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PATEICIBA

Sirsnigs paldies visiem, kuri palidzgja izstradat So promocijas darbu, sniedzot atbalstu un
iedroSinajumu!

Liels paldies petljumu lidzautoriem! Jisu ieguldfjums un atbalsts ievérojami uzlaboja §1
promocijas darba kvalitati. Jisu ieguldijums ir nenoveértgjams.

Sirsnigi pateicos promocijas darba vaditajiem par ieteikumiem, mentoréSanu un pacietibu!
Vinu izpratnei un iedro§inajumam bija iz8kirosa nozime, veidojot manu p&tniecibas celu.

Liels paldies maniem vecakiem! Jisu nelokamais atbalsts un tictba manam sp&jam bija
pastavigs motivacijas avots. Jusu upuréSanas un uzmundrinajumi ir liku§i pamatus maniem
akadémiskajiem sasniegumiem. Es loti pateicos savai sievai par atbalstu, sapratni un
iedroSinajumu $aja izaicino$aja, bet piepilditaja celojuma! Vinas klatbiitne ir mans balsts, un
man ir prieks dalities $aja sasnieguma ar vinu.

Visbeidzot — gribu atzit Dieva dievisko vadibu un svétibu. Speks un izturiba, ko atradu
griitajos brizos, liecina par vina z&lastibu.

Nobeiguma velos pateikties visiem, kas veicinajusi manu akad&misko darbibu. Jasu
kopgjais ieguldTjums un atbalsts ir darTjis to jégpilnu un atalgotu.



SAISINAJUMI

MOM — mazas organiskas molekulas

CaP — kalcija fosfats

Ap —apatits

HA — hidroksiapatits

AKF — amorfais kalcija fosfats

AKF CL — amorfais kalcija fosfats, kura sintézei izmantots CaCl,
AKF_NIT — amorfais kalcija fosfats, kura sintézei izmantots Ca(NO3)
AKF_ ACE - acetatu saturo§s amorfais kalcija fosfats
AKF ASK - askorbatu satuross amorfais kalcija fosfats
AKF_CIT - citratu saturo$s amorfais kalcija fosfats
AKF GLU — glutamatu saturo§s amorfais kalcija fosfats
AKF_ITN - itakonatu saturo$s amorfais kalcija fosfats
ADA-GEL — alginats-didehids-zelatins

VT — viens tikls

DT — dubulttikls

FBS — fosfata buferskidums

o-MEM — Minimum Essential Medium

P123 — Pluronic P123

GELMA — zelatina metakrilats

PAM - poliakrilamids

APS — amonija persulfats

TMED —tetrametiletilendiamins

MCS — mezenhimalas cilmes $iinas

LFS — liellopa fetalais serums

FTIS — Furjé transformaciju infrasarkana spektroskopija

VEA - viskoelastigo 1pasibu apgabals



PROMOCIJAS DARBA VISPAREJS RAKSTUROJUMS

IEVADS

Lai risinatu dazadas problémas, tostarp nelaimes gadijumu un véza arst€Sanas sekas, ka ar1
veiktu kosmétiskus uzlabojumus, pasaulé katru gadu tiek veiktas vairak neka 4,5 miljoni
rekonstruktivas kirurgiskas operacijas [1]. Globalas saslimstibas datu analize liecina, ka
aptuveni 1,71 miljardam cilvéku visa pasaulé ir muskulu un skeleta sist€mas slimibas [2].
Kaulaudu arstéSanai un aizvietoSanai ir nepiecieSami efektivi biomateriali. Kaulaudu unikalas
Tpasibas, tos veidojosas fazes un to strukturala mijiedarbiba dazados hierarhijas Itmenos ir loti
sarezgita. Tapéc atdarinat dabigos kaulaudus un iegiit biomaterialus, kuru IpasSibas biitu
salidzinamas ar dabigajiem kauliem, ir sarezgiti [3].

Sa iemesla d&l alotransplantats joprojam ir “zelta” standarts ar kaulaudiem saistitu slimibu
arst€Sana [4]. Alotransplantatiem ir vairaki trikumi, tape&c ir liela nepiecieSamiba péc
sintétiskajiem  materialiem, kas ir Iidzigi dabigajam kaulam [5]. Kauls ir
nanokompozitmaterials, kas sastav no neorganiskas un organiskas fazes. Neorganisko fazi
galvenokart veido kalcija fosfats (CaP), savukart organisko fazi galvenokart veido kolagéns.

Kaulu neorganiska faze veidojas procesos, kas saistiti ar $iinu mitohondrijiem. So procesu
rezultata vispirms veidojas amorfais kalcija fosfats (AKF), kas kolagéna klatbutng
transforméjas uz vaji kristaliska apatita (Ap) fazi [6]. Mitohondrijos AKF ir saistits ar organisko
savienojumu, kas regulé starpfibrilaro kolagéna mineralizaciju. Organisku savienojumu sanu
grupas (karboksilgrupas vai hidroksilgrupas) var mijiedarboties ar CaP virsmu [7]. Organiskie
savienojumi var aizkavét AKF kristalizaciju un transformaciju uz Ap, kavgjot kristalizacijas
centru veidoSanos un augSanu, un tiem ir bitiska nozime starpfibrilaraja kolagéna
mineralizacijas procesa [8]. STpromocijas darba mérkis ir izstradat mazas organiskas molekulas
(MOM) saturo$us AKF un tos saturoSus hidrogelus, kas bitu lietojami kaulaudu regeneracija.
P&tijumos tika izmantotas piecas MOM, kas dabigi sastopamas arT mitohondrijos. STm MOM ir
liela nozime kaulaudu atjauno$ana, un tam ir dazadas funkcionalas grupas.

Promocijas darba primarais mérkis bija izstradat sintézes metodi MOM saturoSu AKF
iegliSanai un analizét MOM ietekmi uz AKF ipasibam — dalinu izméru, morfologiju, patieso
blivumu, Ipatngjo virsmas laukumu (IVL), kristalizacijas kingtiku, ka arT citosaderibu. P&c tam
sintezétie MOM saturoSie AKF tika izmantoti ka neorganiska pildviela organiska matrica,
veidojot nanokompozitus.

Nanokompozitbiotinte tika ieglita, pievienojot MOM saturoSus AKF ka neorganisku
pildvielu alginata dialdehida-Zzelatina (4DA-GEL) organiskajai matricei. Citratu saturoSais AKF
(AKF_CIT) bija efektivaka pildviela izdrukato konstrukciju strukturalas integritates
nodro§inasanai. P&c tam, izmantojot kimisko $k&rssaistiSanu, tika izstradats viena tikla (VT)
nanokompozithidrogels, kas sastav&ja no zelatina metakrilata (GELMA) un AKF CIT.

Papildus tika izveidots AKF CIT satuross poliakrilamida (PAM) — Pluronic P123 (P123)
— GELMA dubulttikla (DT) nanokompozithidrogels. Vispirms tika izvértéta P123 ietekme uz
PAM-GELMA hidrogela mehaniskajam pasibam, péc tam tika analizéta AKF CIT ietekme uz
PAM-GELMA-P123 hidrogelu mehaniskajam un reologiskajam ipasibam, ka arT novertets to
formas atminas efekts.

Visi promocijas darba izstrades gaita iegiitie AKF un AKF saturoSie hidrogeli ir
citosaderigi, kas liecina, ka potenciali tos var izmantot kaulaudu regeneracijai.
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MERKIS

Promocijas darba meérkis bija iegit MOM saturoSus AKF, izpétit to Ipasibas un
raksturotcitosaderibu, ka arT izmantot tos ka pildvielas nanokompozithidrogelu iegiSanai un
novertetiegiito nanokompozithidrogelu mehaniskas un reologiskas ipasibas, ka ari citosaderibu.
MerkasasniegSanai definéti vairaki uzdevumi.

Izstradat sintézes metodi MOM saturo$u AKF iegiisanai.

Noskaidrot MOM ietekmi uz AKF 1pasibam un transformacijas kingtiku uz vaji kristalisko
Ap tdens vidé (dejonizeta udeni, fosfata buferSkiduma (FBS) un Stnu kultiras barotné
Minimum Essential Medium (0-MEM)), ka art AKF citosaderibu.

Biotinte, VT un DT hidrogela ieklaut sintézu rezultata iegitos AKF un izpétit iegito
nanokompozithidrogelu pasibas.

AIZSTAVAMAS TEZES

1. MOM ieklausana AKF ietekmeé ta ipasibas, transformacijas kindtiku uz Ap, ka arl
citosaderibu.
2. Udens medigtas AKF transformacijas atrumu uz Ap ietekm@ fidens vides sastavs (dejonizéts
tdens, FBS un a-MEM).
3. AKEF pievienosana biotintei, VT un DT hidrogeliem uzlabo to reologiskas, mehaniskas un
strukturalas Ipasibas, vienlaikus saglabajot citosaderibu.

ZINATNISKA NOVITATE

1. Izstradata viena sola slapja kimiskas sint€zes metode tira un MOM (piem@ram, acetatu,
askorbatu, citratu, itakonatu un glutamatu) saturosa AKF sintézei.
Pirmo reiz sintezets acetatu, askorbatu un itakonatu saturo$s AKF.

3. Pirmo reizi raksturota MOM ietekme uz fidens medietas AKF transformacijas kinétiku uz
Ap.

4. lIzstradata jauna AKF saturosa biotinte, ka art AKF saturos§i VT un DT hidrogeli.

5. lIzveidots jauna sastava PAM-GELMA-P123 hidrogels.

PRAKTISKA NOZIME

1. Izstradato metodi var izmantot arT citu MOM saturoSu AKF sintézei.

2. Specifiskam lietojumam AKF transformacijas kinétiku uz Ap var pielagot, izmantojot
noteiktu MOM un tidens vides kombinaciju.

3. DT hidrogela mehaniskas Ipasibas var kontrolét, modulgjot P/23 koncentraciju PAM-
GELMA hidrogela.

PROMOCIJAS DARBA STRUKTURA

1. Promocijas darbs veidots ka tematiski vienota zinatnisko publikaciju kopa, kur ieklauti
pétijumi, kas veltiti MOM saturoSu AKF sint€zei un sintezéto AKF saturosSas biotintes, VT



un DT hidrogelu izstradei. Katra publikaciju kopas zinatniska publikacija ir
originalp&tijums, kura atspogulotas jaunas zinaSanas. Kopa $is publikacijas apraksta
pétijumu par jaunu pieeju MOM saturoSu AKF sintezé$anai un tos saturo$u nanokompozitu
izstradi.

Pirms eksperimentala darba sakSanas veikts literatliras apskats (promocijas darba autora
1. publikacija) par dazadu CaP veidu fizikalajam ipasibam, biologisko sastopamibu un
sintézi, ka ari to lietoSanu kaulaudu regeneracija. Literatiiras izp&tes rezultata secinats, ka
ktmiski tira, kristaliska CaP iegiiSanai nepiecieSama augsta sint€zes temperatiira vai
apstrade. AKF ir metastabila CaP forma, tap&c to nevar sakepinat augsta temperatiira.
Promocijas darba autora 2. publikacija AKF tika sintez@ts, izmantojot skidinasanas-
nogulsné$anas metodi. No sintezéta AKF pulvera tika iegiiti paraugi ar augstu relativo
blivumu, to uniaksiali presgjot 1250 MPa lidz 1500 MPa spiediena istabas temperattra.
legiitie paraugi saglabaja AKF fazi.

Dabigais kaulu Ap ir nestohiometrisks un strukturali nesakartots. Tapéc mérkis bija izprast
kaulu Ap veidoSanas mehanismu, ka arT kolagéna un organisko molekulu lomu
mineralizacijas procesa reguléSana (promocijas darba autora 3. publikacija). Dabigais AKF
veidojas procesos, kas saistiti ar $Siinu mitohondrijiem. AKF mitohondrijos ir saistits ar
organisku savienojumu. Organisko savienojumu sanu grupas (karboksila un hidroksila
grupu) regulé Ap nukleaciju un kolagéna intrfibrilaro mineralizaciju. Balstoties literatiiras
apskata, tika atlasitas piecas MOM, kas sastopamas §iinu mitohondrijos, kuram ir dazadas
funkcionalajas grupas un kas ir nozimigas kaulu fiziologija. Sis MOM tika izmantotas MOM
saturoSu AKF sintézei, kas bija promocijas darba galvenais mérkis.

Promocijas darba autora 4. publikacija galvena uzmaniba tika pieversta vienas pakapes
slapjas ktmiskas metodes izstradei AKF ACE un AKF CIT sintézei. 4. publikacija
aprakstita autora izstradata sint€zes metode p&c tam tika izmantota, lai sintez€tu art
AKF_GLU, AKF _ITA un AKF_ASK (promocijas darba autora 5. publikacija). Sinté€zu
rezultata iegtitie AKF tika raksturoti ar dazadam metodém. legitie rezultati demonstre MOM
ietekmi uz AKF 1pasibam un citosaderibu.

Promocijas darba autora 6. publikacija analizéta AKF dalinu lieluma, transformacijas
kinétikas un MOM ietekme uz ADA-GEL hidrogelu un izdrukatajam konstrukcijam.
AKF ACE un AKF CIT tika izmantoti ka neorganiska pildviela 4DA-GEL organiskaja
matric€ nanokompozithidrogelu iegfiSanai. Nanokompozitu biotintes tika iegiitas, AKF-
ADA-GEL hidrogeliem pievienojot MC373-E] Sinas. Gan AKF ACE, gan AKF CIT
biotintes bija citosaderigas, tomér AKF CIT bija efektivaka izdrukato konstrukciju
strukturalas integritates saglabasanai.

Promocijas darba autora 7. publikacija aprakstits izstradatais AKF CIT saturo§s GELMA
hidrogels, izmantojot kimiskas sk&rssaisti8anas metodi ka alternativu fotoskerssaistiSanai. /n
vitro analize apstiprinaja, ka ktmiska SkerssaistiSana un AKF CIT pievienoSana neietekméja
GELMA hidrogela citosaderibu.

Promocijas darba autora 8. publikacija aprakstits sintezetais DT hidrogels, kas sastav no
PAM-GELMA-P123. Pirmais DT hidrogela tikls tika iegfits, izmantojot P/23, otro tiklu
veidoja PAM-GELMA kopolimérs. Abi PAM-GELMA tikli tika kimiski Ske&rssaistiti.
Sakotng&ji P123 koncentracija PAM-GELMA hidrogela tika pielagota, lai iegiitu optimalas
mehaniskas Ipasibas. P&c tam tika analizéta dazadu AKF _CIT koncentraciju ietekme uz



PAM-GELMA-PI123 hidrogela mehaniskajam 1pasibam. Papildus tika izpétits DT
nanokompozithidrogela formas atminas efekts.
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REZULTATI

Publicetas

1.

Indurkar, A., Choudhary, R., Rubenis, K., & Locs, J. (2021). Advances in sintering techniques
for calcium phosphates ceramics. Materials, 14 (20), 6133. (1. publikacija)
https://doi.org/10.3390/mal14206133.

. Rubenis, K., Zemjane, S., Vecstaudza, J., Lazdovica, K., Bitenieks, J., Wiecinski, P., Indurkar,

A., & Locs, J. (2022). Sintering of amorphous calcium phosphate to near-full density by
uniaxial compaction at room temperature. Journal of the European Ceramic Society, 42 (13),
6199-6205. (2. publikacija) https://doi.org/10.1016/j.jeurceramsoc.2022.06.041.

. Indurkar, A., Choudhary, R., Rubenis, K., & Locs, J. (2023). Role of carboxylic organic

molecules in interfibrillar collagen mineralization. Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology, 11, 1150037. (3. publikacija) https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1150037.

. 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. publikacija)
https://doi.org/10.1021/acsomega.3c00796.

. Indurkar, A., Kudale, P., Rjabovs, K., Heinmaa, I,. Demir, O., Kirejevs, M., Rubenis, K.,

Chaturbhuj, G., Turks, M,. & Locs, J. (2023). Small Organic Molecules Containing Amorphous
Calcium Phosphate: Synthesis, Characterization and Transformation. Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology, 11. (5. publikacija)
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1329752.

Iesniegtas publicéSanai

1.

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 recenzéta zurnala Scientific reports
(6. publikacija).

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

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

ZINATNISKAS KONFERENCES, KURAS PREZENTETI PROMOCIJAS
DARBA REZULTATI

Development of nanocomposite double network hydrogel: Vecstaudza, J., Egle, K.,
Indurkar, A., Locs, J. 64th International Scientific Conference, Rigas Tehniska universitate,
Latvija notika 2023. gada 6. oktobr1. (Prezentacijas)

10


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

Development of nanocomposite double network hydrogel: Indurkar, A., Rubenis, K.,
Boccaccini, A. R., & Locs, J. 64th International Scientific Conference, Rigas Tehniska
universitate, Latvija notika 2023. gada 6. oktobr1. (Prezentacija)

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, Saskatiina, Kanada, notika no 2023. gada 17. lidz 20.
septembrim. (Prezentacija)

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, Vacija, notika no 2023. gada 3. Iidz 7. septembrim. (Prezentacija)

Amorphous calcium phosphate citrate reinforced gelatin-alginate dialdehyde bioink for bone
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AUTORA PERSONIGAIS IEGULDIJUMS

Saja promocijas darba aprakstitie pétijumi ir izstradati sadarbiba ar 16 zinatniekiem.
Petljumus uzraudzija pieredz&jusi mentori, kuri sniedza butisku atbalstu un vertigu
ieguldfjumu. Katrd no publicétajiem petTjumiem autoram bija vado$d loma — gan p&tot
zinatnisko literatliru, gan veicot p&tljumu. Autora personigais ieguldijums $aja promocijas
darba ietver vienas pakapes mitras kimiskas sintézes metodes izstradi AKF sintézei (ar un bez
MOM) un sintezeta produkta raksturosanu. Sintezetais AKF tika izmantots ka pildviela biotintg,
VT un DT hidrogelos.

Promocijas darba izstrades gaita liela nozime bija diskusijam ar lidzautoriem un promocijas
darba vaditajiem, kas bija butiskas, lai parvarétu dazadus sarezgTjumus, kas radas pétniecibas

gaita.

PROMOCIJAS DARBA IZSTRADES GAITA SAGATAVOTO UN
PUBLICETO ZINATNISKO PUBLIKACIJU SAVSTARPEJA SAISTIBA

Literatiiras apskats par ADA-GEL nanokompozitbiotintes

dazadu CaP sintéze un to AKF lsit}féze un auksta Tira, z}cetﬁtu un ci_trﬁtu icgii§ana, izmantojot AKF_ACE un

(AL s sakepinasana saturosa AKF sintéze AKF_CIT ka pildvielu

@ @ @ @ . =y
1. publikacija 2. publikacija 3. publikacija 4. publikacija 5. publikacija 6. publikacija

8. publikacija
GELMA nanokompozithidrogela
L . el iegliSana, izmantojot AKF_CIT ka
teratil t s
o el s Glutamatu, askorbatu un pildvielu

veidosanis mehdnismu un P i ANTEIF
: itakonadtu saturoga sintéze
organisko molckulu lomu PAM-P123-GELMA

mineralizacijas procesa nanokomporzithidrogela ieglisana,
izmantojot AKF_CIT ka pildvielu

1. att. Promocijas darba izstrades gaita sagatavoto un public€to zinatnisko publikaciju tematika un
savstarpgja saistiba.

12



PROMOCIJAS DARBA REZULTATI

LITERATURAS APSKATS

Kauli (kaulaudi) ir bliva saistaudu forma, kas veido cilveka skeletu. Kaulaudi sastav no
specifiskdm $Ginam un matrices, kas p&c masas satur 65—70 % biomineralu un 5-8 % tdens,
savukart pargjais ir organiskas vielas [9]. Minerala faze sastav no kalcija fosfata (CaP) —
karbonatus saturo$a hidroksilapatita (HA). Organiska faze satur 90 % kolagéna un 10 % citu
proteinu.

CaP ir nozimiga kaulu sastavdala. P&dgjas desmitgades gan kaulaudu regeneracijas
petjjumos, gan klmiski izmantoti dazadi biomateriali, kas satur CaP [10]. Promocijas darba
autora 1. zinatniskaja publikacija ir sniegts visaptveroSs parskats par CaP, pieméram, to
fizikalajam 1pasibam, biologiskajiem aspektiem un to sint€zes metodém [11]. Apskatita
literatlira par sint@zes metodem, ko izmanto kimiski tiru, stehiometrisku CaP materialu
iegliSanai. Veicot literatiras analizi, secinats, ka kimiski tira, kristaliska CaP iegliSanai
nepiecieSama augsta sint€zes temperatiira vai apstrade augsta temperatiira.

Sintétiska HA, kas ieglts augstas temperatiiras, kimiska formula ir Caio(PO4)s(OH)a.
Apatits (Ap), kas sastopams kaulos, veidojas zema temperatiira un nav tik kristalisks. To
uzskata par vaji kristalisku Ap formu, kas nav stohiometriska viena vai vairaku katjonu (Na*,
K, Fe?', Mg, Zn*", Sr*") un/vai anjonu (HPO4>", COs*, CI', F, citrata) klatbiitnes d&] ta
struktiira [12]. Piemaisijumi kaula Ap rada spriegumus ta kristalstrukttra, padarot to mazak
stabilu, tacu reagétspgjigaku [13]. Kaula Ap kristaliem ir unikdla geometrija — garums
neparsniedz 30-50 nm, savukart biezums ir tuvu 2 nm [14]. Promocijas darba autora
3. publikacija galvena uzmaniba pievérsta kaulu Ap veidoSanas mehanisma izpratnei [15].

Amorfais kalcija fosfats (AKF) ir pirma CaP faze, kas veidojas procesos, kas saistiti ar §inu
mitohondrijiem. AKF mitohondrijos ir saistlts ar organisku savienojumu — Hovarda faktoru,
kas liecina par kompleksu organiska-neorganiska savienojuma veido$anos. Sis komplekss tiek
parnests uz kolagéna matrici, kur AKF transformé&jas uz vaji kristalisku Ap.

Kaulu organiskajai komponentei ir fundamentala nozime Ap veidoSanas procesa. Ka
redzams 2. attela, kaulos kolagéns ir izkartots paralela zigzagveida masiva. Kolagéna
molekulas cita pret citu ir nobiditas par attalumu D (67 nm), savukart attalums starp divam
tropokolagéna molekulam ir 40 nm, ko déve par atstarpes zonu [16]. Atstarpes zona notiek AKF
nukleacija un transformacija uz Ap. Ap kristalu c ass ir orient&ta paraléli kolagéna molekulu
garenvirzienam [17].
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Agrak veiktajos pétijumos konstatéts, ka sintétiska AKF/kolagéna kombinacija neizraisa
AKF transformaciju uz Ap [18]. Ta rezultata kluva skaidrs, ka kolagéns nevar patstavigi
ierosinat mineralizaciju un tam nepieciesams nukleacijas procesu regulgjoss katalizators. Sis
katalizators ir organiska molekula ar specifiskam reaktivam sanu grupam (karboksilgrupa vai
hidroksilgrupa), kas izkartotas stereokimiska forma [8].

?;ra.ii?; r&ﬁ,&?:z, Aminoskabes

| Kolagéna molekula

! Kolagéna fibrila

Kolagéna molekula : |

Atstarpes zona —> if)vhm Starpfibfilu minerali
Parklasanas apgabals —— 27 nm

2. att. Kolagéna hierarhiskas struktiiras shematisks attélojums.

Pirmais organiskais savienojums, kura ietekme uz kolagéna starpfibrilaro mineralizaciju
tika pétita, bija poliaspartats. Poliaspartata pievienosSana uzlaboja mijiedarbibu starp CaP un
kolagénu, ka rezultata kolagéna fibrilas veidojas atseviski CaP kristali. Ja poliaspartats netika
pievienots, veidojas ar kolagéna fibrilam vaji saistiti CaP kristalu klasteri. Poliaspartats
adsorbg&jas uz CaP virsmas, un CaP kristalizacijas aizkavéSana var bt saistita ar paléninatu
AKF transformaciju uz Ap vai ar mijiedarbibu ar kristalisko fazi, kavgjot nukleacijas centru
augSanu [7]. Ming&tais pétfjums pieradija, ka organiskajam molekulam ir fundamentala nozime
kolagéna starpfibrilaras mineralizacijas regulésana.

Zinatniskaja literatiira izveértéta dazadu organisko molekulu (proteinu, poliméru un mazu
organisko molekulu (MOM)) ietekme uz CaP sint€zi. Organisko molekulu saraksts, kuru
ietekme uz CaP sint&zi pétita, atrodams promocijas darba autora 3. publikacija.
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MAZO ORGANISKO MOLEKULU IZVELE

AKF dabigi veidojas procesos, kas saistiti ar §inu mitohondrijiem (3. A attéls). Sanu
mitohondrijos AKF veido kompleksu ar organisku savienojumu. Literatlira minéts, ka
organiskie savienojumi ar sanu grupam (karboksilgrupu un hidroksilgrupu) var izraisit Ap
nukleaciju [5]. Organisko savienojumu funkcionalajam grupam jabiit ar noteiktu konfiguraciju,
lai izraisttu CaP nukleaciju simulétas kermena vides apstaklos. Promocijas darba pé&tjjumu
veik3anai tika izvéletas piecas MOM, kas sastopamas §iinu mitohondrijos. STm MOM ir biitiska
nozime kaulaudu regeneracija, un tam ir dazadas funkcionalas grupas, ka redzams 3. B attéla.

A) AKF veidosanas dabiga cela procesos, kas saistitiar §inu mitohondrijiem

Amorfais kalcija fosfats (AKF) //“\

Kalcija joni

AKE Starpfaze Apatits

B) MOM, kuras atrodamas §iinu mitohondrijos un izmantotas MOM saturo$a AKF sintézei

o o HO o
X 1 1 m ﬁgjﬂ
o o g 0
)J\ E -OJ\/\A/\LO- e OH o 07 > Tom
o o NH; 61
Acetats Itakonats Glutamats Citrats Askorbats

3. att. A) AKF veidoSanas procesos, kas saistiti ar §tinu mitohondrijiem;
B) MOM, kas atrodamas §tinu mitohondrijos un izmantotas MOM saturosa AKF sint&zei
promocijas darba autora 4. publikacija.

Acetats ir monokarboksilsavienojums, kas uzlabo cilmes $inu diferenciaciju, palielinot
histona acetiléSanu un hromatina veidoSanos. Kaulu smadzenu mezenhimalas cilmes $iinas
(MCS) regulé kaulaudu regeneraciju, diferencigjoties par adipocitiem, hondrocitiem un
osteoblastiem. Novecojusam MCS ir samazinata spéja diferencéties osteogénaja un
hondrogénaja $inu linija. Acetats var samazinat novecojusu MCS osteogenézes defektus [19].

Itakonats un glutamats ir dikarboksilsavienojumi, kas sastopami $tnu mitohondrijos.
Itakonats ir metabolits, kas regulé osteoklastu diferenciaciju un aktivaciju, uztur kaulu
homeostazi un mazina lipopolisaharidu izraisita iekaisuma kaulaudu zudumu [20]. Glutamats
ir fundamentala arpuss$iinas signalmolekula, kas tiek izmantota neiralai un neneiralai signalu
parnesei kaulaudos. Osteoblasti, osteoklasti un kaulu smadzenu Siinas ekspresé glutamata
receptorus. Glutamata receptoru aktivacija kontrolé osteoblastu un osteoklastu fenotipu in vitro
un kaulu masu in vivo [21]. Turklat glutamats kaulu lizumu gadijuma palidz uzturét slapekla
lidzsvaru, tadgjadi paatrinot kaulu dziSanas procesu [22].

Citrats ir trikarboksilsavienojums un biitiska komponente, kas tiek sintez&ta Krebsa cikla.
Citrata klatbtitne kaulos pirmo reizi tika detektéta 1941. gada [23]. Citrata koncentracija kaulos
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ir 20-80 umol/g, kas 100—400 reizes parsniedz ta koncentraciju mikstajos audos. Kauli satur
1,6 % citrata, kas veido 90 % no citrata, kas ir cilvéka kermeni [24]. Jaunakie kodolmagnétiskas
rezonanses (KMR) pétfjumi ir apstiprinajusi citrata klatbttni kaulos [25]. Citrata un apatita
kompleksa mijiedarbiba regulé Ap kristalrezga orientaciju, dalinu izméru un sadalfjumu.
Citrata molekulas gareniska ass ir paraléla Ap virsmai. TrTs citrata karboksilgrupas atrodas 0,3—
0,45 nm attaluma no Ap virsmas. Karboksilgrupu atstatums sakrit ar kalcija jonu uz apatita c
ass, tapec apatita kristala augSana tieck kaveta ta Skersvirziena, bet turpinas garenvirziena [26].

Askorbatam (C vitaminam) ir iz8kiroSa nozime kolagéna sint€z€, un tas ir loti svarigs
organisks savienojums saistaudos un kaulos [27]. Kolagéns veido kaula struktiiru un nodrosina
elastibu, laujot tam izturét mehanisku slodzi. Bez pietiekama askorbata daudzuma tiek traucéta
kolagéna sinté€ze, vajinot kaulu struktiru un palielinot kaulu lizumu iesp&jamibu [28].
Askorbats ietekm@ arT osteogéno §tinu diferenciaciju [29], [30].

Kopuma tadam MOM ka acetatam, itakonatam, glutamatam, citratam un askorbatam ir
iz8kiro$a nozime kaulaudu fiziologija. Tadel §is MOM tika izmantotas, lai sintez&tu MOM
saturoSu AKF un analiz&tu to funkcionalo grupu ietekmi uz AKF fiziokimiskajam 1pasibam un
citosaderibu.

MOM SATUROSA AKF SINTEZE

Vienas pakapes AKF sintézei var izmantot $kidinasanas-izgulsnéSanas metodi, vispirms
iz8kidinot HA un tad iegiitajam Skidumam strauji pievienojot bazi (promocijas darba autora
2. publikacija), ka paradits 4. A att€la. Turpreti MOM saturoSu AKF sintézeé parasti tiek
izmantotas daudzpakapju metodes, kur MOM pievieno vai nu skabes, vai arT bazes forma, ka
redzams 4. B attéla.

Sarezgitakais AKF sintézg ir fosfatu jonu triprotiskais raksturs. Ja AKF sintez&ts skaba vidg,
tas satur HPO4>", nevis PO4>, kas negativi ietekmé AKF ipasibas [31]. Boskey un Posner
pieradija tadu faktoru ka sintézes pH, virsmas laukuma, kalcija koncentracijas, maisiSanas
atruma un Skiduma koncentracijas ietekmi uz sint@zes rezultata iegita AKF fizikalajam un
kimiskajam 1pasibam (sint€ze veikta kontroletas temperatiras apstaklos 26 °C temperatiira).
AKF sintézes pH ietekme uz laiku, kas nepieciesams, lai tas transformé&tos uz Ap, redzama 1.

tabula.
1. tabula
Sintézes pH ietekme uz AKF transformaciju par Ap [32]
AKF sintézes pH Laiks, kas nepiecieSams AKF transformacijai uz Ap (min)
6,8 16
7,0 30
1,5 48
8,0 120
9,0 135
10,0 280
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Zinatniskaja literatira aprakstitas dazadas metodes tira un MOM saturoSa AKF sintézei.
Sintézes veiktas atskirigos pH, dazados maisiSanas atrumos, reakcijas laikos, atskirigos
tilpumos, ka arT dazadas kalcija un fosfata jonu koncentracijas. Tap&c ir sarezgiti salidzinat
sint€zu rezultata iegttos tiros un MOM saturosos AKF.

Promocijas darba gaita izstradata vienas pakapes slapjas kimiskas sintézes metode tira un
MOM saturosa AKF iegtiSanai, saglabajot nemainigus sintézes parametrus, pieméram, sintézes
pH, reakcijas tilpumu, temperatiiru, maisiSanas atrumu un kalcija un fosfatu jonu koncentraciju.
Si standartizéta pieeja lauj analizét MOM ietekmi uz AKF fizikalajam un kimiskajam pasibam.

Promocijas darba izstrades gaita (promocijas darba autora 4. publikacija) tira AKF
iegiSanai tika izmantota Sada pieeja: vispirms tika pagatavots kalcija hlorida vai kalcija nitrata
Skidums (150 mM 150 ml dejonizeta tidens), ta pH pielagots lidz 11,5, izmantojot 3M NaOH
Skidumu. P&c tam, vienmérigi maisot ar atrumu 500 apgr./min., §im Skidumam tika pievienots
identisks apjoms trinatrija fosfata Skiduma (100 mM 150 ml dejonizéta tidens), ka redzams 4. C
attela.

Lai ieglitu MOM saturosu AKF (promocijas darba autora 4. un 5. publikacija), vispirms
kalcija glutamats (150 mM), kalcija acetats (10 mM) vai kalcija citrats (150 mM) tika pievienots
150 ml dejonizéta tdens. legiita skiduma pH tika pielagots lidz 11,5, izmantojot 3M NaOH
$kidumu, kam sekoja identiska apjoma trinatrija fosfata skiduma pievienosana (100 mM 150
ml dejonizeta tidens), skidumu maisot ar 500 apgr./min. (4. D attgls).

Itakonatu un askorbatu saturo$a AKF iegliSanas process redzams 4. C attéla. 150 ml
dejonizeta tidens tika pievienots kalcija hlorids (150 mM), itakonskabes anhidrids (150 mM)
vai askorbinskabe (150 mM). Iegtito skidumu pH tika pielagots lidz 11,5, izmantojot 3M NaOH
Skidumu. P&c tam tika pievienots identisks apjoms trinatrija fosfata skiduma (100 mM 150 ml
dejonizeta fidens), nepartraukti maisot ar atrumu 500 apgr./min.

T 2M NaOH B) ; Skabes vai bazes
3M HCl pievienoSana pievienosana Natrija citrats vai citronskabe Eo s pievienogana pH
pieligosanai
— _a % - . X 2 .
; ; g cacl, ? " CIT_AKF
~ _ AKF / X
= — | —
Hidroksilapatits = =
I 1 m VI v
I I 1
Q) NaOH pievienokana Trinatrija fosfts D) Nm“pimmﬂhm‘ Trinatrija fosfats
pH pieregulsZanai pH piereguléSanai
/ - / & CIT_AKF
! - AKF

CaCl, B — " = ===t
1 1 1

Kalcija citrats

I 1 1

4. att. Tradicionala sint&zes pieeja tira (A) un MOM saturoSa AKF iegtisanai (B). Promocijas
darba gaita tira AKF sint@zei izmantots kalcija hlorida Skidums (pH pielagots lidz 11,5 ar 3M
NaOH), kuram p&c tam pievienots trinatrija fosfata Skidums (C). MOM saturo$a AKF sint&zei
izmantots attiecigas MOM kalcija sals skidums, kuram p&c pH pielagoSanas pievienots
trinatrija fosfata skidums (D).

Visu sintézu gadijuma kalcija sals $kidumu (art MOM saturoso) pH tika pielagots lidz 11,5,
izmantojot 3M NaOH. Trinatrija fosfata Skiduma pH vertiba p&c biutibas ir 12. Sajaucot Sos

17



Skidumus, reakcijas pH saglabajas robezas no 10,5 lidz 11,5. Sintézu reakcijas tilpums,
temperatlira, maisiSanas atrums, kalcija un fosfatu jonu koncentracija, ka arT skaloSanas un
zaveésanas process (centrifugéSana, triskarteja skaloSana ar destiletu @ideni, ieglito nogulSnu
sasalde$ana, izmantojot Skidro slapekli un liofilizacija) bija identiski. Gan AKF, gan MOM
saturoSie AKF tika iegiiti lidzigos apstaklos, kas laujot tos savstarpgji salidzinat un spriest par
MOM ietekmi gan uz AKF fizikalajam un kimiskajam ipasibam, gan AKF transformacijas
kingtiku uz Ap.

SINTEZES REZULTATA IEGUTO AKF IPASIBAS

Promocijas darba autora 4. publikacija aprakstitas gan sint€zes rezultata iegiito tiro AKF,
gan acetatu un citratu saturoSo AKF 1pasibas, savukart 5. publikacija sniegta informacija par
askorbatu, glutamatu un itakonatu saturosajiem AKF.

Visu sintezéto AKF RTG ainas uzradija divus platus izliekumus, apliecinot, ka sintézu
rezultata ir iegiits AKF. Absorbcijas joslu $kelsanas vy POs* raksturigaja svarstibu apgabala
(500-620 cm™') paraugiem iegiitajos FTIR spektros netika novérota, liecinot par visu sintézes
rezultata iegiito AKF amorfo dabu.

Visu iegilito AKF cietvielu *'P kodolmagn@tiskas rezonanses (KMR) analize uzradija AKF
raksturigo plato piki ar Gausa sadalijuma formu, kas centréts starp 2,2 ppm I1dz 6,5 ppm. AKF
un attiecigo MOM funkcionalo grupu klatbaitne tika apstiprinata, izmantojot FTIR un cietvielu
13C KMR analizi.

Morfologija AKF, kura klatbatne detektéta zebrzivs spuru kaulos, calu embriju garajos
kaulos un pelu galvaskausos, ir sfériska vai globulara, ar izmeéru 10-50 nm [33], [34]. 5. attéla
redzama promocijas darba izstrades gaita sintez&to tiro un MOM saturoSo AKF transmisijas
elektronu mikroskopijas (TEM) attéli. Tira, acetatu, askorbatu, glutamatu un itakonatu saturosa
AKF dalinam ir sfériska forma ar diametru ap 20 nm. Novérojams, ka dalinam ir dobs vidus.
Citratu saturo$ajam AKF ir globulara morfologija ar diametru ap 40 nm.

A) B)

5. att. Promocijas darba izstrades gaita sintezéto AKF morfologija (m&rogs 20 nm). A) tirs

AKF; B) AKF_ACE (acetatu satuross AKF); C) AKF _ITN (itakonatu satuross AKF);

D) AKF_GLU (glutamatu saturo$s AKF; E) AKF_ASK (askorbatu saturo§s AKF); F)
AKF _CIT (citratu saturo§s AKF).
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MOM ietekme uz AKF patieso blivumu un Tpatngjo virsmas laukumu (IVL) redzama 2.
tabula. Saja pétijuma izmantotajam MOM ir dazadas funkcionalas grupas. Acetats ir
monokarboksilats, glutamats un itakonats ir bikarboksilats, citratam ir trTs karboksilata grupas
un hidroksilgrupa, savukart askorbatam ir hidroksilgrupas. AKF sastava esoSie kalcija un
fosfata joni var reag€t ar acetata, citrata, itakonata un glutamata karboksilata grupam.
Hidroksilgrupas var reagét gan ar fosfata, gan kalcija joniem. Nemot véra to, ka sint€zei
izmantotajam MOM ir atSkirigs karboksilatu un hidroksilgrupu skaits un, attiecigi, to negativo
ladinu skaits, tas atskirigi reagé ar AKF sastava esoSajiem kalcija un fosfata joniem. 2. tabula
redzamas tira un MOM saturo$o AKF patiesais blivums un IVL.

2. tabula
Sintézes rezultata iegtito AKF patiesais blivums un IVL
Paraugs Patiesais blivums (g/cm?) IVL (m?/g)

AKF 2,62 105

Acetatu satuross AKF 2,47 118
Itakonatu saturo$s AKF 243 130
Glutamatu satuross AKF 2,64 92
Askorbatu saturo§s AKF 2,82 115
Citratu saturo$s AKF 2,57 62

SINTEZETO AKF KRISTALIZACIJAS KINETIKA UDENS VIDE

In vitro analize tiek izmantota, lai noteiktu §@inu atbildes reakciju uz materialu. Sis analizes
laika materials tiek paklauts dazadu skidumu iedarbibai. Metastabiliem materialiem, pieméram,
AKEF, pirms in vitro analizes veikSanas ir loti buitiski novertét kristalizacijas kinétiku tdens
vidé. Promocijas darba autora 5. publikacija aprakstiti visu sintezeto AKF kristalizacijas
kingtikas petjjumi. Eksperimenti tika veikti dejonizeta tideni, fosfata buferskiduma (FBS) un
Stunu kulttras barotné Minimum Essential Medium (a-MEM).

Lidz $im public@tie pétljumi liecina, ka AKF kristalizacijas kinétiku neietekmée $adi faktori:
a) izmantotas bufer§kiduma sisteémas veids; b) dazada veida monovalento jonu klatbiitne;
c) AKF saskare ar sint€zes skidumu, filtréSana, zavesana vai ta pievienoSana tikko pagatavotam
buferskidumam.

Faktori, kas ietekmé kristalizacijas kin&tiku, ir maisisanas atrums, sintézes Skiduma sastavs,
skidinataja veids, piesarnojuma klatbutne un piedevas (polimetroliti, fosfolipidi, poliglikoli,
proteini). Lidz $im veiktajos petijumos MOM ietekmei uz AKF kristalizaciju pievérsta maza
uzmaniba [32].

Kristalizacijas eksperimenti vispirms tika veikti dejonizeta tident (6. att.). Acetatu saturosa
AKF transformacija uz Ap notika atrak neka tra AKF gadijuma. Organiska savienojuma sanu
grupas (karboksilata vai hidroksilgrupa) nodroSina mijiedarbibu ar CaP. Organisko molekulu
funkcionalajas grupas var butiski ietekmét AKF fizikalas un kimiskas ipasibas (piemé&ram,
morfologiju, dalinu lielumu, TVL un patieso blivumu).

KMR analize apstiprinaja, ka tirs AKF satur karbonatu jonus (ladin§ —2). Acetata ladins ir
—1. Zinatniskaja literatira minéts, ka fluoru saturo$s AKF uz Ap transforméjas atrak neka tirs
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AKF, kas saistams ar fluora jona negativo ladinu [35], [36]. Acetata negativais ladins var€ja
veicinat atraku acetatu saturosa AKF transformaciju uz Ap.

Ir zinams, ka karbonata jonu klatbutne AKF struktiira kave ta transformesanos uz Ap [31].
Itakonats un glutamats satur divas karboksilata grupas (katrai 1adin$ —1), ka rezultata to ietekme
varétu bt lidziga ka karbonatus saturoSam AKF. Tapéc tira, ka arT glutamatu un itakonatu
saturosa AKF transformacijas atrums uz Ap vargja but lidzigs.

Citrats satur trTs karboksilata grupas (kopgjais negativais ladin§ —3). Ta rezultata citratu
saturo$a AKF transformacijas atrums bija vislénakais. Askorbata anjona l1adins ir —1, kas vargja
paléninat ta transformacijas atrumu, salidzinot ar tiru, acetatu, itakonatu un glutamatu saturosu
AKF.
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6. att. AKF transformacij uz Ap dazadas fidens vides. Transformacijas kriterijs bija v« POs*
svarstibu apgabals paraugu FTIS spektros. Paraugi, kuros v4 PO4*~ svarstibu apgabala netika
noverota skaidra SkelSanas, uzskatiti par amorfiem; paraugi, kuriem novérota SkelSanas v4

PO4*~ svarstibu apgabala transforméjusies uz Ap.
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FBS gadifjuma visi sintezétie AKF atrak transformé&jas par Ap. Zinatniskaja literatiira
minéts, ka FBS Skiduma organiskie savienojumi no AKF virsmas izdalas jonu apmainas ar
fosfatu grupam no FBS vides rezultata. Ta rezultata pieaug fosfatu koncentracija AKF, kas
samazina ta stabilitati un izraisa straujaku transformaciju uz Ap fazi [37]. Fosfatu saturs o-
MEM vide ir mazaks neka FBS. Tade] transformacijas kinétika bija 1@naka (iznemot citratu
saturoso AKF).

Citratus saturoSais AKF a-MEM vide stabilitati saglabaja lidz 2880 minttém ilgi. Agrak
public@tajos pétjjumos minéts, ka ap citrata stabilizé€tam zelta nanodalinam albumina seruma
veidojas ar proteniem bagats slanis. lesp&jams, lidzigi, negativi lad@tais citrats no citrata
stabilizétajam AKF dalinam mijiedarbojas ar fetalo liellopa serumu, kas ir a-MEM sastava, un
ta rezultata tiek aizkavéta AKF kristalizacija [38], [39].

FTIS analizes apstiprinaja, ka attiecigo MOM funkcionalas grupas CaP struktiira saglabajas
ar1 pec transformacijas. MOM saturoSu Ap var iegiit, integréjot sinté€zes un transformacijas
kingtikas procesus.

SINTEZETO AKF RAKSTUROSANA IN VITRO

Sintezeta AKF raksturoSana in vitro tika veikta ar osteoblastu prekursoru $tiinam, kas iegitas
no peles (Mus musculus) galvaskausa (MC3T3-E1). Lai veiktu testus ar $tinam, tika sagatavotas
AKF suspensijas, pievienojot 10 m/v % AKF dalinu a-MEM videi, kas péc tam ar Gdens
tvaikiem piesatinata atmosfera, kas sastavéja no 95 % gaisa un 5 % COa, 37 °C temperatiira
tika inkubé&ta 24 stundas.

Ekstrakti vispirms tika centrifugéti un p&c tam filtréti, lai atdalitu cietas dalinas. P&c tam tie
tika atSkaidtti ar a-MEM, lai ieglitu nepiecieSamo koncentraciju — 1 m/v% un 0,1 m/v %. In
vitro petjjumiem izmantots gan neatSkaidits ekstrakts, gan ekstraktu atskaidfjumi (1 m/v un 0,1
m/v %). P&c tam ekstrakti tika pievienoti MC3T3-E1 saturosam $tinu platém, kas p&c tam tika
inkubg&tas 48 stundas. a-MEM vide tika izmantota ka pozitiva kontrole. Ka negativa kontrole
tika izmantota a-MEM vide, kas saturéja 6 tilp.% dimetilsulfoksida. Stinu dzivotsp&jas
analizésanai tika izmantots WST-8 (CCK-8, Sigma Aldrich) komplekts.

Promocijas darba autora 4. publikacija analizeti tira, ka ar1 AKF_CIT un AKF_ACE in vitro
testu rezultati. Absorbcija, kas registréta no $inam, kas tika kultivétas pozitivas kontroles vidg,
tika normalizéta lidz 100 %. Siinas, kas kultivétas ar 10 w/v % AKF ACE ekstraktu, uzradija
zemako S§tnu dzivotsp&ju. Vislielaka §tinu dzivotspgja tika noverota 0,1 w/v % AKF CIT
ekstrakta. Starp 10 w/v % koncentracijas ekstraktiem visaugstako S$iinu dzivotsp&ju uzradija
AKF_CIT ekstrakts, kam sekoja tirs AKF (AKF_CL un AKF_NIT) un AKF_ACE.
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Ta ka visi AKF paraugi (7. att.) uzradija $inu dzivotsp&ju virs 70 %, var secinat, ka visi
paraugi ir citosaderigi. /n vitro analizes rezultati liecina, ka AKF CIT ekstraktos §tnu
dzivotspéja bija visaugstaka, kas liecina, ka Stnu dzivotsp&ja pieaug, ja AKF satur citratus.

Relativa §tinu dzivotspgja (%)

ot Tt Jace] et [ niv [ crr Jace] o [wr [ ar [ace] ot [ wiT
o] 10% % | 0.1%

7. att. Atskirigu koncentraciju (10 % m/v, 1 % m/v un 0,1 % m/v) AKF ekstraktos
kultivétu MC3T3-E1 §tunu relativa dzivotsp&ja (n = 12, CNT — kontrole, tris atkartojumi,
*p <0,05). CL un NIT reprezenté tiru AKF paraugus, CIT un ACE — citratu un acetatu
saturoSus AKF.

Promocijas darba autora 5. publikacija aprakstita in vitro analize, kas veikta askorbatu,
glutamatu un itakonatu saturoSiem AKF. Pozitiva un negativa kontrole apziméta attiecigi ka
CNT+ un CNT-. legitie rezultati liecinaja, ka 10 % w/v AKF_GLU ekstrakts bija citotoksisks.
Augsta glutamata koncentracija var izraisit ekscitotoksicitati un/vai oksidativu glutamata
toksicitati [40], [41]. Tom&r, samazinot AKF _GLU ekstrakta koncentraciju Iidz 1 % w/v, Sinu
dzivotspgja pieauga.

Stnu dzivotspéja 10 % AKF ITN un AKF ASK ekstrakta bija labaka neka 10 %
AKF GLU ekstrakta. Lidziga tendence tika noveérota arT 1 % w/v AKF ITN un AKF ASK
ekstrakta gadijuma. Siinu dzivotsp&ja 10 % w/vun 1 % w/v AKF_ASK ekstrakta bija labaka
neka CNT+ gadijuma.

Askorbatam ir iz§kiro$a nozime preosteoblastu diferenciacija, un tas var biit iemesls lielakai
sinu dzivotspéjai [42], [43]. Ka redzams 8. attéla, Sunu dzivotsp&ja visos AKF ekstraktos
(iznemot 10 % w/v AKF_GLU) bija lielaka par 70 %, tap&c var secinat, ka visi ekstrakti ir
citosaderigi.

150

100

B 10% (wiv)
B 1% (W)

Dzivotspéja
(%,normalizéta attieciba pret pozitivo kontroli)

8. att. Relativa dzivotsp&ja MC3T3-E1 stinam, kas kultivetas dazadu koncentraciju AKF
ekstraktos (10 % un 1 % m/v), kas iegliti a-MEM vidg. Visi paraugi tika analizgti tris reizes, un
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dati noraditi ka vid&ja vertiba un standartnovirze. CNT + un CNT — attiecigi ir pozitiva un
negativa kontrole.

NANOKOMPOZITA BIOTINTE

Promocijas darba gaita izstradata nanokompozithidrogela biotinte, kas satur AKF, tika
izstradata pirmo reizi. Nanokompozithidrogela biotintes iegtiSanai tika izmantots citratu un
acetatu saturoSais AKF. Petljuma analizéta izdrukato konstrukciju strukturala integritate, dalinu
izméra, kristalizacijas kin€tikas un attieciga MOM ietekme uz biotintes ipasibam.

Promocijas darba autora 6. publikacija aprakstita nanokompozithidrogela pamatnu
biodrukasana, kas tika veikta tris posmos — pirmsdrukasana, drukaSana un pé&cdrukasanas
analize.

Pirmsdrukasanas posma tika izvéléts pamatnu dizains, materials un $nas. Kopuma iegiitas
divas nanokompozita biotintes, kur alginata dialdehida-zelatina (ADA-GEL) organiskaja
matricg tika ieklauts citratu un acetatu saturosais AKF.

GEL ir vienpavediena proteins, kas ieglts kolagéna hidrolitiskas noardisanas rezultata. Tas
satur glicinu, prolinu un 4-hidroksiprolina, un tam piemit lidzigas biomehaniskas ipasibas ka
kolagénam [44]. Alginats ir dabigs polimérs, kas iegiits no brinajam jiiraszalém, kas sastav no
B-(1-4), kas saistits ar mannouronskabi, un B-(1-4), kas saistits ar I-glikuronskabes vienibam.
Pie alginata nevar piesaistities Snas, tacu to biezi izmanto kopa ar GEL, lai izgatavotu 3D
pamatnes [45]. Alginatam nepiemit sp&ja mijiedarboties ar GEL, tapéc tas tika parveidots par
alginata dialdehidu (4DA). Ta rezultata tas nodrosinaja reaktivas grupas GEL SkerssaistiSanai,
nodroginot Sifa bazes veido$anos [46].

Otrais solis bija biotin§u drukasana. Vispirms tika veikta hidrogelu reologijas analize, ka
ar veikta biodrukasanas parametru optimizacija. Amplitiidas tests ir pirmais solis hidrogelu
viskoelastigo pasibu raksturosana [47].

Visu hidrogelu VEA ieklaujas 20 % no maksimalas bides deformacijas vertibas, ka redzams
9. A—C attela. Papildus visiem hidrogeliem tika veikts frekvences un tecéSanas tests pie 1 % no
maksimalas bides deformacijas vértibas. Frekvences tests tika veikts, lai analizétu hidrogelu
krajuma moduli (G') un zuduma moduli (G"), ka redzams 9. D-F attéla.

ADA-GEL un AKF saturosa ADA-GEL hidrogeliem G™G", kas ir vélami konstrukciju
biodrukasanai. Zemaka frekvence, pie kuras tika analizétas hidrogelu G' un G" vértibas, bija 1
Hz. ADA-GEL hidrogela G' un G" bija attiecigi 99,2 £ 9,3 Pa un 9 + 1,1 Pa. AKF_ACE
saturo$ajam A DA-GEL hidrogelam G' un G" vertibas ir 134,9+ 16,5 Paand 6,5 £ 0,5 Pa, savukart
AKF _CIT saturoSajam ADA-GELA hidrogelam G' un G" v@rtibas ir attiecigi 142,6 + 14,1 Paun
7,6 £ 1,2 Pa. Visiem iegiitajiem hidrogeliem piemit neniitona Skidrumu pasibas (9. G att.).
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9. att. ADA-GEL un AKF saturoS$a ADA-GEL hidrogela oscilacijas testi. (A—C) amplitiidas
krituma analize tika veikta, lai novertétu hidrogela VEA. (D-F) frekvencu analize — lai raksturotu
hidrogelu krajuma (G') un (G"). Rezultati liecina, ka AKF pievienoSana ADA-GEL hidrogelam
uzlabo ta G' un G". (G) hidrogela pliistamibas analize veikta, attiecinot viskozitates.

Drukasanas parametri tika optimizg&ti ar izméginajuma un kladu metodi, izmantojot ADA-
GEL hidrogelu. Lai optimizetu printéSanas spiedienu un drukasanas atrumu, tika izdrukata 8 x
8 mm? konstrukcija — rezgis. Sakotngji drukasana tika veikta lenam — ar atrumu 2 mm/s — pie
mainiga spiediena. Drukasanas atrums tika optimizets péc tam, kad drukasanas rezultata tika
ieglts nepartraukts rezgis ar viendabigu acu izméru, ka redzams 10. attéla. Optimalais
drukaganas spiediens bija 65 kPa, savukart atrums 5 mm/s. Sie drukaanas parametri tika
izmantoti, lai izdrukatu konstrukcijas, izmantojot ADA-GEL un AKF saturoSu ADA-GEL
biotinti, kas péc tam tika Sk@rssaistitas, izmantojot kalcija hloridu un bakterialo
transglutaminazi un iemérktas a-MEM vidg.
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TreSais posms ir izdrukato konstrukciju analize, kuras laika autors parliecinajas par
izdrukato konstrukcijas stabilitati. Drukasanas indekss un vid€ja poru laukuma analize tika
veikta, izmantojot /mageJ programmatiiru. Agrak publicgtos petljumos drukasanas indekss
izmantots, lai optimiz€tu drukasanas parametrus. Veiktaja pé&tijjuma drukasanas indekss
izmantots, lai raksturotu izdrukato konstrukciju acu geometrijas izmainas ka funkciju no laika.
Savukart drukasanas indeksa rezultati tika koreléti ar vidgjo rezga acs laukumu, ka redzams 11.
attela.

A. Spiediena optimiz&$ana

50 kPa 55 kPa 60 kPa 65 kPa
= s
N
bos s
oes s

B. Drukasanas atruma optimizé$ana

1 mm/s 3 mm/s 5 mm/s 6 mm/s

4 mm/s

2 mm

10. att. Izm€ginajuma un klidu metodes izmantoSana drukasanas parametru optimizacijai,
izmantojot dazadas drukasanas spiediena un atruma kombinacijas. A) Vispirms drukasanas
spiediens tika optimizets pie drukasanas atruma 2 mm/s. B) DrukaSans atrums optimizg&ts pie
spiediena 65 kPa.

Izdrukato konstrukciju acu geometrija tika novertéta, izmantojot drukasanas indeksu [48].

Slegta apgabala cirkularitate (C) tiek definéta ka:
4TA

C=— (D),

L2

kur L — perimetrs, A — rezga acs laukums. Apla formai ir vislielaka cirkularitate — C = 1,
savukart kvadrata formai cirkularitate ir vienada ar n/4. Zinatniskaja literatira aprakstitajos
pétijumos biotintes drukas indekss (Pr) kvadratveida formas poram ir noteikts, izmantojot sadu

funkciju [49]:

2

Pr=22=2. )
Ideali saZelgjusas rezga konstrukcijas acij ir kvadratveida forma ar Pr vertibu 1. Pr > 1
liecina par neregularas acs formas geometriju, savukart Pr < 1 apraksta izliektas formas acs
geometriju [50]. Drukato 4DA-GEL un AKF saturoSa ADA-GEL konstrukciju attéli iegiti,
izmantojot stereomikroskopu. Katras rezga konstrukcijas acu cirkularitate (n = 16) tika
analizéta, izmantojot Image-J programmatiru, péc tam aprékinot Pr vertibu [51]. Dati uzraditi

ka videja Pr veértiba ar standartnovirzi.
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11. att. ADA-GELA un AKF saturoSas ADA-GEL biotintes drukato konstrukciju p&cdrukas
analize (ADA-GEL, ADA-GEL-AKF ACE un ADA-GEL-AKF _CIT). Stereomikroskopijas att€lu
analize tika veikta 1., 3., 7. un 14. diena (mérogs 2 mm). Drukas indekss (Pr) un vidgja poru
laukuma analize tika veikta, izmantojot att€lu analizi programmatiiru, atlasot 16 poras. Poru
geometrija tika novertéta, analiz§jot Pr vertibu; pieméram, Pr < 1 att€lo izliektu, Pr = 1 atbilst
kvadratveida, Pr > 1 neregularu iporu geometriju. (A—C) demonstré Pr vértibas, (D—F) parada
vidgjo biotintes poru laukumu. ADA-GEL biotintes uzrada straujas konformacijas izmainas poru
geometrija un biotintes vidéja poru laukuma samazinasanos, liecinot par zemu strukturalo
stabilitati, salidzinot ar AKF saturosajam 4ADA-GEL biotintem.

AKF _ CIT pievienosana nodro$inaja labaku izdrukatas konstrukcijas strukturalo integritati
neka AKF ACE pievienoSana, kas, iesp&jams, saistits ar atskirigo kalcija un fosfatu jonu
izdaliSanas kinetiku no AKF CIT un AKF ACE (12. att.). Jonu izdaliSanas eksperimenti tika
veikti 168 stundas (septinas dienas), lai analiz&tu kalcija un fosfata jonu izdaliSanos. Sakotngji,
pirmo stundu laika, tika novérota strauja kalcija un fosfatu jonu izdalisanas, kas p&c tam
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pakapeniski samazinajas [52], [53]. AKF_CIT uzradija augstaku izdalito jonu koncentracija.
AKF ACE izdalitais kalcija un fosfatu jonu daudzums bija salidzinosi neliels — robezas no 1 mM
lidz 1,5 mM.
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12. att. Fosfatu un kalcija jonu izdaliSanas kin&tika. (A) Citratu satuross AKF; (B) acetatu
saturoSs AKF.

Ar1 AKF dalinu izm@ram var biit butiska nozime izdrukatas konstrukcijas strukturalas
integritates nodrosinasana. AKF ACE dalinu izmérs ir mazaks (~ 20 nm) neka AKF CIT (~ 40
nm) (detalizétaka informacija atrodama promocijas darba autora 4. publikacija). Mazaks dalinu
izmers nodroS§ina lielaku virsmas laukumu un, attiecigi, lielaku tendenci dalinam aglomeréties,
kas var negativi ietekmét izdrukatas konstrukcijas strukturalo integritati [54].

Briva citrata karboksilgrupa potenciali var reagét ar zelatina aminu grupu, nodro$inot amida
saites veidosanos. Gan ADA, gan GEL var $kérssaistit ar citratu saturo§u AKF [55]. Precizai
Skerssaistisanas mehanisma noteikSanai biitu nepieciesams veikt papildu analizes.

Izdrukato konstrukciju raksturo$ana in vitro tika veikta, izmantojot iekrasoSanu ar rodamina
falloidinu un DAPI. 13. attela redzams Stinu piesaistiSanas izdrukatajai konstrukcijai pirmaja
diena, kam seko $iinu pagarinasanas, saplisana un tiklojuma veidoSanas nakamo dienu laika.

Konstrukciju virsmu 14. diena klaja $iinas, kas apstiprina izveidotas nanokomozita biotintes
citosaderibu.
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13. att. Epifluorescences mikroskopija rodamina-faloidina (sarkana krasa) un DAPI (zila
krasa) iekrasotam MC3T3-E1 Stinam, kas ieklautas ADA-GEL un AKF saturo$a ADA-GEL
konstrukcijas (ADA-GEL-AKF ACE un ADA-GEL-AKF ACE). Mérogs 500 um.
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Lai raksturotu Stnu izplatiSanos izdrukato konstrukciju tilpuma, izmantota divfotonu
mikroskopija. Iegiito divfotonu mikroskopijas attélu grupu 3D rekonstrukcijas redzamas 14. attéla.
Attelos redzams, ka $iinu populacija ar laiku pakapeniski pieaug, apstiprinot rezultatus, kas iegfiti
ar epifluorescences mikroskopiju.

DAPI 1. diena 3. diena 7. diena 14. diena
Rph

200 pm

ADA-GEL- ADA-GEL
AKF_ACE

ADA-GEL-
AKF_CIT

14. att. Trisdimensionali rekonstruéti daudzfotonu mikroskopijas atteli kvalitativai
morfometrijas un §inu sadalfjuma analizei.

NANOKOMPOZITU HIDROGELI

Promocijas darba autora 7. publikacija aprakstits nanokompozithidrogels, kura matricu
veido GELMA, savukart pildviela ir AKF. GELMA ir pateicigs materials audu inZenierijai,
nemot veéra ta biosaderibu, biologisko noardiSanos, bioaktivitati un unikalas $kerssaistiSanas
ipasibas, kas lietojamas nanokompozituhidrogelu izgatavosanai [56].

Izplatitaka metode GELMA hidrogelu Skérssaistisanai ir fotoskerssaisti§ana, kur tiek
izmantota ultravioleta (UV) gaisma un fotoiniciators . GELMA $kidums satur fotoiniciatoru,
kas tiek paklauts UV gaismas iedarbibai. Fotoiniciators absorb&é UV gaismu un fotolizes
reakcijas rezultata generé brivos radikalus. Brivie radikali reagé ar GELMA eso$ajam
metakriloila grupam, izraisot radikalu veidoSanos uz GELMA molekulam. Radikali blakus
esoSajas GELMA molekulas sak k&des reakciju, veidojot kovalentas saites starp metakriloila
grupam. Lidziga veida redoksa sist€éma izmanto kimisko iniciatoru amonija persulfatu (APS)
un n,n,n’,n'-tetra metiletilénadiaminu (TEMED).

FotoSk@rssaisti$anai ir trikumi, pieméram, 1&na Zelé$ana un sarezgits sagatavosanas process
[57]. FotoskerssaistiSanas efektivitati var biitiski samazinat pildvielas, kas hidrogelu padara
necaurspidigu, proti, pasliktina ta gaismas caurlaidibu, kas trauce fotopolimerizacijas reakcijas
procesu un SkerssaistiSanas dzilumu [58]. AKF pievienoSanas rezultata hidrogels Kkliist
necaurspidigs (15. B att.), kas apgritina GELMA fotoSkersaistiSanas procesu. Lai izstradatu
AKF CIT saturoSus GELMA hidrogelus, tika izmantota redoksa ierosinata kimiska
SkérssaistiSana, izmantojot APS/TEMED [59]. lzgatavotie hidrogeli redzami 15. attéla.
AKF_CIT pievienoSana minimali ietekm&ja GELMA hidrogela viskoelastiskas Tpasibas.
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A) GELMA B) GELMA-AKF_CIT

1000 pm

15. att. Iegiitie GELMA un GELMA-KF_CIT hidrogeli (mérogs 1000 pm).

Amplitidas testa rezultati redzami 16. (A—C) attéla. Hidrogela VEA tika analizéts,
izmantojot amplitiidas testu apgabala, kas ir mazaks par 10 % no maksimalas bides
deformacijas vertibas. Papildu analize tika veikta zem 1 % no maksimalas bides deformacijas
vertibas. Neskerssaistitas GELMA krajuma (G") un zuduma modulis (G') bija loti zems (mazaks
par 0,1 Pa) ar krustoSanas punktu (G" = G'") 501 %, kas liecina par tas sp&ju izturét bides speku
izraisTtu neatgriezenisku deformaciju. P&c skérssaistiSanas GELMA hidrogela G' un G" pieauga,
savukart krustoSanas punkts samazinajas Iidz 125,8 %. AKF CIT pievienoSana GELMA
hidrogelam uzlaboja moduli, paaugstinot krustoSanas punktu lidz 158,4 %, un ta rezultata
uzlabojas hidrogela sp&ja izturét bides speku izraisitu neatgriezenisku deformaciju.

Lai novertetu iegiito hidrogelu viskoelastigas Ipasibas, tiem tika veikts frekvences tests (16.
(D-F) att.). Hidrogelu G' un G" tika noteikti pie frekvences 1 Hz (16. A att.). NeSkerssaistitai
GELMA G'un G" vertibas ir loti zemas (attiecigi, 0,12 Pa un G" 0,016 Pa), kas raksturigas
mehaniski neizturigam un viegli deform@jamam materialam. P&c $k&rssaistiSanas tas tika
uzlabotas, G' sasniedzot 82,6 = 13 Pa, savukart G" 2,28 + 0,5 Pa. Pievienojot AKF CIT,
GELMA krajuma un zuduma modula vertibas palielinajas, G' sasniedzot 318,8 + 6,5 Pa,
savukart G" 11,3 £ 0,23 Pa.
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16. att. Hidrogelu viskoelastigas 1pasibas tika analizétas, izmantojot oscilacijas testu: (A—
C) hidrogela VEA tika analizéts ar amplitiidas testu; (D—E) hidrogelu krajuma un zuduma

moduli raksturoti ar frekvences testu.
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Izstradatie VT hidrogeli tika raksturoti in vitro, izmantojot iekrasoSanu ar rodamina
falloidinu un 4',6-diamidino-2-fenilindolu un DAPI (17. att.). Stinu piesaisti§anas hidrogeliem
tika novérota pirmaja diena. Septitajai diena $linas bija vienmérigi izkliedétas pa visu hidrogelu,
apliecinot APS/TEMED sk@rssaistiSanas panémiena citosaderibu. Turklat netika novérota
negativa AKF_CIT ietekme uz MC3T3-E1 §unu proliferacijas procesu.
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17. att. Epifluorescences mikroskopija rodamina-faloidina (sarkana krasa) un DAPI (zila krasa)
iekrasotam MC3T3-E1 sunam, kas ieklautas GELMA un GELMA-AKF_CIT hidrogelos.

DUBULTTIKLA NANOKOMPOZITHIDROGELI

Promocijas darba autora §. publikacija aprakstits dubulttikla nanokompozithidrogels
(DTKH), kura AKF_CIT ieklauts P/23-PAM-GELMA matricé. Pirmais dubulttikla hidrogela
tikls tika izveidots, izmantojot P7/23. Otrais tikls sastav no PAM un GELMA kopolim@riem.
Otra tikla skérssaistiSana tika veikta, izmantojot APS un TEMED (18. att.).

PAM GELMA AKF_CIT

1. tikls 2. tikls
PadizkartoSanas Kimiski Skerssaistils

Nanokompozita hidrogels Nanokompozita hidrogels
WP ¢ <] A<

APS/TEMED
Skarssaistits

Dubulttikls
[zturigs un stingrs

18. att. DT hidrogela iegisana, izmantojot fizikalo un kimisko Sk&rssaisti§anu. Primaro
tiklu veidoja Pluronic P123, savukart sekundaro tiklu — kopolim@ra sist€ma, kas sastav no
poliakrilamida-zelatina metakrilata (PAM-GELMA). AKF_CIT izmantota ka neorganiska

pildviela hidrogela.
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Sagatavojot DT nanokompozitu hidrogelus, tika izmantota sistematiska pieeja; sakotngji
tika pétita dazadu P123 (2,5 %, 5 %, 7,5 % un 10 %) koncentraciju ietekme uz PAM-GELMA
mehaniskajam pasibam (elastibas moduli, stiepes stipribu, pagarinajumu stiep€). Starp tiem
DT hidrogelam ar 7,5 w/v % P123 koncentraciju PAM-GELMA bija vislabakas mehaniskas
Tpasibas, tade] tas tika izmantots arT nanokompozita DT hidrogelu izstradg, hidrogela ieklaujot
dazadas AKF_CIT koncentracijas (0,75 %, 1,5 % un 3 %).

AKF_CIT saturoSais DT hidrogels ar 0,75 w/v% AKF_CIT koncentraciju (saisinati DT3-
AFKO0,75) uzradija visaugstvértigakas mehaniskas pasibas (19. att.). Sim kompozitam papildus
tika izvertétas reologiskas ipasibas un citosaderiba un salidzinata ar tira DT hidrogela (7,5
w/v% P123-PAM-GELMA, saisinati DT3) 1pasibam.
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19. att. Ieglito hidrogelu stiepes sprieguma-deformacijas likne. (A) P23 koncentracijas
ietekme uz PAM-GELMA hidrogela pagarinajumu stiepé. (B) AKF_CIT koncentracijas
ietekme uz DT3 hidrogela pagarinajumu stiep€. (C) Elastibas modulis, (D) stiepes izturiba un
pagarinajums sagrauSanas bridi (%) visiem iegiitajiem hidrogeliem.

Visu sintezeto hidrogelu reologijas testi paradija, ka to G G", kas liecina par gelam
raksturigajam Ipasibam. Lai novertétu iegiito hidrogelu viskoelastigas 1pasibas, papildus tika
veikts frekvences tests (20. A att.). Hidrogelu G' un G" tika analizéts pie frekvences 1 Hz (20. A
att.). P123 ir loti zemas G' un G" vertibas (attiecigi, 1112,3 £+ 28,5 Pa), kas atbilst mehaniski
neizturiga, miksta materiala Ipasibam. Savukart PAM-GELMA hidrogelam ir augstas G' un G"
vertibas (attiecigi, 10916,6 + 625,3 Pa un 4058,6 + 213,8 Pa), kas atbilst augstai stipribai un
trauslumam. Palielinot PAM-GELMA hidrogela P123 saturu, G' vértiba tika ietekmé&ta mazak
neka G" vertiba. G" samazinajums nozimé, ka deformacijas laika tiek izkliedéts mazaks
energijas daudzums, kas liecina, ka hidrogels vairak izturas elastigi neka viskozi. Tadgjadi,
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Tan 6

palielinoties P/23 koncentracijai, at$kiriba starp G' un G" vértibam liecina par elastibas
palielinaganos [60]. ST paradiba tika novérota lidz P123 koncentracijai 7,5 w/v % PAM-GELMA
hidrogela (DT3). Turpinot palielinat P/23 koncentraciju Iidz 10 w/v % (DT74), G'
samazinasanas izraisija G" palielinasanos, ietekmé&jot hidrogela elastibu.

DT3 hidrogeliem ar zemaku AKF CIT koncentraciju (0,75 w/v%) G' vértiba sasniedza
9141 + 2545 Pa, savukart G" 341,3 + 134,8 Pa. AKF_CIT ieklausana (0,75 w/v%) samazina G'
un G" vértibas, tomér G' vértibas kritums ir neliels, salidzinot ar G" vértibas samazinasanos,
kas var€ja veicinat ta elastigo pasibu uzlaboSanos. AKF CIT koncentracijai DT3 hidrogelos
picaugot lidz 1,5 %, G' un G" vértiba butiski palielinajas (attiecigi, 17766,6 + 2689,4 Pa un
1034,9 +290,2 Pa), kas uzlaboja hidrogela stingribu. Palielinot AKF CIT koncentraciju lidz 3
w/v% G' un G" vértibas dramatiski pieauga (attiecigi, uz 22523,3 + 6950 Pa un1422,6 + 47,6
Pa), kas vargja izraisit kompozita mehanisko 1pasibu pasliktinasanos [61], [62].

Visu sintez&to hidrogelu tan 6 analize redzama 20. C attéla. Tan § ir viskoelastiga materiala G'
un G" attieciba, ko bieZi izmanto materiala slapéSanas ipasibu raksturoSanai. Ta kvantificé energijas
daudzumu, kas izklied&ts siltuma veida. Viskoelastiga materiala liclaka tan § vértiba (tuvaka 1)
liecina par lielaku energijas dalu, kas izklied&ta siltuma veida, attieciba pret elastibas energiju. No
otras puses, mazaka tan & vértiba liecina, ka vairak saglabata elastibas energija, salidzinot ar
energiju, kas zaudgéta siltuma veida [47].
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20. att. A) Krajuma (G') un zuduma modula (G") analize pie 1 Hz frekvences.
B) Tan § analize pie 1 Hz frekvences. C) Visu sintez&to hidrogelu tan § analize dazadas
frekvences. D) Kompleksas viskozitates analize.
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PAM-GELMA hidrogela tan & vértiba bija 0,37 + 0,03, analiz&jot pie 1 Hz frekvences
(20. D att.). Palielinoties P23 koncentracijai PAM-GELMA hidrogelos, tan § vertibas picaug
uz attiecigi 0,28 + 0,13 DTI, 0,16 + 0,01 DT2, 0,067 + 0,01 DT3 un 0,09 + 0,02 DT4
hidrogelam. ST analize liecinaja, ka tan & vértibas samazinajas, lidz P123 koncentracija bija 7,5
w/v% PAM-GELMA (DT3), ko var attiecinat uz palielinatu elastibu [63]. Ja P/23 koncentracija
tika palielinata Iidz 10 w/v% PAM-GELMA (DT4), slap&sanas vertiba palielinajas, samazinot
elastibu.

Nanokompozithidrogelos tan & vertibas bija 0,036 + 0,05 DT3-AKFO0.75, 0,057 + 0,008
DT3-AKF1.5un 0,067 + 0,02 (DT3-AKF3). DT3-AKF0.75 tan é vértiba bija viszemaka, ko var
attiecinat uz visaugstako elastibu. Palielinot AKF CIT koncentraciju DT3 hidrogelos lidz 1,5
m/v % (DT3-AKF1.5) un 3 m/v % (DT3-AKF3), palielinas tan & vertiba, ko var attiecinat uz
slapéSanas IpaSibu samazinasanos. Palielinoties AKF CIT koncentracijai, sak pieaugt tan &
veértiba, kas var ietekmét SkérssaistiSanas blivumu un poliméru k&zu mobilitati hidrogela,
tadgjadi ietekméjot hidrogela kop&jas mehaniskas ipasibas.

Visu sintezéto hidrogelu kompleksa viskozitate samazinajas, palielinoties frekvencei.
Kompleksas viskozitates varidcijas tika nov@rotas pie dazadam PI723 un AKF CIT
koncentracijam PAM-GELMA hidrogela [64]. Ka redzams 20. D attela, P/23 koncentracijas
palielinasanas PAM-GELMA hidrogela izraisa ieverojamu kompleksas viskozitates
samazinasanos.

Stiepes testu rezultati korele ar oscilacijas bides testiem, kas liecina par to, ka P/23 uzlabo
PAM-GELMA hidrogelu elastibu un mehaniskas ipasibas. Tomér P/23 ietekme ir atkariga no
koncentracijas. ArT AKF_CIT ietekme uz hidrogela ipasibam ir atkariga no ta koncentracijas
hidrogela. Pie noteiktas AKF_CIT koncentracijas noverota hidrogela elastibas pastiprinasanas
vartu bit saistita ar AKF CIT eso$a citrata pseidoSk@rssaistiSanos ar GELMA. Tomer, lai
apstiprinatu citrata-GELMA mijiedarbibu, ir nepiecieSsamas izverstakas analizes. DT3 un
nanokompozitmateriala DT3-AKF0.75 hidrogelam ir augstvértigakas mehaniskas ipasibas.
Tapec siem diviem hidrogeliem tika veiktas papildu analizes.

Materiala plustamibas (creep) un atjaunoSanas IpaSibas palidz izprast viskoelastiga
materiala poliméru k&zu mijiedarbibu, kas savukart palidz analizét hidrogela deformacijas
mehanismu. Lai novértétu DT3 hidrogela un DT3-AKF0.75 nanokompozita poliméru kézu
mijiedarbibas izmainas, tika veikta to plustamibas un atjauno$anas analize (21. A att.).
AKF CIT ieklausanai DT3 hidrogela (DT3-AKF0.75) ir pozitiva ietekme uz plistamibas
sprieguma samazinaSanu. Tas var biit saistits ar poliméru k&zu kustiguma samazinaSanos
AKF CIT nanodalinu pievienoSanas rezultata [65]. Sprieguma relaksacijas liknes redzamas 21.

34



B attéla. DT3 hidrogelam un DT3-AKF0.75 nanokompozitam raksturiga strauja sprieguma
relaksésana.
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21. att. Slides-atjauno3anas analize (A), sprieguma relaksacija (B), uzbriesanas sp&ja C), ka
ar1 zavétu un uzbriedusu DT3 un DT3-AKF0.75 hidrogelu fotografijas (D un E).

DT3 hidrogela un DT3-AKF0.75 uzbrieSanas sp&ja redzama 21. C attéla. Gan DT3, gan
DT3-AKFO0.75 izmérs uzbrieSanas rezultata pieaug divas reizes (21. D un E att.). AKF_CIT
pievienoSana DT3 hidrogelam ietekmé uzbrieSanas kinétiku. DT3-AKF0.75 hidrogelu
uzbrieSanas spéjas samazinasanos var izraisit tas, ka brivas poliméru k&des kustigumu kave
AKF_CIT klatbiitne [66].

Formas atminas hidrogeliem ir divu veidu Skérssaites. Pirmais tikls ir kovalenti §k&rssaistits,
kas ir butiski hidrogela struktiiras integritates saglabasanai. Otrais tikls ir atgriezeniski fizikali
Skerssaistits un atbild par pagaidu formas fikséSanu. P&titais hidrogels PAM-GELMA veido
kovalenti Sk&rssaistitu tiklu [67]. Termojutigais P/23 augsta temperatura (70 °C) veido
atgriezeniski Ske@rssaistitu tiklu, ierosinot formas mainu, ja hidrogels tiek paklauts 4 °C

temperatiirai, tadéjadi nodrosinot formas atminu un formas atjauno$anas ipasibas, ka redzams
22. attéla.
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Iegiitais hidrogels Fikséta pagaidu Sakotnéjas formas
Sikotnéja forma forma atgiisana.
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. att. Temperatiiras izraisits DT3 un DT3-AKF0.75 hidrogelu formas atminas efekts

Iegtita hidrogela un nanokopozia in vitro analize veikta, izmantojot iekraso$anu ar rodamina
faloidinu un DAPI (23. att.). Stinu piesaiste hidrogelam un nanokompozitam tika novérota
pirmaja diena. TreSaja diena SGnas bija vienmérigi izplatijas gan pa hidrogelu, gan
nanokompozitu. Gan hidrogels, gan nanokompozits septitaja diena bija blivi noklats ar §tinam,
apliecinot iegita DT3 un DT3-AKFO0.75 citosaderibu.

1. diena 3. diena 7. diena

DT3

DT3-AKF_CIT

100 w 100 100 pm

23. att. Epifluorescences mikroskopija rodamina-faloidina (sarkana krasa) un DAPI (zila krasa)
iekrasotam MC373-E1 stunam, kas ieklautas DT3 un NC1DT3 hidrogelos.



SECINAJUMI

1. Negativa ladina atSkirtbas MOM sanu grupas ieteckmé MOM mijiedarbibu ar AKF,
ietekmejot AKF 1pasibas.

2. Skiduma mediétas AKF transformacijas kingtiku uz Ap ietekmé $kiduma vides sastavs.
Neskatoties uz to, MOM saturo$u AKF transformacijas uz Ap seciba dazadu skidumu vides
nemainas: AKF ACE > > firs AKF = AKF ITN = AKF GLU > > AKF ASK > AKF CIT.
FBS vide visi sintezetie AKF atrak transformgjas uz Ap, salidzinot ar dejonizéta fidens vidi.
FBS esosie fosfatu joni nodroSina papildu vietas kalcija jonu saistiSanai, paatrinot AKF
transformaciju uz Ap. Transformacija a-MEM vide ir 1€naka neka FBS, kas saistama ar ta
salidzinos$i zemo fosfatu jonu koncentraciju.

3. Citratu un acetatu saturoSa AKF pievienoSana (1 %) ADA-GEL hidrogelam palielina gan ta
krajuma, gan zuduma moduli (AKF_CIT saturoSam ADA-GEL G'=142,6 + 14,1 Paun G" =7,6
+ 1,2 Pa, AKF_ACE saturosam ADA-GEL G'=134,9 £ 16,5 Paun G" = 6,5 £ 0,5 Pa, savukart
ADA-GEL hidrogelam G'= 99,2 + 9,3 Pa un G" =9 + 1,1 Pa). Palielinatais krajuma un zuduma
modulis uzlabo izdrukato konstrukciju strukturdlo integritati. Sis uzlabojums saistams ar
papildu kalcija joniem, ko AKF nodroSina ADA §k&rssaistiSanai.

4. GELMA hidrogela krajuma G' un zuduma G" modulu vértibas (attiecigi, 82,6 + 13 Paun 2,28
+ 0,5 Pa) var butiski uzlabot, hidrogelam pievienojot 2 % citratu saturoSa AKF. Ta rezultata
GELMA hidrogela G' sasniedza 318,8 + 6,5 Pa, savukart G" 11,3 + 0,23 Pa.

5. AKF_CIT ietekme uz DT3 hidrogela mehaniskajam ipasibam ir atkariga no ta koncentracijas
hidrogela. Pievienojot 0,75 w/v % AKF _CIT, tiek palielinata DT3 hidrogela elastiba, kas
saistams ar poliméru k&zu mijiedarbibas samazinaSanos AKF CIT ietekmes rezultata. Pieaugot
AKF CIT koncentracijai, G' un G" vertibas butiski palielinas, padarot hidrogelu stingraku un
ietekmgjot ta mehaniskas ipasibas.
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