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PATEICĪBA 
 

Sirsnīgs paldies visiem, kuri palīdzēja izstrādāt šo promocijas darbu, sniedzot atbalstu un 
iedrošinājumu! 

Liels paldies pētījumu līdzautoriem! Jūsu ieguldījums un atbalsts ievērojami uzlaboja šī 
promocijas darba kvalitāti. Jūsu ieguldījums ir nenovērtējams. 

Sirsnīgi pateicos promocijas darba vadītājiem par ieteikumiem, mentorēšanu un pacietību! 
Viņu izpratnei un iedrošinājumam bija izšķiroša nozīme, veidojot manu pētniecības ceļu. 

Liels paldies maniem vecākiem! Jūsu nelokāmais atbalsts un ticība manām spējām bija 
pastāvīgs motivācijas avots. Jūsu upurēšanās un uzmundrinājumi ir likuši pamatus maniem 
akadēmiskajiem sasniegumiem. Es ļoti pateicos savai sievai par atbalstu, sapratni un 
iedrošinājumu šajā izaicinošajā, bet piepildītajā ceļojumā! Viņas klātbūtne ir mans balsts, un 
man ir prieks dalīties šajā sasniegumā ar viņu. 

Visbeidzot – gribu atzīt Dieva dievišķo vadību un svētību. Spēks un izturība, ko atradu 
grūtajos brīžos, liecina par viņa žēlastību. 

Nobeigumā vēlos pateikties visiem, kas veicinājuši manu akadēmisko darbību. Jūsu 
kopējais ieguldījums un atbalsts ir darījis to jēgpilnu un atalgotu. 
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SAĪSINĀJUMI 
 

MOM – mazas organiskās molekulas 

CaP – kalcija fosfāts 

Ap –apatīts  

HA – hidroksiapatīts 

AKF – amorfais kalcija fosfāts 

AKF_CL – amorfais kalcija fosfāts, kura sintēzei izmantots CaCl2 

AKF_NIT – amorfais kalcija fosfāts, kura sintēzei izmantots Ca(NO3)2 

AKF_ACE – acetātu saturošs amorfais kalcija fosfāts 

AKF_ASK – askorbātu saturošs amorfais kalcija fosfāts 

AKF_CIT – citrātu saturošs amorfais kalcija fosfāts 

AKF_GLU – glutamātu saturošs amorfais kalcija fosfāts 

AKF_ITN – itakonātu saturošs amorfais kalcija fosfāts 

ADA-GEL – algināts-didehīds-želatīns 

VT – viens tīkls 

DT – dubulttīkls 

FBS – fosfāta buferšķīdums 

α-MEM – Minimum Essential Medium 

P123 – Pluronic P123 

GELMA – želatīna metakrilāts 

PAM – poliakrilamīds 

APS – amonija persulfāts 

TMED –tetrametiletilēndiamīns 

MCŠ – mezenhimālās cilmes šūnas 

LFS – liellopa fetālais serums 

FTIS – Furjē transformāciju infrasarkanā spektroskopija 

VEA – viskoelastīgo īpašību apgabals 
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PROMOCIJAS DARBA VISPĀRĒJS RAKSTUROJUMS 

IEVADS 

Lai risinātu dažādas problēmas, tostarp nelaimes gadījumu un vēža ārstēšanas sekas, kā arī 
veiktu kosmētiskus uzlabojumus, pasaulē katru gadu tiek veiktas vairāk nekā 4,5 miljoni 
rekonstruktīvas ķirurģiskas operācijas [1]. Globālās saslimstības datu analīze liecina, ka 
aptuveni 1,71 miljardam cilvēku visā pasaulē ir muskuļu un skeleta sistēmas slimības [2]. 
Kaulaudu ārstēšanai un aizvietošanai ir nepieciešami efektīvi biomateriāli. Kaulaudu unikālās 
īpašības, tos veidojošās fāzes un to strukturālā mijiedarbība dažādos hierarhijas līmeņos ir ļoti 
sarežģīta. Tāpēc atdarināt dabīgos kaulaudus un iegūt biomateriālus, kuru īpašības būtu 
salīdzināmas ar dabīgajiem kauliem, ir sarežģīti [3]. 

Šā iemesla dēļ alotransplantāts joprojām ir “zelta” standarts ar kaulaudiem saistītu slimību 
ārstēšanā [4]. Alotransplantātiem ir vairāki trūkumi, tāpēc ir liela nepieciešamība pēc 
sintētiskajiem materiāliem, kas ir līdzīgi dabīgajam kaulam [5]. Kauls ir 
nanokompozītmateriāls, kas sastāv no neorganiskās un organiskās fāzes. Neorganisko fāzi 
galvenokārt veido kalcija fosfāts (CaP), savukārt organisko fāzi galvenokārt veido kolagēns. 

Kaulu neorganiskā fāze veidojas procesos, kas saistīti ar šūnu mitohondrijiem. Šo procesu 
rezultātā vispirms veidojas amorfais kalcija fosfāts (AKF), kas kolagēna klātbūtnē 
transformējas uz vāji kristāliskā apatīta (Ap) fāzi [6]. Mitohondrijos AKF ir saistīts ar organisko 
savienojumu, kas regulē starpfibrilāro kolagēna mineralizāciju. Organisku savienojumu sānu 
grupas (karboksilgrupas vai hidroksilgrupas) var mijiedarboties ar CaP virsmu [7]. Organiskie 
savienojumi var aizkavēt AKF kristalizāciju un transformāciju uz Ap, kavējot kristalizācijas 
centru veidošanos un augšanu, un tiem ir būtiska nozīme starpfibrilārajā kolagēna 
mineralizācijas procesā [8]. Šī promocijas darba mērķis ir izstrādāt mazas organiskās molekulas 
(MOM) saturošus AKF un tos saturošus hidrogelus, kas būtu lietojami kaulaudu reģenerācijā. 
Pētījumos tika izmantotas piecas MOM, kas dabīgi sastopamas arī mitohondrijos. Šīm MOM ir 
liela nozīme kaulaudu atjaunošanā, un tām ir dažādas funkcionālās grupas.  

Promocijas darba primārais mērķis bija izstrādāt sintēzes metodi MOM saturošu AKF 
iegūšanai un analizēt MOM ietekmi uz AKF īpašībām – daļiņu izmēru, morfoloģiju, patieso 
blīvumu, īpatnējo virsmas laukumu (ĪVL), kristalizācijas kinētiku, kā arī citosaderību. Pēc tam 
sintezētie MOM saturošie AKF tika izmantoti kā neorganiska pildviela organiskā matricā, 
veidojot nanokompozītus. 

Nanokompozītbiotinte tika iegūta, pievienojot MOM saturošus AKF kā neorganisku 
pildvielu algināta dialdehīda-želatīna (ADA-GEL) organiskajai matricei. Citrātu saturošais AKF 
(AKF_CIT) bija efektīvākā pildviela izdrukāto konstrukciju strukturālās integritātes 
nodrošināšanai. Pēc tam, izmantojot ķīmisko šķērssaistīšanu, tika izstrādāts viena tīkla (VT) 
nanokompozīthidrogels, kas sastāvēja no želatīna metakrilāta (GELMA) un AKF_CIT. 

Papildus tika izveidots AKF_CIT saturošs poliakrilamīda (PAM) – Pluronic P123 (P123) 
– GELMA dubulttīkla (DT) nanokompozīthidrogels. Vispirms tika izvērtēta P123 ietekme uz 
PAM-GELMA hidrogela mehāniskajām īpašībām, pēc tam tika analizēta AKF_CIT ietekme uz 
PAM-GELMA-P123 hidrogelu mehāniskajām un reoloģiskajām īpašībām, kā arī novērtēts to 
formas atmiņas efekts.  

Visi promocijas darba izstrādes gaitā iegūtie AKF un AKF saturošie hidrogeli ir 
citosaderīgi, kas liecina, ka potenciāli tos var izmantot kaulaudu reģenerācijai. 
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MĒRĶIS 

Promocijas darba mērķis bija iegūt MOM saturošus AKF, izpētīt to īpašības un 
raksturotcitosaderību, kā arī izmantot tos kā pildvielas nanokompozīthidrogelu iegūšanai un 
novērtētiegūto nanokompozīthidrogelu mehāniskās un reoloģiskās īpašības, kā arī citosaderību. 
Mērķasasniegšanai definēti vairāki uzdevumi. 

Izstrādāt sintēzes metodi MOM saturošu AKF iegūšanai. 
Noskaidrot MOM ietekmi uz AKF īpašībām un transformācijas kinētiku uz vāji kristālisko Ap 
ūdens vidē (dejonizētā ūdenī, fosfāta buferšķīdumā (FBS) un šūnu kultūras barotnē Minimum 
Essential Medium (α-MEM)), kā arī AKF citosaderību. 
Biotintē, VT un DT hidrogelā iekļaut sintēžu rezultātā iegūtos AKF un izpētīt iegūto 
nanokompozīthidrogelu īpašības. 

AIZSTĀVĀMĀS TĒZES 

1. MOM iekļaušana AKF ietekmē tā īpašības, transformācijas kinētiku uz Ap, kā arī 
citosaderību. 

2. Ūdens mediētas AKF transformācijas ātrumu uz Ap ietekmē ūdens vides sastāvs (dejonizēts 
ūdens, FBS un α-MEM). 

3. AKF pievienošana biotintei, VT un DT hidrogeliem uzlabo to reoloģiskās, mehāniskās un 
strukturālās īpašības, vienlaikus saglabājot citosaderību. 

 

ZINĀTNISKĀ NOVITĀTE 

1. Izstrādāta viena soļa slapjā ķīmiskās sintēzes metode tīra un MOM (piemēram, acetātu, 
askorbātu, citrātu, itakonātu un glutamātu) saturoša AKF sintēzei. 

2. Pirmo reiz sintezēts acetātu, askorbātu un itakonātu saturošs AKF. 
3. Pirmo reizi raksturota MOM ietekme uz ūdens mediētas AKF transformācijas kinētiku uz 

Ap. 
4. Izstrādāta jauna AKF saturoša biotinte, kā arī AKF saturoši VT un DT hidrogeli. 
5. Izveidots jauna sastāva PAM-GELMA-P123 hidrogels. 

 

PRAKTISKĀ NOZĪME 

1. Izstrādāto metodi var izmantot arī citu MOM saturošu AKF sintēzei. 
2. Specifiskam lietojumam AKF transformācijas kinētiku uz Ap var pielāgot, izmantojot 

noteiktu MOM un ūdens vides kombināciju. 
3. DT hidrogela mehāniskās īpašības var kontrolēt, modulējot P123 koncentrāciju PAM-

GELMA hidrogelā. 
 

PROMOCIJAS DARBA STRUKTŪRA 

1. Promocijas darbs veidots kā tematiski vienota zinātnisko publikāciju kopa, kur iekļauti 
pētījumi, kas veltīti MOM saturošu AKF sintēzei un sintezēto AKF saturošas biotintes, VT 
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un DT hidrogelu izstrādei. Katra publikāciju kopas zinātniskā publikācija ir 
oriģinālpētījums, kurā atspoguļotas jaunas zināšanas. Kopā šīs publikācijas apraksta 
pētījumu par jaunu pieeju MOM saturošu AKF sintezēšanai un tos saturošu nanokompozītu 
izstrādi. 

2. Pirms eksperimentālā darba sākšanas veikts literatūras apskats (promocijas darba autora 
1. publikācija) par dažādu CaP veidu fizikālajām īpašībām, bioloģisko sastopamību un 
sintēzi, kā arī to lietošanu kaulaudu reģenerācijā. Literatūras izpētes rezultātā secināts, ka 
ķīmiski tīra, kristāliska CaP iegūšanai nepieciešama augsta sintēzes temperatūra vai 
apstrāde. AKF ir metastabila CaP forma, tāpēc to nevar saķepināt augstā temperatūrā. 

3. Promocijas darba autora 2. publikācijā AKF tika sintezēts, izmantojot šķīdināšanas-
nogulsnēšanas metodi. No sintezētā AKF pulvera tika iegūti paraugi ar augstu relatīvo 
blīvumu, to uniaksiāli presējot 1250 MPa  līdz 1500 MPa spiedienā istabas temperatūrā. 
Iegūtie paraugi saglabāja AKF fāzi. 

4. Dabīgais kaulu Ap ir nestohiometrisks un strukturāli nesakārtots. Tāpēc mērķis bija izprast 
kaulu Ap veidošanās mehānismu, kā arī kolagēna un organisko molekulu lomu 
mineralizācijas procesa regulēšanā (promocijas darba autora 3. publikācija). Dabīgais AKF 
veidojas procesos, kas saistīti ar šūnu mitohondrijiem. AKF mitohondrijos ir saistīts ar 
organisku savienojumu. Organisko savienojumu sānu grupas (karboksila un hidroksila 
grupu) regulē Ap nukleāciju un kolagēna intrfibrilāro mineralizāciju. Balstoties literatūras 
apskatā, tika atlasītas piecas MOM, kas sastopamas šūnu mitohondrijos, kurām ir dažādas 
funkcionālajās grupas un kas ir nozīmīgas kaulu fizioloģijā. Šīs MOM tika izmantotas MOM 
saturošu AKF sintēzei, kas bija promocijas darba galvenais mērķis. 

5. Promocijas darba autora 4. publikācijā galvenā uzmanība tika pievērsta vienas pakāpes 
slapjās ķīmiskās metodes izstrādei AKF_ACE un AKF_CIT sintēzei. 4. publikācijā 
aprakstītā autora izstrādātā sintēzes metode pēc tam tika izmantota, lai sintezētu arī 
AKF_GLU, AKF_ITA un AKF_ASK (promocijas darba autora 5. publikācija). Sintēžu 
rezultātā iegūtie AKF tika raksturoti ar dažādām metodēm. Iegūtie rezultāti demonstrē MOM 
ietekmi uz AKF īpašībām un citosaderību. 

6. Promocijas darba autora 6. publikācijā analizēta AKF daļiņu lieluma, transformācijas 
kinētikas un MOM ietekme uz ADA-GEL hidrogelu un izdrukātajām konstrukcijām. 
AKF_ACE un AKF_CIT tika izmantoti kā neorganiskā pildviela ADA-GEL organiskajā 
matricē nanokompozīthidrogelu iegūšanai. Nanokompozītu biotintes tika iegūtas, AKF-
ADA-GEL hidrogeliem pievienojot MC3T3-E1 šūnas. Gan AKF_ACE, gan AKF_CIT 
biotintes bija citosaderīgas, tomēr AKF_CIT bija efektīvāka izdrukāto konstrukciju 
strukturālās integritātes saglabāšanai. 

7. Promocijas darba autora 7. publikācijā aprakstīts izstrādātais AKF_CIT saturošs GELMA 
hidrogels, izmantojot ķīmiskās šķērssaistīšanas metodi kā alternatīvu fotošķērssaistīšanai. In 
vitro analīze apstiprināja, ka ķīmiskā šķērssaistīšana un AKF_CIT pievienošana neietekmēja 
GELMA hidrogela citosaderību. 

8. Promocijas darba autora 8. publikācijā aprakstīts sintezētais DT hidrogels, kas sastāv no 
PAM-GELMA-P123. Pirmais DT hidrogela tīkls tika iegūts, izmantojot P123, otro tīklu 
veidoja PAM-GELMA kopolimērs. Abi PAM-GELMA tīkli tika ķīmiski šķērssaistīti. 
Sākotnēji P123 koncentrācija PAM-GELMA hidrogelā tika pielāgota, lai iegūtu optimālās 
mehāniskās īpašības. Pēc tam tika analizēta dažādu AKF_CIT koncentrāciju ietekme uz 
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PAM-GELMA-P123 hidrogela mehāniskajām īpašībām. Papildus tika izpētīts DT 
nanokompozīthidrogela formas atmiņas efekts. 
 

SCI PUBLIKĀCIJAS, KURĀS PREZENTĒTI PROMOCIJAS DARBA 
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molecules in interfibrillar collagen mineralization. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, 
11, 1150037. (3. publikācija)   https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1150037. 
4. Indurkar, A., Choudhary, R., Rubenis, K., Nimbalkar, M., Sarakovskis, A., Boccaccini, A. R.,  
& Locs, J. (2023). Amorphous calcium phosphate and amorphous calcium phosphate carboxylate: 
Synthesis and characterization. ACS Omega. (4. publikācija) 
https://doi.org/10.1021/acsomega.3c00796. 
5. Indurkar, A., Kudale, P., Rjabovs, K., Heinmaa, I,. Demir, O., Kirejevs, M., Rubenis, K.,  
Chaturbhuj, G., Turka, M,. & Locs, J. (2023). Small Organic Molecules Containing Amorphous 
Calcium Phosphate: Synthesis, Characterization and Transformation. Frontiers in Bioengineering 
and Biotechnology, 11. (5. publikācija) https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1329752. 

Iesniegtas publicēšanai 
1. Indurkar, A., Heid, S., Bauer, J., Rubenis, K., Friedrich, O., A., Locs, J., & Boccaccini, A. R. 

Amorphous Calcium Phosphate Reinforced Alginate-Dialdehyde-Gelatin (Ada-Gel) Bioinks 
for Biofabrication of Bone Tissue Scaffolds. Tiek recenzēta žurnālā Scientific reports 
(6. publikācija). 

2. Indurkar, A., Rubenis, K., Boccaccini, A. R., & Locs, J. Development of nanocomposite 
hydrogel using citrate-containing amorphous calcium phosphate and gelatin methacrylate. 
Iesniegta žurnālā Frontiers Bioengnieering and Biotechnology (7. publikācija). 

3. Indurkar, A., Rubenis, K., Boccaccini, A. R., & Locs, J. Development and Characterization 
of Thermoresponsive Double-Network Nanocomposite Hydrogel for Bone Tissue Engineering. 
Iesniegta žurnālā Macromolecular Materials and Engineering (8. publikācija). 

ZINĀTNISKĀS KONFERENCES, KURĀS PREZENTĒTI PROMOCIJAS 
DARBA REZULTĀTI 

1. Development of nanocomposite double network hydrogel: Vecstaudza, J., Egle, K., 
Indurkar, A., Locs, J. 64th International Scientific Conference, Rīgas Tehniskā universitāte, 
Latvija notika 2023. gada 6. oktobrī. (Prezentācijas) 

https://doi.org/10.3390/ma14206133
https://doi.org/10.1016/j.jeurceramsoc.2022.06.041
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1150037
https://doi.org/10.1021/acsomega.3c00796
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1329752
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2. Development of nanocomposite double network hydrogel: Indurkar, A., Rubenis, K., 
Boccaccini, A. R., & Locs, J. 64th International Scientific Conference, Rīgas Tehniskā 
universitāte, Latvija notika 2023. gada 6. oktobrī. (Prezentācija) 

3. Amorphous calcium phosphate citrate reinforced gelatin-alginate dialdehyde bioink for bone 
regeneration: Indurkar, A., Rubenis, K., Boccaccini, A. R., & Locs, J. International 
Conference on Biofabrication, Saskatūna, Kanāda, notika no 2023. gada 17. līdz 20. 
septembrim. (Prezentācija) 

4. Amorphous calcium phosphate citrate reinforced gelatin-alginate dialdehyde bioink for bone 
regeneration: Indurkar, A., Rubenis, K., Boccaccini, A. R., & Locs, J. FEMS EuroMat 2023, 
Frankfurte, Vācija, notika no 2023. gada 3. līdz 7. septembrim. (Prezentācija) 

5. Amorphous calcium phosphate citrate reinforced gelatin-alginate dialdehyde bioink for bone 
regeneration: Indurkar, A., Rubenis, K., Boccaccini, A. R., & Locs, J. 5th World Congress 
of Latvian Scientists, Rīga, Latvija, notika no 2023. gada 26. līdz 29. jūnijam. (Stenda 
referāts) 

6. Biomimetic synthesis of amorphous calcium phosphate: Indurkar, A., Choudhary, R., 
Rubenis., & Locs, J. 16th Scandinavian Society of Biomaterials, Roros, Norvēģija notika no 
2023. gada 21. līdz 24. martam. (Stenda referāts) 

7. Tailor-made synthesis of bionic amorphous calcium phosphate: Indurkar, A., Choudhary, 
R., Rubenis, K., Locs, J. Biomaterials and novel technologies for healthcare 3rd biennial 
International Conference BIOMAH, Roma, Itālija, notika no 2022. gada 18. līdz 21. oktobrim. 
(Prezentācija) 

AUTORA PERSONĪGAIS IEGULDĪJUMS 

Šajā promocijas darbā aprakstītie pētījumi ir izstrādāti sadarbībā ar 16 zinātniekiem. 
Pētījumus uzraudzīja pieredzējuši mentori, kuri sniedza būtisku atbalstu un vērtīgu 
ieguldījumu. Katrā no publicētajiem pētījumiem autoram bija vadošā loma – gan pētot 
zinātnisko literatūru, gan veicot pētījumu. Autora personīgais ieguldījums šajā promocijas 
darbā ietver vienas pakāpes mitrās ķīmiskās sintēzes metodes izstrādi AKF sintēzei (ar un bez 
MOM) un sintezētā produkta raksturošanu. Sintezētais AKF tika izmantots kā pildviela biotintē, 
VT un DT hidrogelos. 

Promocijas darba izstrādes gaitā liela nozīme bija diskusijām ar līdzautoriem un promocijas 
darba vadītājiem, kas bija būtiskas, lai pārvarētu dažādus sarežģījumus, kas radās pētniecības 
gaitā.  
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PROMOCIJAS DARBA IZSTRĀDES GAITĀ SAGATAVOTO UN 
PUBLICĒTO ZINĀTNISKO PUBLIKĀCIJU SAVSTARPĒJĀ SAISTĪBA 

1. att. Promocijas darba izstrādes gaitā sagatavoto un publicēto zinātnisko publikāciju tematika un 
savstarpējā saistība.  
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PROMOCIJAS DARBA REZULTĀTI 

LITERATŪRAS APSKATS 

Kauli (kaulaudi) ir blīva saistaudu forma, kas veido cilvēka skeletu. Kaulaudi sastāv no 
specifiskām šūnām un matrices, kas pēc masas satur 65–70 % biominerālu un 5–8 % ūdens, 
savukārt pārējais ir organiskas vielas [9]. Minerālā fāze sastāv no kalcija fosfāta (CaP) – 
karbonātus saturoša hidroksilapatīta (HA). Organiskā fāze satur 90 % kolagēna un 10 % citu 
proteīnu. 

CaP ir nozīmīga kaulu sastāvdaļa. Pēdējās desmitgadēs gan kaulaudu reģenerācijas 
pētījumos, gan klīniski izmantoti dažādi biomateriāli, kas satur CaP [10]. Promocijas darba 
autora 1. zinātniskajā publikācijā ir sniegts visaptverošs pārskats par CaP, piemēram, to 
fizikālajām īpašībām, bioloģiskajiem aspektiem un to sintēzes metodēm [11]. Apskatīta 
literatūra par sintēzes metodēm, ko izmanto ķīmiski tīru, stehiometrisku CaP materiālu 
iegūšanai. Veicot literatūras analīzi, secināts, ka ķīmiski tīra, kristāliska CaP iegūšanai 
nepieciešama augsta sintēzes temperatūra vai apstrāde augstā temperatūrā.  

Sintētiskā HA, kas iegūts augstās temperatūrās, ķīmiskā formula ir Ca10(PO4)6(OH)2. 
Apatīts (Ap), kas sastopams kaulos, veidojas zemā temperatūrā un nav tik kristālisks. To 
uzskata par vāji kristālisku Ap formu, kas nav stohiometriska viena vai vairāku katjonu (Na+, 
K+, Fe2+, Mg2+, Zn2+, Sr2+) un/vai anjonu (HPO4

2–, CO3
2–, Cl–, F–, citrāta) klātbūtnes dēļ tā 

struktūrā [12]. Piemaisījumi kaula Ap rada spriegumus tā kristālstruktūrā, padarot to mazāk 
stabilu, taču reaģētspējīgāku [13]. Kaula Ap kristāliem ir unikāla ģeometrija – garums 
nepārsniedz 30–50 nm, savukārt biezums ir tuvu 2 nm [14]. Promocijas darba autora 
3. publikācijā galvenā uzmanība pievērsta kaulu Ap veidošanās mehānisma izpratnei [15]. 

Amorfais kalcija fosfāts (AKF) ir pirmā CaP fāze, kas veidojas procesos, kas saistīti ar šūnu 
mitohondrijiem. AKF mitohondrijos ir saistīts ar organisku savienojumu – Hovarda faktoru, 
kas liecina par kompleksu organiska-neorganiska savienojuma veidošanos. Šis komplekss tiek 
pārnests uz kolagēna matrici, kur AKF transformējas uz vāji kristālisku Ap. 

Kaulu organiskajai komponentei ir fundamentāla nozīme Ap veidošanās procesā. Kā 
redzams 2. attēlā, kaulos kolagēns ir izkārtots paralēlā zigzagveida masīvā. Kolagēna 
molekulas cita pret citu ir nobīdītas par attālumu D (67 nm), savukārt attālums starp divām 
tropokolagēna molekulām ir 40 nm, ko dēvē par atstarpes zonu [16]. Atstarpes zonā notiek AKF 
nukleācija un transformācija uz Ap. Ap kristālu c ass ir orientēta paralēli kolagēna molekulu 
garenvirzienam [17]. 
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Agrāk veiktajos pētījumos konstatēts, ka sintētiska AKF/kolagēna kombinācija neizraisa 
AKF transformāciju uz Ap [18]. Tā rezultātā kļuva skaidrs, ka kolagēns nevar patstāvīgi 
ierosināt mineralizāciju un tam nepieciešams nukleācijas procesu regulējošs katalizators. Šis 
katalizators ir organiska molekula ar specifiskām reaktīvām sānu grupām (karboksilgrupa vai 
hidroksilgrupa), kas izkārtotas stereoķīmiskā formā [8]. 

2. att. Kolagēna hierarhiskās struktūras shematisks attēlojums. 

Pirmais organiskais savienojums, kura ietekme uz kolagēna starpfibrilāro mineralizāciju 
tika pētīta, bija poliaspartāts. Poliaspartāta pievienošana uzlaboja mijiedarbību starp CaP un 
kolagēnu, kā rezultātā kolagēna fibrilās veidojās atsevišķi CaP kristāli. Ja poliaspartāts netika 
pievienots, veidojās ar kolagēna fibrilām vāji saistīti CaP kristālu klasteri. Poliaspartāts 
adsorbējas uz CaP virsmas, un CaP kristalizācijas aizkavēšana var būt saistīta ar palēninātu 
AKF transformāciju uz Ap vai ar mijiedarbību ar kristālisko fāzi, kavējot nukleācijas centru 
augšanu [7]. Minētais pētījums pierādīja, ka organiskajām molekulām ir fundamentāla nozīme 
kolagēna starpfibrilārās mineralizācijas regulēšanā. 

Zinātniskajā literatūrā izvērtēta dažādu organisko molekulu (proteīnu, polimēru un mazu 
organisko molekulu (MOM)) ietekme uz CaP sintēzi. Organisko molekulu saraksts, kuru 
ietekme uz CaP sintēzi pētīta, atrodams promocijas darba autora 3. publikācijā. 
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MAZO ORGANISKO MOLEKULU IZVĒLE 

AKF dabīgi veidojas procesos, kas saistīti ar šūnu mitohondrijiem  (3. A attēls). Šūnu 
mitohondrijos AKF veido kompleksu ar organisku savienojumu. Literatūrā minēts, ka 
organiskie savienojumi ar sānu grupām (karboksilgrupu un hidroksilgrupu) var izraisīt Ap 
nukleāciju [5]. Organisko savienojumu funkcionālajām grupām jābūt ar noteiktu konfigurāciju, 
lai izraisītu CaP nukleāciju simulētās ķermeņa vides apstākļos. Promocijas darbā pētījumu 
veikšanai tika izvēlētas piecas MOM, kas sastopamas šūnu mitohondrijos. Šīm MOM ir būtiska 
nozīme kaulaudu reģenerācijā, un tām ir dažādas funkcionālās grupas, kā redzams 3. B attēlā. 

3. att. A) AKF veidošanās procesos, kas saistīti ar šūnu mitohondrijiem;  
B) MOM, kas atrodamas šūnu mitohondrijos un izmantotas MOM saturoša AKF sintēzei 

promocijas darba autora 4. publikācijā. 

Acetāts ir monokarboksilsavienojums, kas uzlabo cilmes šūnu diferenciāciju, palielinot 
histona acetilēšanu un hromatīna veidošanos. Kaulu smadzeņu mezenhimālās cilmes šūnas 
(MCŠ) regulē kaulaudu reģenerāciju, diferenciējoties par adipocītiem, hondrocītiem un 
osteoblastiem. Novecojušām MCŠ ir samazināta spēja diferencēties osteogēnajā un 
hondrogēnajā šūnu līnijā. Acetāts var samazināt novecojušu MCŠ osteoģenēzes defektus [19]. 

Itakonāts un glutamāts ir dikarboksilsavienojumi, kas sastopami šūnu mitohondrijos. 
Itakonāts ir metabolīts, kas regulē osteoklastu diferenciāciju un aktivāciju, uztur kaulu 
homeostāzi un mazina lipopolisaharīdu izraisīta iekaisuma kaulaudu zudumu [20]. Glutamāts 
ir fundamentāla ārpusšūnas signālmolekula, kas tiek izmantota neirālai un neneirālai signālu 
pārnesei kaulaudos. Osteoblasti, osteoklasti un kaulu smadzeņu šūnas ekspresē glutamāta 
receptorus. Glutamāta receptoru aktivācija kontrolē osteoblastu un osteoklastu fenotipu in vitro 
un kaulu masu in vivo [21]. Turklāt glutamāts kaulu lūzumu gadījumā palīdz uzturēt slāpekļa 
līdzsvaru, tādējādi paātrinot kaulu dzīšanas procesu [22]. 

Citrāts ir trikarboksilsavienojums un būtiska komponente, kas tiek sintezēta Krebsa ciklā. 
Citrāta klātbūtne kaulos pirmo reizi tika detektēta 1941. gadā [23]. Citrāta koncentrācija kaulos 
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ir 20–80 μmol/g, kas 100–400 reizes pārsniedz tā koncentrāciju mīkstajos audos. Kauli satur 
1,6 % citrāta, kas veido 90 % no citrāta, kas ir cilvēka ķermenī [24]. Jaunākie kodolmagnētiskās 
rezonanses (KMR) pētījumi ir apstiprinājuši citrāta klātbūtni kaulos [25]. Citrāta un apatīta 
kompleksā mijiedarbība regulē Ap kristālrežģa orientāciju, daļiņu izmēru un sadalījumu. 
Citrāta molekulas gareniskā ass ir paralēla Ap virsmai. Trīs citrāta karboksilgrupas atrodas 0,3–
0,45 nm attālumā no Ap virsmas. Karboksilgrupu atstatums sakrīt ar kalcija jonu uz apatīta c 
ass, tāpēc apatīta kristāla augšana tiek kavēta tā šķērsvirzienā, bet turpinās garenvirzienā [26]. 

Askorbātam (C vitamīnam) ir izšķiroša nozīme kolagēna sintēzē, un tas ir ļoti svarīgs 
organisks savienojums saistaudos un kaulos [27]. Kolagēns veido kaula struktūru un nodrošina 
elastību, ļaujot tam izturēt mehānisku slodzi. Bez pietiekama askorbāta daudzuma tiek traucēta 
kolagēna sintēze, vājinot kaulu struktūru un palielinot kaulu lūzumu iespējamību [28]. 
Askorbāts ietekmē arī osteogēno šūnu diferenciāciju [29], [30]. 

Kopumā tādām MOM kā acetātam, itakonātam, glutamātam, citrātam un askorbātam ir 
izšķiroša nozīme kaulaudu fizioloģijā. Tādēļ šīs MOM tika izmantotas, lai sintezētu MOM 
saturošu AKF un analizētu to funkcionālo grupu ietekmi uz AKF fizioķīmiskajām īpašībām un 
citosaderību. 

MOM SATUROŠA AKF SINTĒZE 

Vienas pakāpes AKF sintēzei var izmantot šķīdināšanas-izgulsnēšanas metodi, vispirms 
izšķīdinot HA un tad iegūtajam šķīdumam strauji pievienojot bāzi (promocijas darba autora 
2. publikācija), kā parādīts 4. A attēlā. Turpretī MOM saturošu AKF sintēzē parasti tiek 
izmantotas daudzpakāpju metodes, kur MOM pievieno vai nu skābes, vai arī bāzes formā, kā 
redzams 4. B attēlā. 

Sarežģītākais AKF sintēzē ir fosfātu jonu triprotiskais raksturs. Ja AKF sintezēts skābā vidē, 
tas satur HPO4

2-, nevis PO4
3-, kas negatīvi ietekmē AKF īpašības [31]. Boskey un Posner 

pierādīja tādu faktoru kā sintēzes pH, virsmas laukuma, kalcija koncentrācijas, maisīšanas 
ātruma un šķīduma koncentrācijas ietekmi uz sintēzes rezultātā iegūtā AKF fizikālajām un 
ķīmiskajām īpašībām (sintēze veikta kontrolētas temperatūras apstākļos 26 °C temperatūrā). 
AKF sintēzes pH ietekme uz laiku, kas nepieciešams, lai tas transformētos uz Ap, redzama 1. 
tabulā. 

1. tabula 

Sintēzes pH ietekme uz AKF transformāciju par Ap [32] 

AKF sintēzes pH Laiks, kas nepieciešams AKF transformācijai uz Ap (min) 

6,8 16 
7,0 30 
7,5 48 
8,0 120 
9,0 135 

10,0 280 
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Zinātniskajā literatūrā aprakstītas dažādas metodes tīra un MOM saturoša AKF sintēzei. 
Sintēzes veiktas atšķirīgos pH, dažādos maisīšanas ātrumos, reakcijas laikos, atšķirīgos 
tilpumos, kā arī dažādās kalcija un fosfāta jonu koncentrācijās. Tāpēc ir sarežģīti salīdzināt 
sintēžu rezultātā iegūtos tīros un MOM saturošos AKF. 

Promocijas darba gaitā izstrādāta vienas pakāpes slapjās ķīmiskās sintēzes metode tīra un 
MOM saturoša AKF iegūšanai, saglabājot nemainīgus sintēzes parametrus, piemēram, sintēzes 
pH, reakcijas tilpumu, temperatūru, maisīšanas ātrumu un kalcija un fosfātu jonu koncentrāciju. 
Šī standartizētā pieeja ļauj analizēt MOM ietekmi uz AKF fizikālajām un ķīmiskajām īpašībām. 

Promocijas darba izstrādes gaitā (promocijas darba autora 4. publikācija) tīra AKF 
iegūšanai tika izmantota šāda pieeja: vispirms tika pagatavots kalcija hlorīda vai kalcija nitrāta 
šķīdums (150 mM 150 ml dejonizēta ūdens), tā pH pielāgots līdz 11,5, izmantojot 3M NaOH 
šķīdumu. Pēc tam, vienmērīgi maisot ar ātrumu 500 apgr./min., šim šķīdumam tika pievienots 
identisks apjoms trinātrija fosfāta šķīduma (100 mM 150 ml dejonizēta ūdens), kā redzams 4. C 
attēlā. 

Lai iegūtu MOM saturošu AKF (promocijas darba autora 4. un 5. publikācija), vispirms 
kalcija glutamāts (150 mM), kalcija acetāts (10 mM) vai kalcija citrāts (150 mM) tika pievienots 
150 ml dejonizēta ūdens. Iegūtā šķīduma pH tika pielāgots līdz 11,5, izmantojot 3M NaOH 
šķīdumu, kam sekoja identiska apjoma trinātrija fosfāta šķīduma pievienošana (100 mM 150 
ml dejonizēta ūdens), šķīdumu maisot ar 500 apgr./min. (4. D attēls). 

Itakonātu un askorbātu saturošā AKF iegūšanas process redzams 4. C attēlā. 150 ml 
dejonizēta ūdens tika pievienots kalcija hlorīds (150 mM), itakonskābes anhidrīds (150 mM) 
vai askorbīnskābe (150 mM). Iegūto šķīdumu pH tika pielāgots līdz 11,5, izmantojot 3M NaOH 
šķīdumu. Pēc tam tika pievienots identisks apjoms trinātrija fosfāta šķīduma (100 mM 150 ml 
dejonizēta ūdens), nepārtraukti maisot ar ātrumu 500 apgr./min. 

4. att. Tradicionālā sintēzes pieeja tīra (A) un MOM saturoša AKF iegūšanai (B). Promocijas 
darba gaitā tīra AKF sintēzei izmantots kalcija hlorīda šķīdums (pH pielāgots līdz 11,5 ar 3M 
NaOH), kuram pēc tam pievienots trinātrija fosfāta šķīdums (C). MOM saturoša AKF sintēzei 

izmantots attiecīgās MOM kalcija sāls šķīdums, kuram pēc pH pielāgošanas pievienots 
trinātrija fosfāta šķīdums (D). 

Visu sintēžu gadījumā kalcija sāls šķīdumu (arī MOM saturošo) pH tika pielāgots līdz 11,5, 
izmantojot 3M NaOH. Trinātrija fosfāta šķīduma pH vērtība pēc būtības ir 12. Sajaucot šos 
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šķīdumus, reakcijas pH saglabājās robežās no 10,5 līdz 11,5. Sintēžu reakcijas tilpums, 
temperatūra, maisīšanas ātrums, kalcija un fosfātu jonu koncentrācija, kā arī skalošanas un 
žāvēšanas process (centrifugēšana, trīskārtēja skalošana ar destilētu ūdeni, iegūto nogulšņu 
sasaldēšana, izmantojot šķidro slāpekli un liofilizācija) bija identiski. Gan AKF, gan MOM 
saturošie AKF tika iegūti līdzīgos apstākļos, kas ļaujot tos savstarpēji salīdzināt un spriest par 
MOM ietekmi gan uz AKF fizikālajām un ķīmiskajām īpašībām, gan AKF transformācijas 
kinētiku uz Ap. 

SINTĒZES REZULTĀTĀ IEGŪTO AKF ĪPAŠĪBAS 

Promocijas darba autora 4. publikācijā aprakstītas gan sintēzes rezultātā iegūto tīro AKF,  
gan acetātu un citrātu saturošo AKF īpašības, savukārt 5. publikācijā sniegta informācija par 
askorbātu, glutamātu un itakonātu saturošajiem AKF. 

Visu sintezēto AKF RTG ainas uzrādīja divus platus izliekumus, apliecinot, ka sintēžu 
rezultātā ir iegūts AKF. Absorbcijas joslu šķelšanās v4 PO4

3– raksturīgajā svārstību apgabalā 
(500–620 cm–1) paraugiem iegūtajos FTIR spektros netika novērota, liecinot par visu sintēzes 
rezultātā iegūto AKF amorfo dabu. 

Visu iegūto AKF cietvielu 31P kodolmagnētiskās rezonanses (KMR) analīze uzrādīja AKF 
raksturīgo plato pīķi ar Gausa sadalījuma formu, kas centrēts starp 2,2 ppm līdz 6,5 ppm. AKF 
un attiecīgo MOM funkcionālo grupu klātbūtne tika apstiprināta, izmantojot FTIR un cietvielu 
13C KMR analīzi. 

Morfoloģija AKF, kura klātbūtne detektēta zebrzivs spuru kaulos, cāļu embriju garajos 
kaulos un peļu galvaskausos, ir sfēriska vai globulāra, ar izmēru 10–50 nm [33], [34]. 5. attēlā 
redzama promocijas darba izstrādes gaitā sintezēto tīro un MOM saturošo AKF transmisijas 
elektronu mikroskopijas (TEM) attēli. Tīrā, acetātu, askorbātu, glutamātu un itakonātu saturošā 
AKF daļiņām ir sfēriska forma ar diametru ap 20 nm. Novērojams, ka daļiņām ir dobs vidus. 
Citrātu saturošajam AKF ir globulāra morfoloģija ar diametru ap 40 nm. 

5. att. Promocijas darba izstrādes gaitā sintezēto AKF morfoloģija (mērogs 20 nm). A) tīrs 
AKF; B) AKF_ACE (acetātu saturošs AKF); C) AKF_ITN (itakonātu saturošs AKF); 
D) AKF_GLU (glutamātu saturošs AKF; E) AKF_ASK (askorbātu saturošs AKF); F) 

AKF_CIT (citrātu saturošs AKF). 

A)  B)  C)  

D)  E)  F)  
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MOM ietekme uz AKF patieso blīvumu un īpatnējo virsmas laukumu (ĪVL) redzama 2. 
tabulā. Šajā pētījumā izmantotajām MOM ir dažādas funkcionālās grupas. Acetāts ir 
monokarboksilāts, glutamāts un itakonāts ir bikarboksilāts, citrātam ir trīs karboksilāta grupas 
un hidroksilgrupa, savukārt askorbātam ir hidroksilgrupas. AKF sastāvā esošie kalcija un 
fosfāta joni var reaģēt ar acetāta, citrāta, itakonāta un glutamāta karboksilāta grupām. 
Hidroksilgrupas var reaģēt gan ar fosfāta, gan kalcija joniem. Ņemot vērā to, ka sintēzei 
izmantotajām MOM ir atšķirīgs karboksilātu un hidroksilgrupu skaits un, attiecīgi, to negatīvo 
lādiņu skaits, tās atšķirīgi reaģē ar AKF sastāvā esošajiem kalcija un fosfāta joniem. 2. tabulā 
redzamas tīrā un MOM saturošo AKF patiesais blīvums un ĪVL. 

2. tabula 

Sintēzes rezultātā iegūto AKF patiesais blīvums un ĪVL 

Paraugs Patiesais blīvums (g/cm3) ĪVL (m2/g) 
AKF 2,62 105 

Acetātu saturošs AKF 2,47 118 
Itakonātu saturošs AKF 2,43 130 
Glutamātu saturošs AKF 2,64 92 
Askorbātu saturošs AKF 2,82 115 

Citrātu saturošs AKF 2,57 62 

 

SINTEZĒTO AKF KRISTALIZĀCIJAS KINĒTIKA ŪDENS VIDĒ 

In vitro analīze tiek izmantota, lai noteiktu šūnu atbildes reakciju uz materiālu. Šīs analīzes 
laikā materiāls tiek pakļauts dažādu šķīdumu iedarbībai. Metastabiliem materiāliem, piemēram, 
AKF, pirms in vitro analīzes veikšanas ir ļoti būtiski novērtēt kristalizācijas kinētiku ūdens 
vidē. Promocijas darba autora 5. publikācijā aprakstīti visu sintezēto AKF kristalizācijas 
kinētikas pētījumi. Eksperimenti tika veikti dejonizētā ūdenī, fosfāta buferšķīdumā (FBS) un 
šūnu kultūras barotnē Minimum Essential Medium (α-MEM). 

Līdz šim publicētie pētījumi liecina, ka AKF kristalizācijas kinētiku neietekmē šādi faktori: 
a) izmantotās buferšķīduma sistēmas veids; b) dažāda veida monovalento jonu klātbūtne; 
c) AKF saskare ar sintēzes šķīdumu, filtrēšana, žāvēšana vai tā pievienošana tikko pagatavotam 
buferšķīdumam. 

Faktori, kas ietekmē kristalizācijas kinētiku, ir maisīšanas ātrums, sintēzes šķīduma sastāvs, 
šķīdinātāja veids, piesārņojuma klātbūtne un piedevas (polimetrolīti, fosfolipīdi, poliglikoli, 
proteīni). Līdz šim veiktajos pētījumos MOM ietekmei uz AKF kristalizāciju pievērsta maza 
uzmanība [32]. 

Kristalizācijas eksperimenti vispirms tika veikti dejonizētā ūdenī (6. att.). Acetātu saturošā 
AKF transformācija uz Ap notika ātrāk nekā tīrā AKF gadījumā. Organiskā savienojuma sānu 
grupas (karboksilāta vai hidroksilgrupa) nodrošina mijiedarbību ar CaP. Organisko molekulu 
funkcionālajās grupas var būtiski ietekmēt AKF fizikālās un ķīmiskās īpašības (piemēram, 
morfoloģiju, daļiņu lielumu, ĪVL un patieso blīvumu). 

KMR analīze apstiprināja, ka tīrs AKF satur karbonātu jonus (lādiņš –2). Acetāta lādiņš ir 
–1. Zinātniskajā literatūrā minēts, ka fluoru saturošs AKF uz Ap transformējas ātrāk nekā tīrs 
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AKF, kas saistāms ar fluora jona negatīvo lādiņu [35], [36]. Acetāta negatīvais lādiņš varēja 
veicināt ātrāku acetātu saturošā AKF transformāciju uz Ap. 

Ir zināms, ka karbonāta jonu klātbūtne AKF struktūrā kavē tā transformēšanos uz Ap [31]. 
Itakonāts un glutamāts satur divas karboksilāta grupas (katrai lādiņš –1), kā rezultātā to ietekme 
varētu būt līdzīga kā karbonātus saturošam AKF. Tāpēc tīra, kā arī glutamātu un itakonātu 
saturoša AKF transformācijas ātrums uz Ap varēja būt līdzīgs. 

Citrāts satur trīs karboksilāta grupas (kopējais negatīvais lādiņš –3). Tā rezultātā citrātu 
saturošā AKF transformācijas ātrums bija vislēnākais. Askorbāta anjona lādiņš ir –1, kas varēja 
palēnināt tā transformācijas ātrumu, salīdzinot ar tīru, acetātu, itakonātu un glutamātu saturošu 
AKF.  
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6. att. AKF transformācija uz Ap dažādās ūdens vidēs. Transformācijas kritērijs bija v4 PO4
3– 

svārstību apgabals paraugu FTIS spektros. Paraugi, kuros v4 PO4
3‒ svārstību apgabalā netika 
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Šūnu kultūras barotnē Minimum Essential Medium (α-MEM) 
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novērota skaidra šķelšanās, uzskatīti par amorfiem; paraugi, kuriem novērota šķelšanās v4 

PO4
3– svārstību apgabalā transformējušies uz Ap. 

 
FBS gadījumā visi sintezētie AKF ātrāk transformējās par Ap. Zinātniskajā literatūrā 

minēts, ka FBS šķīdumā organiskie savienojumi no AKF virsmas izdalās jonu apmaiņas ar 
fosfātu grupām no FBS vides rezultātā. Tā rezultātā pieaug fosfātu koncentrācija AKF, kas 
samazina tā stabilitāti un izraisa straujāku transformāciju uz Ap fāzi [37]. Fosfātu saturs α-
MEM vidē ir mazāks nekā FBS. Tādēļ transformācijas kinētika bija lēnāka (izņemot citrātu 
saturošo AKF). 

Citrātus saturošais AKF α-MEM vidē stabilitāti saglabāja līdz 2880 minūtēm ilgi. Agrāk 
publicētajos pētījumos minēts, ka ap citrāta stabilizētām zelta nanodaļiņām albumīna serumā 
veidojas ar proteīniem bagāts slānis. Iespējams, līdzīgi, negatīvi lādētais citrāts no citrāta 
stabilizētajām AKF daļiņām mijiedarbojas ar fetālo liellopa serumu, kas ir α-MEM sastāvā, un 
tā rezultātā tiek aizkavēta AKF kristalizācija [38], [39]. 

FTIS analīzes apstiprināja, ka attiecīgo MOM funkcionālās grupas CaP struktūrā saglabājas 
arī pēc transformācijas. MOM saturošu Ap var iegūt, integrējot sintēzes un transformācijas 
kinētikas procesus. 

SINTEZĒTO AKF RAKSTUROŠANA IN VITRO  
Sintezētā AKF raksturošana in vitro tika veikta ar osteoblastu prekursoru šūnām, kas iegūtas 

no peles (Mus musculus) galvaskausa (MC3T3-E1). Lai veiktu testus ar šūnām, tika sagatavotas 
AKF suspensijas, pievienojot 10 m/v % AKF daļiņu α-MEM videi, kas pēc tam ar ūdens 
tvaikiem piesātinātā atmosfērā, kas sastāvēja no 95 % gaisa un 5 % CO2, 37 °C temperatūrā 
tika inkubēta 24 stundas.  

Ekstrakti vispirms tika centrifugēti un pēc tam filtrēti, lai atdalītu cietās daļiņas. Pēc tam tie 
tika atšķaidīti ar α-MEM, lai iegūtu nepieciešamo koncentrāciju – 1 m/v% un 0,1 m/v %. In 
vitro pētījumiem izmantots gan neatšķaidīts ekstrakts, gan ekstraktu atšķaidījumi (1 m/v un 0,1 
m/v %). Pēc tam ekstrakti tika pievienoti MC3T3-E1 saturošām šūnu platēm, kas pēc tam tika 
inkubētas 48 stundas. α-MEM vide tika izmantota kā pozitīvā kontrole. Kā negatīvā kontrole 
tika izmantota α-MEM vide, kas saturēja 6 tilp.% dimetilsulfoksīda. Šūnu dzīvotspējas 
analizēšanai tika izmantots WST-8 (CCK-8, Sigma Aldrich) komplekts. 

Promocijas darba autora 4. publikācijā analizēti tīra, kā arī AKF_CIT un AKF_ACE in vitro 
testu rezultāti. Absorbcija, kas reģistrēta no šūnām, kas tika kultivētas pozitīvās kontroles vidē, 
tika normalizēta līdz 100 %. Šūnas, kas kultivētas ar 10 w/v % AKF_ACE ekstraktu, uzrādīja 
zemāko šūnu dzīvotspēju. Vislielākā šūnu dzīvotspēja tika novērota 0,1 w/v % AKF_CIT 
ekstraktā. Starp 10 w/v % koncentrācijas ekstraktiem visaugstāko šūnu dzīvotspēju uzrādīja 
AKF_CIT ekstrakts, kam sekoja tīrs AKF (AKF_CL un AKF_NIT) un AKF_ACE. 
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Tā kā visi AKF paraugi (7. att.) uzrādīja šūnu dzīvotspēju virs 70 %, var secināt, ka visi 
paraugi ir citosaderīgi. In vitro analīzes rezultāti liecina, ka AKF_CIT ekstraktos šūnu 
dzīvotspēja bija visaugstākā, kas liecina, ka šūnu dzīvotspēja pieaug, ja AKF satur citrātus. 

7. att. Atšķirīgu koncentrāciju (10 % m/v, 1 % m/v un 0,1 % m/v) AKF ekstraktos 
kultivētu MC3T3-E1 šūnu relatīvā dzīvotspēja (n = 12, CNT – kontrole, trīs atkārtojumi,  
*p < 0,05). CL un NIT reprezentē tīru AKF paraugus, CIT un ACE – citrātu un acetātu 

saturošus AKF. 

Promocijas darba autora 5. publikācijā aprakstīta in vitro analīze, kas veikta askorbātu, 
glutamātu un itakonātu saturošiem AKF. Pozitīvā un negatīvā kontrole apzīmēta attiecīgi kā 
CNT+ un CNT–. Iegūtie rezultāti liecināja, ka 10 % w/v AKF_GLU ekstrakts bija citotoksisks. 
Augsta glutamāta koncentrācija var izraisīt ekscitotoksicitāti un/vai oksidatīvu glutamāta 
toksicitāti [40], [41]. Tomēr, samazinot AKF_GLU ekstrakta koncentrāciju līdz 1 % w/v, šūnu 
dzīvotspēja pieauga. 

Šūnu dzīvotspēja 10 % AKF_ITN un AKF_ASK ekstraktā bija labāka nekā 10 % 
AKF_GLU ekstraktā. Līdzīga tendence tika novērota arī 1 % w/v AKF_ITN un AKF_ASK 
ekstrakta gadījumā. Šūnu dzīvotspēja 10 % w/v un 1 % w/v AKF_ASK ekstraktā bija labāka 
nekā CNT+ gadījumā. 

Askorbātam ir izšķiroša nozīme preosteoblastu diferenciācijā, un tas var būt iemesls lielākai 
šūnu dzīvotspējai [42], [43]. Kā redzams 8. attēlā, šūnu dzīvotspēja visos AKF ekstraktos 
(izņemot 10 % w/v AKF_GLU) bija lielāka par 70 %, tāpēc var secināt, ka visi ekstrakti ir 
citosaderīgi. 

8. att. Relatīvā dzīvotspēja MC3T3-E1 šūnām, kas kultivētas dažādu koncentrāciju AKF 
ekstraktos (10 % un 1 % m/v), kas iegūti α-MEM vidē. Visi paraugi tika analizēti trīs reizes, un 
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dati norādīti kā vidējā vērtība un standartnovirze. CNT + un CNT – attiecīgi ir pozitīvā un 
negatīvā kontrole. 

NANOKOMPOZĪTA BIOTINTE 

Promocijas darba gaitā izstrādātā nanokompozīthidrogela biotinte, kas satur AKF, tika 
izstrādāta pirmo reizi. Nanokompozīthidrogela biotintes iegūšanai tika izmantots citrātu un 
acetātu saturošais AKF. Pētījumā analizēta izdrukāto konstrukciju strukturālā integritāte, daļiņu 
izmēra, kristalizācijas kinētikas un attiecīgā MOM ietekme uz biotintes īpašībām.  

Promocijas darba autora 6. publikācijā aprakstīta nanokompozīthidrogela pamatņu 
biodrukāšana, kas tika veikta trīs posmos – pirmsdrukāšana, drukāšana un pēcdrukāšanas 
analīze. 

Pirmsdrukāšanas posmā tika izvēlēts pamatņu dizains, materiāls un šūnas. Kopumā iegūtas 
divas nanokompozīta biotintes, kur algināta dialdehīda-želatīna (ADA-GEL) organiskajā 
matricē tika iekļauts citrātu un acetātu saturošais AKF. 

GEL ir vienpavediena proteīns, kas iegūts kolagēna hidrolītiskās noārdīšanas rezultātā. Tas 
satur glicīnu, prolīnu un 4-hidroksiprolīna, un tam piemīt līdzīgas biomehāniskās īpašības kā 
kolagēnam [44]. Algināts ir dabīgs polimērs, kas iegūts no brūnajām jūraszālēm, kas sastāv no 
β-(1-4), kas saistīts ar mannouronskābi, un β-(1-4), kas saistīts ar I-glikuronskābes vienībām. 
Pie algināta nevar piesaistīties šūnas, taču to bieži izmanto kopā ar GEL, lai izgatavotu 3D 
pamatnes [45]. Alginātam nepiemīt spēja mijiedarboties ar GEL, tāpēc tas tika pārveidots par 
algināta dialdehīdu (ADA). Tā rezultātā tas nodrošināja reaktīvās grupas GEL šķērssaistīšanai, 
nodrošinot Šifa bāzes veidošanos [46]. 

Otrais solis bija biotinšu drukāšana. Vispirms tika veikta hidrogelu reoloģijas analīze, kā 
arī veikta biodrukāšanas parametru optimizācija. Amplitūdas tests ir pirmais solis hidrogelu 
viskoelastīgo īpašību raksturošanā [47].  

Visu hidrogelu VEA iekļaujas 20 % no maksimālās bīdes deformācijas vērtības, kā redzams 
9. A–C attēlā. Papildus visiem hidrogeliem tika veikts frekvences un tecēšanas tests pie 1 % no 
maksimālās bīdes deformācijas vērtības. Frekvences tests tika veikts, lai analizētu hidrogelu 
krājuma moduli (G') un zuduma moduli (G"), kā redzams 9. D–F attēlā. 

ADA-GEL un AKF saturošā ADA-GEL hidrogeliem G'>G", kas ir vēlami konstrukciju 
biodrukāšanai. Zemākā frekvence, pie kuras tika analizētas hidrogelu G' un G" vērtības, bija 1 
Hz. ADA-GEL hidrogelā G' un G" bija attiecīgi 99,2 ± 9,3 Pa un 9 ± 1,1 Pa. AKF_ACE 
saturošajam ADA-GEL hidrogelam G' un G'' vērtības ir 134,9 ± 16,5 Pa and 6,5 ± 0,5 Pa, savukārt 
AKF_CIT saturošajam ADA-GELA hidrogelam G' un G" vērtības ir attiecīgi 142,6 ± 14,1 Pa un 
7,6 ± 1,2 Pa. Visiem iegūtajiem hidrogeliem piemīt neņūtona šķidrumu īpašības (9. G att.).  
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9. att. ADA-GEL un AKF saturoša ADA-GEL hidrogela oscilācijas testi. (A–C) amplitūdas 
krituma analīze tika veikta, lai novērtētu hidrogela VEA. (D–F) frekvenču analīze – lai raksturotu 
hidrogelu krājuma (G') un  (G"). Rezultāti liecina, ka AKF pievienošana ADA-GEL hidrogelam 

uzlabo tā G' un G". (G) hidrogela plūstamības analīze veikta, attiecinot viskozitātes. 

Drukāšanas parametri tika optimizēti ar izmēģinājuma un kļūdu metodi, izmantojot ADA-
GEL hidrogelu. Lai optimizētu printēšanas spiedienu un drukāšanas ātrumu, tika izdrukāta 8 x 
8 mm2 konstrukcija – režģis. Sākotnēji drukāšana tika veikta lēnām – ar ātrumu 2 mm/s – pie 
mainīga spiediena. Drukāšanas ātrums tika optimizēts pēc tam, kad drukāšanas rezultātā tika 
iegūts nepārtraukts režģis ar viendabīgu acu izmēru, kā redzams 10. attēlā. Optimālais 
drukāšanas spiediens bija 65 kPa, savukārt ātrums 5 mm/s. Šie drukāšanas parametri tika 
izmantoti, lai izdrukātu konstrukcijas, izmantojot ADA-GEL un AKF saturošu ADA-GEL 
biotinti, kas pēc tam tika šķērssaistītas, izmantojot kalcija hlorīdu un bakteriālo 
transglutamināzi un iemērktas α-MEM vidē. 

Trešais posms ir izdrukāto konstrukciju analīze, kuras laikā autors pārliecinājās par 
izdrukāto konstrukcijas stabilitāti. Drukāšanas indekss un vidējā poru laukuma analīze tika 
veikta, izmantojot ImageJ programmatūru. Agrāk publicētos pētījumos drukāšanas indekss 
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izmantots, lai optimizētu drukāšanas parametrus. Veiktajā pētījumā drukāšanas indekss 
izmantots, lai raksturotu izdrukāto konstrukciju acu ģeometrijas izmaiņas kā funkciju no laika. 
Savukārt drukāšanas indeksa rezultāti tika korelēti ar vidējo režģa acs laukumu, kā redzams 
11. attēlā. 

10. att. Izmēģinājuma un kļūdu metodes izmantošana drukāšanas parametru optimizācijai, 
izmantojot dažādas drukāšanas spiediena un ātruma kombinācijas. A) Vispirms drukāšanas 

spiediens tika optimizēts pie drukāšanas ātruma 2 mm/s. B) Drukāšans ātrums optimizēts pie 
spiediena 65 kPa. 

 
Izdrukāto konstrukciju acu ģeometrija tika novērtēta, izmantojot drukāšanas indeksu [48]. 

Slēgta apgabala cirkularitāte (C) tiek definēta kā:  
 𝐶𝐶 =  4𝜋𝜋𝜋𝜋

𝐿𝐿2
  (1), 

kur L – perimetrs, A – režģa acs laukums. Apļa formai ir vislielākā cirkularitāte – C = 1, 
savukārt kvadrāta formai cirkularitāte ir vienāda ar π/4. Zinātniskajā literatūrā aprakstītajos 
pētījumos biotintes drukas indekss (Pr) kvadrātveida formas porām ir noteikts, izmantojot šādu 
funkciju [49]:  

 𝑃𝑃𝑃𝑃 =  𝜋𝜋
4

. 1
𝐶𝐶

= 𝐿𝐿2

16𝜋𝜋
.   (2) 

Ideāli saželējušas režģa konstrukcijas acij ir kvadrātveida forma ar Pr vērtību 1. Pr > 1 
liecina par neregulāras acs formas ģeometriju, savukārt Pr < 1 apraksta izliektas formas acs 
ģeometriju [50]. Drukāto ADA-GEL un AKF saturoša ADA-GEL konstrukciju attēli iegūti, 
izmantojot stereomikroskopu. Katras režģa konstrukcijas acu cirkularitāte (n = 16) tika 
analizēta, izmantojot Image-J programmatūru, pēc tam aprēķinot Pr vērtību [51]. Dati uzrādīti 
kā vidējā Pr vērtība ar standartnovirzi. 
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11. att. ADA-GELA un AKF saturošas ADA-GEL biotintes drukāto konstrukciju pēcdrukas 
analīze (ADA-GEL, ADA-GEL-AKF_ACE un ADA-GEL-AKF_CIT). Stereomikroskopijas attēlu 
analīze tika veikta 1., 3., 7. un 14. dienā (mērogs 2 mm). Drukas indekss (Pr) un vidējā poru 
laukuma analīze tika veikta, izmantojot attēlu analīzi programmatūru, atlasot 16 poras. Poru 
ģeometrija tika novērtēta, analizējot Pr vērtību; piemēram, Pr < 1 attēlo izliektu, Pr = 1 atbilst 
kvadrātveida, Pr > 1 neregulāru iporu ģeometriju. (A–C) demonstrē Pr vērtības, (D–F) parāda 
vidējo biotintes poru laukumu. ADA-GEL biotintes uzrāda straujas konformācijas izmaiņas poru 
ģeometrijā un biotintes vidējā poru laukuma samazināšanos, liecinot par zemu strukturālo 
stabilitāti, salīdzinot ar AKF saturošajām ADA-GEL biotintēm. 

AKF_ CIT pievienošana nodrošināja labāku izdrukātās konstrukcijas strukturālo integritāti 
nekā AKF_ACE pievienošana, kas, iespējams, saistīts ar atšķirīgo kalcija un fosfātu jonu 
izdalīšanās kinētiku no AKF_CIT un AKF_ACE (12. att.). Jonu izdalīšanās eksperimenti tika 
veikti 168 stundas (septiņas dienas), lai analizētu kalcija un fosfāta jonu izdalīšanos. Sākotnēji, 
pirmo stundu laikā, tika novērota strauja kalcija un fosfātu jonu izdalīšanās, kas pēc tam 
pakāpeniski samazinājās [52], [53]. AKF_CIT uzrādīja augstāku izdalīto jonu koncentrācija. 
AKF_ACE izdalītais kalcija un fosfātu jonu daudzums bija salīdzinoši neliels – robežās no 1 mM 
līdz 1,5 mM.  

2 mm 

1. diena 3. diena 7. diena 14. diena
0

1

2

3

V
id

ēj
ai

s 
po

ru
 la

uk
um

s 
(m

m
2 )

 Aprēķinātais poru laukums

 ADA-GEL

1. diena 3. diena 7. diena 14. diena
0

1

2

3
 ADA-GEL-AKF_ACE

 Aprēķinātais poru laukums

V
id

ēj
ai

s 
po

ru
 la

uk
um

s 
(m

m
2 )

1. diena 3. diena 7. diena 14. diena
0

1

2

3
 ADA-GEL-AKF_CIT

 Aprēķinātais poru laukums

V
id

ēj
ai

s 
po

ru
 la

uk
um

s 
(m

m
2 )

1. diena 3. diena 7. diena 14. diena
0.0

0.6

1.2

1.8  ADA-GEL

Pr
 v

ēr
tib

a

A 

D E F 
1. diena 3. diena 7. diena 14. diena

0.0

0.6

1.2

1.8  ADA-GEL-AKF_CIT

Pr
 v

ēr
tib

a

1. diena 3. diena 7. diena 14. diena
0.0

0.6

1.2

1.8

Pr
 v

ēr
tib

a

 ADA-GEL-AKF_ACE

C B 

2 2 

1. diena 3. diena 7. diena 14. diena 

A
D

A
-G

EL
 

A
D

A
-G

EL
-

A
K

F_
C

IT
 

A
D

A
-G

EL
-

A
K

F_
A

C
E

 

Poras forma 

Pr=1 

Pr>1 

Pr<1 

2 mm 



28 
 

 

12. att. Fosfātu un kalcija jonu izdalīšanās kinētika. (A) Citrātu saturošs AKF; (B) acetātu 
saturošs AKF. 

Arī AKF daļiņu izmēram var būt būtiska nozīme izdrukātās konstrukcijas strukturālās 
integritātes nodrošināšanā. AKF_ACE daļiņu izmērs ir mazāks (~ 20 nm) nekā AKF_CIT (~ 40 
nm) (detalizētāka informācija atrodama promocijas darba autora 4. publikācijā). Mazāks daļiņu 
izmērs nodrošina lielāku virsmas laukumu un, attiecīgi, lielāku tendenci daļiņām aglomerēties, 
kas var negatīvi ietekmēt izdrukātās konstrukcijas strukturālo integritāti [54]. 

Brīvā citrāta karboksilgrupa potenciāli var reaģēt ar želatīna amīnu grupu, nodrošinot amīda 
saites veidošanos. Gan ADA, gan GEL var šķērssaistīt ar citrātu saturošu AKF [55]. Precīzai 
šķērssaistīšanās mehānisma noteikšanai būtu nepieciešams veikt papildu analīzes. 

Izdrukāto konstrukciju raksturošana in vitro tika veikta, izmantojot iekrāsošanu ar rodamīna 
falloidīnu un DAPI. 13. attēlā redzams šūnu piesaistīšanās izdrukātajai konstrukcijai pirmajā 
dienā, kam seko šūnu pagarināšanās, saplūšana un tīklojuma veidošanās nākamo dienu laikā. 
Konstrukciju virsmu 14. dienā klāja šūnas, kas apstiprina izveidotās nanokomozīta biotintes 
citosaderību. 

 

13. att. Epifluorescences mikroskopija rodamīna-faloidīna (sarkanā krāsā) un DAPI (zilā 
krāsā) iekrāsotām MC3T3-E1 šūnām, kas iekļautas ADA-GEL un AKF saturoša ADA-GEL 

konstrukcijās (ADA-GEL-AKF_ACE un ADA-GEL-AKF_ACE). Mērogs 500 μm. 
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Lai raksturotu šūnu izplatīšanos izdrukāto konstrukciju tilpumā, izmantota divfotonu 
mikroskopija. Iegūto divfotonu mikroskopijas attēlu grupu 3D rekonstrukcijas redzamas 14. attēlā. 
Attēlos redzams, ka šūnu populācija ar laiku pakāpeniski pieaug, apstiprinot rezultātus, kas iegūti 
ar epifluorescences mikroskopiju. 

 

14. att. Trīsdimensionāli rekonstruēti daudzfotonu mikroskopijas attēli kvalitatīvai 
morfometrijas un šūnu sadalījuma analīzei. 

NANOKOMPOZĪTU HIDROGELI 

Promocijas darba autora 7. publikācijā aprakstīts nanokompozīthidrogels, kura matricu 
veido GELMA, savukārt pildviela ir AKF. GELMA ir pateicīgs materiāls audu inženierijai, 
ņemot vērā tā biosaderību, bioloģisko noārdīšanos, bioaktivitāti un unikālās šķērssaistīšanās 
īpašības, kas lietojamas nanokompozītuhidrogelu izgatavošanai [56]. 

Izplatītākā metode GELMA hidrogelu šķērssaistīsanai ir fotošķērssaistīšana, kur tiek 
izmantota ultravioletā (UV) gaisma un fotoiniciators . GELMA šķīdums satur fotoiniciatoru, 
kas tiek pakļauts UV gaismas iedarbībai. Fotoiniciators absorbē UV gaismu un fotolīzes 
reakcijas rezultātā ģenerē brīvos radikāļus. Brīvie radikāļi reaģē ar GELMA esošajām 
metakriloila grupām, izraisot radikāļu veidošanos uz GELMA molekulām. Radikāļi blakus 
esošajās GELMA molekulās sāk ķēdes reakciju, veidojot kovalentās saites starp metakriloila 
grupām. Līdzīgā veidā redoksa sistēma izmanto ķīmisko iniciatoru amonija persulfātu (APS) 
un n,n,n′,n′-tetra metiletilēnadiamīnu (TEMED). 

Fotošķērssaistīšanai ir trūkumi, piemēram, lēna želēšana un sarežģīts sagatavošanas process 
[57]. Fotošķērssaistīšanas efektivitāti var būtiski samazināt pildvielas, kas hidrogelu padara 
necaurspīdīgu, proti, pasliktina tā gaismas caurlaidību, kas traucē fotopolimerizācijas reakcijas 
procesu un šķērssaistīšanas dziļumu [58]. AKF pievienošanas rezultātā hidrogels kļūst 
necaurspīdīgs (15. B att.), kas apgrūtina GELMA fotošķērsaistīšanas procesu. Lai izstrādātu 
AKF_CIT saturošus GELMA hidrogelus, tika izmantota redoksa ierosināta ķīmiskā 
šķērssaistīšana, izmantojot APS/TEMED [59]. Izgatavotie hidrogeli redzami 15. attēlā. 
AKF_CIT pievienošana minimāli ietekmēja GELMA hidrogela viskoelastiskās īpašības. 
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15. att. Iegūtie GELMA un GELMA-KF_CIT hidrogeli (mērogs 1000 μm). 

Amplitūdas testa rezultāti redzami 16. (A–C) attēlā. Hidrogela VEA tika analizēts, izmantojot 
amplitūdas testu apgabalā, kas ir mazāks par 10 % no maksimālās bīdes deformācijas vērtības. 
Papildu analīze tika veikta zem 1 % no maksimālās bīdes deformācijas vērtības. Nešķērssaistītas 
GELMA krājuma (G") un zuduma modulis (G') bija ļoti zems (mazāks par 0,1 Pa) ar krustošanās 
punktu (G" = G') 501 %, kas liecina par tās spēju izturēt bīdes spēku izraisītu neatgriezenisku 
deformāciju. Pēc šķērssaistīšanas GELMA hidrogela G' un G" pieauga, savukārt krustošanās punkts 
samazinājās līdz 125,8 %. AKF_CIT pievienošana GELMA hidrogelam uzlaboja moduli, 
paaugstinot krustošanās punktu līdz 158,4 %, un tā rezultātā uzlabojās hidrogela spēja izturēt bīdes 
spēku izraisītu neatgriezenisku deformāciju. 

Lai novērtētu iegūto hidrogelu viskoelastīgās īpašības, tiem tika veikts frekvences tests (16. (D–
F) att.). Hidrogelu G' un G'’ tika noteikti pie frekvences 1 Hz (16. A att.). Nešķērssaistītai GELMA 
G' un G'' vērtības ir ļoti zemas (attiecīgi, 0,12 Pa un G'' 0,016 Pa), kas raksturīgas mehāniski 
neizturīgam un viegli deformējamam materiālam. Pēc šķērssaistīšanas tās tika uzlabotas, G' 
sasniedzot 82,6 ± 13 Pa, savukārt G'' 2,28 ± 0,5 Pa. Pievienojot AKF_CIT, GELMA krājuma un 
zuduma moduļa vērtības palielinājās, G' sasniedzot 318,8 ± 6,5 Pa, savukārt G" 11,3 ± 0,23 Pa.   

16. att. Hidrogelu viskoelastīgās īpašības tika analizētas, izmantojot oscilācijas testu: (A–
C) hidrogela VEA tika analizēts ar amplitūdas testu; (D–E) hidrogelu krājuma un zuduma 

moduļi raksturoti ar frekvences testu. 

A) GELMA B) GELMA–AKF_CIT 

10 100 1000
0.001

0.01

0.1

1

10

100

1000

Deformācija (%)

G'
 u

n 
G"

 (P
a)

Nešķērssaistīta GELMA
 G' un  G"

(G'=G") = 501%

10 100 1000
0.001

0.01

0.1

1

10

100

1000

 Deformācija (%)

G'
 u

n 
G"

 (P
a)

GELMA
 G' un  G"

(G'=G") = 125.8%

10 100 1000
0.001

0.01

0.1

1

10

100

1000

 Deformācija (%)

G'
 u

n 
G"

 (P
a)

GELMA + AKF_CIT
 G' un  G"

(G'=G") = 158.4%

0.1 1 10
0.001

0.01

0.1

1

10

100

1000
Nešķērssaistīta GELMA

 G' un  G"

G'
 u

n 
G"

 (P
a)

Frekvence (Hz)
0.1 1 10

0.001

0.01

0.1

1

10

100

1000

Frekvence (Hz)

G'
 u

n 
G"

 (P
a)

GELMA + AKF_CIT
 G' un  G"

A B C 

D E F 



31 
 

 

Izstrādātie VT hidrogeli tika raksturoti in vitro, izmantojot iekrāsošanu ar rodamīna 
falloidīnu un 4′,6-diamidino-2-fenilindolu un DAPI (17. att.). Šūnu piesaistīšanās hidrogeliem 
tika novērota pirmajā dienā. Septītajai dienā šūnas bija vienmērīgi izkliedētas pa visu hidrogelu, 
apliecinot APS/TEMED šķērssaistīšanas paņēmiena citosaderību. Turklāt netika novērota 
negatīva AKF_CIT ietekme uz MC3T3-E1 šūnu proliferācijas procesu. 

17. att. Epifluorescences mikroskopija rodamīna-faloidīna (sarkanā krāsā) un DAPI (zilā krāsā) 
iekrāsotām MC3T3-E1 šūnām, kas iekļautas GELMA un GELMA-AKF_CIT hidrogelos. 

DUBULTTĪKLA NANOKOMPOZĪTHIDROGELI 

Promocijas darba autora 8. publikācijā aprakstīts dubulttīkla nanokompozīthidrogels 
(DTKH), kurā AKF_CIT iekļauts P123-PAM-GELMA matricē. Pirmais dubulttīkla hidrogela 
tīkls tika izveidots, izmantojot P123. Otrais tīkls sastāv no PAM un GELMA kopolimēriem. 
Otrā tīkla šķērssaistīšana tika veikta, izmantojot APS un TEMED (18. att.). 

18. att. DT hidrogela iegūšana, izmantojot fizikālo un ķīmisko šķērssaistīšanu. Primāro 
tīklu veidoja Pluronic P123, savukārt sekundāro tīklu – kopolimēra sistēma, kas sastāv no 
poliakrilamīda-želatīna metakrilāta (PAM-GELMA). AKF_CIT izmantota kā neorganiskā 
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Sagatavojot DT nanokompozītu hidrogelus, tika izmantota sistemātiska pieeja; sākotnēji 
tika pētīta dažādu P123 (2,5 %, 5 %, 7,5 % un 10 %) koncentrāciju ietekme uz PAM-GELMA 
mehāniskajām īpašībām (elastības moduli, stiepes stiprību, pagarinājumu stiepē). Starp tiem 
DT hidrogelam ar 7,5 w/v % P123 koncentrāciju PAM-GELMA bija vislabākās mehāniskās 
īpašības, tādēļ tas tika izmantots arī nanokompozīta DT hidrogelu izstrādē, hidrogelā iekļaujot 
dažādas AKF_CIT koncentrācijas (0,75 %, 1,5 % un 3 %). 

AKF_CIT saturošais DT hidrogels ar 0,75 w/v% AKF_CIT koncentrāciju (saīsināti DT3-
AFK0,75) uzrādīja visaugstvērtīgākās mehāniskās īpašības (19. att.). Šim kompozītam papildus 
tika izvērtētas reoloģiskās īpašības un citosaderība un salīdzināta ar tīra DT  hidrogela (7,5 
w/v% P123-PAM-GELMA, saīsināti DT3) īpašībām.  

 

19. att. Iegūto hidrogelu stiepes sprieguma-deformācijas līkne. (A) P123 koncentrācijas 
ietekme uz PAM-GELMA hidrogela pagarinājumu stiepē. (B) AKF_CIT koncentrācijas 

ietekme uz DT3 hidrogela pagarinājumu stiepē. (C) Elastības modulis, (D) stiepes izturība un 
pagarinājums sagraušanas brīdī (%) visiem iegūtajiem hidrogeliem. 

Visu sintezēto hidrogelu reoloģijas testi parādīja, ka to G'> G", kas liecina par gelam 
raksturīgajām īpašībām. Lai novērtētu iegūto hidrogelu viskoelastīgās īpašības, papildus tika 
veikts frekvences tests (20. A att.). Hidrogelu G' un G'' tika analizēts pie frekvences 1 Hz (20. A 
att.). P123 ir ļoti zemas G' un G'' vērtības (attiecīgi, 1112,3 ± 28,5 Pa), kas atbilst mehāniski 
neizturīga, mīksta materiāla īpašībām. Savukārt PAM-GELMA hidrogelam ir augstas G' un G'' 
vērtības (attiecīgi, 10916,6 ± 625,3 Pa un 4058,6 ± 213,8 Pa), kas atbilst augstai stiprībai un 
trauslumam. Palielinot PAM-GELMA hidrogela P123 saturu, G' vērtība tika ietekmēta mazāk 
nekā G'' vērtība. G'' samazinājums nozīmē, ka deformācijas laikā tiek izkliedēts mazāks 
enerģijas daudzums, kas liecina, ka hidrogels vairāk izturas elastīgi nekā viskozi. Tādējādi, 
palielinoties P123 koncentrācijai, atšķirība starp G' un G'' vērtībām liecina par elastības 
palielināšanos [60]. Šī parādība tika novērota līdz P123 koncentrācijai 7,5 w/v % PAM-GELMA 
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hidrogelā (DT3). Turpinot palielināt P123 koncentrāciju līdz 10 w/v % (DT4), G' 
samazināšanās izraisīja G'' palielināšanos, ietekmējot hidrogela elastību. 

DT3 hidrogeliem ar zemāku AKF_CIT koncentrāciju (0,75 w/v%) G′ vērtība sasniedza 
9141 ± 2545 Pa, savukārt G′' 341,3 ± 134,8 Pa. AKF_CIT iekļaušana (0,75 w/v%) samazina G' 
un G'' vērtības, tomēr G' vērtības kritums ir neliels, salīdzinot ar G'' vērtības samazināšanos, 
kas varēja veicināt tā elastīgo īpašību uzlabošanos. AKF_CIT koncentrācijai DT3 hidrogelos 
pieaugot līdz 1,5 %, G' un G" vērtība būtiski palielinājās (attiecīgi, 17766,6 ± 2689,4 Pa un 
1034,9 ± 290,2 Pa), kas uzlaboja hidrogela stingrību. Palielinot AKF_CIT koncentrāciju līdz 3 
w/v% G' un G'' vērtības dramatiski pieauga (attiecīgi, uz 22523,3 ± 6950 Pa un1422,6 ± 47,6 
Pa), kas varēja izraisīt kompozīta mehānisko īpašību pasliktināšanos [61], [62]. 

Visu sintezēto hidrogelu tan δ analīze redzama 20. C attēlā. Tan δ ir viskoelastīga materiāla G' 
un G'' attiecība, ko bieži izmanto materiāla slāpēšanas īpašību raksturošanai. Tā kvantificē enerģijas 
daudzumu, kas izkliedēts siltuma veidā. Viskoelastīga materiāla lielāka tan δ vērtība (tuvāka 1) 
liecina par lielāku enerģijas daļu, kas izkliedēta siltuma veidā, attiecībā pret elastības enerģiju. No 
otras puses, mazāka tan δ vērtība liecina, ka vairāk saglabāta elastības enerģija, salīdzinot ar 
enerģiju, kas zaudēta siltuma veidā [47].  

 
20. att. A) Krājuma (G') un zuduma moduļa (G") analīze pie 1 Hz frekvences.  

B) Tan δ analīze pie 1 Hz frekvences. C) Visu sintezēto hidrogelu tan δ analīze dažādās 
frekvencēs. D) Kompleksās viskozitātes analīze. 
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PAM-GELMA hidrogela tan δ vērtība bija 0,37 ± 0,03, analizējot pie 1 Hz frekvences 
(20. D att.). Palielinoties P123 koncentrācijai PAM-GELMA hidrogelos, tan δ vērtības pieaug 
uz attiecīgi 0,28 ± 0,13 DT1, 0,16 ± 0,01 DT2, 0,067 ± 0,01 DT3 un 0,09 ± 0,02 DT4 
hidrogelam. Šī analīze liecināja, ka tan δ vērtības samazinājās, līdz P123 koncentrācija bija 7,5 
w/v% PAM-GELMA (DT3), ko var attiecināt uz palielinātu elastību [65]. Ja P123 koncentrācija 
tika palielināta līdz 10 w/v% PAM-GELMA (DT4), slāpēšanas vērtība palielinājās, samazinot 
elastību. 

Nanokompozīthidrogelos tan δ vērtības bija 0,036 ± 0,05 DT3-AKF0.75, 0,057 ± 0,008 
DT3-AKF1.5 un 0,067 ± 0,02 (DT3-AKF3). DT3-AKF0.75 tan δ vērtība bija viszemākā, ko var 
attiecināt uz visaugstāko elastību. Palielinot AKF_CIT koncentrāciju DT3 hidrogelos līdz 1,5 
m/v % (DT3-AKF1.5) un 3 m/v % (DT3-AKF3), palielinās tan δ vērtība, ko var attiecināt uz 
slāpēšanas īpašību samazināšanos. Palielinoties AKF_CIT koncentrācijai, sāk pieaugt tan δ 
vērtība, kas var ietekmēt šķērssaistīšanās blīvumu un polimēru ķēžu mobilitāti hidrogelā, 
tādējādi ietekmējot hidrogela kopējās mehāniskās īpašības. 

Visu sintezēto hidrogelu kompleksā viskozitāte samazinājās, palielinoties frekvencei. 
Kompleksas viskozitātes variācijas tika novērotas pie dažādām P123 un AKF_CIT 
koncentrācijām PAM-GELMA hidrogelā [63]. Kā redzams 20. D attēlā, P123 koncentrācijas 
palielināšanās PAM-GELMA hidrogelā izraisa ievērojamu kompleksās viskozitātes 
samazināšanos. 

Stiepes testu rezultāti korelē ar oscilācijas bīdes testiem, kas liecina par to, ka P123 uzlabo 
PAM-GELMA hidrogelu elastību un mehāniskās īpašības. Tomēr P123 ietekme ir atkarīga no 
koncentrācijas. Arī AKF_CIT ietekme uz hidrogela īpašībām ir atkarīga no tā koncentrācijas 
hidrogelā. Pie noteiktas AKF_CIT koncentrācijas novērotā hidrogela elastības pastiprināšanās 
varētu būt saistīta ar AKF_CIT esošā citrāta pseidošķērssaistīšanos ar GELMA. Tomēr, lai 
apstiprinātu citrāta-GELMA mijiedarbību, ir nepieciešamas izvērstākas analīzes. DT3 un 
nanokompozītmateriāla DT3-AKF0.75 hidrogelam ir augstvērtīgākās mehāniskās īpašības. 
Tāpēc šiem diviem hidrogeliem tika veiktas papildu analīzes. 

Materiāla plūstamības (creep) un atjaunošanās īpašības palīdz izprast viskoelastīga 
materiāla polimēru ķēžu mijiedarbību, kas savukārt palīdz analizēt hidrogela deformācijas 
mehānismu. Lai novērtētu DT3 hidrogela un DT3-AKF0.75 nanokompozīta polimēru ķēžu 
mijiedarbības izmaiņas, tika veikta to plūstamības un atjaunošanās analīze (21. A att.). 
AKF_CIT iekļaušanai DT3 hidrogelā (DT3-AKF0.75) ir pozitīva ietekme uz plūstamības  
sprieguma samazināšanu. Tas var būt saistīts ar polimēru ķēžu kustīguma samazināšanos 
AKF_CIT nanodaļiņu pievienošanas rezultātā [64]. Sprieguma relaksācijas līknes redzamas 21. 
B attēlā. DT3 hidrogelam un DT3-AKF0.75 nanokompozītam raksturīga strauja sprieguma 
relaksēšana. 
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21. att. Šļūdes-atjaunošanās analīze (A), sprieguma relaksācija (B), uzbriešanas spēja C), kā 
arī žāvētu un uzbriedušu DT3 un DT3-AKF0.75 hidrogelu fotogrāfijas (D un E). 

DT3 hidrogela un DT3-AKF0.75 uzbriešanas spēja redzama 21. C attēlā. Gan DT3, gan 
DT3-AKF0.75 izmērs uzbriešanas rezultātā pieaug divas reizes (21. D un E att.). AKF_CIT 
pievienošana DT3 hidrogelam ietekmē uzbriešanas kinētiku. DT3-AKF0.75 hidrogelu 
uzbriešanas spējas samazināšanos var izraisīt tas, ka brīvās polimēru ķēdes kustīgumu kavē 
AKF_CIT klātbūtne [65]. 

Formas atmiņas hidrogeliem ir divu veidu šķērssaites. Pirmais tīkls ir kovalenti šķērssaistīts, 
kas ir būtiski hidrogela struktūras integritātes saglabāšanai. Otrais tīkls ir atgriezeniski fizikāli 
šķērssaistīts un atbild par pagaidu formas fiksēšanu. Pētītais hidrogels PAM-GELMA veido 
kovalenti šķērssaistītu tīklu [66]. Termojutīgais P123 augstā temperatūrā (70 °C) veido 
atgriezeniski šķērssaistītu tīklu, ierosinot formas maiņu, ja hidrogels tiek pakļauts 4 °C 
temperatūrai, tādējādi nodrošinot formas atmiņu un formas atjaunošanās īpašības, kā redzams 
22. attēlā. 
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22. att. Temperatūras izraisīts DT3 un DT3-AKF0.75 hidrogelu formas atmiņas efekts 

Iegūtā hidrogela un nanokopozīa in vitro analīze veikta, izmantojot iekrāsošanu ar rodamīna 
faloidīnu un DAPI (23. att.). Šūnu piesaiste hidrogelam un nanokompozītam tika novērota 
pirmajā dienā. Trešajā dienā šūnas bija vienmērīgi izplatījās gan pa hidrogelu, gan 
nanokompozītu. Gan hidrogels, gan nanokompozīts septītajā dienā bija blīvi noklāts ar šūnām, 
apliecinot iegūtā DT3 un DT3-AKF0.75 citosaderību. 

23. att.  Epifluorescences mikroskopija rodamīna-faloidīna (sarkanā krāsā) un DAPI (zilā krāsā) 
iekrāsotām MC3T3-E1 šūnām, kas iekļautas DT3 un NC1DT3 hidrogelos.  
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SECINĀJUMI 
1. Negatīvā lādiņa atšķirības MOM sānu grupās ietekmē MOM mijiedarbību ar AKF, ietekmējot 

AKF īpašības. 
2. Šķīduma mediētas AKF transformācijas kinētiku uz Ap ietekmē šķīduma vides sastāvs. 

Neskatoties uz to, MOM saturošu AKF transformācijas uz Ap secība dažādu šķīdumu vidēs 
nemainās: AKF_ACE > > tīrs AKF = AKF_ITN = AKF_GLU > > AKF_ASK > AKF_CIT. FBS 
vidē visi sintezētie AKF ātrāk transformējās uz Ap, salīdzinot ar dejonizēta ūdens vidi. FBS 
esošie fosfātu joni nodrošina papildu vietas kalcija jonu saistīšanai, paātrinot AKF 
transformāciju uz Ap. Transformācija α-MEM vidē ir lēnāka nekā FBS, kas saistāma ar tā 
salīdzinoši zemo fosfātu jonu koncentrāciju. 

3. Citrātu un acetātu saturoša AKF pievienošana (1 %) ADA-GEL hidrogelam palielina gan tā 
krājuma, gan zuduma moduli (AKF_CIT saturošam ADA-GEL G'= 142,6 ± 14,1 Pa un G" = 7,6 
± 1,2 Pa, AKF_ACE saturošam ADA-GEL G' = 134,9 ± 16,5 Pa un G" = 6,5 ± 0,5 Pa, savukārt 
ADA-GEL hidrogelam G'= 99,2 ± 9,3 Pa un G" = 9 ± 1,1 Pa). Palielinātais krājuma un zuduma 
modulis uzlabo izdrukāto konstrukciju strukturālo integritāti. Šis uzlabojums saistāms ar papildu 
kalcija joniem, ko AKF nodrošina ADA šķērssaistīšanai. 

4. GELMA hidrogela krājuma G' un zuduma G" moduļu vērtības (attiecīgi, 82,6 ± 13 Pa un 2,28 ± 
0,5 Pa) var būtiski uzlabot, hidrogelam pievienojot 2 % citrātu saturoša AKF. Tā rezultātā 
GELMA hidrogela G' sasniedza 318,8 ± 6,5 Pa, savukārt G" 11,3 ± 0,23 Pa. 

5. AKF_CIT ietekme uz DT3 hidrogela mehāniskajām īpašībām ir atkarīga no tā koncentrācijas 
hidrogelā. Pievienojot 0,75 w/v % AKF_CIT, tiek palielināta DT3 hidrogela elastība, kas 
saistāms ar polimēru ķēžu mijiedarbības samazināšanos AKF_CIT ietekmes rezultātā. Pieaugot 
AKF_CIT koncentrācijai, G' un G" vērtības būtiski palielinās, padarot hidrogelu stingrāku un 
ietekmējot tā mehāniskās īpašības. 
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