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ANOTACIJA

Metabolismam jeb vielmainai ir batiska loma kaulu homeostazg, regeneracija un dziSanas procesos.
Promocijas darba gaita tika pétita biomaterialu spgja ietekmét vielmainas procesus kaulu dzisanas laika
ka kliniski nozimiga biomaterialu izstrades stratégija. Sim nolikam tika raksturotas vielmainas
izmainas kaulu regeneracijas laika, lai iegtitos rezultatus talak izmantotu biomaterialu izstradé. Tika
veikta metabolitu profila analize, izmantojot asins paraugus no zurku galvaskausa kritiska izméra
defektiem un aitu stilba kaula defektu modeliem, lai labak izprastu sisteémiskas vielmainas izmainas
kaulu regeneracijas gaita. Rezultati paradija, ka kaulu dziSanas laika ievérojami samazinas glutamata
un glutamina koncentracija. Nemot véra to, ka uz kalcija fosfata (CaP) bazes veidoti biomateriali tiek
plasi izmantoti ka kaulaudu pildvielas audu inZenierija, tostarp ka mazmolekularu savienojumu
piegades sistémas, tika pétita §o materidlu un $inu mijiedarbiba. Sim nolikam tika izmantotas
fibroblastu $tinu linijas un dazadi kalcija fosfata materiali. Veiktie p&tijumi paradija, ka keramiskie
biomateriali sp& adsorb&t plasu mazmolekularo savienojumu klastu no mikrovides. Rezultati
apliecindja arT CaP saturoSu materialu ietekmi uz $inu aminoskabju un energijas metabolismu.
Balstoties rezultatos, kas iegiiti, analiz&jot paraugus no kritiska izméra defekta dzivnieku modela, tika
sintezéts amorfais kalcija fosfats ar glutamatu (ACP-Glu). Sis materials tika raksturots, izmantojot
osteogenézes un metabolisma pétijumus. Rezultati apstiprindja ACP-Glu biomateriala pozitivo ietekmi
uz $anu energijas metabolismu un osteogengzes ipasibam. Izmainitais energijas metabolisms, Tpasi
trikarbonskabju cikls, sp&ja kompensét anaerobas glikolizes procesus un nodro$inat audu atjaunosanai
nepieciesamo energiju. Sada veida biomaterialus potenciali varétu izmantot kaulu regeneracijai

pacientiem, lai nodro§inatu paatrinatu dziSanas procesu un efektivaku in situ energijas metabolismu.

Izstradatais ACP-Glu materials potenciali spgj aizstat biologiski neaktivas kaulaudu pildvielas un
uzlabot kaulaudu regeneracijas efektivitati. Turklat endogéno metabolitu izmanto$ana biologisku
procesu modul@Sanai ir kliniski drosaka, salidzinot ar citam biologiski aktivam piedevam, pieméram,
citokiniem un augSanas faktoriem. Galvenais promocijas darba praktiskais rezultats ir izstradatais ACP-
Glu biomaterials, kas pacientiem ar kaulu defektiem var paatrinat cieto audu atjaunosanos, piegadajot
trukstos$as uzturvielas. Darba lietota biomaterialu izstrades un analizes metodika var kalpot ka paraugs

turpmakiem pé&tjjumiem $aja joma, ipasi metabolomikas aspekta.
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Darba lietotie saisinajumi
ACP — amorfais kalcija fosfats
ACP-Glu — amorfais kalcija fosfats ar glutamatu
ALP — sarmaina fosfotaze
ANOVA — dispersijas analize
ATP — adenozina trifosfats
BCP - bifaziskais kalcija fosfats
CaP — kalcija fosfats
CCK-8 — stinu skaitisanas komplekts — 8
CNT — kontroles grupa
DMEM — Dulbeko modificéta Eagle barotne
F6P — fruktozes-6-fosfats
FBP — fruktozes-1,6-bifosfats
FBS — liellopu augla serums
GO6P — glikozes-6-fosfats
GC — gazu hromatografija
Glu — glutamats
HS58 — kalcija fosfats ar 58 % hidroksilapatita un 42 % B-trikalcija fosfata
H95 — kalcija fosfats ar 95 % hidroksilapatita un 5 % -trikalcija fosfata
HAP — hidroksiapatits
HILIC — hidrofilo mijiedarbibu skidruma hromatografija
HPLC — augstas izskirtspgjas Skidruma hromatografija
HPMC — hidroksipropilmetilceluloze
ICDD — Starptautiskais difrakcijas datu centrs
LC — skidruma hromatografija

LDH - laktata dehidrogenaze



MS — masas spektrometrija

MSCs — mezenhimalas cilmes $tinas

NMR — kodolmagnétiska rezonanse

OCN - osteokalcins

OCP - osteokalcina fosfats

OPN - osteopontins

PBS - fosfata buferskidums

PCA — galveno komponentu analize

PFK-1 — fosfofruktokinaze-1

PLGA - poli(pienskabes-glikolskabe)

RANKL — nukleara kappa B faktora ligands
Runx2 — runt saistitais transkripcijas faktors — 2
SEM - skengjosais elektronu mikroskopija
TCA — trikarbonskabes cikls (citronskabes cikls)
XRD — rentgenstaru difrakcija

B-TCP — B-trikalcija fosfats

Merkis un uzdevumi

Darba mérkis bija izstradat jaunu CaP biomaterialu ar iestradatu metabolitu, kas veicinatu kaulu

regeneracijas procesu.
Lai sasniegtu darba merki, tika definéti vairaki galvenie uzdevumi.

1. Izmantojot in vivo modelus, raksturot metabolisma izmainas kaulu regeneracijas laika, tostarp
dinamiskas metabolitu koncentraciju izmainas, kas saistitas ar kaulu dziSanas procesu.

2. Raksturot biomaterialu un §iinu mijiedarbibas rezultata raditas $tinu metabolisma izmainas,
izmantojot metabolisma analizes metodes, lai noteiktu $o izmainu molekularos mehanismus.

3. Identificét un validét metabolitus, kas ir biitiski iesaistiti kaulu dziSanas procesa un ietekmée

kaulu regeneracijas efektivitati.



4. Sintez&t jaunus biomaterialus ar iestradatiem identific€tajiem metabolitiem, sasaistot
vielmainas pétfjumu rezultatus ar biomaterialu dizainu.
5. Raksturot sintezéto biomaterialu fizikalas Ipasibas un veikt in vitro pétijumus, lai noteiktu to

piemé@rotibu kliniskam lietojumam un potencialo ietekmi uz terapeitiskajiem rezultatiem.
Promocijas darba aizstavéSanai izvirzitas tézes

1. Kaulu dziSanas process izraisa sisteémiskas vielmainas izmainas, kas atspogulojas bitiskas
metabolitu koncentraciju svarstibas un ir ciesi saistitas ar audu regeneracijas gaitu.

2. Uz kalcija fosfata (CaP) bazes veidoti biomateriali ietekmé §tinu metabolismu, radot izmainas
aminoskabju un energijas apmaina, tadéjadi nosakot §tinu adaptacijas spgju jaunaja mikrovide.

3. Metabolitu integréSana biomaterialos var stimulét kaulaudu veidoSanos, nodrosinot
nepiecieSsamas uzturvielas un energijas avotus $inu funkciju un audu regeneracijas procesa

veicinasanai.
Darba zinatniska novitate un galvenie rezultati

1. Veicot metabolitu analizi asins plazmas paraugos no zurku galvaskausa kritiska izméra defekta
un aitas stilba kaula defekta modeliem, tika ieglita padzilinata izpratne par sist€miskam
vielmainas izmainam kaulu dziSanas procesa. Nozimigs atklajums bija bitisks glutamata un
glutamina koncentracijas samazinajums audu regeneracijas gaita.

2. Pirmo reizi tika pieradita keramisko biomaterialu sp&a adsorb& plasu mazmolekularo
savienojumu spektru no $tinu mikrovides. legiitie rezultati apliecindja kalcija fosfatu saturosu
biomaterialu ietekmi uz $tnu aminoskabju un energijas metabolismu, paradot to nozimi §tnu
funkcionalas aktivitates moduléSana.

3. Balstoties kritiska izméra defekta dzivnieku modelu rezultatos, tika sintez&ts jauns biomaterials
— amorfais kalcija fosfats ar glutamatu (ACP-Glu). Materials tika raksturots, izmantojot
osteogenézes un metaboloma pétijumu metodes, un tas uzradija butiskus uzlabojumus $tinu
energijas metabolisma un osteogenézes Ipasibas. Ipasi nozimiga bija trikarbonskabju cikla
aktivacija, kas kompens€ja anaerobas glikolizes procesus un nodro§inaja S§Ginam audu
regeneracijai nepiecie$amo energiju. Sie rezultati liecina, ka izstradatais ACP-Glu biomaterials
potenciali varétu tikt izmantots pacientiem kaulu regeneracijai, nodro$inot atraku dziSanas

procesu un efektivaku in situ energijas metabolismu.
Darba praktiska nozime

Darba veikto metabolomikas pétjjumu rezultati par sistémiskam vielmainas izmainam kaulu
regeneracijas laika sniedz nozimigu ieguldijumu biomedicinas zinatng, kalpojot par vértigu atsauci
uztura, kltniskas medicinas, rehabilitacijas un bioinZenierijas nozares. Pieradijums, ka biomateriali spgj

adsorb&t mazmolekularos savienojumus no apkartgjas vides, ir bitisks jaunu biomaterialu izstradg, jo



tas atklaj svarigu mehanismu, kas nosaka materialu un metabolitu mijiedarbibu. Pé&tjjums demonstré
metabolomikas ka pétniecibas metodes potencialu biomaterialu izveértéSana un lietojuma audu
inzenierija. Izstradatais ACP-Glu biomaterials uzradija sp&ju stimulét kaulu $tinu aktivitati, regul&jot
energijas metabolismu, un vartu aizstat musdienas plasi izmantotas biologiski neaktivas kaulu
pildvielas, nodroginot efektivaku kaulu regeneracijas procesu. Turklat endogéno metabolitu
izmanto$ana biologisko procesu modulé$ana ir droSaka alternativa, salidzinot ar citam biologiski
aktivam piedevam, pieméram, citokiniem vai augSanas faktoriem. Galvenais promocijas darba
praktiskais rezultats ir jaunizveidotais ACP-Glu biomaterials, kas pacientiem ar kaulu defektiem
potenciali var paatrinat kaulaudu atjaunoSanos, nodroSinot lokalu dziSanas procesam nepiecie$amo
metabolitu piegadi.
Darba aprobacija un zinatniskas publikacijas (pirmais autors)

Publikacijas

1. Fan]J, Jahed V, Klavins K. Metabolomics in bone research. Metabolites. 2021 Jul 1;11(7):434.

2. Fan J, Abedi-Dorcheh K, Sadat Vaziri A, Kazemi-Aghdam F, Rafieyan S, Sohrabinejad M,
Ghorbani M, Rastegar Adib F, Ghasemi Z, Klavins K, Jahed V. A review of recent advances
in natural polymer-based scaffolds for musculoskeletal tissue engineering. Polymers. 2022 May
20;14(10):2097.

3. Fan J, Schiemer T, Vaska A, Jahed V, Klavins K. Cell via Cell Viability Assay Changes
Cellular Metabolic Characteristics by Intervening with Glycolysis and Pentose Phosphate
Pathway. Chemical Research in Toxicology. 2024 Jan 8;37(2):208-211.

4. Fanl, Schiemer T, Steinberga V, Vaska A, Metlova A, Sizovs A, Locs J, Klavins K. Exploring

the Impact of Calcium Phosphate Biomaterials on Cellular Metabolism. Heliyon. 2024 Nov
30;10(22):€39753.

Konferences

1. Fan J., Indukar A., Vaska A., Golubeva D., Verrier S., Sizovs A., Locs J., Klavins K.,
Metabolomics-Inspired Biomaterials: Amorphous Calcium Phosphate with Targeted Metabolic
Enhancement for Bone Repair, in: 21st Annual International Conference of the Metabolomics
Society 2025.

2. Fan J., Indukar A., Vaska A., Golubeva D., Verrier S., Sizovs A., Locs J., Klavins K.,
Metabolomics-Inspired Biomaterials: Amorphous Calcium Phosphate with Targeted Metabolic
Enhancement for Bone Repair, in: The Scandinavian Society for Biomaterials conference 2025.

3. Fan J., Indukar A., Vaska A., Golubeva D., Verrier S., Sizovs A., Locs J., Klavins K.,
Development of Amorphous Calcium Phosphate with Incorporated Metabolites for Enhanced
Bone Healing, 12th World Biomaterials Congress 2024.



4. Jingzhi F., Jahed V., Kaufmane L. V., Vaska A., Sizovs A., Loca L., Sadovska L., Line A.,
Kristaps K., Unraveling the Molecular Mechanisms of Cytotoxicity Induced by Physically
Crosslinked Hyaluronic Acid/Poly-L-Lysine Hydrogel, 12th World Biomaterials Congress
2024.

5. Jingzhi F., Jahed V., Kaufmane L.V., Klavins K., Exploring the mechanism of PLL/HA
hydrogel cytotoxicity, Materials Science and Applied Chemistry 2023.

6. Fan J., Schiemer T., Vaska A., Klavins K., Influence of cell viability assay on cellular
metabolisms, Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society EU chapter
2023.

7. Fanl., Schiemer T., Sizovs A., Locs J., Klavins K., Metabolomics investigation of biomaterial-
cell interactions, in: The Scandinavian Society for Biomaterials conference 2022.

8. Fan J., Schiemer T., Sizovs A., Locs J., Klavins K., Calcium phosphate based biomaterials
influence on cell metabolism, in: Tissue Engineering and Regenerative Medicine International
Society EU chapter 2022.

9. Fan J., Schiemer T., Sizovs A., Locs J., Klavins K., Calcium Phosphates Based Biomaterial

Influence on Cell Metabolism, in Nordic Metabolomics Conference 2022.
Ievads

2019. gada pasaulg tika registréti 178 miljoni jaunu kaulu lazumu un 455 miljoni gadfjumu ar akiitiem
vai ilgtermina simptomiem, kas saistiti ar kaulu lizumiem [1]. Efektiva pacientu arst€$ana un dzives
kvalitates uzlaboSana biezi prasa kirurgisku iejauksSanos, kuras laika tiek novérsti kaulu defekti.
Masdienas kaulaudu inzenierija strauji attistas, balstoties inovativos biomaterialos, $iinu terapija un
audu regeneracijas risinajumos. Kalcija fosfatam ir biitiska nozime kaulaudu inZenierija, jo tas imité
dabiga kaula mineralo sastavu un veicina gan osteokondukciju, gan osteoindukciju [2]. Ta biologiska
saderiba nodro$ina integraciju apkartgjos audos, sekmgjot kaulaudu regeneraciju un dziSanas procesus.
Kalcija fosfata pamatnes plasi izmanto audu inzenierija, lai nodroSinatu mehanisko atbalstu, ka ar1
veicinatu $iinu piesaisti un proliferaciju efektivai kaulu atjaunoSanai [3]. Viens no jaunakajiem kalcija
fosfata apstrades panemieniem ir aukstas sakepinaSanas process, kas lauj nodroSinat materialu
sablivésanu zemakas temperatiiras, parasti zem 300 °C, salidzinot ar tradicionalajam sakepinasanas
metodém [4]. ST metode nodrosina iesp&ju izveidot biologiski saderigas kalcija fosfata pamatnes un
implantus ar uzlabotam mehaniskajam ipasibam, vienlaikus saglabajot materiala kimiskas ipasibas.
Auksta sakepinasana ir ipasi piemérota tadu biomaterialu izstradei, kuru sastava ir biologiski aktivas
organiskas molekulas, jo ta samazina $o molekulu degradacijas risku un lauj labak kontrolét implanta
struktliru un 1pasibas. Kaulaudu homeostaze ir ciesi saistita ar vielmainas procesiem, un metabolitu
analize sniedz iesp&u padzilinati pétit kaulu atjaunosanos [5]. Metabolomika jau ir izmantota
potencialo biomarkieru identific€$anai kaulu traumu [6], osteoporozes [7] un osteosarkomas [8]

diagnostika un prognozé$ana. Raksturojot vielmainas izmainas kaulu regeneracijas procesa, ir
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iespgjams izstradat efektivakus, personalizétus un biologiskos procesus ietekmgjoSus audu inzenierijas
risinajumus. ST kliniski nozimiga pieeja varétu uzlabot kaulaudu dzianas efektivitati un samazinat
komplikaciju risku kliniskaja prakse [9]. Saja pétijuma metabolomikas metodologija tika izmantota trs
veidos: cieto audu atjaunoSanas procesu izpétei p&c kaula defekta in vivo; $tnu un biomaterialu

mijiedarbibas izpratnei molekulara l[imenT; jaunu biomaterialu izstradei un raksturoSanai.
Metaboliskas izmainas kaulu dziSanas laika dzivnieku modelos

Pétljuma izmantots Zzurku galvaskausa kritiska izméra defekta modelis, lai novértétu metabolisma
izmainas kaulu dzi$anas laika. Sis ir uzticams un atkartojams modelis biomaterialu novértésana, kura
netiek izmantota mehaniska fiksacija. P&tljuma izstrades gaita, izmantojot trepanaciju, Wistar virieSu
dzimuma zurkam (8—12 nedglas vecam) tika izveidots galvaskausa defekts 8 mm diametra, kas atbilst
kritiska izméra defektam. Viena grupa (n = 6) defekts netika arstéts (grupa “defekta vieta atstata tuksa”).
Otra grupa (n = 5) iznemtais galvaskausa fragments tika sadalits Cetras dalas un ievietots atpakal defekta
vieta, lai veicinatu atveselo$anos (grupa “fragments ievietots atpakal’). Asins paraugi tika ievakti pirms
operacijas, ka arT pirmaja un treSaja diena p&c operacijas. Metabolitu ekstrakcija tika veikta, izmantojot
metanolu, ieklaujot iek$&o standartu ar izotopiski iezim&tiem metabolitiem. Izmantojot HILIC
Skidruma hromatografiju un veicot meérkétu (targeted) kvantitativo metabolitu analizi, tika iegiti

rezultati par 33 metabolitu koncentracijam asins paraugos. legilitie metabolitu profili redzami 1. attéla.

A Attieciba pret B Attieciba pret
0.dienu 0.dienu

4-hidroksiprolins 4-hidroksiprolins
Butirilkarnitins Butirilkari
Izovalerilkarnitins | Izovales
L-Acetilkarnitins -Aceti 1.5
L-Arginins L-Arginins
L-Asparagins L-Asparagins
L-Cistins L-Cistins
L-Glutaminskabe - L-Glutaminskabe
L-Glutamins
L-Histidins
L-Izoleicins
L-Leicins
~Lizi L-Lizins 1.0
L-Metionins L-Metionins .
L-Oktanoilcarnitins L- L-Oktanoilcarnitins
L-Fenilalanins L-Fenilalanins
L-Prolins L-Prolins
L-Serins L-Serins
L-Treonins L-Treonins
L-Triptofans L-
L-Tirozins i
Propionilkarnitins | Propionilkari 0.5
Putrescins Putrescins
Taurins Taurins

1. attéls. Metabolitu koncentraciju izmainas zurku seruma paraugos, kas iegiiti no dzivniekiem ar galvaskausa
kaula defektu. (A) Izgrieztais galvaskausa fragments ievietots atpakal defekta. (B) Defekta vieta atstata tuksa.
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Lai apstiprinatu ieglitos rezultatu, tika veikta metabolitu analize asins paraugiem, kas tika iegiiti no
kaula defekta eksperimenta, kura tika izmantotas aitas. ST eksperimenta gaita 12 veselam Sveices balto
Alpu aitu matitém (vecums — 2-5 gadi, masa — 60-79 kg) tika veikts pirmsoperacijas radiologiskais un
kliniskais novertgjums [10]. P& divu ned€lu aklimatizacijas perioda tika ievakti seruma paraugi un
izveidots kilveida kaula fragmenta defekts stilba kaula. P& tam asins seruma paraugi tika ievakti 10.,
22. un 29. diena p&c operacijas. Tika veikta ieglito paraugu sagatavo$ana metaboloma analizém,
izmantojot ekstrakciju ar metanolu. Paraugi tika analizéti ar LC-MS metodi, izmantojot uz HILIC
balstitu $kidruma hromatografijas un augstas izskirtsp&jas masas spektrometrisko detektéSanu. Tika

detekteti 46 metaboliti, kas saistiti ar kaulu dziSanas procesu aitam (2. att.).

Attieciba pret
O.dienu

O.diena 2.0
10.diena 15
22.diena

1.0
29.diena
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3282353 3 g 3 - 4 s
T EN T @ H < a g
; é 4 3
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2. att€ls. Metabolitu koncentraciju izmainas aitu asins seruma paraugos kaulu dzisanas procesa laika.

Metabolomikas rezultatu interpretacija un statistiska analize tika veikta, izmantojot MetaboAnalyst 6.0
un GraphPad Prism 9. Analiz&ot seruma metabolitu izmainas kaulu regeneracijas laika abiem
dzivnieku modeliem, izteiktakas izmainas novérotas glutamina un glutamata koncentracijas, kas laika
gaitd samazinas (3. A un 3. C att.). Svarigi mingt, ka glutamins ir galvenais glutamata prekursors

(3. Batt.).

A [1 Kauls ievietots atpakal B C Glutamats
B Defekta vieta atstata tuksa Glutamins Purini e
Glutamats Glutamins Z'Rg"d'"s 800
i — 9 9 3% Glikozamins
5 2 % Asparagins
60 _* H,N OH NHs < 600+
= . ware =
S4 3 | NH, e
Z = 97% 2
<, w0 | \ g 400-
T £ NHs £
g, 8 ignalizés ats —— Glikoze g
s £ (mTOR un citi) COz (energija) § 200
o @ 20 g
51 g GSH
x S Prolins
0 o Ornitins 0-
9 1 . 3 o 1 3 Arginins % g % %
Laiks (dienas) Laiks (dienas) ‘EEEK
sgd g

3. att€ls. Metabolomikas rezultati liecina par glutamina un glutamata koncentracijas samazinaSanos kaulu
regeneracijas laika visiem in vivo modeliem. (A) Glutamina un glutamata koncentracija Zurku seruma péc
galvaskausa kaula defekta izveidoSanas samazinajas kaula regeneracijas procesa. Glutaminam bija izteiktaks
samazinajums. Bitiskakais abu metabolitu samazinajums notika 1. diena. (B) Glutamina metabolisms. Glutamins
primari tiek parversts par glutamatu [11], [12]. (C) Glutamata koncentracija aitu seruma kaulu regeneracijas laika
uzradija pakapenisku koncentracijas samazinasanas tendenci. *p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001, ****p <0,0001.

12



Glutamata koncentracijas samazinasanas kaulu dziSanas laika norada, ka to iesp&ams izmantot ka
informativo markieri, kas atspogulo dziSanas procesa temporalo dinamiku, reaggjot uz kaulu traumu.
Glutamats ir svarigs oglekla avots trikarbonskabes cikla. Turklat glutamatam cieto audu mikrovidg ir
galvena loma vielmainas procesos, kas ietekmé energijas razoSanu un $tnu funkcijas, pieméram,
biosintézi, okside$anas-reducésanas reakcijas un génu ekspresiju [13]. Sis vielmainas cel§ ir svarigs
cieto audu regeneracijas procesd, glutamins un glutamats ir nepiecieSami kaulu defektiem, lai

nodrosinatu kaulaudu $tinam nepiecieSamas uzturvielas.

Siinu un materiala mijiedarbibas metabolomikas pétijumi

Lidz $im ir plasi pétita kalcija fosfatus saturosu materialu afinitate pret makromolekulam, tacu trukst
informacijas par $o materialu afinitati pret metabolitiem. Saja darba tika veikts sistematisks pétijums,
lai raksturotu CaP ietekmi uz metabolismu, kas savukart varétu ietekmét $tnu funkcijas. CaP diski
(n = 3) tika iegremdétas $tinu barotngé (DMEM ar 10 % tela serumu (Sigma-Aldrich) un 1 % penicilina-
streptomicina (P/S) $kidumu) uz 24 stundam. Pirms paraugu savakSanas tika atdalita kondiciongta $tinu
barotne, Stinu plates tika skalotas ar amonija bikarbonatu un §iinam tika pievienots auksts 80 %
metanola skidums, lai apstadinatu $tinu metabolismu. Metanola ekstrakti tika savakti p&c 5 minditém,
zaveti, izmantojot vakuuma centrifiigu, péc tam atkal izskidinati, lai tos izmantotu LC-MS analizei.
Tuksas plates iedobes tika izmantotas ka kontroles paraugi, lai analizétu atSkiribas metabolitu
adsorbcijai uz CaP. Lai noteiktu adsorbcijas ietekmi uz ekstrah&to metabolitu Iimeni, adsorbétie
metaboliti tika salidzinati ar metabolitu koncentraciju $iinas. Izmantojot pirmas dienas metabolitu
koncentracijas ka atsauci, 26 metaboliti uzradija augstu adsorbciju: izmainas pret kontroles grupu virs
10 % (4. att.). Kopuma CaP uzradija zemaku afinitati ar negativi 1adétam aminoskabém, pieméram,
asparaginskabi un glutaminskabi. Pienskabe adsorbgjas gan uz CaP, gan kontroles grupam, tacu

pienskabes koncentracija uz CaP virsmas bija gandriz tris reizes augstaka neka kontroles grupa.
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4. att€ls. Metabolitu adsorbcija, salidzinot ar $inu metabolitu profilu. Partraukta linija — attieciba pret kontroles
grupu=0,1.

Uz kalcija fosfata bazes veidoti biomateriali plasi tiek lietoti biomedicina, tomér lidz §im trukst
informacijas par $o materialu ietekmi uz $tinu metabolismu. Lai izprastu §iinu un materialu mijiedarbibu
mazmolekularo savienojumu Iimen, tika veikti in vitro testi un metabolitu mérfjumi. NIH/3T3 $tnu
linija tika kultivéta uz CaP materiala diskiem. Par §tinu barotni izmantota DMEM ar 10 % FBSun 1 %
P/S. Sakotngjais $finu blivums bija 6 x 10* §inas/ml un 1 ml $Gnu suspensijas tika izmantots uz
iedobi/disku. Pirms metabolitu ekstrakcijas $iinas tika skalotas ar amonija bikarbonatu (75 mM, 37 °C),
lai atbrivotos no Siinu barotnes. P& tam $iinu paraugiem tikai pievienots atdzeséts 80 % metanola
$kidums, lai inhib&tu enzimu aktivitati un sagrautu $tinu membranu. legitie metabolitu ekstrakti tika
savakti un centrifuggti. Paraugu ekstrakti tika zaveti vakuuma centrifiga, un sausajiem, izzavétajiem
paraugiem tika pievienots 10 pL izotopiski iezim&ta iek$gjo standartu $kiduma un 90 uL metanola.
Talak paraugi tika parnesti uz hromatografijas pudelitém, lai veiktu LC-MS analizi. Metabolitu
ekstrakcija tika veikta $inam, kas tika kultivétas kopa ar biomaterialiem p&c vienas, tris un piecam
dienam (5. A att.). Eksperimenti tika veikti ar hidroksilapatitu (HAP) un B-trikalcija fosfatu (TCP), ka
ar1 to kompozitmaterialiem dazadas attiecibas — 95 % HAP un 5 % TCP (H95) un 58 % HAP un 42 %
TCP (H58). Kompozitmaterialu attiecibas tika izvElétas, pamatojoties uz komerciali pieejamiem
produktiem MBCP® un 4BONE®. legiitie metabolitu profila dati paradija, ka $tinas uz CaP paraugiem
sakotngji reagg, izraisot straujas izmainas energijas metabolisma. Salidzinot materialu grupu un
kontroles (CNT) iegutos rezultatus, novérojamas butiskas atSkiribas koncentraciju limenos energijas
metabolisma iesaistitajiem metabolitiem (5. C att.). Tas liecina par kalcija fosfatu materialu ievérojamo
ietekmi uz §0nu energijas razo$anas procesu. Izmantojot metabolisma celu izmainu detalizétu analizi
(SMPDB), tika konstatéts, ka visvairak ietekmétais metabolisma signalcel§ ir glikolizes process

(5. B att.) un citi kanoniskie energijas metabolisma celi. Stinam, kas tika paklautas mijiedarbibai ar CaP
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materialu virsmam, bija palielinats energijas patérins, par ko liecina paaugstinata glikolizes procesa un

TCA cikla aktivitate.

A B Metabolisma celu izmainas
& Glikolize ]
F. Glikoneogendze ®
— Fruktozes un mannozes degradacija ) Attieciba
Metaboli Pentozu fosfatu cels
Biokeramik fitu Metabolitu Virburga efekts ) ¢ s o
in vitro testi ekstrakeija analize ar LC-MS Pinavita metabolisms ® o
Fenilacetata metabolisms ® o2
C Log2 attieciba Pirimidina metabolisms @ o
pret kontroli Metionina metabolisms
Grupa Taukskabju p-oksidésana
CON 2 Seléna aminoskabju metabolisms P vértiba
TCP Glutamata metabolisms s
H58 Histidina metabolisms s
HO5 Urinvielas cikis
HAP 0 Sazaroto taukskabju oksidacija 4
U Butiratu metabolisms
ég:g 4l Nikotindta un nikotinamida metabolisms 3
Tiamina metabolisms
-2 Riboflavina metabolisms
3 4 5 s
CON CON H58 H58 H95 H95 HAP HAP TCP TCP -log10(p-vértiba)

5. attéls. Kalcija fosfatu biomaterialu izraisitas izmainas $tinu metabolisma. (A) Veikta eksperimenta ilustracija.
(B) Stnas ieks&jo metabolitu signalcelu izmainu detalizéta analize, salidzinot kalcija fosfata materialus pret
kontroli pec vienas dienas. (C) Energijas metabolisma konstatétas metabolitu izmainas p&c vienas dienas.

Biomaterialu iedarbibas laika un materialu sastava ietekme uz $iinu vielmainu

Lai noteiktu, vai biomaterialu sastavs un §tinu ekspozicijas laiks ietekm& metabolismu, tika veikta
galveno komponentu analize (principal component analysis; PCA). legitie rezultati tika atspoguloti
izkliedes grafika, tika noveérota dazadu CaP materialu cieSa savstarpgja grup&Sanas un butiska atskiriba
starp materialu un kontroles grupu rezultatiem (6. att.). Metabolitu izmainas pirmaja laika punkta ir
nozimigakas neka vélakos laika posmos, ipasi PC1 (43,1 %) grafika, kas liecina par butiskakam CaP
un kontroles grupas atskirtbam sakotngja eksperimenta faze. Metabolitu izmainu amplitiida laika gaita

pakapeniski samazinas. Tas liecina par §tinu sp&ju pielagoties jaunai videi.

10 : Grupas
: D1_CON
8:: 51 : s @® D3_CON
@ . o8 @® D5_CON
Koo R S S D1_CAP
5 e D3_CAP
o .5 rs ® D5_CAP
-10 T t T
10 5 0 5 10

PC1 (43,1%)

6. attéls. Izkliedes grafiks visam CaP materialu un kontroles grupam pirmaja, tresaja un picktaja diena (n = 4).

Amorfa kalcija fosfata ar glutamatu izstrade

ACP-Glu sintéze un pagatavosana
Pamatojoties uz iepriek§ aprakstitajiem eksperimentalajiem rezultatiem, tika nolemts veikt amorfa

kalcija fosfata ar pievienotu glutamatu (ACP-Glu) sint&zi. Lai sintez&tu ACP ar glutamatu (ACP-Glu),
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tika pagatavots 150 mM kalcija glutamata skidums Milli-Q® tideni. P&éc tam kalcija glutamata skiduma
pH tika pielagots lidz 11,5, izmantojot 3M NaOH skidumu. P& pH pielagosanas skidumam
nekavgjoties tika pievienots tads pats tilpums (150 ml) 100 mM trinatrija fosfata $kiduma (kopgjais
tilpums 300 ml). Procesa laika tika nodro$inata nepartraukta maisiSana. Uzreiz p& nogulsnéSanas
suspensija tika centrifugéta ar 3000 apgr./min piecas miniites, un iegiitas nogulsnes tika mazgatas tr1s
reizes ar Milli-Q® udeni. VElak centrifigas mégene ar nogulsném tika ievietota $kidraja slapekli uz
15 minttém un liofilizéta 72 stundas. 0,3 g iegiita pulvera tika parnests uz 13 mm split-sleeve presésanas
veidni (W18Cr4V hardened carbon tool steel, Across International), parklajot virsmu ar lentu, lai
noverstu pulvera pielipSanu un piesarnosanu. Izmantojot PW 100 ES elektrohidraulisko presi
(P/O/WEBER), paraugam ar atrumu ~15 MPa/s tika pielikts 1,5 GPa spiediens. Spiediens tika noturgts
piecas miniites, un tad pakapeniski paraugs tika atbrivots. Sis aukstas sakepina$anas process tika veikts
istabas temperatiira (18-25 °C), péc kura sapresétie pulvera diski bija gatavas turpmakiem in vitro
petijumiem. /n vitro testiem tika izmantoti 0,3 g katra sintezéta ACP-Glu materiala, bet ACP un HAP
pulveri tika izmantoti ka kontroles grupas salidzinasanai. Materialu sintéze un disku sagatavoSana

redzama 7. attela.

NH, . . <
ca” s Py + - -
4+ Na* 0" "0 Na* —— AcP-Glutamats - .’.
o' Na' alls —_—
HOWO’ Trinatrija fosfats -

2 Sintéze 1.5 GPa Auksta

Kalcija glutamats sakepinasana

7. attéls. Materialu pagatavosana. (A) ACP-Glutamata sintéze; (B) materiala disku sagatavoSana, izmantojot
auksto sakepinasanu.

ACP-Glu raksturo$ana

Sintezetais ACP-Glu kopa ar amorfo kalcija fosfatu un hidroksilapatitu tika raksturots, izmantojot
skengjoso elektronu mikroskopiju (SEM) un rentgenstaru difraktometriju (XRD). Auksti sakepinatajiem
diskiem ir plakana virsma, dalinu izmérs — aptuveni 14 nm (8. A att.). ACP un ACP-Glu virsma un
dalinu izmeéri ir lidzigi. XRD rezultati uzrada, ka ACP un ACP-Glu ir amorfa struktiira, savukart HAP
ir klasiska apatita kristaliska struktiira (8. B att.). Glutamata karboksilata jonu klatbtitne var stabilizet

ACP amorfo fazi [14].
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8. attéls. ACP-Glu raksturosana. (A) ACP un ACP-Glu SEM attéli. (B) ACP, ACP-Glu un HAP XRD aina.
Glutamata izdaliSanas pétijumi no ACP-Glu paraugiem

Auksti sakepinatas ACP-Glu diski (diametrs — 13 mm, masa — 0,3 g) tika iegremd@tas 1 ml §tinu kulttiras
barotnes (DMEM) iedobju platés. Pec vienas, tris, seSam, devinam, 24, 48 un 72 stundam tika savakti
50 pl kondicionétas $tinu kultliras barotnes. Katram paraugam tika pievienoti 200 pl metanola, lai
sasniegtu 80 % metanola proporciju paraugos. Sagatavotie paraugi tikai analiz&ti ar LC-MS. Glutamata
izdalisanas no ACP-Glu DMEM vidg ir att€lota liniju diagrammas veida, veicot vienkarSu linearas
regresijas analizi, lai modelétu glutamata izdaliSanas atrumu (9. att.). Gan nulles kartas, gan pirmas
kartas modeli labi aprakstija kumulativo glutamata izdaliSanos (attiecigi R>=0,995 un 0,995).
Pielagotas liknes 0—72 h intervala vizuali parklajas tiktal, ka konkréta izlases lieluma gadijuma Sos
divus modelus ir statistiski griiti noskirt. Glutamata izdaliSanas atrums ir aptuveni 0,01454 nmol
(2,14 ng) stunda. ST vienmeriga izdali§anas lauj precizi kontrolét devu, kas tiek piegadata kaulaudiem,
tadgjadi ir iesp&jams panakt vélamo terapeitisko efektu un samazinat iesp&jamas blakusparadibas, ko
var radit strauja glutamata izdaliSanas. Atskirtba no argji parklatam zalu izdaliSanas sistemam, ACP-
Glu materiala glutamats sintézes laika tiek ieklauts materiala iekSpusé, tapéc glutamata izdaliSanas ir
lineara, nevis strauja, ka tas ir raksturigi citam neiekapsulétam zalu piegades sisttmam. Salidzinot ar
citam ACP zalu piegades sistémam, kas atspogulo pieaugosu absorbcijas tendenci iegremdeSanas laika
[15], [16], glutamata lineara izdalisanas tendence no ACP-Glu atbilst glutamina un glutamata limena
pakapeniskajam samazinajumam in vivo eksperimentos. Eksperimenta tika izmantota stacionara
iegremd@Sanas vide, kas ir salidzinama ar turpmakajiem in vitro eksperimentiem. Lidz ar to bioaktivas
aminoskabes izdali$anas tendence biologiski realos apstaklos var atkirties. Glutamata izdali$anas vai
uznemsanas atrums var mainities plismas, pieméram, asinsrites, vai $tinu, pieméram, osteoklastu,

klatbutne.
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9. attéls. Glutamata izdalisanas no ACP-Glu 72 stundu laika.

ACP-Glu ietekmes uz §inu metabolismu raksturoSana

Lai raksturotu ACP-Glu ietekmi uz $tinu metabolismu, tika izmantota MC3T3-E1 pre-osteoblastiem
lidziga $tinu Iinija, kas kultivéta DMEM (Gibco) vide ar 50 pg/ml L-askorbinskabi (C vitaminu), 10 %
FBS (ar karstumu inaktivéts) un 1 % P/S [17]. Stinu ies&$anas blivums bija 3,5 x 10* §Ginas/ml un 1 ml
$tnu suspensijas tika izmantots uz iedobi/disku. DMEM barotnes sastava netika pievienots papildu
glutamats, kas, balstoties dzivnieku pé&tTjumu rezultatos, imitéja kaulu traumas apstaklus. Stnas ar
materialiem (ACP, ACP-Glu, HAP un kontroles paraugiem) tika kultivétas tris dienas. Tresaja diena
tika veikta §tinu ekstrakcija, vispirms no platém nonemot barotni, un tad mazgajot Stinas tris reizes ar
75 mM amonija bikarbonata Skidumu. Metabolitu ekstrakcijai tika izmantots 80 % metanola Skidums.
Paraugu ekstrakti tika parnesti uz Eppendorf paraugu stobriniem un centrifuggti ar atrumu 1000 xg 0 °C
temperatiira. Paraugu ekstrakti tika iztvaiceti vakuuma centrifligd un p&c tam iz§kidinati 80 % metanola
$kiduma, papildus pievienojot izotopiski iezimétu iek$gjo standartu Skidumu. Paraugi tika analizti ar
meérkétu metabolitu analizi, izmantojot HILIC balstitu Skidruma hromatografiju, kas apvienota ar
triskarsa kvadrupola masspektrometra detektéSanu. legilito datu statistikas analizei tika izmantots
MetaboAnalyst 6.0. legitas metabolitu koncentracijas vértibas tika logaritmiski parveidotas un

merogotas, izmantojot vidgjas vertibas centréSanu, katru no mainigajiem dalot ar standarta novirzi.

Metabolitu at$kiribas starp ACP-Glu un kontroles paraugiem

Vulkana diagramma (10. att.) ir salidzinati metaboliti ACP-Glu un CNT (kontroles paraugos bez
materialiem). Statistiski visbutiskakas izmainas tika nov@rotas diviem metabolitiem: glikozes 6-
fosfatam (attieciba pret kontroli = 0,20, p <0,0001) un citronskabei (attieciba pret kontroli = 173,20,
p <0,001). Glikozes 6-fosfata koncentracija ir biitiski samazinajusies, savukart citronskabes —
palielinajusies. Glikozes 6-fosfatam ir svariga nozime glikozes metabolisma, un ta koncentracijas
samazinasanas liecina par izmainam energijas metabolisma vai $tinu signalcelos. Glikozes 6-fosfats ka

otrais metabolits glikoliz€ inhib& glikozes metabolisma sakotngjo reakciju. Inhib&anu izraisa papildu
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glikoneogenéze, ko nodro§ina glutamats. Citronskabe ir starpprodukts TCA cikla, un tas koncentracijas
pieaugums var liecinat par izmainam $tinu energijas metabolisma. Novérotas izmainas ir saistitas ar

energijas metabolismu, nukleotidu sintézi, neirotransmiteru regulaciju un $tnu signalsistémam.
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10. attéls. Vulkana diagramma, kura salidzinati nozimigakas metabolitu koncentraciju izmainas ACP-Glu un
kontroles paraugos. Uz X ass ir atliktas izmainas attieciba pret kontroles grupu izteiktas ka log2 (attieciba pret
kontroli); uz y ass ir p vertiba, kas izteikta ka —log10 (p vertiba).

Metabolitu atSkiribas starp ACP-Glu un ACP

Vulkana diagramma (11. att.) ir salidzinatas metabolitu koncentracijas ACP-Glu un ACP grupam.
Salidzinot ar ACP, ACP-Glu paraugos citronskabes koncentracija ir palielinajusies 10 reizes, tacu
abolskabes (Malic acid) — 4,4 reizes. Nemot vera iepriek$gjos petijumus, zinams, ka Sie metaboliti ir
iesaistiti energijas metabolisma procesos, jo Ipasi TCA cikla. Paaugstinats adenozina limenis liecina
par palielinatu ATP apriti vai sintézi. Tas varétu liecinat par lielaku energijas pieprasijumu, izmainam
ATP izmanto$ana vai parstradé $iinas, kas ir saskaré ar ACP-Glu. Var secinat, ka ACP-Glu batiski
ietekm@ $tinu metabolismu, pasi energijas raZzo$anas procesus. ACP-Glu paraugu grupa paaugstinatais
TCA cikla starpproduktu un adenozina limenis, salidzinot ar ACP, liecina par izmainam $Gnu energijas

metabolisma, kas, iesp&ams, palielina ATP sint€zi vai apriti.
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11. att€ls. Vulkana diagramma, kura salidzinati nozimigakie metaboliti ACP-Glu un ACP paraugos. Uz X ass ir
atliktas izmainas attieciba pret kontroles grupu izteiktas ka log2 (attieciba pret kontroli); uz y ass ir p-vértiba, kas
atspogulota ka —log10 (p-vertiba).
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Pre-oseteoblasti, kas kultivéti ar ACP-Glu, uzrada ievérojami augstu citronskabes limeni. Citronskabes
koncentracija $linas ir aptuveni astonas reizes augstaka neka pargjam divam CaP materialu grupam un
apméram 80 reizes augstaka neka kontroles grupa (12. A att.). Visam CaP materialu grupam ir augstaks
laktata limenis, salidzinot ar CNT paraugiem. Savstarpgji salidzinot CaP materialu ieglitos rezultatus,
var noverot, ka §inam, kas saskaras ar ACP-Glu, ir zemaks laktata [tmenis — 0,7 attieciba pret ACP un
0,6 attieciba pret HAP. Izmantojot metabolisma celu izmainu detaliz&tu analizi (SMPDB), tika veikta
ietekmé&to metabolisma celu analize, kas redzama 12. B attela. Tris ietekmétakiem metabolisma celiem
— Varburga efektam, acetilgrupam mitohondrijos un TCA ciklam — ir liela nozime organismu energijas
razo$ana. Var secinat, ka glutamata klatbatne osteoblastu vielmaina ir radijusi izmainas energijas
razoSanas procesos. Metabolisma celu ilustracija (12. Catt.) attelo metabolitu koncentraciju
samazinasanos glikolizes procesa, ietverot primaro substratu — glikozi. Glutamata pievieno$ana
materidlam samazina anaerobas glikolizes procesa aktivitati. Turklat glutamata klatbiitne varétu
mazinat tieSi CaP inducgto pastiprinato anaerobo glikolizi. Jaatzimé, ka TCA cikla iesaistito metabolitu

koncentracija nemainijas vai paaugstinajas, liecinot par iesp&jamo TCA cikla pastiprinato aktivitati.

Metabolisma celu karte atspogulo arT alternativus vielmainas celus, kas pastiprina citu aminoskabju
sintézi. Glutamina Itmenis samazinas, tacu ornitina un prolina Itmenis paliek nemainigs. Noveérotas

metabolisma izmainas liecina, ka papildus izdalitais glutamats no substrata piedalas TCA cikla.
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12. attéls. Energijas metabolisma celu izmainas. (A) Citronskabes koncentracija visas paraugu grupas. *p < 0,05,
**p < 0,01 (B) Ietekm&to metabolisma celu izmainas, salidzinot ACP-Glu un ACP paraugus. (C) Metabolisma
celu karte, atspogulojot salidzinajumu metabolitu koncentraciju izmainam ACP-Glu un ACP. “Palielinajies”
nozimé, ka metabolita Iimenis ACP-Glu ir augstaks, savukart “samazinajies” nozimé, ka metabolita Iimenis ACP-
Glu ir zemaks.
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ACP-Glu izraisa specifiskas izmainas $linu metabolisma, kas atspogulojas paaugstinata citronskabes
koncentracija ACP-Glu paraugos. Paaugstindts citronskabes un abolskabes limenis liecina par
palielinatu aktivitati TCA cikld un potenciali pastiprinatu ATP sintézi vai apriti. Sis vielmainas izmainas
liecina par ACP-Glu sp&ju mainit kaulaudu §tinu darbibu, potenciali ietekm&jot procesus, kas ir biitiski

kaulu veselibai, regeneracijai un parveidosanai.
ACP-Glu ierosinatas in vitro osteogenézes pétijumi

Lai raksturotu izstradata ACP-Glu spgju uzlabot jaunu kaulaudu veidoSanos (osteogenézi), tika veikti
in vitro §inu pétijumi ar MC3T3-E1, kas ir pre-osteoblastiem lidziga §iinu linija. Stinas tika kultivétas
ar §tnu barotni, kas sastavéja no DMEM (Gibco) ar 50 pg/ml L-askorbinskabi (C vitaminu), 10 % FBS
(karstumu inaktivéts) un 1 % P/S [17]. Biologiskas saderibas testam tika sagatavoti materialu diski
(diametrs 6 mm, masa 0,07 g), izmantojot aukstas sakepinasanas metodi. Stnas tika kultivétas 96
iedobju plates ar ies€Sanas blivumu 10000 $iinu viena iedobé&/diska. Lielaka izméra materiala diski
(diametrs 13 mm, masa 0,3 g) tika izmantoti kalcija un fosfatu jonu izdaliSanas testiem un osteogenézes
novértesanai. Stinu ieséianas blivums Sajos testos bija 3,5 x 10* $tnas/ml, un tika izmantots 1 ml §anu
suspensijas uz vienu iedobi/disku. Lietotas DMEM barotnes sastava nav pievienots papildu glutamats,
kas imit€ kaulu traumas apstaklus, kas tika noveroti dzivnieku petijuma. /n vitro pétijuma tika izmantoti
ACP, ACP-Glu un HAP materiali, ka kontroles grupu izmantojot $tinu paraugus, kuru iedob&s netika

pievienots biomaterials.

Biosaderibas testi

Stinu proliferacija tika novértéta, mérot metabolisma aktivitati ar Cell Counting Kit-8 (CCK-8) testu.
Stinas, kas 24 stundas tika kultivétas DMSO, tika izmantotas ki pozitivas kontroles grupa.
Citotoksicitates pétfjumu gaita tika veikti LDH (laktata dehidrogenazes) mérfjumi kondiciongtas Stinu
kultiiras barotnés 24, 72 un 120 stundas p&c $iinu ies€Sanas (13. att.). Laktata dehidrogenaze (LDH) ir
enzims, kas izdalas, kad tiek bojatas $inu membranas, un LDH tests méra LDH izdali$anos. Salidzinot
ar kontroles paraugiem (p = 0,0102) un HAP (p = 0,0166), Stinas audzetas uz ACP-Glu CCK-8 testos
uzradija ievérojami augstakus $tinu dzivotspgjas rezultatus. Bitiska atSkiriba starp ACP un ACP-Glu
netika noveérota (p = 0,5150). Tas ir skaidrojams ar to, ka glutamata klatbiitne ACP-Glu var veicinat
§tnu dzivotsp&ju. Glutamats ir aminoskabe, kas ir iesaistita dazados $anu procesos, tostarp energijas
razo$and un olbaltumvielu sintézé. Stinas to sp&j izmantot ka papildu baribas vielu, lai atbalstitu
vielmainas aktivitates, ka rezultata palielinas Stinu dzivotspgja. Var secinat, ka bez glutamata piegades
$tinu dzivotspgja ir samazinata. Lai gan tika novérotas izmainas dzivotspgja, tomér neviena no materialu
paraugu grupa neuzradija toksicitati. Jauzsver, ka glutamata izdaliSanas neizraisija Sinu struktiiras

bojajumus un $iinu navi.
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13. attéls. (A) MC3T3-El sunu proliferacija péc 24 stundu kultivésanas (n = 4), *p < 0,05. (B) Izdalita LDH
limena rezultati visas paraugu grupas péc 24, 72 un 120 stundu $tnu kultivésanas (n = 3).

Kalcija un fosfata jonu koncentracijas mérijumi §iinu barotné

Kalcija un fosfata jonu koncentracijas kondiciongtaja barotné tika méritas 10. un 14. diena p&c §tinu
ies€8anas. Kalcija koncentracija barotn tika mérta ar kalcija kolorimetriska testa komplektu (Sigma),
bet fosfata koncentracija barotné tika mérita ar fosfatu testa komplektu (Sigma). Lai noteiktu
savstarpgjas atskiribas dazadas materialu grupas, tika veikta viena faktora dispersijas analize (one-way
ANOVA), kam sekoja Tukey testa veikSana. legiitie rezultati uzradija, ka gan ACP, gan ACP-Glu
pastiprinati izdala kalcija jonus (14. att.). Proti, kondicion&ta barotne ar ACP-Glu satur€ja ievérojami
vairak kalcija jonus neka ACP (2,2 reizes vairak) un HAP 14. diena (1,9 reizes vairak). Tas atbilst
literatiiras datiem, jo amorfajam kalcija fosfatam ir augstaka $kidiba, salidzinot ar HAP [20]. Atraku
$kisanas kinétiku veicina ACP nesakartota struktiira, izraisot atraku kalcija un fosfata jonu sadaliSanos
un atbrivosanos [21]. Tas rada ievérojamu atskirtbu ACP skidiba dazados vides apstaklos (temperatiira,
pH). Osteoblasti, kas atrodas materiala tuvuma, var absorbét Sos kalcija jonus no barotnes un talak

izmantot kaulu mineralizacijai un citiem §iinu procesiem [19].
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14. attels. Kalcija un fosfatu jonu koncentracija $tnu barotn€ 10. un 14. diena.

Siinu ieks@ja kalcija un fosfata jonu koncentracija

Stinu iek3gja kalcija un fosfata koncentracija tika noteikta §Gnam 14. diend péc uzneSanas uz
materialiem ar tris paralglajiem paraugiem katrai paraugu grupai. Stinu kultiiras barotne tika atdalita,
un Stnas tika divas reizes mazgatas ar PBS skidumu. Tris-HCI §kidums ar 1 % triton X-100 tika
izmantots, lai liz€tu $tinas. Talak paraugi tika parnesti uz Eppendorf stobriniem un maisiti 15 sekundes.

Kalcija un fosfata jonu koncentracijas tika meritas ar kalcija kolorimetriska testa komplektu (Sigma) un
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fosfatu testa komplektu (Sigma) uz 96 iedobju platém. HAP un ACP-Glu uzradija augstaku §tinu kalcija
limeni, salidzinot ar ACP, tacu fosfatjonu limeniem nevargja novérot butiskas atskiribas starp grupam.
ACP-Glu rada vidi ar augstu kalcija saturu, kas veicina kalcija uznemsanu, un glutamats ACP-Glu
sastava, iespgams, maina kalcija metabolismu. Tas var ietekmét kalcija signalu parnesi un $tnu
reakcijas, potenciali uzlabojot kalcija uznemsanu §tinas [22]. Janem veéra, ka rezultati iegiti tikai no
viena laika punkta un jau péc 14 dienu kultivéSanas, tadgjadi tos vargja ietekméti dazadi argji faktori,

pieméram, kalcija un fosfora jonu nogulsnéSanas no mineralizétiem CaP diskiem.
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15. attéls. Intracelularo kalcija un fosfatu jonu limenis péc 14 dienam.

Osteogenézes noteikSana

Enzima sarmainas fosfotazes (ALP) tests, izmantojot Sigma p-nitrofenilfosfata tabletes, tika veikts, lai
raksturotu materialu osteogenézi. ALP ir svariga loma arpus$iinu matricas mineralizacijai kaulaudos.
Kad preosteoblastu §tinas nobriest par osteoblastiem, tas veic kaulu matricas sintézi, kas ietver kolagénu
un citus proteinus. ALP iesak un veicina §1s matricas mineralizaciju, defosforilgjot savienojumus, kas
kave mineralizaciju, pieméram, neorganisko pirofosfatu. ALP tiek izmantots par osteogen&zes markieri,
kas liecina par sakotngjo osteoblastu diferenciaciju un osteogenézes aktivitates picaugumu. ALP limeni
nosaka mérot p-nitrofenola veidoSanos no p-nitrofenilfosfata. ALP Iimenis tika noteikts CNT, ACP,
ACP-Glu un HAP paraugu grupas, lai noveértétu osteogenézes procesa sakotngjos posmus. Pirmaja
merfjumu punkta (tresa diena) ALP limenis ir lidzigs (16. A att.), tacu laika gaita ACP-Glu materiala
ALP limenis ieverojami paaugstinas. Rezultati apstiprinaja, ka ACP-Glu izraisTja labaku osteogéno

diferenciaciju neka kontroles, ACP un HAP paraugi.

Osteogenézes biomarkieru OPN (osteopontina) un OCN (osteokalcina) koncentracija $tinu barotné tika
noteikta septitaja un 14. diena p&c Stnu uzneSanas. OPN un OCN Iimena noteikSanai §tinu barotné p&c
septinu un 14 dienu kultivéSanas tika izmantoti Abcam (ab285236) piedavatais Mouse Osteocalcin
ELISA Kit un Sigma piedavatais Mouse Osteopontin ELISA Kit (RAB0437). ACP-Glu paraugiem abos
laika punktos bija ievérojami augstaks OPN limenis, salidzinot ar kontroles paraugiem. Septitaja diena
nevargja novérot butiskas atskiribas starp ACP-Glu salidzinajuma ar ACP un HAP paraugiem, tacu

OPN limenis butiski palielinajas ACP-Glu grupai 14. diena (16. B att.). OPN ir nesakartots proteins ar
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ievérojamu negativo ladinu. Aptuveni 25 % no proteina sastava sastada aspartata vai glutamata atlikumi

[23]. ACP-Glu satur vienu no §1 proteina galvenajam sastavdalam, kas var veicinat arTt OPN sintézi.
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16. attels. Osteogenézes markieru koncentracijas limenis. (A) ALP koncentracija treSaja., septitaja un 14. diena.
(B) Osteopontina koncentracijas Iimenis septitaja un 14. diena. (C) Osteokalcina koncentracijas limenis septitaja
un 14. diena.

OCN lIimenis septitaja diena uzradija lidzigus rezultatus. OCN ir nobriedusu osteoblastu biomarkieris,
kas iesaistits kaulu matricas veidoSana (16. C att.). OCN koncentracija septitaja diena liecina, ka visas
paraugu grupas Stinas ir salidzinoS$i agrina osteoblastu diferenciacijas stadija. Glutamata klatbtitnes
ietekme uz osteoblastu nobrieSanu rezultatos atspogulojas 14. diena. OCN limenis no $inam uz ACP-
Glu materiala ir 1,86 reizes augstaks neka ACP materiala grupa un 2,57 reizes augstaks neka HAP grupa.

Tas liecina, ka $tinas, kas bija saskaré ar ACP-Glu, atrak diferencgjas un veido nobriedusus osteoblastus.

Mineralizacijas novértéSana

Lai detektétu un kvantificétu kalcija jonu nogulsnes, kas biomaterialos var liecinat par mineralizacijas
procesu, tika izmantots alizarTna sarkanais. Tas reag€ un saistas ar kalcija joniem, iekrasojoties sarkana
krasa. Izmantojot mikroskopiju vai spektrofotometriju, var raksturot osteogéno diferenciaciju vai
mineralizaciju audu inZenierijas modelos. Saja pétfjuma tika izmantota netie3a §inu kultivésanas
metode, lai izvairitos no biomateriala iekrasoSanas. Materiali pulvera stavokli tika ievietoti transwell
ieliktn $finu barotnes augspusé. MC3T3-E1 $iinas tika iestas sesas iedobju platés ar blivumu 3,5 x 10*
§anas/ml un 3 ml $anu suspensijas katra iedobé. Siinas tris paralélos eksperimentos tika kultivétas
21 dienu DMEM vidg, kas nesatur glutamatu. Ka kontroles grupa tika izmantots tirs ACP materials. Péc

21 dienas kultivéSanas barotne tika nonemta un katra iedobe trs reizes uzmanigi tika mazgata ar

24



dejonizétu fideni. P&c tam katra iedob@ uz vienu minati tika pievienots 1 ml Alizarina sarkana §kidums,
péc vienas minites iedobes atkal tika mazgatas ar dejonizéto ideni piecas reizes. Péc 21 dienas ACP-
Glu paraugi $tnu barotn€ vizuali uzradija palielinatu mineralizaciju (17. att.). ACP-Glu paraugu
makroskopiskaja att€la noverojama intensivi iekrasota sarkana krasa. Izmantojot optiska mikroskopa
palielindjumu, noveroti intensivak iekrasoti sarkani laukumi un lielaki mineralizacijas nogulsn&umi
ACP-Glu paraugiem, salidzinot ar ACP paraugiem. Jamin, ka rezultatus vargja ietekmé& materiala
ieklaiSana filtra, tomér tas bitu iesp&jams arT ACP paraugiem, lidz ar to rezultatus joprojam var uzskatit
par nozimigiem. Var secinat, ka ne tikai kalcijs, bet arT glutamats, kas izdalas no materialiem, veicina
osteoblastu osteogenézes procesu. Glutamata trukums var ierobezot osteoblastu mineralizaciju,
savukart glutamatu saturo$a materiala klatbtitne sp&j uzlabot osteoblastu galveno funkciju — jaunu kaulu

struktiiru veidoganu. Sie rezultati pierada ACP-Glu sp&ju veicinat osteogénas indukcijas procesus.

A B
+° ACP-Glu

—— > Materials

———» Sina ACP

17. attéls. Alizarina sarkana krasojums. (A) Netie$a §tinu barotne ar materialiem. (B) Alizarina sarkana
krasojuma kopskats uz materialiem ar kameras un mikroskopa attéliem. Augsgja attéla — ACP-Glu,
apaksgja — ACP. Méroga josla = 30 um.
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Secinajumi

Dzivniekiem ar kritiska izméra kaulu defektu dziSanas procesa laika novérojamas izteiktas
metabolitu koncentraciju svarstibas, 1pasi ievérojama ir glutamina un glutamata koncentracijas
samazinasanas.

Kalcija fosfati (CaPs) adsorbé mazmolekularus metabolitus, Tpasi aminoskabes, un ietekmé
§tnu aminoskabju un energijas metabolisma celus.

Siinas palielinds anaeroba vielmaina, kad tas nonak saskaré ar CAP, Tpasi pirmaja diena.
Aukstas sintézes cela ieglits ACP-Glu paatrina $tinu mineralizacijas procesus, salidzinot ar
hidroksiapatitu un ACP, par ko liecina divas reizes augstaki OCN un OPN Itmeni un izteiktaki
Alizarina sarkana iekrasoSanas rezultati.

Amorfs kalcija fosfats ar glutamatu (ACP-Glu) demonstre kontrol&tu un pakapenisku glutamata
izdaliSanos tr1s dienu laika, kas ir butiski svarigi §tnu funkciju atbalstam audu atjaunoSanas
laika.

ACP-Glu maina energijas metabolismu, 1pasi uzlabojot trikarbonskabes ciklu péc
glikoneogenézes. ACP-Glu iedarbiba izraisija astonas reizes augstaku citronskabes limeni

$tinas neka citi petitie kalcija fosfata biomateriali.
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