rezistents Pseudomonas aeruginosa
EVE" saspieSanas krajuma/zuduma modulis

E. coli Escherichia coli

ECM ekstracelulara matrice

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminpropil) karbodiimids

e-PL e-polilizins

EPS eksopolisaharidi

ESBL paplasinata spektra -laktamazi producgjoss baktériju celms
ES MDR Eiropas Savienibas Medictnisko ieri¢u regula
EU-CAST Eiropas Antimikrobialas jutibas noteikSanas komiteja
FDA ASV Partikas un zalu parvalde

FTIR Furjé transformacijas infrasarkana spektroskopija
G/G" krajuma/zuduma modulis

GAG glikozaminoglikani

GEN gentamicins

HA hialuronskabe

HAp hidroksilapatits

HCl salsskabe

HDF cilvéka adas fibroblasti

in vitro eksperimentali p&tijumi arpus dziva organisma

LVR linearais viskoelastibas regions

M. tuberculosis Mycobacterium tuberculosis

MBC minimala baktericida koncentracija

MIC minimala inhib&josa koncentracija
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PROMOCIJAS DARBA VISPAREJS RAKSTUROJUMS
Ievads un literatiiras apskats

Saskana ar Pasaules Veselibas organizacijas (PVO) datiem bakterialas infekcijas izraisa
13,6 % no cilvéku mirstibas, kas ir aptuveni katrs astotais naves gadijums pasaulé [1]. Vieniga
strat€gija bakterialo infekciju arstéSanai un profilaksei veselibas apripé joprojam ir
antibiotikas, jo alternativas neantibiotiskas arst€Sanas iesp&jas ir ierobezotas, iznemot “pedejas
izvéles” bakteriofagu terapiju. Sadi “pedéjas izvéles” apstakli ir ciesi saistiti ar baktériju
rezistences pret antibiotikam pieaugumu. PVO un Slimibu kontroles un profilakses centrs
(CDC) atzist, ka antimikrobiala rezistence (AMR) ir globala krize, ko veicina pret “pedejas
izveles” antibiotikam rezistento patog€nu pieaugosa izplatiba. Jau gadu desmitiem pieaug ar
AMR saistito patogénu saraksts, kas ir izraisTjusi simtiem tiikstosu naves gadijumu. To vidi ir
pret penicilinu rezistentas Streptococcus pneumoniae (PRSP), pret karbapenémiem rezistentas
Pseudomonas aeruginosa un Acinetobacter baumannii (CRPA un CRAB), pret meticilinu
rezistentas Staphylococcus aureus (MRSA), pret vankomicinu rezistentas enterokoki (VRE) un
paplasinata spektra B-laktamazes (ESBL) producgjosas Escherichia coli (E. coli) baktérijas.
Turklat tiek I&sts, ka lidz 2050. gadam ar AMR saistito naves gadijumu skaits varétu parsniegt
10 miljonus gada. Lai cinttos ar So pieaugosSo krizi, PVO Globalaja ricibas plana ir uzsverta
steidzama nepiecie$amiba izstradat alternativas antibiotikas nesaturosas stratégijas [2].

Lai gan antibakterialie dabiskas izcelsmes biopoliméri (aNDB) [3]-[5] jau sen tiek
izmantoti biomedicina, to pétnieciba pedeja desmitgade ir strauji attistijusies. Atskiriba no
citiem biomedicina izmantotajiem biopolimeriem, kas var biit gan dabiskas (hialuronskabe,
Zelatins utt.), gan sint&tiskas (polivinilspirts (PVA), polietilenglikols (PEG) u. c.) izcelsmes,
aNDB iegist no dabiskiem avotiem (augiem, séném, mikroorganismiem, alg€m un
dzivniekiem), un tiem piemit biosaderiba un dabiska antibakteriala aktivitate bez papildu
kimiskas modifikacijas [4]. Interese par aNDB ka antibakterialiem Iidzekliem biomaterialu
izstrade ir strauji pieaugusi, un kop§ 2015. gada publikaciju skaits par to izmantoSanu ir
palielinajies par gandriz 400 %. So pieaugoso tendenci galvenokart nosaka aNDB atzisana par
daudzsolosam antibakterialam molekulam lokalas piegades lictojumiem, kas piedava gan
biosaderibu, gan antibakterialo iedarbibu pret patog€najam bakterijam. Turklat tiek uzsverts,
ka bakteriju sp&ja attistit rezistenci pret $adam vielam ir iev@rojami mazaka, jo aNDB
antibakterialas aktivitates mehanisms un merka specifiskums butiski atSkiras no
tradicionalajam antibiotikam [4]. Vairaki p&tijumi apliecina, ka ir izstradati dazadi biomateriali
ar ieverojamu antibakterialo aktivitati, kuru pamata ir dabigas izcelsmes antibakterialie
biopoliméri (aNDB), tostarp zalu piegades sisteémas, oftalmologiskas kontaktlécas, injic&jami
kaulu cementi, medicinisko ieri€u un implantu parklajumi, mikroskiedru plaksteri, briicu
parsgji, nanodalinas, nanotkiedras un hidrogeli [2], [6]-[8]. Sadi aNDB ir hitozans, K-
karaginans, alginats, pektins, o-pullulans, fukoidans, hondroitina sulfats, bakteriju razotie
eksopolisaharidi, ka arT antimikrobialie peptidi (AMP) [2], [6]-[12].

Hidrogeli ir kluvusi par daudzsoloSu biomaterialu klasi biomedicina, pateicoties to augstajai
biosaderibai, pielagojamam mehaniskajam 7IpaSibam un sp&jai imitét cilvéka audu
ekstracelularo matricu (ECM). Sis ipasibas padara hidrogelus pasi piemérotus audu inZenierija
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un regenerativaja medicina, jo tie sp&j atbalstit $tinu adhéziju, proliferaciju un diferencésanu,
tadgjadi veicinot audu regeneraciju. P&dgjas desmitgades laika pétijjumi arvien vairak
koncentrgjas uz hidrogelu izstradi ar antibakterialo funkcionalitati, lai risinatu kritisko klmisko
problému, kas saistita ar infic€tu audu atjaunoSanu un dziSanu. Viena no visefektivakajam
stratégijam ietver antibakteridlu hidrogelu izstradi uz aNDB bazes. Siem dabiski
antibakterialajiem hidrogeliem piemit vairakas prieksrocibas, tostarp parmérigas antibakterialo
lidzeklu vai antibiotiku lietoSanas riska mazinasana, vienkarsots sastavs, augsta biosaderiba un
ilgstosa antibakteriala efektivitate [13]. Papildus audu infekciju kontrolei tiek pétitas ari
hidrogelu lietoSanas iesp&jas kaulaudu regeneracija. Kaulu defekti un lizumi, ko izraisa tadas
slimibas ka osteoporoze, osteosarkoma un smagu traumu izraisiti kaulu lGizumi, ir nozimigs
globals slogs veselibai, kas skar vairak neka 200 miljonus cilvéku visad pasaulé un rada
ekonomiskas izmaksas, kas parsniedz 100 miljonus ASV dolaru gada [14], [15]. Sos stavoklus
bieZi vien sarezg1 paaugstinats infekcijas risks, Ipasi atveértu lizumu, kirurgisku iejauk§anos un
iminsupresétu pacientu gadijumos. Posttraumatiskais osteomielits, periprostétisko locitavu
infekcijas un ar implantiem saistitas infekcijas joprojam ir butiskas klmniskas problémas, kas
biezi izraisa aizkavetu kaulu dziSanu, implantu atgriiSanu un pat letalu iznakumu. Tapéc
daudzfunkcionalu, uz kaulaudiem vérstu antibakterialu biomaterialu ar regenerativu potencialu
izstrade ir kluvusi par vienu no vado$ajiem p&tniecibas virzieniem ar merki uzlabot arstéSanas
efektivitati un noverst ar infekcijam saistitas komplikacijas kaulu dziSanas un regeneracijas
procesa.

Daudzsolosa pieeja Saja joma ir hidrogela matricas biofunkcionalizéSana ar bioaktivam un
osteogénam neorganiskam sastavdalam, pieméram, kalcija fosfata (CaP) savienojumiem. CaP
biomateriali, pieméram, hidroksilapatits (HAp), uzrada augstu biosaderibu un bioaktivitati
fiziologiskos apstaklos, jo tie strukturali un kimiski lidzinas kaula ECM galvenajai mineralajai
sastavdalai [16], [17]. Sistrukturala lidziba lauj §iem biomaterialiem veidot ciesas funkcionalas
saites ar kaulaudiem, tad€jadi veicinot osteointegraciju un kaulaudu remodelésanos. Tomér,
neskatoties uz $tm priekSrocibam, CaP biomaterialiem raksturigi vairaki ierobezojumi, tadi ka
zema mehaniska izturiba, nenoteikts biodegradacijas atrums un nepietiekama strukturala
integritate. Turklat komerciali pieejamie kaulu biomateriali joprojam nespgj pilniba atdarinat
dabisko kaulaudu hierarhisko kompozitstruktiiru, kas savukart butiski ierobezo to regenerativo
potencialu kaulaudu defektu un lizumu arstésana [18]. Hidrogela matricas funkcionalizéSana
ar CaP lauj izstradat kompozithidrogelus ar uzlabotam funkcionalajam Ipa§ibam, tostarp
paaugstinatu biosaderibu un biologisko aktivitati, uzlabotu strukturalo integritati, optimiz&tu
porainibu, reguléjamu mehanisko stingribu un biologiskas noardidanas atrumu. Sis ipasibas
padara ar CaP-funkcionalizétus hidrogelus par daudzsoloSiem biomaterialiem kaulaudu
regeneracijai, nodros§inot bioaktivu un mehaniski atbalsto$u vidi $tinu augSanai un audu
integracijai [17]. Pasreiz&jais klmiskais “zelta standarts” inficéto kaulaudu arstéSana ietver
sistémisku vai lokalu antibiotiku lietoSanu, ka ari atsevisku kirurgisku iejauksanos, lai
implant&tu kaula biomaterialu kaulaudu atjaunoSanai [19]. Vietgjai antibiotiku piegadei biezi
tiek izmantotas sintetiska poli(metilmetakrilata) (PMMA) kaulu cementa lodites un starplikas,
kas lauj lokali piegadat augstu antibiotiku koncentraciju, pieméram, vankomicinu (VAN) vai
gentamicinu (GENTA) [20]. Tomér PMMA biomaterialiem ka bioinertiem un biologiski
nenoardamiem antibiotiku nesgjiem ir butiski trukumi, tostarp slikta zalu izdaliSanas kingtika
[20], kas var veicinat rezistences attistibu pret antibiotikam, patogénu kolonizaciju un biofilmu
veidoSanos, ka arT izraisit toksicitati un nepiecieSamibu péc papildu kirurgiskas operacijas
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biomateriala iznpemsanai. Viena sola pieeju demonstré bioaktivie GENTA vai VAN saturosie
hidroksilapatita (HAp)/kalcija sulfata biomateriali, kas ir jauni komerciali pieejami injic€jami
sintétiskie kaulu implanti CERAMENT® G un CERAMENT® V (BONESUPPORT, Zviedrija).
Siem komercilajiem produktiem ir bitiska prieksrociba, jo tie vienlaikus nodroina lokalu
antibiotiku terapiju un veicina jaunu kaulaudu veido$anos [21]. Tomér hroniska osteomielita
arstesanas laika ir zinots par lokalam brii¢u komplikacijam, noturigam infekcijam un noturigu
biopléves klatbiitni. Tapeéc dabiskas izcelsmes, ar CaP uzladeti, dabiski antibakteriali
kompozithidrogeli ir arkartigi nozimigs pétniecibas virziens, kas var piedavat potencialu
risindgjumu divam izplatitam veselibas apriipes problémam — bakterialam infekcijam un kaulu
slimibam. Lai risinatu AMR krizi, ka ari uzlabotu bakterialu infekciju arst€Sanu un kaulu
rekonstrukcijas efektivitati, $aja promocijas darba ir izstradati un pétiti antibakteriali hidrogeli,
uz antimikrobiala polipeptida e-polilizins (¢-PL) un biologiski aktivas hialuronskabes (HA)
bazes, ka ar1 e-PL/HA kompozithidrogeli. e-PL/HA kompozithidrogeli ir izstradati,
funkcionaliz&jot antibakteridlo hidrogela matricu ar bioaktivam Sr-HAp nanodalinam. Sis
pieejas merkis bija pieskirt specializ€tas funkcionalas 1Ipasibas, pieméram, veicinat
mezenhimalo cilmes §tinu diferenciaciju, ietekmét ECM proteinu adsorbciju, ka arT uzlabot
sinu adhéziju un audu veidoSanos, vienlaikus imit&jot dabisko kaulaudu nanostruktiiru un
sastavu, lai uzlabotu kaulaudu regeneracijas sp&ju.

Pirmkart, svarigakie parametri antibakterialo hidrogelu izstrade ir piemerotu komponentu
izvéle un piemérota $kérssaisti¥anas stratégija. Saja pétijuma tika izvéletas e-PL un HA,
pamatojoties uz So komponentu izcilam funkcionalajam IpaSibam, vienlaikus nodrosSinot
antibakterialo aktivitati un sp&ju imitét dabisko ECM. HA ir nozimigs vairaku audu ECM
polisaharids, kam piemit lieliska biosaderiba un kam ir svariga biokimiska nozime dazados
fiziologiskos procesos [22], [23]. Turklat HA ir vairakas funkcionalas grupas, kas lauj veikt
daudzveidigas turpmakas kimiskas modifikacijas [13], [24]. Starp tipiskiem isas k&des
antimikrobialajiem peptidiem (AMP), e-PL tiek klasificéts ka garas k&des antimikrobials
polipeptids, kas pazistams arT ka poliaminoskabe. e-PL piemit vairakas unikalas Ipasibas, to ir
atzinusi par droSu lietoSanai (GRAS — Generally Recognized As Safe) ASV Partikas un zalu
parvalde (FDA). Salidzinot ar citiem AMP, tam ir vairakas prieksrocibas, tostarp dabiska
izcelsme, vienkarsa struktiira, zema imunogenitate, zema toksicitate, biosaderiba, antibakterials
darbibas mehanisms caur §iinu membranas bojasanu, stabilitate dazados pH un temperatiiras
apstaklos, ka arT izmaksu efektivitate. Lidz §im tikai dazos p@tTjumos ir aprakstita e-PL saturosu
antibakterialu hidrogelu pagatavoSana un antibakterialas aktivitates noveértéSana, tostarp
kimiski Skérssaistitu poliglutaminskabes/e-PL kompozithidrogeli, e-PL saturosi liellopu seruma
albumina (BSA) un polivinilspirta (P¥VA) divu tiklu hidrogeli, fotopolimerizeti zida fibrina/e-PL
hidrogeli, poliakrilamida, Zelatina un e-PL hidrogeli, e-PL stabiliz&ti agarozes/polidopamina
hidrogeli un dinamiski arginina-glictna-asparaginskabes (RGD)/e-PL hidrogeli [2], [24].

Lai saglabatu abu komponentu 1pasibas, tos apvienojot viena vienota hidrogela matrica, tika
izveleta Kkimiska Sk@rssaistiSana metode, izmantojot 1-etil-3-(3-dimetilaminpropil)
karbodiimidu (EDC)/ N-hidroksisukcinimida (NHS). EDC/NHS §keérssaistiSana nodro$ina
maigus reakcijas apstaklus, abu reagentu $kidibu tdeni, zemaku toksiskumu, salidzinot ar
citiem Sk@rssaistitajiem, ka arT nodroSina uzlabotas iegiitas hidrogela matricas mehaniskas
pasibas, pateicoties stabilu kovalento saiSu izveidei [25].

Otrkart, lai izstradatu kompozithidrogelus, ir biitiski izveleties atbilstoSu un zinatniski

pamatotu CaP atvasinajumu. Kaulu ECM galvena neorganiska sastavdala ir nanoizméra
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karbonatus satuross kalcija deficita apatits, kas satur tadus mikroelementus ka Mg, Zn, Sr u. c.
Sintetiskas hidroksilapatita (HAp) nanodalinas ir Iidzigas dabiskajam kaula apatitam gan péc
kimiska sastava, gan struktliras, gan izméra. Tapéc sint@tiskajam nanokristaliskajam HAp
piemtit izcilas osteokonduktivas pasibas. Dazadi materiali uz HAp bazes ir plasi petiti ka nesgji
biologiski aktvu savienojumu piegadei, jo tiem ir liels Ipatn&jais virsmas laukums, unikala
bioaktivitate un adsorbcijas kapacitate pari biologiskajam barjeram [26]. Nesen ir pétiti nesgji
uz HAp bazes mérktiecigai pretosteoporotisko zalu, pretvéza zalu, antibiotiku, proteinu, génu,
radionuklidu un neorganisko jonu, pieméram, Mg>, Zn**, Sr*"u. c., piegadei. Ar joniem
aizvietoti HAp biomateriali tiek uzskatiti par daudzsolo§am sistémam biomimetisko kaulu
ECM mikroelementu ilgtsp&jigai, lokalai piegadei [27]-[29]. Sadus funkcionalizétus HAp
biomaterialus var izmantot, lai izstradatu nakamas paaudzes biomaterialus kaulu slimibu
(tostarp osteoporotisku kaulu lizumu) arst€Sanai un rekonstrukcijai, kontroleti piegadajot
biologiski aktivus neorganiskos jonus vai zales tieSi kaulu defektu vietas [30]. No dazadiem
kandidatiem ar joniem aizvietotu HAp izstradei plasu interesi ir izraisijusi Sr** joni, jo tie
darbojas ka kaulu terapeitiskie agenti ar unikalu divéjada iedarbibas mehanismu, t. i., vienlaikus
veicinot kaulaudu veidoSanos, aktivizé€jot Ca jutigos receptorus un kav&jot kaulaudu
nodrd®anos [31], [32]. Sr*" joni tiek ieklauti kaulaudos, izmantojot divus galvenos
mehanismus: 1) atras uzsiik$anas mehanismu, kas atkarigs no osteoblastu aktivitates, kad Sr**
joni tiek absorbéti jonu apmainas procesa ar Ca*>" joniem vai saistoties ar osteoidu protelniem;
2) Sr** joni tiek ieklauti kaulu minerala kristalrezgT. Sr** joniem piemit osteogéns potencils,
un ir pieradits, ka Sr-saturo§i HAp biomateriali spéj piegadat Sr** jonus kaula defekta vieta, kur
tie veicina kaulu regeneraciju, stimul&jot osteoblastu proliferaciju un diferenciaciju, vienlaikus
nomacot osteoklastu aktivitati.

Nemot véra izvéleto komponentu un $kérssaistiSanas stratégijas pieradito potencialu, $1
promocijas darba mérkis bija izstradat un vispusigi raksturot injic&jamus hidrogelus, apvienojot
¢-PL dabiskas antibakterialas pasibas, HA ECM imit€josas un biologiskas saderibas ipasibas,
ka arf Sr-HAp nanodalinu osteogéno iedarbibu. S1 daudzfunkcionala hidrogela sistéma
izstradata ar meérki vienlaikus cinities pret baktérialajam infekcijam un veicinat kaulaudu
regeneraciju, tadgjadi risinot iepriek$ minétos kritiskos veselibas apriipes izaicinajumus.

Merkis un uzdevumi

Promocijas darba merkis ir izmantot antimikrobialo polipeptidu e-PL, lai izstradatu
kovalenti $kerssaistitus antibakterialus hidrogelus audu inzenierijas lietojumiem. Lai sasniegtu
defingto merki, promocijas darba eksperimentalais plans tika sadalits Cetras dalas, aptverot
hidrogelu un Sr-HAp funkcionalizétu hidrogelu sintézes metodologijas izstradi, un $o
biomaterialu turpmako izpéti. Sis dalas atbilst promocijas darba uzdevumiem.

1. Izstradat Kimiski Skerssaistitas e-PL/HA hidrogela matricas sintézes metodologiju,
izmantojot EDC/NHS §keérssaistiSanas reakciju.

2. lIzpétit ieglito e-PL/HA hidrogelu fizikalkimiskas un in vitro biologiskas ipasibas.

3. lIzstradat ar Sr-HAp funkcionalizétu e-PL/HA (Sr-HAp/e-PL/HA) hidrogelu sint€zes
metodologiju.

4. lIzpétit iegito Sr-HAp/e-PL/HA kompozithidrogelu fizikalkimiskas un in vitro biologiskas
pasibas.
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AizstaveSanai izvirzitas tézes

EDC/NHS ierosinatas kimiskas Sk&rssaistiSanas metode ir izmantojama &-PL/HA
hidrogelu izstradei, lai sasniegtu vélamas fizikalkimiskas un biologiskas ipasibas audu
inZenierijas jomai: stingribu, injic€jamibu, Slirc€jamibu, paSatjaunoSanas kapacitati,
sterilizacijas sp&ju, antibakterialo aktivitati un Sinu dzivotsp&ju.

Kovalenti $kerssaistitus e-PL/HA hidrogelus var sterilizet ar konvencionalu tvaika
sterilizaciju, minimali ietekmg&jot to fizikalkimiskas un in vitro antibakterialas pasibas.
e-PL/HA hidrogeli uzrada spécigu antibakterialo aktivitati pret gramnegativiem un
grampozitiviem baktériju celmiem, tostarp ATCC references un kliniski izoletiem griti
arst€jamiem multirezistentiem celmiem.

e-PL/HA hidrogela matricas funkcionalizéSana ar Sr-HAp nanodalinam nemaina
sakotngjas hidrogela matricas pasibas, saglabajot injicEjamibu, antibakterialo aktivitati,
vienlaikus pieskirot reguléjamu biodegradacijas profilu, kas ir butiski kaulaudu
regeneracijas lietojumiem.

Zinatniska novitate

. Pirmo reizi ir izstradata biologiski saderiga un antibakteriala hidrogela matrica, izmantojot
divus dabiskas izcelsmes biopolimérus &-PL un HA, izmantojot EDC/NHS ierosinatu
kimisko Skérssaistisanu.

. Tika sistematiski novertéta tvaika sterilizacijas ietekme uz izstradato e-PL/HA hidrogelu
fizikalkimiskajam Ipa§ibam un antibakterialo aktivitati in vitro apstaklos, demonstrgjot
minimalu ietekmi uz to funkcionalajam 1pasibam un potencialu kliniskai lietoSanai.

. Tika péetits potencials baktriju rezistences attistibai pret e-PL, izmantojot gan ATCC
references celmus, gan kliniski izolétus multirezistentiem grampozitivos un gramnegativos
bakteriju celmus.

Ir izstradati injic&jami e-PL/HA hidrogeli, funkcionalizéti ar Sr-HAp nanodalinam, un
novertéta to dubulta funkcionalitate — antibakteriala aktivitate un osteog€nais potencials,
uzsverot to lietojuma potencialu kaulu infekciju arstésana.

. Tika petita e-PL/HA hidrogelu un ar Sr-HAp funkcionalizétu e-PL/HA hidrogelu
antibakteriala aktivitate gan atras iedarbibas (24 h), gan ilgstoSas iedarbibas (168 h)
rezimos pret plasu bakteriju celmu spektru, apstiprinot izstradato hidrogelu sist€ému
ilgstoso un plasa spektra antibakterialo efektivitati.

Praktiska nozime

S1promocijas darba ietvaros tika sasniegti §adi praktiskie rezultati:

1) izstradata efektiva un reproducgjama sint€zes metodologija injicEjamu,
antibakterialu un autoklavéjamu hidrogelu iegtiSanai uz &-PL un HA bazes,
izmantojot EDC/NHS ierosinatu kimisko SkérssaistiSanu biomedicTniskiem
lietojumiem;

2) izstradati standartizéti darbibas protokoli, lai novertétu izstradato hidrogelu
viskoelastigas 1pasSibas, antibakterialo aktivitati in vitro un citotoksicitati, tostarp
detalizétas paraugu sagatavoSanas procediiras péc sintézes un test€Sanas
reproducgjamibas validacija;
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3) izstradata insitu funkcionalizacijas metodologija, lai iegitu ar Sr-HAp
funkcionalizetus e-PL/HA hidrogelus ka dubultas funkcionalitates biomaterialus,
apvienojot antibakterialo aktivitati ar osteogénu potencialu inficétu kaulu defektu
arstésanai;

4) izstradatas hidrogela matricas sintézes, sterilizacijas un funkcionalizacijas
vienkarsiba liecina par augstu translacijas potencialu mérktiecigai antibakterialai
terapijai, nakamas paaudzes implantu parklajumu, zalu piegades sistemu vai
kompozithidrogelu izstrade.

Darba struktiira un apjoms

Promocijas darbs izstradats ka zinatnisko publikaciju kopa, tas veltits kimiski Skerssaistitas

¢-PL/HA hidrogela matricas un ar Sr-HAp funkcionalizétu e-PL/HA hidrogelu izstradei un
visaptvero$ai izp&tei. Darbs ietver Cetras originalas zinatniskas publikacijas, publicétas

recenzetos zinatniskos (SCI) zurnalos, ka ar1 vienu apskatrakstu.

Publikacijas un promocijas darba aprobacija

Promocijas darba iegiitic rezultati un sasniegumi public&ti Cetras originalas zinatniskas

publikacijas. Turklat tika publicéts arT apskatraksts, kura apliikota ar promocijas darbu saistTta

téma. Promocijas darba izstrades laika galvenie rezultati tika prezentti 16 zinatniskas

konferenceés.
SCI publikacijas
1. A. Sceglovs, 1. Skadins, M. Chitto, J. Kroica, K. Salma-Ancane. Failure or future?

Exploring alternative antibacterials: a comparative analysis of antibiotics and naturally-
derived biopolymers, Front. Microbiol,, 2025, 16: 1526250.
doi: 10.3389/fmicb.2025.1526250 (IF 4,5, Ql1, CiteScore 7,7).

A. Séeglova ieguldijums (85/100 %): konceptualizacija, resursi, raksti¥ana — sakotngja
versija, rakstiSana — parskati$ana un redigésana.

K. Salma-Ancane, A. Sceglovs, E. Tracuma, J. K. Wychowaniec, K. Aunina, A. Ramata-
Stunda, V. Nikolajeva, D. Loca. Effect of crosslinking strategy on the biological,
antibacterial and physicochemical performance of hyaluronic acid and e-polylysine based
hydrogels, Int. J. Biol. Macromol., 2022, 208, 995-1008.
https://doi.org/10.1016/J.IIBIOMAC.2022.03.207 (IF' 8,5, Q1, CiteScore 13,7).

A. S&eglova ieguldijums (35/100 %): metodologija, validacija, formala analize, izpéte.
A. Sceglovs, J. K. Wychowaniec, I. Skadins, A. Reinis, C.J. C. Edwards-Gayle,
M. D’Este, K. Salma-Ancane, Effect of steam sterilisation on physico-chemical properties
of antibacterial covalently cross-linked e-polylysine/hyaluronic acid hydrogels, Carbohydr.
Polym. Technol. Appl., 2023, 6: 100363. https://doi.org/10.1016/J.CARPTA.2023.100363
(IF 6,5, QlI, CiteScore 8,7).

A. Séeglova ieguldijums (70/100 %): konceptualizacija, resursi, rakstiana — sakotngjais
variants, metodologija, validacija, raksti$ana — parskatiSana un redigésana.

A. Sceglovs, C. Siverino, I. Skadins, V. Pirsko, M. Sceglova, J. Kroica, F. T. Moriarty,
K. Salma-Ancane. Injectable e-polylysine/hyaluronic acid hydrogels with resistance-
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preventing antibacterial activity for treating wound infections, ACS App!l. Bio Mater., 2025,
8 (11), 9916-9930. https://doi.org/10.1021/acsabm.5c01252.

A. Séeglova ieguldijums (75/100 %): konceptualizacija, resursi, metodologija, validacija,
raksti$ana — parskati$ana un redigéSana.

A. Rubina, A. Sceglovs, A. Ramata-Stunda, I. Pugajeva, A. R. Boyd, A. Tumilovica,
L. Stipniece and K. Salma-Ancane. Injectable mineralized Sr-hydroxyapatite
nanoparticles-loaded e-polylysine-hyaluronic acid composite hydrogels for bone
regeneration, Int. J. Biol. Macromol., 2024, 280: 135703.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2024.135703 (IF 8,57, Q1, CiteScore 13,7).

A. S&eglova ieguldijums (35/100 %): rakstiana — parskati¥ana un redigésana, raksti¥ana
— sakotngja versija, vizualizacija, izp&te, formala analize, konceptualizacija.

Zinatniskas konferences

. A.Sceglovs, A.Reinis, K.Salma-Ancane. Natural biopolymer-based antibacterial hydrogels
for tissue engineering. European Society for biomaterials (ESB 2021), 5-9 September
2021, virtual event, virtual poster presentation.

. A. Sceglovs, A. Reinis, K. Salma-Ancane. Synthesis and characterization of chemically
cross-linked hydrogels based on e-polylysine and hyaluronic acid. Materials Science and
Applied Chemistry conference of RTU (MSAC 2021), 22" of October 2021, virtual event,
virtual poster presentation.

. A.Sceglovs, C.Siverino, F.T.Moriarty, K. Salma-Ancane. Covalently bonded e-
polylysine/hyaluronic acid hydrogels with enhanced antibacterial action. Scandinavian
Society for biomaterials conference (ScSB 2022), 13—15 June 2022, Jurmala, Latvia, poster
presentation.

. A.Sceglovs, C. Siverino, J. K. Wychowaniec, F.T.Moriarty, M. D’Este, K. Salma-
Ancane. Functional e-polylysine/hyaluronic acid hydrogels with antibacterial activity.
Tissue engineering and Regenerative Medicine International Society conference (TERMIS
EU 22), 28" of June — 1% of July 2022, Krakow, Poland, poster presentation.

. A.Sceglovs, K. Salma-Ancane. Effect of Steam Sterilization Strategy on e-
Polylysine/Hyaluronic Acid Hydrogel Properties. European Society for biomaterials (ESB
2022), 4-8 September 2022, Bordo, France, poster presentation.

. A.Rubina, I. Kreicberga, A. Sceglovs, K. Salma-Ancane. Development of Functional
Composite Hydrogels for Bone Regeneration. European Society for biomaterials (ESB
2022), 4-8 September 2022, Bordo, France, poster presentation.

. A.Sceglovs, K. Salma-Ancane. Investigation of Impact of Steam Sterilization on e-
Polylysine/Hyaluronic Acid Hydrogel Properties. Materials Science and Applied
Chemistry conference of RTU (MSAC 2022), 21* of October 2022, Riga, Latvia, poster
presentation.

. A. Rubina, I. Kreicberga, A. Sceglovs, K. Salma-Ancane. Development of Functional
Composite Hydrogels for Bone Regeneration. Materials Science and Applied Chemistry
conference of RTU (MSAC 2022), 21% of October 2022, Riga, Latvia, poster presentation.
. A. Sceglovs, 1. Skadins, V. Pirsko, J. Kroica, K. Salma-Ancane. Injectable Polypeptide-
Based Hydrogels for Local Antibacterial Therapy. European Society for biomaterials (ESB
2023), 4-8 September 2023, Davos, Switzerland, poster presentation.
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

A. Rubina, A. Tumilovica, A. Sceglovs, L. Stipniece, K. Salma-Ancane. Injectable
Hyaluronic Acid/e-Polylysine Hydrogels Loaded with Strontium Hydroxyapatite
Nanoparticles For Osteoporotic Bone Fracture Healing. European Society for biomaterials
(ESB 2023), 4-8 September 2023, Davos, Switzerland, poster presentation.

. A. Sceglovs, 1I.Skadins, V.Pirsko, J. Kroica, K. Salma-Ancane. Revealing

Physicochemical and Antibacterial Properties of Chemically Coupled &-
Polylysine/Hyaluronic Acid Hydrogel. Materials Science and Applied Chemistry
conference of RTU (MSAC 2023), 6™ of October 2023, Riga, Latvia, oral presentation.

A. Rubina, A. Tumilovica, A. Sceglovs, L. Stipniece, K. Salma-Ancane. Injectable
nanoparticle-hydrogel composites for bone regeneration. Materials Science and Applied
Chemistry conference of RTU (MSAC 2023), 6" of October 2023, Riga, Latvia, oral
presentation.

A. Sceglovs, 1. Skadins, J. Kroica, K. Salma-Ancane. Injectable hydrogels based on
antimicrobial polypeptide exhibit enhanced in vitro antibacterial activity. 4th International
Biennial BioMaH Conference, 15-18 October 2024, Rome, Italy, poster presentation.

A. Rubina, A. Sceglovs, A.Ramata-Stunda, A. Tumilovica, L. Stipniece, K. Salma-
Ancane. Injectable mineralized Sr-hydroxyapatite nanoparticles-loaded composite
hydrogels for bone regeneration. 4th International Biennial BioMaH Conference, 15-18
October 2024, Rome, Italy, oral presentation.

A. Sceglovs, 1. Skadins, J. Kroica, K. Salma-Ancane. Advanced hydrogel platforms: cross-
linked polypeptide for non-antibiotic antibacterial applications. RSU Research Week
Biennial conference (RW 2025), 24-28 March 2025, Riga, Latvia, oral presentation.

A. Sceglovs, A. Rubina, I. Skadins, J. K. Wychowaniec, A. Ramata-Stunda, J. Kroica,
K. Salma-Ancane. Attaining non-antibiotic antibacterial hydrogels: from e-polylysine
networks to composite platforms. Tissue engineering and Regenerative Medicine
International Society conference (TERMIS EU 25), 19-23 May 2025, Freiburg, Germany,
oral presentation.

Citas zinatniskas publikacijas, kas tapusas promocijas darba izstrades laika
1.

M. Mosina, C. Severino, L. Stipniece, A. Sceglovs, R. Vasiljevs, F. T. Moriarty, J. Locs.
Gallium-Doped Hydroxyapatite Shows Antibacterial Activity against Pseudomonas
aeruginosa without Affecting Cell Metabolic Activity. J. Funct Biomater., 2023, 14 (51).
https://doi.org/10.3390/jfb14020051.

L. Stipniece, A. Ramata-Stunda, J. Vecstaudza, I. Kreicberga, D. Livkisa, A. Rubina,
A. Sceglovs, K. Salma-Ancane. A Comparative Study on Physicochemical Properties and
In Vitro Biocompatibility of Sr-Substituted and Sr Ranelate-Loaded Hydroxyapatite
Nanoparticles. ACS Appl. Bio Mater., 2023, 6, 5264-5281.
https://doi.org/10.1021/acsabm.3c00539.

Citas zinatnisko konferencu prezentacijas
1.

A. Tumilovica, A. Rubina, A. Sceglovs, L. Stipniece, K. Salma-Ancane. Development of
injectable composite hydrogels containing hydroxyapatite nanoparticles and hyaluronic
acid, Materials Science and Applied Chemistry conference of RTU (MSAC 2023), 6™ of
October 2023, Riga, Latvia, poster presentation.
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2. A. Tumilovica, A.Rubina, A. Sceglovs, K. Klavins, L. Stipniece, K. Salma-Ancane.
Development of injectable bioactive composite hydrogels for bone regeneration. 4th
International Biennial BioMaH Conference, 15-18 October 2024, Rome, Italy, poster
presentation.
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PROMOCIJAS DARBA GALVENIE REZULTATI

Dabiskas izcelsmes biopoliméru (/NDB) potencials ka alternativa
antibakterialiem lidzekliem audu inZenierijas lietojumiem (1. publikacija)

Bakterialas infekcijas ir bijuSas nozimiga probléma visa cilvéces vesturé. Lai gan
antibiotiku izstrade 20. gadsimta radija revoliciju infekciju arstesana, ta vienlaikus aizsaka ar1
nepartrauktu evoliicijas cinu ar patogénajiem mikroorganismiem. So dzivibu glabjoso
antibiotiku parmériga un nepareiza lietoSana ir veicinajusi globalas sabiedribas veselibas krizes,
ko deve par antimikrobialo rezistenci (AMR), izplatibu visa pasaulé [33]. PVO dramatiskais
zinojums liecina, ka Iidz 2050. gadam rezistence pret antibiotikam var kliit tikpat navejosa ka
vezis un radit ieveérojamus ekonomiskos zaud&jumus, ja netiks veikti preventivi pasakumi [34].
Antibiotiku efektivitates samazinaSands un alternativu arstéSanas lidzeklu ierobezota
pieejamiba uzsver steidzamu nepiecieSamibu ieviest jaunas antibakterialas terapijas klases.
Idealajam alternativam biitu jadarbojas ka mehanismiem, kas mazina rezistences attistibas
risku.

Saja konteksta antibakteriali dabiskas izcelsmes biopoliméri (aNDB) ir piesaistijusi
ieveérojamu uzmanibu to unikalo antibakterialo Ipasibu dél. Aptuveni pirms 20 gadiem aNDB
ar pieraditu antibakterialo aktivitati pirmo reizi tika ierosinati ka alternativa antibiotikam
bakterialu infekciju arstéSanai [35]. Misdienas aNDB balstitas stratégijas tiek uzskatitas par
perspektivu risinajumu lokalai, antibiotiku nesaturo$ai antibakterialai terapijai, kas vienlaikus
atbalsta imiinsistémas darbibu un samazina ietekmi uz dabisko mikrobiotu. Sadas pieejas vargtu
klat par ilgtsp&jigas inovacijas pamatu miisdienu veselibas apriipe.

Saistiba ar aNDB ir bitiski izprast to antibakterialas darbibas mehanismu pret bakterijam
(1. att.). Pirmkart, janem véra tas, ka bakteriju Siinu sienas aréjas struktiiras (adh&zijas un
patogenitates faktori) ir negativi 1adetas. Pie $adam struktiiram pieder gramnegativo bakteriju
lipopolisaharidi un fosfolipidi, ka arT grampozitivo bakteriju teihonskabes un lipoteihonskabes.
Otrkart, aNDB sastav no molekulam (hondroitmsulfats, o-pullulans, e-polilizins, hitozans,
antimikrobialie peptidi, pieméram, magainins-2 u. c.), kas satur katjonu grupas, piemeram,
primaras aminu, kvartaras amonija, kvartaras fosfonija, guanidinija vai terciaras sulfonija
grupas [36], kas nodrosina to kop&jo pozitivo ladinu fiziologiska pH apstaklos. Rezultata aNDB
un bakteriju mijiedarbiba sakas ar savstarp&ju piekerSanos, ko izraisa elektrostatiskie speki [37]
(1. att.). Elektrostatiska mijiedarbiba ir pirmais solis cela uz aNDB baktericido iedarbibu.
Treskart, lai panaktu multivalences efektu, ir jasasniedz noteikta aNDB katjonu koncentracija
[38], kas nodrosina aNDB molekulu vienlaikus piesaisti bakteriju §tnu struktiram. Turpmakie
mehanismi ietver poru vai micelu veidoSanas posmus (1. att.), kas raksturo bakteriju
strukturalas integritates izjaukSanu, ka rezultata palielinas caurlaidiba, rodas fizikali bojajumi,
notiek talaka iekluSana citoplazma un baktériju lize.

Turklat vairaki pétifjumi ir pieradijusi, ka dazadiem aNDB piemit ari antibiopléves
aktivitate. Antibiopléves darbibas mehanismi ir saistiti ar biopléves eksopolisaharidu (EPS),
bitiska komponente biopleves stabilitatei, izjaukSanu, kas izraisa bakteriju Stinu atdaliSanos,
vai bakteriju adh&zijas noverSanu jau sakotngja stadija [39], [40]. Turklat ir konstatéts, ka
dazadi aNDB, pieméram, laktoferina atvasinatie peptidi, neitrofilu peptidi, antimikrobialie
peptidi (protegrins-1), uzrada antibakterialu aktivitati pret intracelularajam baktérijam —
M. tuberculosis. Antibakterialas darbibas mehanisms ir balstits mikobakt&riju §iinas sieninas
izjauk$ana un membranas caurlaidibas pastiprinasana [9—11].
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Pozitivi ladétdas aNDB molekulas —Poru veido$anas mehanismi
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1. att. Biopoliméru (aNDB) — baktériju Stinu mijiedarbiba (pa kreisi) un baktericidie
mehanismi (pa labi) (Izveidots ar Biorender palidzibu).

Vel viens biitisks aspekts ir iesp&jamiba, ka bakterijas varétu attistit rezistenci pret aNDB.
Rezistences mehanismi ir dazadi un parasti specifiski konkretai antibiotiku klasei un tas
darbibas mehanismam. Tomer biezakie mehanismi ietver specifisku enzimu razosanu,
merkmolekulu zudumu vai modifikaciju, efluksa siknu aktivizésanu, izmainas mérka vietas
mutaciju rezultata, ka arT izmainas $tinu membranas caurlaidiba [12], [41]-[43]. Tradicionali
tiek uzskatits, ka rezistences attistiba ir raksturiga tikai antibiotikam un ka — teortiski —
bakt@rijas nevar attistt rezistenci pret aNDB. No vienas puses, elektrostatiska pievilksanas starp
aNDB un bakteriju argjam strukttiram skiet neizb&égama. Turklat aNDB iedarbibas mehanisms
nav stingri meérkets. Pat pec nokliSanas intracelularaja vide aNDB var traucét vairakus
vielmainas norises [44]-[46]. Nemot véra min&to, tiek uzskatits, ka baktérijam ir griiti traucet
elektrostatisko mijiedarbibu un attistit rezistenci, jo $ads process biologiski ir loti
resursietilpigs.

Jaunas dabiski antibakterialas kimiski Skérssaistitas hidrogela matricas
izstrade (2. publikacija)

Hidrogeli ir inovativi biomateriali audu inZenierijas, regenerativas medicinas un zalu
piegades lietojumiem, pateicoties to unikalajam ipaSibam, tadam ka spg&jai iekapsulét un
kontroléti péc pieprasijuma izdalit bioaktivos savienojumus (pieméram, zales vai augSanas
faktorus), ka arT atbalstit §iinu proliferaciju un augsanu [47]-[49]. PEd&jos gados 1pasu interesi
ir izraistjusi hidrogeli uz dabiskas izcelsmes antibakterialu biopoliméru (aNDB) bazes ar
dabisku antibakterialu aktivitati, kas tiek pétiti ka daudzsoloSi antibiotikas nesaturosi
antibakteriali lidzekli infekciju arstéSanai dazados biomedicinas lietojumos, pieméram, bracu
dzi8ana un audu infekciju profilaksé [24], [50], [51]. Isas kédes antimikrobialo peptidu (AMP)
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vidi Ipasu uzmanibu ir ieguvusi garas kédes AMP vai poli(aminoskabes), pieméram, e-
polilizins (e-PL), kas ir augstas veiktsp&jas aNDB ar lielu potencialu antibakterialu
biomaterialu izstrade [2], [52]-[55]. e-PL ir daba sastopams, linears katjonu polipeptids, ko
producg Streptomyces albulus. Tas ir ieklauts ASV Partikas un zalu parvalde klasifikatora ka
“Generally Recognised as Safe” (GRAS Nr. 000135) un nodroSina plasa spektra antimikrobialo
iedarbibu gan pret grampozitivam, gan gramnegativam baktérijam. Papildus ta
antibakterialajam mehanismam ar membranas izjaukSanu e-PL ir vairakas prieksSrocibas,
salidzinot ar citiem aNDB, tostarp augsta brivo e-aminogrupu (-NH2) koncentracija ¢ pozicija,
vienkar$a struktiira, zema imunogenitate, zems toksiskuma profils, vienkarSa razoSana un
zemas izmaksas [2], [45], [S5]-[57]. Lidz §im tikai nedaudzi p&tijumi ir veikti antibakterialu e-
PL saturo$u hidrogelu izstradei un antibakterialo Ipasibu novert€jumam. Savukart
hialuronskabe (HA) ir anjonu, nesulfatéts glikozaminoglikans (GAG) ar unikalam
fizikalkimiskam ipasibam un specifiskam biologiskam funkcijam. HA ir batiska dabiska
ekstracelulara matricas (ECM) sastavdala, tap&c ta ir pievilciga izejviela biomimetisku, §tinu
funkciju atbalstosu hidrogelu izstradei audu inZenierijas lietojumiem [58]-[60]. Hidrogelus
galvenokart izstrada, izmantojot fizikalo vai kimisko SkerssaistiSanu vai kombingjot abas
pieejas, lai izveidotu trisdimensionalu (3D) Sk&rssaistitu poliméru tiklu [61]. Lai gan fizikali
Skerssaistitiem hidrogeliem raksturiga biomediciniska drosiba un vienkarsa izgatavosana, tiem
piemit zemas mehaniskas IpasSibas un ierobezota regul€jama bionoardisanas, kas saistita ar
atgriezenisku starpmolekularu mijiedarbibu un vaju sekundaro speku, piemeram,
jonu/elektrostatisko mijiedarbibu, tidenraza saiSu u. c., veidosanos [61]-[63]. Tomér kimiski
Skerssaistitie hidrogeli parasti tick veidoti ar kimiski stabilu kovalento $k&rssaistisanos, kas
nodrosina labakas mehaniskas Ipasibas, stabilitati fiziologiska vidé un regul&jamu biologisko
noardiSanas dinamiku, salidzinot ar fizikali Skerssaistitiem hidrogeliem.

Promocijas darba pirmaja dala tika sagatavoti jauni kimiski Skérssaistitie hidrogeli uz e-PL
un HA bazes, izmantojot Tdeni $kistoSus 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimidu
(EDC)/N-hidroksisukcinimidu (NHS) $kérssaistiSanas agentus, nodro$inot kimisko reakciju
starp HA karboksilgrupam (-COOH) un &e-PL primaram e-amino (-NH») grupam izmantojot
nemainigu EDC/NHS agentu molaro attiecibu (1 : 1). Saja pétfjuma izmantota EDC/NHS
koncentracija (0,24 M) tika izvéléta, pamatojoties uz literatliras datiem, kas liecina par tas
efektivitati hidrogelu skérssaistisana, vienlaikus saglabajot biosaderibu $tinu kultiiru petjjumos
[64]. Hidrogeli tika sintez&ti ar dazadu e-PL un HA masas attiecibu 40 : 60, 50 : 50 un 60 : 40
masas%, tadejadi nodrosinot e-PL nesk&rssaistito primaro e-amino grupu klatbiitni (2. att.). Ka
aprakstits ieprieks, neSkérssaistitas brivas e-amino grupas galvenokart ir atbildigas par e-PL
antibakterialo aktivitati, pateicoties to elektrostatiskai mijiedarbibai ar bakteriju argjo virsmu.
Tomer parak augsta briva e-PL koncentracija var palielinat citotoksicitates risku. Tade] galvena
izstrades strat€gija bija apvienot antibakterialo polipeptidu e-PL ar biologiski aktivo HA, lai
iegiitu kovalenti saistttu hidrogela matricu, kas nodrosina ne tikai strukturalo stabilitati, labas
mehaniskas ipaSibas un viskoelastigas ipaSibas, bet arl dabisku antibakterialo aktivitati,
vienlaikus saglabajot $tinu dzivotsp&ju [24]. Lai noverstu priekslaicigu zeleSanu un nodrosinatu
efektivu EDC/NHS ierosinatu skérssaistiSanu, visi reagenti pirms sintézes tika atdzeséti lidz
04 °C (2. att.).

Sakotngjie rezultati par izstradato e-PL/HA hidrogelu fizikalkimiskajam ipasibam, in vitro
citotoksicitati un antibakterialo aktivitati tika publiceti Salma-Ancane et al. (2022) [24]
kopigaja pétijuma. ST pétijuma mérkis bija izpétit mainigas e-PL masas attiecibas ietekmi e-
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PL/HA hidrogelos uz to fizikalkimiskajam (3. att.) un in vitro biologiskajam ipasibam. Tas
ietvéra ar1 antibakterialas aktivitates novert€jumu pret gramnegativo E. coli MSCL 332
(4. A att.), ka arT un tie$a kontakta citotoksicitates testu, lai noteiktu tira e-PL citotoksicitates
profilu (IC50) ar Balb/c 3T3 §tinu Iiniju (4. B-C att.).

L

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimids

Natrija hialuronats N =3800-4200
Mw 1,55 MDa

Py

i

2. att. Kimiski skérssaistitu e-PL/HA hidrogelu sintézes shéma.

Tika veikta fizikalkimiska raksturoSana, lai noveértétu izstradato kimiski saistito e-PL/HA
hidrogelu strukturalas un funkcionalas ipasibas (3. A-D att.). Rentgenstaru difrakcijas (XRD)
ainas (3. A att.) atklaja visu sagatavoto e-PL/HA hidrogelu sériju amorfu struktiiru ar raksturigu
amorfas difrakcijas maksimumu 26 20-23° robezas. Papildus tika noveroti difrakcijas
maksimumi pie 20 32°, 45° un 52°, kas raksturigi NaCl kristaliskas fazes maksimumiem. NaCl
veidojas neitralizacijas reakcijas laika starp 0,25M NaOH un 0,25M HCI, kas tika izmantoti
sintéz€ (2. att.). Sagatavoto e-PL/HA hidrogelu Furje transformacijas infrasarkanas
spektroskopijas (FTIR) spektros (3. B att.) tika konstat&ti raksturigi absorbcijas maksimumi,
kas atbilst tiro komponentu e-PL un HA funkcionalajam grupam. Tadgjadi absorbcijas
maksimumi pie 1633 cm™, 1555 cmi'un 1377 em™ tika attiecinati uz C=0 stiepes vibraciju
(Amids I), C=0O-NH saites vibraciju (Amids II) un C-N saites vibraciju (Amids II). Salidzinot
ar tira e-PL un HA FTIR spektriem, neliela Amida I, Amida IT un Amida III joslu nobide varétu
liecinat par sintézes laika notikuso mijiedarbibu starp e-PL brivajam aminogrupam un HA
karboksilgrupam, ka rezultata veidojas jaunas kovalentas amidu saites. Turklat arT aprékinata
Amida I/Amida II attieciba, kas iegiita no normaliz&tajiem e-PL/HA hidrogela un tiras
komponentes spektriem, atklaja, ka $is attiecibas vertibas ir augstakas, salidzinot ar tiro e-PL,
jo tr1s hidrogela sastaviem §1 vertiba bija aptuveni 0,87, savukart e-PL ta pati joslu attieciba bija
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0,69. Absorbcijas joslas pie 3246 cm™1 un 3081 cm™1 atbilst neprotonétam -NHa un protonétam
-NH;3" grupam. Ka ieprieks aprekinats, NHs " /NH; attiecibu vértibas tika iegiitas ka 0,65, 0,73
un 0,89, kas attiecigi atbilst 40 : 60, 50 : 50 un 60 : 40 masas% sastaviem. Tas liecina par
pieejamam brivam aminogrupam, kas nodroSina antibakterialo aktivitati. Analiz&jot gela
frakciju testa rezultatus (3. C att.), redzams, ka lidzigas gela frakcijas veértibas (51-57 %,
statistiski nenozimigas, p > 0,05) sagatavotajos hidrogelos liecina par matricas nemainigu
Skerssaites blivumu pie nemainigiem parametriem: HA masa un EDC/NHS molaras

koncentracijas.
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3. att. Sintez&to e-PL/HA hidrogelu fizikalkmisko 1pasibu p&tijumu galveno rezultatu
kopsavilkums [24]. (A) Sagatavoto &-PL/HA hidrogelu rentgenstaru difrakcijas (XRD) ainas,
kas iegtitas 20 diapazona no 10 Iidz 70. (B) Sagatavoto e-PL/HA hidrogelu un to sagatavosana
izmantoto tiro komponentu — e-PL, HA, EDC un NHS — Furje transformacijas infrasarkanas
spektroskopijas (FTIR) spektri 4004000 cm™! diapazona. (C) Gela frakcijas vértibas tris
dazadam e-PL/HA hidrogelu s€rijam, vertibas att€lotas ka vidgja vertiba + SD. (D) e-PL/HA
hidrogelu sériju mehaniska stingriba, kas iegiita no amplitiidas svarstibu likném pie 1 Hz un
0,2 % deformacijas (LVR). No katras eksperimentalas grupas tika izmantoti tris atkartojumi.
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No in vitro antibakterialas aktivitates pétijumiem tika konstatéts, ka sagatavotie kimiski
Skerssaistitie e-PL/HA hidrogeli nodrosina antibakterialu iedarbibu pret gramnegativo E. coli
MSCL 332 (4. A att.). Antibakteriala aktivitate tika izvertéta, izmantojot gan inhibicijas zonas
testu (24 h kontakta laiks), gan buljona atSkaidijuma testu (1 h kontakta laiks), liecinot gan par
atru antibakterialu aktivitati tiesa kontakta, gan par noteiktu daudzumu neskérssaistitu e-PL
molekulu izdali$anos agara vide, ka novérots diftiizijas petijuma. Turklat in vitro tieSie p&tijumi
uz fibroblastu $iinam paradija, ka p&c 24 h iedarbibas saglabajas $tinu dzivotsp€ja un $iinu
saplaSanu (4. B—C att.).
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InhibTcijas zonas diametrs* £ SD

Kompozicija [mmi Log10 baktériju reducésana
&-PL/HA 40:60 wt% 11,5+0,6 1,8
£-PL/HA 50:50 wt% 13,0£1,2 2,7
&-PL/HA 60:40 wt% 15,0 £0,0 3,3
Gentamicins, 10 mg/mL 30,7 £0,6 -
* Inhibicijas zonas tests 24 h pret E.coli MSCL 332
B *##* Buljona at3kaidisanas metode 1 h pret E.coli MSCL 332
C
Pozitiva kontrote Néga_ﬁvé kontrole 150
j £-PL/HA masas attieciba, X:Y
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4. att. (A) Kvantitativie rezultati, kas iegiti, veicot inhibicijas zonas p&tijumus péc 24 h ilgas
iedarbibas pret gramnegativo E. coli MSCL 332 celmu, un buljona atskaidfjuma p&tijumi péc
1 h ilgas iedarbibas ar to paSu baktériju celmu. (B) Mikroskopiskie Sinu dzivotsp€jas atteli
pec tiesa kontakta (24 h) ar BALB/c 3T3 §tinu Iiniju. (C) Kvantitativie rezultati par Stnu
dzivotspéju, kas atspoguloti %, sagatavotajiem e-PL/HA hidrogelu sérijam péc tieSa kontakta
ar BALB/c 3T3 stnam.

Promocijas darba pirmaja dala tika pieradits, ka in situ veidojoSos, kimiski skérssaistttus e-
PL/HA hidrogelus var veiksmigi izstradat, izmantojot EDC/NHS medi€tu polimerizacijas
mehanismu. Jaunu kovalento saiSu veidoSanos starp e-PL un HA atklaja raksturigie FTIR
spektri, salidzinot absorbcijas maksimumus, nobides un Amida I, Amida IT un Amida III joslu
attiecibas ar tiram sastdvdalam e-PL un HA. Aprekinatas NH3;"/NH; attiecibas vértibas
palielinajas ar augstaku e-PL saturu hidrogelos, liecinot par augstaku protongtu e-amino grupu
klatbiitni, kas saistitas ar antibakterialo aktivitati, So tendenci papildus apstiprinaja
antibakterialie testi. Tira e-PL citotoksicitates profils uzradija ICso koncentraciju 4,21 mg/mL,
liecinot par potencialu citotoksicitati augstakas koncentracijas. Tomer visi tris hidrogela sastavi
neuzradija citotoksisku iedarbibu, tiesi iedarbojoties uz BALB/c 3T3 $iinu liniju fibroblastiem,
kas uzsver izstradato hidrogelu biologisko drosibu. Kimiska $kérssaistiSana izradijas piemérota
stratégija, ka rezultata tika iegtti e-PL/HA hidrogeli ar uzlabotu strukturalo integritati un stabilu
stingribas moduli diapazona no 10 kPa Iidz 15 kPa, kas ir piemérots muskulu un skeleta
regeneracijas lietojumiem (3. D att.) [63]. Stabilais kovalento saiu tiklojums ari veicinaja
ilgstoSu antibakterialu iedarbibu, vienlaikus saglabajot zemu citotoksicitati. Turklat
provizoriski tika atklats, ka kimiski Sk&rssaistitus e-PL/HA hidrogelus var sterilizét ar tvaika
sterilizaciju (121 °C 20 min), neietekmgjot to integritati.
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Promocijas darba otraja dala tika Istenoti $adi pétjjumu uzdevumi: (a) sint€zes optimizacija,
lai samazinatu HA degradacijas risku; (b) e-PL un HA masas attiecibas optimizacija, lai panaktu
optimalas mehaniskas pasibas, augstu antibakterialo aktivitati, vienlaikus nodro$inot $tinu
dzivotsp&ju; (c) hidrogelu topologijas novérté$ana; (d) hidrogelu viskoelastigo ipasibu
novértésana; (e) tvaika sterilizacijas ietekmes izp&te uz hidrogelu fizikalkimiskajam Tpasibam;
(f) in vitro antibakterialas aktivitates un Stinu dzivotspgjas novertésana.

Kimiski §kérssaistitu e-PL/HA hidrogelu sintézes metodes optimizacija,
topologijas novérteSana un tvaika sterilizacijas ietekme uz
fizikalkimiskajam un antibakterialajam ipasibam (3. publikacija)

Pirmkart, tika modificéta e-PL/HA hidrogelu sintézes metode in situ, izmantojot EDC/NHS
medi€tu karboksil-amina $kerssaiti, aizstajot 0,25M NaOH (HA gadijuma) un 0,25M HCI ( e-
PL gadijuma) @idens $kidumus ar dejonizétu fideni (2. att.). Sis modifikacijas mérkis bija novérst
HA degradacijas risku sarmainos apstaklos sintézes laika. PaplaSinot eksperimenta dizainu, tika
sagatavoti e-PL/HA hidrogeli ar e-PL un HA masas attiecibu 40 : 60, 50 : 50, 60 : 40, 70 : 30
un 80 : 20 masas%.

Otrkart, tika veikta mazo lenku rentgenstaru izkliedes (SAXS) analize, lai izpétitu visu
izgatavoto hidrogelu iek$€jo struktiiru un tikla topologiju [13]. Topologiskajam pasibam ir
biitiska nozime biomediciniskos lietojumos, jo tas ietekme hidrogelu viskoelastigo uzvedibu,
mehanisko integritati, uzbrie$anu un biologisko mijiedarbibu. Ipasi batiska ir hidrogela iek3gja
virsmas strukttra, jo ta ietekme biomateriala mijiedarbibu ar dzivajiem audiem, tostarp Stinu
adh&ziju, migraciju, mehanisko transdukciju, proliferaciju un antibakterialo aktivitati. SAXS
analize tika veikta q diapazona (0,045 nm'-0,233 nm™!), kas atbilst realas telpas izm@riem 27—
140 nm. Sis diapazons ietver hidrogelam lidzigo struktiiru Porod regionu (realaja d telpa),
tadgjadi sniedzot galvenokart informaciju par hidrogela tikla virsmas Ipasibam, t. sk. gludumu.
Iegitie izkliedes dati tika analiz&ti, izmantojot spéka likumsakaribu pielagosanu, lai iegiitu
novirzes eksponentu (n), kas sniedz ieskatu virsmas topologija. legitie kimiski $kérssaistito e-
PL/HA hidrogelu rezultati ir attéloti ka dubultlogaritmiskie q grafiki (5. A att.). Ka kontroles
paraugs tika izmantots augsti koncentréts HA Skidums, kas uzradija samazinatu izkliedes
intensitati ~q>°= q*, liecinot par tipiski gludam virsmam, kas veidoju$ds no lieliem
polielektrolitu kompleksiem (5. B att.) [65]. Kimiski $kerssaistitie e-PL/HA hidrogeli uzradija
lidzigu samazinatu izkliedes intensitati ~ q>°*%%, kas liecina par gludu un izturigu tikla
topologiju Porod regiona (5. B att.). Sis rezultats ir saskana ar sagaidamo topologiju kimiski
Skerssaistitos tiklos, kuros gludu virsmu veidoSanos nodroSina robustas kovalentas saites.
Vienigais izn@mums — e-PL/HA hidrogelu s@rija ar masas attiecibu 40 : 60 masas% uzradija
ievérojami atkirigu izkliedes intensitati ~q2° (5. B att.), kas parsvard raksturiga fizikali
Skerssaistitiem agregatu klasteriem ar raupjam virsmam [13]. Lidz ar to turpmakajos p&tjjumos
tika izmantoti e-PL/HA hidrogeli ar e-PL un HA masas attiecibu 50 : 50, 60 : 40, 70 : 30 un
80 : 20 masas%.

Biomaterialu, Ipasi hidrogelu, sp&ja izturét konvencionalu tvaika sterilizaciju ir biitiska
prieksrociba agrinas izstrades stadijas un kliniskas translacijas procesa. Tvaika sterilizacija ir
loti efektiva, vienkarsi lietojama un plasi pieejama sterilizacijas metode. Nakamaja posma tika
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pétita tvaika sterilizacijas ietekme uz iepriek$ izveéletajam hidrogelu s€rijam, lai atklatu
padzilinatas fizikalkimiskas pasibas. Péc tam tika veikta topologiska izvertésana, kam sekoja
skengjosas elektronu mikroskopijas (SEM) analize. SEM tika izmantota, lai nov€rotu
sagatavoto liofilizéto hidrogelu paraugu morfologiju (5. C att.). Gan nesterilizétie, gan
sterilizétie paraugi uzradija homogénu trisdimensiju tiklu ar savstarpé&ji saistitu porainibu, un
péc sterilizacijas visiem hidrogeliem tika konstatéta tikai minimala ietekme. Turklat poru
izméru sadalijums pec sterilizacijas katrai attiecibai saglabajas Iidziga makroizméru diapazona
no 66,7 + 34,2 um Iidz 193,35 + 103,05 pm.

Nesterilizétu e-PL/HA hidrogela paraugu gela frakcijas vertibas pie e-PL un HA masas
attiecibas 50 : 50, 60 : 40, 70 : 30 un 80 : 20 masas% bija attiecigi 55,6 £ 0,1 %, 56,2 £ 0,2 %,
54,7+ 1,6 % un 44,2+ 2.9 % (5. D att.). Sis vértibas labi sakrita ar gela frakcijas vertibam, kas
ieglitas pirmaja publikacija (~ 55 %) [24], iznemot 80 :20 masas% paraugu, kuram bija
ievérojami mazaka gela frakcija. Sis samazinajums tika skaidrots ar mazaku $kérssaistisanas
pakapi konkr&taja attieciba. Actmredzot lielaks daudzums briva, neSkerssaistita e-PL difundgja,
iegremdgjot hidrogela paraugu tideni, rezultata samazinot gela frakciju, jo lielaka e-PL dala
iz8kida, salidzinot ar sakotngjo poliméra masu hidrogela. Starp nesteriliz&tiem un sterilizetiem
hidrogelu paraugiem ar vienadu e-PL un HA masas attiecibu netika novérotas bitiskas
atSkiribas gela frakcijas vertibas (p > 0,05). Tas liecina, ka tvaika sterilizacija neietekméja
kopégjo SkerssaistiSanas pakapi e-PL/HA hidrogelu paraugos, tadgjadi saglabajot sintézes gaita
izveidoto tikla topologiju.

UzbrieSanas uzvedibas petijumos gan nesterilizeti (e-PL/HA), gan sterilizeti (ster e-PL/HA)
hidrogeli demonstréja uzbrieSanas pakapi > 100 % p&c 2 h inkubacijas, saglabajot plato veértibas
visa petjuma laika (24 h, 5.E att.). Nesteriliz€to paraugu gadijuma uzbrieSanas spé&ja
palielinajas, palielinoties e-PL masas attiecibai hidrogela paraugos 2 h laika, attiecigi 50 : 50
masas% sastavam no 116 % (50 : 50 masas% attieciba) lidz 340 % (80 : 20 masas% attieciba).
Visam trim s€rijam ar attiecibu 50 : 50, 60 : 40 un 80 : 20 masas% Iidz 24 h netika novérotas
bitiskas uzbrieSanas sp€jas atskiribas (p > 0,05). Turprett ster e-PL/HA hidrogelu ar e-PL un
HA masas attiecibu 70 : 30 masas% uzbrieSanas sp&ja palielinajas no ~ 215 % Iidz ~ 290 %
(p <0,05), kas, iesp€&jams, liecina par mehaniski aktivo skérssaiSu samazinasanos. Neraugoties
uz $o noveroto atskiribu, visi ster e-PL/HA hidrogeli uzbrieda 116-350 % robezas (atkariba no
e-PL masas attiecibas) péc 4 h inkubacijas fiziologiskos apstaklos (37 °C), demonstr&jot
atbilstoSu strukturalo stabilitati un kohézijas Ipasibas potencialai lietoSanai audu inzenierija.
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5. att. e-PL/HA hidrogelu fizikalkimisko ipasibu izpéte [13]. (A) SAXS liknes e-PL/HA
hidrogeliem ar masas attiecibu 40 : 60, 50 : 50, 60 : 40, 70 : 30 un 80 : 20 masas%.

(B) Aprekinatas speka likuma atbilstibas indeksa n aprékinatas vertibas no q izkliedes
samazindjuma (q . (C) SEM mikrofotografijas nesterilizétiem (augsa) un sterilizétiem
hidrogeliem (apaksa), no kreisas uz labo pusi: 60 : 40, 70 : 30 un 80 : 20 masas% attiecigi.
(D) Nesterilizétu un sterilizétu e-PL/HA hidrogelu paraugu gela frakcijas vértibas.

(E) Nesterilizéto un steriliz€to paraugu uzbrie$anas liknes. D—E) Dati attéloti ka vidéja vertiba
+SD (n=13).
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Tika veiktas dazadas reologiskas analizes, lai izpétitu sagatavoto e-PL/HA hidrogelu
viskoelastigas 1paSibas (6. att.). Vispirms reologiskas ipasibas tika vértctas atkariba no
hidrogelu masas attiecibam un sterilizacijas. Amplitiidas svarstibu petfjumi (6. A-B att.) tika
veikti oscilacijas rezima deformacijas diapazona no 0,01 % lidz 1000 % (¢), pie konstantas
frekvences 1 Hz , kas atbilst fiziologiskajiem apstakliem un 25 °C. No iegiitajam nesterilizétu
hidrogelu likném (6. A att.) tika secinats, ka hidrogeliem piemit miksta cietai vielai lidziga
uzvediba ar krajuma modula (G') parsvaru par zudumu moduli (G") linearas viskoelastibas
regiona (LVR). Tomér e-PL/HA hidrogeliem tika novérots ierobezots LVR ~ 0,1-1 % svarstibu
deformacijas diapazona. Turklat novérota G" uzvediba attieciba pret G' uzradija lielaku G/G"
attiecibu pie zemakam deformacijam, bet diezgan strauji samazinajas lidz krustoSanas punktam
G' = G". Visam kompozicijam S§is krusto$anas punkts saglabajas pie € = 100 %, kas uzsvera
hidrogela matricas noturibu pret pareju no cietas uz Skidru fazi galvenokart stabilaku un
elastigaku kimisko SkerssaiSu del. Steriliz€to paraugu gadijuma (6. B att.) tika noverotas
nelielas atSkiribas: (i) visu kompoziciju krustoSanas punkts (G'=G") mainijas no ieprieks
identificéta € = 100 % uz € = 70 %; (ii) G" uzvediba pie zemakam svarstibu deformacijas
vertibam (~ 0,01-1 %) kluva identiska visam kompozicijam, salidzinot ar nesterilizEtiem
paraugiem taja pasa svarstibu deformacijas vértibu diapazona. To varétu izskaidrot ar faktu, ka
sterilizacijas rezultata dal&ji zid fizikalas mijiedarbibas hidrogela matrica, ko rada nesasaistitas
e-PL molekulas un negativi uzladétas HA funkcionalas grupas. Nakamaja posma krajuma
modula (G') vertibas tika iegiitas no nesteriliz€tu un steriliz€tu hidrogela paraugu amplitiidas
svarstibu Itkném pie € = 0,2 % LVR (6. C att.). Krajuma modula vertibas sniedz ieskatu par
hidrogelu mehanisko stingribu. Tika secinats, ka hidrogelu kompozicijam ar masas attiecibu
50:50, 60:40 un 80:20 masas% stingribas modulis butiski neatSkiras pirms un péc
sterilizacijas (p > 0,05). Savukart 70 :30 masas% hidrogeliem tika konstatéta statistiski
nozimiga atskiriba (p <0,05), liecinot, ka sterilizacija butiskak ietekm& §1s kompozicijas
struktiru un topologiju. Neskatoties uz to, e-PL/HA hidrogelu stingriba ar 50 : 50, 60 : 40 un
70 : 30 masas% kompozicijam pirms un péc sterilizacijas saglabajas ap 10 kPa, savukart
80 : 20 masas% kompozicijai ta bija zemaka — 8,6 kPa pirms sterilizacijas un samazinajas lidz
6,9 kPa pec apstrades. Apkopojot ieprieks teikto, var secinat, ka stinguma vertibas liecina, ka
Sie hidrogeli pec sterilizacijas joprojam atbilst stingruma prasibam (5-15 kPa), pieméram,
kombin&tiem antibakterialiem un muskulu un skeleta regeneracijas lietojumiem [24].

Turpmaka reologiska izpéte tika veikta plismas reZima, un tas merkis bija novertét
sagatavoto hidrogela paraugu injic€jamibas 1pasibas. No bides atruma atkarigas viskozitates
likneém (6. D att.) vargja redz&t, ka visiem sagatavotajiem paraugiem, palielinoties bides
atrumam, viskozitate strauji samazinas. ST tendence liecina, ka sagatavotajiem hidrogeliem
piemit injic&jamibas/§lircejamibas. Lai precizak atbildétu uz So jautdjumu, nakamaja posma
tika veikti atjaunosSanas cikla p€tjjumi. AtjaunoSanas cikli tika veikti, lai simulétu bides
spriegumu, kas rodas hidrogela ekstrizijas laika no Slirces/ adatas, un novérotu matricas
atjaunosanos, balstoties viskozitates vertibas (6. E att.).
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6. att. Sagatavoto &-PL/HA hidrogelu reologiskie pétijumi [2], [13]. (A-B) Amplitadas
svarstibu testa liknes nesterilizétiem (A) un sterilizétiem (B) dazada sastava hidrogelu
paraugiem. (C) Ekstrah&tais krajuma modulis (G') no amplitiidas testiem pie € = 0,2 %

deformacijas (LVR). (D) Liknes viskozitates atkaribai no bides atruma. (E-H) Atjaunosanas
cikla tests, kas veikts 5 (3 + 2) ciklu laika, kas atbilst tris cikliem bez stresa — 0,1 s™! bides
atrums 60 s un dieviem stresa izraisitiem cikliem — 10 s pie 200 s™'. Visi reologiskie mérijumi
tika veikti tris atkartojumos, lai nodro$inatu reproducgjamibu un datu ticamibu.
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Kopuma liknes uzradija izjauktu starpmolekularo saiSu atjaunos$anas iezimes péc inducétas
slodzes apstakliem, t. i., pie augstam bides atruma vertibam. Tika konstatéts, ka 50 : 50 un
60 : 40 masas% kompozicijas ir vispiemerotakas injic€jamiem biomaterialiem, jo tam bija
stabila atjaunoSanas pakape, kas parsniedza 90 % pec vairakiem slodzes cikliem. Zemakas
atjaunoSanas vertibas tika konstatétas 70 : 30 masas% sastavam, kas liecina par zemaku
matricas integritati un elastigaku kézu klatbttni. Savukart e-PL/HA hidrogeli ar 80 : 20 masas%
sastavu uzradija loti zemas atjaunoSanas ipasibas, jo tika atjaunoti tikai 13,4 % viskozitates,
salidzinot ar sakotn&jam viskozitates vertibam, un, iesp&jams, tikai atseviSku klasteru
klatbtitnes dél sadalita hidrogela parauga. Rezultata tris sastavi — 50 : 50, 60 : 40 un 70 : 30
masas% — sp&ja demonstret atjaunosanas ipasibas. Vertibu atskiribas starp $§im kompozicijam
var skaidrot ar matricas strukturalo integritati, jo, palielinoties e-PL masas attiecibai, vairak
neskerssaistitu e-PL molekulu savienojas ar HA funkcionalajam grupam sintézes laika, tad&jadi
traucgjot kimiska SkeérssaistiSanas tikla veidoSanos un organizaciju. Apkopojot iepriekSminéto,
tika veikta fizikalkimiska raksturo$ana seriju e-PL/HA hidrogelu s€rijam ar dazadam e-PL un
HA masas attiecTbam. Hidrogeli uzradija gela frakcijas vertibas, ka arTuzbrieSanas 1pasibas, kas
raksturigas audu inZenierijas lietojumiem Turklat tika apstiprinats, ka hidrogeli var tikt paklauti
tvaika sterilizacijai, butiski neietekmé&jot $is galvenas ipaSibas. Tomér reologiska analize
atklaja, ka 80:20 masas% kompozicija neatbilst vélamajam viskoelastigajam prasibam
attieciba uz injicgjamibu un mehanisko stingribu. Pamatojoties uz Siem rezultatiem,
turpmakajai in vitro biologiskajai novertésanai §1 promocijas darba ietvaros tika izvélétas tikai
e-PL/HA hidrogeli ar 50 : 50, 60 : 40 un 70 : 30 masas%.

e-PL/HA hidrogelu antibakteriala potenciala un citotoksicitates
novertesana in vitro (4. publikacija)

Promocijas darba pirmaja dala aprakstitie iepriek$€jie p&tijumi apstiprinaja izstradato e-
PL/HA hidrogelu antibakterialo potencialu pret E. coli MSCL 332, izmantojot inhibicijas zonas
un buljona atSkaidiSanas testus gan Istermina (1 h), gan ilgtermina (24 h) ekspozicija. Tomer
vispirms bija biitiski izpétit tira e-PL antibakterialo profilu, nosakot ta minimalo inhib&jo$o un
baktericido koncentraciju (MIC/MBC), ka arT novertgjot iesp&€jamo rezistences attistibu
kontakta ar bakterijam. T1ra e-PL un e-PL/HA hidrogelu antibakteriala aktivitate tika raksturota
ar buljona atSkaidiSanas metodi, izmantojot tieSu/netieSu kontaktu testus saskana ar
modificétajiem CLSI un EU-CAST standartiem [66]. Antibakterialie pétijumi tika veikti pret
dazadiem gramnegativiem un grampozitiviem bakteriju celmiem, tostarp ATCC references
Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) un Staphylococcus epidermidis
(S. epidermidis), kliniski izoletam Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) un gruti
arst€jamam kliniski izolétam multirezistentam bakt&rijam — meticilinrezistentu Staphylococcus
aureus (MRS A), paplasinata spektra B-laktamazes producgjoso Escherichia coli (ESBL E. coli).
Tira e-PL MIC un MBC vertibas noraditas 1. tabula. Rezultati uzradija inhibgjosu (MIC) un
baktericidu (MBC) aktivitati pret visiem iepriek§ minétajiem baktériju celmiem mikrogramu
diapazona, savukart 1Cso, ka iepriek§ noteikts, bija 4,21 mg/mL pelu fibroblastu $tnu Iinija
Balb/c 3T3. Sie rezultati liecina, ka iesp&ams modulét e-PL masas attiecibu hidrogelu
paraugos, lai nodroSinatu augstu antibakterialo aktivitati, vienlaikus saglabajot S$tnu
dzivotspgju.
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1. tabula
legiitas tira e-PL MIC/MBC koncentraciju vertibas

Bakteriju celms e-PL MIC, pg/ml e-PL MBC, pg/ml
E. coli 37 75
P. aeruginosa 75 350
ESBLE. coli 18 37
S. aureus 37 75
S. epidermidis 18 37
MRSA 37 75

Turklat tika pieradits, ka ne references celmi E. coli un S. aureus, ne ari klmiski izoletie
multirezistentie celmi ESBL E. coli un MRSA bakt@riju celmi neattistja rezistenci pret e-PL 1
ménesa eksperimentala perioda laika (10 uzs€jumi), kas liecina par e-PL/HA hidrogelu spécigu
potencialu nakotnes antibakterialajos lietojumos (7. att.).

Rezultati ar e-PL/HA hidrogeliem uzradija statistiski nozimigu baktériju koloniju augSanas
inhibiciju p&c 24 h kontakta (p <0,05), salidzinot ar kontroles paraugiem, visos testétajos
bakteriju celmos un hidrogelu kompozicijas (8. A att.).
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7. att. Tiru e-PL rezistences attistibas petijumi tika veikti pret E. coli, S. aureus, MRSA un
ESBL E. coli . Eksperiments tika veikts 10 uzs€jumu garuma, katra soli parkultivgjot bakteriju
kulttiras no sub-MIC koncentracijam.

Tomeér tika noveroti vairaki buitiski rezultati: (i) inhibicijas pakape, kas tika izteikta ka Logio
samazinajums, bija atkariga no e-PL masas attiecibas hidrogela sastava, 1pasi izcelas 70 : 30
masas% e-PL/HA kompozicija, kas uzradija visaugstako inhibicijas pakapi. S. epidermidis,
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P. aeruginosa un MRS A baktériju celmu gadijuma tika panakta pilniga baktériju izskausana;
ii) hidrogelu kompozicijam ar 50 : 50 un 60 : 40 masas% tika novérota skaidra efektivas
inhibicijas tendence pret grampozitiviem celmiem, tostarp references S. aureus un
S. epidermidis, ka ar1 kliniski izoleto multirezistentu MRSA. Pret&ji tam zemaka inhibicijas
aktivitate tika konstatéta pret gramnegativiem celmiem (E. coli, P. aeruginosa un ESBL E. coli).
Sis atskiribas var skaidrot ar gramnegativo baktériju $linu sienas unikalajam strukturalajam
Tpatnibam, pieméram, aréjas membranas klatbiitni, kas darbojas ka papildu barjera polipeptidu
molekulu iekliSanai, un eflukss stiknu aktivitati, kas var samazinat antibakterialo agentu
intracelularo uzkrasanos.

Tika pétits e-PL/HA hidrogelu antibakterialais potencials ilgstosa laika perioda (Iidz 168 h).
Hidrogelu paraugi tika inkubgti vienu ned€lu, veicot barotnes nomainas ciklus p&c 1 hun 24 h
inkubacijas. Sada pieeja tika izvéleta, lai izvertetu, vai pec sakotngjas straujas nedkerssaistita e-
PL izdaliSanas, kas sagaidama pirmajas 24 h, e-PL/HA hidrogela matrica sp&j nodroSinat
pakapenisku e-PL izdali$anos saistiba ar matricas degradaciju. Péc 168 h tika veikti gan tiesa
kontakta, gan netie$a (supernatants) kontakta antibakterialie testi, izmantojot 24 h ekspoziciju
pret gramnegativo E. coli un grampozitivo S. aureus (8. B att.). Rezultati paradija, ka visi
hidrogelu sastavi joprojam spé&ja veikt statistiski nozimigu antibakterialo aktivitati (p < 0,05)
abos ekspozicijas veidos: gan tiesa baktériju kontakta ar hidrogela matricu, gan netiesa kontakta
ar supernatantiem, kas iegliti pe€c 168 h. Ieveérojami, ka 50 : 50 masas% &-PL/HA hidrogela
kompozicija uzradija zemako inhibicijas pakapi, salidzinot ar citam kompozicijam abos
ekspozicijas veidos pret S. aureus, kas varétu tikt skaidrots ar ta blivaku un kompaktaku
matricu, kuras dél samazinas degradacijas atrums un ierobezojas pozitivi ladéto funkcionalo
grupu pieejamiba hidrogela virsma.

Citotoksicitate tika izverteta, izmantojot gan tie$a, gan netiesa kontakta testus (8. C-D att.).
Netiesaja testa (8. D att.), izmantojot cilvéka dermas fibroblastus (HDF), visas e-PL/HA
hidrogelu sérijas neuzradija citotoksicitati pie ekstrakta koncentracijam lidz 4,35 mg/mL, jo
$tnu dzivotspgja pec 48 h ekspozicijas saglabajas virs 70 % (ISO 10993-5:2009 [67] noteiktais
slieksnis citotoksicitates neesamibai). Ievérojami, ka pie ekstrakta koncentracijas 2,025 mg/mL
stinu dzivotspéja bija biitiski augstaka neka kontroles paraugos, kas liecina, ka e-PL atbilstosas
koncentracijas var veicinat $tnu proliferaciju. Interesanti, ka 50 :50 masas% e-PL/HA
kompozicija neuzradija citotoksicitati (Sinu dzivotsp&ja > 70 %) HDF Stnam lidz pat
93,023 mg/mL [2]. Sis rezultats korelé ar ilgtermina antibakterialajiem pétijumiem, kuros ta
pati kompozicija demonstréja zemaku antibakterialo aktivitati, iesp&jams, blivakas un
kompaktakas skérssaistitas matricas dgl, kas samazinaja e-PL izdaliSanos un virsmas ladinu.
Savukart 60:40 masas% kompozicijai tika noverota citotoksiska iedarbiba jau pie
20,12 mg/mL, savukart 70 : 30 masas% kompozicijai — pie tik zemas koncentracijas ka
9,36 mg/mL, kas liecina par korelaciju starp pieaugoso &-PL saturu hidrogelu paraugos un
samazinatu Stnu dzivotsp&ju. Pie koncentracijas > 93,023 mg/mL visas kompozicijas uzradija
bitisku citotoksicitati [2]. Tiesa kontakta p&tijumos ar Balb/c 3T3 $tnam (8. C att.) péc 24 h
ekspozicijas tika konstatéta viegla citotoksicitate visas e-PL/HA hidrogelu serijas, Stnu
dzivotspgjai saglabajoties tuvu pielaujamajam slieksnim (~ 70 %): 69,5 + 16,8; 65,3 + 17,4 un
71,5 £ 7,9 attiecigi 50 : 50, 60 : 40 un 70 : 30 masas% hidrogelu kompozicijam. Statistiski
nozimigas atskiribas starp kompozicijam netika konstatetas.
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8. att. Sagatavoto e-PL/HA hidrogelu in vitro pétfjumi [2]. Visam e-PL/HA hidrogelu
kompozicijam grafikos tika izmantota vienota krasu palete, kas noradita legenda zem A
grafika. (A) Tiesa kontakta pétijumi, izmantojot buljona at$kaidiSanas metodi pret dazadiem
gramnegativiem un grampozitiviem bakteriju celmiem. Inhibicijas rezultati atteloti ka Logio
bakteriju skaita samazinajums. (B) Tie$a kontakta un netieSie (uz supernatanta bazes)
antibakterialie petfjumi p&c 168 h inkubacijas ar barotnes nomainu 1 h un 24 h laika pret
E. coliun S. aureus. (C) Tiesa Stnu dzivotsp€jas noteikSana, izmantojot Balb/c §tinu Iiniju péc
24 h ekspozicijas. (D) Netiesa $iinu dzivotspéjas noteikSana, izmantojot HDF Stinu liniju pec
48 h ekspozicijas dazadas ekstraktu koncentracijas. Katra eksperimenta tika veikti tris
atkartojumi, un rezultati attéloti ka vidéja vertiba + SD.
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Apkopojot ieprieks teikto, antibakterialo ipasSibu izp&te paradija, ka e-PL/HA hidrogeliem
piemit inhib&josa aktivitate pret plaSu grampozitivo un gramnegativo baktériju spektru, tostarp
klniski nozimigiem un multirezistentiem celmiem. Turklat in vitro netieSais citotoksicitates
tests (48 h) atklaja e-PL devas atkaribu no §iinu dzivotspgjas. Sie rezultati neparprotami liecina,
ka gan antibakterialo aktivitati, gan $tinu dzivotsp&ju e-PL/HA hidrogelos iesp&jams modulét,
mainot &-PL koncentraciju hidrogela matrica. Starp testétajam kompozicijam visdaudzsolosaka
izradijas e-PL/HA 50 :50 masas% kompozicija, kas nodroSinaja nozimigu un noturigu
antibakterialo aktivitati pret dazadiem bakteriju celmiem, vienlaikus saglabajot pozitivu Stnu
dzivotspéju, tadgjadi panakot labvéligu Iidzsvaru starp antibakterialo efektivitati un biologisko
saderibu.

Antibakterialu Sr-HAp funkcionalizetu e-PL/HA hidrogelu sintéze un

raksturoSana (5. publikacija)

Ieprieks izstradata e-PL/HA hidrogela kompozicija ar 50 : 50 masas% masas attiecibu
uzradija atras iedarbibas (Iidz 24 h) un ilgstosu (Iidz 168 h) antibakterialo aktivitati pret plasu
patogénu spektru, vienlaikus demonstréjot labvéligu Stinu dzivotsp&ju, piemérotibu tvaika
sterilizacijai, injic&jamibu un vienmerigu virsmas topologiju. Balstoties $ajas Ipasibas, 50 : 50
masas% &-PL/HA hidrogela kompozicija tika izveleta talakai kompozitsisteémas izstradei,
funkcionalajai modifikacijai ar stronciju aizvietota hidroksilapatita (Sr-HAp) nanodalinam. Sis
funkcionalas modifikacijas mérkis bija apvienot abu komponentu prieksrocibas: izstradatas e-
PL/HA hidrogela matricas viskoelastigas un dabiski antibakterialas ipasibas ar Sr-HAp
nanodalinu kaulaudu regeneraciju veicino$o iedarbibu, izstradajot antibakterialus un bioaktivus
hidrogelus kaulaudu inZenierijas lietojumiem. Saja pétijuma izstradatas vairakas kompozicijas,
tostarp tira e-PL/HA hidrogela matrica ar 50 : 50 masas% attiecibu un Sr-HAp/e-PL/HA
kompozithidrogeli ar dazadam neorganiskas (Sr-HAp) un organiskas (e-PL/HA 50 :50
masas%) fazes masas attiecibu — 40 %, 50 % un 60 % (9. A att.).

Injic€jamiba ir nozimiga biomaterialu Ipasiba, jo Tpasi kaulu regeneracijas lietojumos, tapéc
tika petits sagatavoto hidrogelu injekcijas speks (9. B att.). Rezultati paradija, ka visas
kompozicijas, ieskaitot tiru e-PL/HA hidrogelu , var injicét caur §lirci ar uzgala iek$&jo diametru
1,8 mm, lietojot 3 N injekcijas speku. Saskana ar literatiras datiem, adatu izméri diapazona no
10 mm (ieks€jais diametrs 2,69 mm) lidz 16 mm (iek$&jais diametrs 1,19 mm) tiek uzskatiti par
piemerotiem ortop&diskam procedliram, pieméram, kaula defektu un plaisu aizpildisanai [68].
Turklat injekcijas spekam japaliek zem 30 N, kas tiek definéts ka manualas injic€jamibas
augseja robeza [69]. Balstoties Sajos kriterijos, izstradatie hidrogeli klasific€jami ka manuali
injic€jami un potenciali pieméroti kliniskam lietojuma vajadzibam.

Lai turpmak izveértétu Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu viskoelastigas IpaSibas, tika veikti
spiedes testi ka dala no to reologiskas raksturoSanas. Spiedes testu rezultati (9. C att.) atklaja
lidzigu uzvedibu un kompresijas krajuma modula (E') vértibas ~ 1000 kPa visam testétajam
sérijam frekvences diapazona, kas attiecas uz fiziologiskajiem apstakliem (0,1-10 Hz). Saskana
ar literatoiras datiem, parasti kaulaudu regeneracijai paredz&to kompozithidrogelu kompresijas
krajuma modulis (E") ir robezas no 100 kPa Iidz vairakiem MPa [70], [71]. Tadgjadi var secinat,
ka izstradato Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu kompresijas krajuma modula vértibas atbilst §im
diapazonam un tos var izmantot ka biomaterialus kaulaudu regeneracijai. Tomer jaatzimée, ka
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$ie petijumi nesniedz visaptveroSu mehanisko Tpasibu novertéjumu, jo ipasi dinamiskas slodzes
vai nestsp&jas apstaklos. Tapéc Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelus nevar uzskatit par piem&rotiem
lietojumaslodzi nesosas vietas. Neskatoties uz to, tie var kalpot ka daudzsolo$i biomateriali, kas
nodroSina labveligus apstaklus dabiskajam kaula parveidoSanas procesam, saglabajot baribas
vielu transportu, nodro$inot porainibu §iinu migracijai, strukturalo integritati un imit&jot
galvenas ekstracelularas matricas ipasibas [72].

Lai papildinatu iepriek$§ defingto praktisko funkcionalitati, turpmakajos pétijumos tika
veikta enzimatiskas degradacijas un jonu izdaliSanas (Ca?" un Sr?*) kinétisko profilu analize.
Enzimatiskas degradacijas liknes (9. D att.) paradija, ka Sr-HAp/e-PL/HA hidrogeli degradgjas
hialuronidazi saturos$a PBS vide 20 nedelu laika. Savukart 0% Sr-HAp kompozicijas uzradija
pakapenisku degradacijas gaitu, sasniedzot pilnigu degradaciju 20 nedglas, 40 %, 50 % un 60 %
Sr-HAp kompozicijas degradéjas straujak, attiecigi pilniba noardoties jau péc 5, 10 un 16
nedélam. Sie rezultati liecina, ka Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu biodegradacijas profils ir atkarigs
no Sr-HAp satura un to iesp&jams regulét, lai pielagotu konkrétam kaulaudu regeneracijas
lietojuma prasibam. Attieciba uz jonu izdalisanas Itkném tika noverots, ka Ca?" un Sr** joni no
hidrogelu matricas tika izdaliti strauji (burst release), salidzinot ar tira Sr-HAp izdaliSanas
profilu (9. E-F att.). Iesp&jamais iemesls ir e-PL/HA hidrogelu matricas skaba daba, kas var
veicinat Sr-HAp $kiSanu un izraistt straujo jonu izdaliSanos pirmajas eksperimenta dienas. P&c
tam Ca?* un Sr** jonu izdaliSanas no Sr-HAp/e-PL/HA hidrogeliem turpinajas I€ni un
nepartraukti visa tris ménesu eksperimentala perioda laika. Butiski, ka Sr?* jonu koncentracija
neparsniedza 20-30 uM, savukart Ca?* jonu izdaliSanas bija 200-350 uM diapazona.
Ieprieksgjie petfjumi ir paradijusi, ka Sr** jonu koncentracijas Iidz 40 uM veicina osteoblastu
proliferaciju Stinu kultiiras [73], savukart paaugstinata Ca** jonu koncentracija lidz 900 pM var
vél vairak pastiprinat Sr?* jonu kaulaudu regenerativo efektu [74].

Nosleguma tika izvertéta Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu antibakteriala aktivitate gan Istermina
(24 h), gan ilgtermina (Iidz 168 h) laika perioda (10. att.). Eksperimentalie laika punkti tika
noteikti 24 h, 48 h, 72 h un 168 h, un pé&tfjjumi tika veikti pret grampozitivajiem S. aureus
(Staphylococcus aureus, ATCC 25923, references celms), MRSA (pret meticilinu rezistents
Staphylococcus aureus, kliniski izolets multirezistents celms), ka arT pret gramnegativam
bakterijam E. coli (Escherichia coli, ATCC 25922, references celms), ESBL E. coli (paplasinata
spektra B-laktamazi produc€joSs Escherichia coli, kliniski izoléts multirezistents celms).
legiitie rezultati atklaja, ka Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu eksperimentalas s€rijas spgj inhib&t gan
references, gan kliniski izol€tos multirezistentos gramnegativos un grampozitivos bakteriju
celmus. Tomer jauzsver vairakas tendences un nianses. Pirmkart, tika noverota augstaka
inhibicijas pakape pret grampozitivajam baktérijam, tostarp gan references, gan rezistentajiem
celmiem. Sie rezultati saskan ar ieprieksgjiem tiro e-PL/HA hidrogelu pétijumu rezultatiem
(8. A att.), un Iidzigi tika atkartoti noveroti arT 0 % Sr-HAp gadijuma. Kopuma relativi augsta
inhibicijas pakape saglabajas visam Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu serijam visa eksperimentala
perioda laika. Otrkart, salidzino$i zemaka inhibicijas pakape, salidzinot ar grampozitivajam
bakterijam, tika noverota pret gramnegativajam bakterijam (gan references, gan kliniskajiem
izolatiem). Pie 24 h laika punkta 0 % Sr-HAp kompozicijas antibakteriala aktivitate sakrita ar
e-PL/HA hidrogelu ar 50 : 50 masas% iegiitajiem rezultatiem (8. A att.). Turklat statistiski
nozimiga E. coliun ESBL E. coli inhibicija visam eksperimentalajam serijam tika noverota tikai
Istermina laika perioda (24 h).
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9. att. Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu fizikalkimisko Ipasibu p&tfjumi [72]. (A) Sr-HAp/e-
PL/HA hidrogelu apzim&jumi un sastavs, kas izmantoti turpmakajos eksperimentalajos
pétijumos. (B) Injekcijas speku petijumi. Starp izmantotajam kompozicijam netika konstatétas
statistiski nozimigas injekcijas speka vertibu atskiribas (ns, p > 0,05). (C) Kompresijas
pétijumi hidrogelu reologiskas izp&tes ietvaros. Spiedes testi tika veikti pie 8 N aksiala speka
(aksialais speks > dinamiskais speks = 30 %), ar 30 pm aksialo parvietojumu frekvencu
diapazona no 0,01 Hz lidz 16 Hz. Tika monitoréts kompresijas krajuma modulis (E') un
kompresijas zuduma modulis (E"). (D) Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu enzimatiskas degradacijas
Iiknes hialuronidazi saturo$a PBS vidé 20 nedélu perioda. (E) Sr** jonu izdaliSanas p&tijumi.
(F) Ca** jonu izdali$anas petfjumi. (E-F) Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu jonu izdalisanas
petfjumi veikti 90 dienu perioda, rezultati atteloti uM koncentracija. Katra eksperimenta tika
veikti tris atkartojumi, un rezultati att€loti ka videja vertiba + SD.
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10. att. Sagatavoto Sr-HAp/e-PL/HA hidrogelu antibakteriala aktivitate (24—168 h) pret
E. coli, S. aureus, ESBL E. coli un MRSA baktgriju celmiem (n = 3) [72].

Ka jau ieprieks tika pienemts, iesp&jams, So rezultatu var skaidrot ar gramnegativo bakteriju
unikalo §tnu sieninu struktiiru un efektivaku efluksa stiknu sistémam. Treskart, tika skaidri
noverots, ka 0 % Sr-HAp hidrogela kompozicija vairakos laika punktos (E. coli: 24 h; MRSA:
72 h) uzrada salidzinosi augstaku inhibicijas ITmeni un dazos gadijumos ir vieniga, kas uzrada
statistiski nozimigu inhibiciju (E. coli: 48 h un 72 h; ESBL E. coli: 48 h un 72 h). Sadus
rezultatus varétu izskaidrot ar Sr-HAp neorganiskas fazes klatbaitni hidrogela matrica 40 %,
50 % un 60 % Sr-HAp hidrogelu kompozicijas. Funkcionalizacija ar Sr-HAp nanodalinam
palielina fizikalo sai$u skaitu starp e-PL/HA hidrogela matricu un pozitivi ladétajiem Ca*/Sr>*
joniem, veidojot fizisku barjeru un veicinot tikla parkartoSanos kompaktaka konfiguracija. Tas
negativi ietekmé antibakterialo e-PL molekulu atbrivosanas kingtiku un samazina hidrogelu
antibakterialo potencialu [75]. Visbeidzot, starp 40 %, 50 % un 60 % Sr-HAp hidrogeliem
neviena no parbauditajiem laika punktiem netika noverotas statistiski nozimigas atSkiribas
(» > 0,05), kas liecina, ka Sr-HAp klatbiitne biitiski neietekmé izstradato Sr-HAp/e-PL/HA
hidrogelu antibakterialo aktivitati.
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SECINAJUMI

Izstradata reproducgjama sintézes metodologija kimiski $k&rssaistitu, injicgjamu e-PL/HA
hidrogelu iegiiSanai, izmantojot EDC/NHS (0,24:0,24 mol) kimiju, ar e-PL un HA masas
attiecibu 40 : 60, 50 : 50, 60 : 40, 70 : 30 un 80 : 20 masas%,

Izstradatie e-PL/HA hidrogeli uzradija ipaSibas, kas ir nozimigas antibakterialiem
lietojumiem audu inZenierija, tostarp: reguléjams brivo e-grupu saturs (mainot &-PL masas
attiecibu); stabila gela frakcija (50—60 %); (c) mehaniska stingriba 5-15 kPa diapazona,
gluda virsmas topologija; injicEjamiba caur 19 G adatu; augsta atjaunoSanas sp&ja pec
injekcijas (85-95 %) un autoklavéjamiba 121°C /20 min. Sis Tpasibas nodrosina &-PL
devas atkarigu antibakterialo aktivitati, uzradot 2-3 Logio E. coli MSCL 332 samazinajumu
jau pec 1 h kontakta.

Tvaika sterilizacija (121 °C, 20 min) bitiski neietekméja gela frakciju (p > 0,05), poru
izméru sadalijumu (66-200 pum); uzbriesanu (150-300 % p&c 2 h, lidzsvars p&c 4 h) un
mehanisko stingribu, vienlaikus saglabajot antibakterialo aktivitati ar 4-9 Logio bakteriju
samazinajumu p&c sterilizacijas.

e-PL/HA hidrogeli uzradija e-PL devas atkarigu antibakterialo aktivitati han istermina (lidz
24 h), gan ilgtermina (Iidz 168 h), tieSa un netiesa kontaktd pret E. coli, S. aureus,
P. aeruginosa, ka ar1 kliiski nozimigiem multirezistentiem celmiem — MRSA, ESBL
E. coli. Viena ménesa laika (10 uzs€jumi) references un multirezistentajos celmos netika
noverota rezistences attistiba pret e-PL.

Citotoksicitates testi paradija 70-90 % Stnu dzivotsp&ju e-PL/HA hidrogelos ar pelu
fibroblastu $tinu Imiju Balb/c 3T3, savukart tira e-PL ICso tika noteikts ar vertibu
4,21 mg/mL. NetieSie ekstraktu citotoksicitates testi ar cilvéka adas fibroblastiem (HDF)
apstiprinaja necitotoksisku iedarbibu koncentracijas < 4,35 mg/mL, kas atbilst e-PL devas
atkarigai izstradato hidrogelu biologiskai saderibai.

Sr-HAp/e-PL/HA hidrogeli tika veiksmigi izstradati un demonstréja sinergisku efektu starp
e-PL/HA hidrogeliem un Sr-HAp nanodalindm, nodro$inot ilgstosu Sr?* (20-30 uM) un
Ca?" (200-350 uM) jonu izdali$anos 90 dienu laika, saglabatu injic&jamibu un regulgjamu
enzimatisko degradaciju atkariba no Sr-HAp satura (pilniga degradacija 5-20 nedglas).
Kompozithidrogeli uzradija atru antibakterialo iedarbibu (péc 24 h) gan pret references,
gan multirezistentiem baktériju celmiem, ka ari ilgstoSu antibakterialo aktivitati (lidz
168 h), 1pasi pret S. aureus un kliniski izoleto multirezistentu MRSA.
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