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ANOTACIJA

Promocijas darba izstrades gaita optimiz&ta oktakalcija fosfata (OCP) sintézes metodologija
un merogosana, ka izejvielu izmantojot zemtemperatiiras a-trikalcija fosfatu (a-TCP), ka ar1
izveidots visaptveross iegiita OCP analizes profils. Izmantojot fizikali kimiskas analizes datus,
tika izveidots in silico modelis, kas sp€j identificét OCP iegtisanas stadijas un starpproduktus.
Iegiitais OCP tika izmantots divos veidos —ka doksorubicina hidrohlorida (DOX) zalu piegades
sistéma un ka aizsargparklajums pret koroziju titana implantiem. Doksorubicina-oktakalcija
fosfata (DOX-OCP) zalu piegades sisteémas ietekme uz MG63 (véza §tinam) un MC3T3-El
(preosteoblastu $tinam) novertéta in vitro pétijumos, ka ari pétita aktivas vielas izdaliSanas
kingtika. Izveidotajiem natrija alginata/oktakalcija fosfata (Alg/OCP) kompozitparklajumiem
noverteta to elektroktmiska uzvediba titana sakaus&jumos iekaisuma apstaklos.

Promocijas darbs uzrakstits ka vienota zinatnisko publikaciju kopa ar kopsavilkumu
latvieSu un anglu valoda, kura secigi apkopoti dati par piecam SCI publikacijam. Kopsavilkums
ietver 15 att€lus un vienu tabulu, tam seko pieci pielikumi, kopuma veidojot 173 lappuses,
ieskaitot elektroniski pieejamo papildu informaciju.
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SAISINAJUMI

ACP amorfs kalcija fosfats

Alg natrija alginats

Alg/OCP alginats/oktakalcija fosfats

BET Brunauer—Emmett—Teller metode

CaP(s) kalcija fosfats(-i)

CDHAp hidroksilapatits ar kalcija deficitu

CPE konstantas fazes elements

CPEq robezvirsma starp substratu un Skidumu

DCPD/Brushite dikalcija fosfata dihidrats

DDS(s) zalu piegades sisteéma(-as)

DLC zalu (aktivas vielas) saturs

DOX doksorubicina hidrohlorids

DOX-OCP doksorubicinu satuross oktakalcija fosfats

nDOX-OCP n masas% aktivas vielas (no sakotngja zemtemperatiras o-
trikalcija fosfata)

EIS elektrokimiska impedances spektroskopija

Fer-1 ferostatins-1

FTIR Furjé transformacijas infrasarkana spektroskopija

HAp hidroksilapatits

hBMSC cilvéka kaulu mezenhimalas cilmes §iinas

I iekaisuma vide

ICDD Starptautiskais difrakcijas datu centrs

LT-a-TCP zemtemperattras o-trikalcija fosfata

ML masSinmaci$anas

N normala kermena vide

NMR kodolmagnétiska rezonanse

OCP oktakalcija fosfats

(0N} osteosarkomas $linas

PARP poli (ADP-ribozes) polimeraze

PBS fosfatu fiziologiskais buferskidums

PBT polibutiléna tereftalats

PCD programmgeta Stinu nave

PEGT polietiléna glikotereftalats

Rc pretestiba

Ret pretestiba ladina parnesei

SEM skengjosa elektronu mikroskopija

SI smaga iekaisuma vide

SSA Tpatngjais/specifiskais virsmas laukums

TCP (a, B) trikalcija fosfats (o, B)

TEM transmisijas elektronu mikroskopija



TGA termogravimetriska analize

Ti Gr2 99.3 masas% no sakotngja titana

Ti Gr23 Al 5,4 masas%, V 3,8 masas%, Fe 0,2 masas%, C 0,009 masas%
no sakotngja titana

XRD rentgenstaru difraktometrija



PROMOCIJAS DARBA VISPAREJS RAKSTUROJUMS

Ievads un literatiiras apskats

Arvien pieaugosais cilvéku skaits, kas sirgst ar muskuloskeletalas sistémas slimibam
(2019. gada registréti 322,75 miljoni muskuloskeletalas sist€émas saslim$anas gadijumu) [1],
tostarp ar kaulu vezi (prognozets, ka Iidz 2040. gadam kaulu v@za gadijumu skaits pasauld
sasniegs 26 miljonus [2]) un nepilnigu kaulu regeneraciju, rada nepiecieSamibu mekl&t
efektivus risinagjumus kaulu defektu arst€Sanai un kaulaudu regeneracijai. Regenerativas
medicinas galvenais mérkis ir péc iesp&jas precizak atdarinat dabiska kaula Tpasibas, lai
regeneracijas process pacientiem biitu atraks un vieglaks. Nemot véra to, ka cina ar slimibam
nereti ir nepiecieSama dazadu medikamentu lietoSana, papildu mérkis ir mazinat aktivo vielu
sistémiskas lietoSanas sekas, kas var biit pat letalas. Turklat — neatkarigi no planota pielietojuma
— materialam ir precizi jaatbilst “zelta standartam”, proti, tam jabiit biosaderigam,
biorezorb&josam un osteoinduktivam, t. i., jastimule §inu diferenciacija par preosteoblastiem
[3].

Pateicoties biosaderibai, osteokonduktivitatei un sp&jai struktira ieklaut dazadus
medikamentus/jonus, kalcija fosfati (CaP), kas sastopami arT cilvéka organisma ka kaulu un
zobu neorganiska komponente, ir perspektivi biomateriali izmantos$anai kaulaudu regeneracija
[4-8]. CaP var klasificét pec tadam fizikali kimiskajam 1paStbam ka Ca/P molara attieciba,
$kidiba, kristaliskums, dalinu lielums, morfologija un Ipatn&jais virsmas laukums (SSA), ka ari
pec to pielietojuma veida (nanodalinas, pamatnes, parklajumi utt.). Hidroksilapatits (HAp,
Caio(PO4)s(OH)2), visbiezak izmantota CaP faze, atrodams cietajos audos nestehiometriska
forma. Fiziologiskos apstaklos HAp ir visstabilaka faze, un ta galvenais trikums ir 1&éna
biorezorbcija [9, 10]. Otrs visbiezak izmantotais CaP ir trikalcija fosfats (TCP, Ca3(PO4)).
Kaulaudu regeneracijai galvenokart izmanto o- un B-TCP polimorfas modifikacijas [11]. a-
TCP plasi izmanto kaulu cementos un citos kaulu implantmaterialos, jo tam piemit lieliska
biosaderiba, un tas uzrada pozitivus rezultatus in vivo [1]. Tomér a-TCP raksturiga strauja
biorezorbcija organisma, kas nesakrit ar kaulaudu veidoSanas atrumu [12, 13]. Tris CaP fazes,
t. 1., amorfais kalcija fosfats (ACP, Ca3(PO4)2'nH:0), dikalcija fosfata dihidrats (brusits jeb
DCPD, CaHPO4-2H>0) un oktakalcija fosfats (OCP, Cag(HPO4)2(PO4)s-5H20), tiek uzskatitas
par kaulu mineralas komponentes jeb biologiska apatita prekursoriem [8, 14]. Pateicoties
amorfai struktiirai, ka arT hidratéta slana un struktiiras defektu klatbiitnei, ACP ir raksturiga
augsta skidiba un biorezorbcijas atrums, ka arT augsta bioaktivitate [15, 16]. DCPD raksturiga
slanveida struktiira, ko veido CO un PO4>~ slani, kas izkartoti paraléli ¢ asij un savstarpgji
saistiti ar tdenraza sait€m no struktiiras Gidens molekulam [17, 18]. DCPD veidojas skabos
fidens skidumos pie pH 2-6, un viena no galvenajam DCPD priekSrocibam ir ta tieksme
parveidoties par OCP vai hidroksilapatitu ar kalcija deficttu (CDHAp), tap&c to biezi izmanto
pascietgjosu CaP kaulu cementu izstrade.

Tresais prekursors, t. i., OCP, ir vislidzigakais HAp. Galvenokart lidziba ir strukturala, proti,
apatita slanu izkartojums paral€li (100) plaknei un hidratéto slanu izkartojums starp apatita
slaniem [19, 20]. Sis specifiskais apatita kristalografisko plaknu (biezums ~ 1,1 nm)
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izkartojums un relativi tuksSais hidratétais slanis (biezums ~ 0,8 nm) [21] nosaka OCP tieksmi
gan in vitro, gan in vivo parveidoties par termodinamiski stabilaku CDHAp fazi [2, 3]. OCP un
HAp struktiiras lidzibas pakapi ietekm& tidens molekulu klatbtitne hidratétaja slani. Analoga
OCP parverSanas par apatitu notiek kaulu veidoSanas procesa [8]. Turklat hidratéta slana
klatbiitne ievérojami atvieglo dazadu jonu un molekulu ieklausanu OCP strukttira [23]. No
biologiska viedokla HPO4>~ jonu izdalisanas no OCP [24] stimulé kaulu $inas (piemé&ram,
osteoblastus, osteocttus, osteoklastus [25]) un veicina makrofagu migraciju uz implantacijas
vietu [21]. Vairaki pétijumi liecina, ka OCP var samazinat tadu proiekaisuma citokinu ka
nekrozes faktora alfa un interleikina-1 sekréciju, tad€jadi uzradot pretiekaisuma TpaSibas
[26, 27]. Turklat vairakas zinatniskas grupas, piemeram, p&tfjumos par OCP parklajumiem uz
titana [28] un polietiléna gliko-tereftalata/polibutiléna tereftalata (PEGT/PBT) [29]
implantmaterialiem, ir pieradijusas OCP osteoinduktivitati.

Pastav divi galvenie OCP sintézes celi — nogulsnésana [20, 30] un hidrolize [17, 31]. OCP
sintéze izmantotas kalcija (Ca") un fosfata (PO4>") jonus saturoias izejvielas var biit dazadas.
NogulsnéSanas metodes parasti tiek izmantotas kalcija acetata, kalcija karbonata, natrija
dihidrogeénortofosfata un fosforskabes kombinacijas, savukart hidroliz€ visbiezak izmantotie
prekursori ir DCPD vai o-TCP. Abi procesi ir sarezgiti un atkarigi no pH, temperatiras,
maisiSanas atruma, jonu stipruma u. c. savstarpgji saistitiem tehnologiskajiem parametriem
[23, 32]. Augstaka sintezes temperatiira saisina OCP iegiiSanas laiku, jo pastav kin&tiski
labveligaki apstakli §is fazes veidoSanai. Savukart paaugstinats pH var izraisit citu fazu
(pieméram, CDHAp) nogulsnésanos. IepriekSminétie faktori var ietekmé&t ari OCP kristalu
izméru un morfologiju, ka arT to biologisko iedarbibu [20, 33]. Nogulsné$anas rezultata var
veidoties planas, iegarenas un Skiedrveida dalinas, savukart hidrolizes rezultata vienlaikus var
veidoties gan planas plaksnveida dalinas, gan sikakas spiralveida dalinas. L1dz ar to ir svarigi
izveleties piemérotus sintézes apstaklus, kas lautu ne vien iegtt tiras fazes OCP, bet ar1
kontrol&t dalinu morfologiju specifiskiem pielietojumiem.

Lai identificétu ieglito CaP fazu raksturigds iezimes un morfologiju, ir nepiecie$ams
izmantot vairaku metozu pieeju. Lai apstiprinatu konkrétas fazes klatbiitni, tieck izmantota
rentgenstaru difraktometrija (XRD), Furjé transformacijas infrasarkano spektroskopija (F7IR),
Ramana spektroskopija, skengjosa elektronu mikroskopija (SEM), kodolmagn@tiska rezonanse
(NMR), termogravimetriska analize (TGA), transmisijas elektronu mikroskopija (TEM),
Brunauer-Emmett-Teller metode (BET), l1azera granulometrija u. c. Tomé&r OCP liela lidziba ar
CDHAp [23] apgriitina kvantitativu fazu analizi, jo OCP un CDHAp raksturigo XRD
literatiiru, ietver salidzinosi nelielu tiras OCP fazes iznakumu (~ 100 mg — 2 g), Sauru OCP
sintézes pH diapazonu (pH no 5 1idz 7), piem&rotu OCP sintézes temperatiiru, ka arT ierobeZotas
OCP apstrades iesp&jas augstas temperatiiras (> 80 °C) [23].

Nemot véra OCP potencialu, aizvien tiek mekl&ti inovativi veidi, ka So CaP fazi izmantot
regenerativaja medicina. Lidz §im OCP ir izmantots kaulu cementos [34], kompozitmaterialos
ar polimériem (alginatu, Zelatinu, kolagénu, PEGT u. c.) pamatpu izstradei kaulu defektu
rekonstrukcijai [35-37], ka arT parklajumos uz titana sakaus€jumu implantiem, lai uzlabotu
metala virsmu biologiskas Tpasibas [29, 38]. Nemot v&ra to, ka regenerativas medicinas mérki
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ietver arT tadu sist€misku slimibu ka osteoporoze novérSanu un zalu lietoSanas biezuma un
toksicitates samazinasanu véza slimniekiem, bioaktivo jonu un zalu kombinésSana ar kalcija
fosfatiem ir guvusi ievérojamu popularitati. Piem@ram, lai uzlabotu OCP bioaktivitati, tas ticis
modificéts ar tadiem bioaktiviem joniem ka karbonats (CO3?"), magnijs (Mg?"), cinks (Zn>") un
stroncijs (Sr**) [23]. OCP izmantots ari zalu piegades sisteému (DDS) izveidg, lai uzlabotu
terapeitisko lidzeklu (bisfosfonatu, ibuproféna, metotreksata) biopieejamibu, izmantojot lokalu
akttvo vielu piegadi [23]. Tradicionalas (sistémiskas) zalu piegades metodes darbojas caur
asinsrites sisteému, kas var izraisit dazadas blakusparadibas, ieskaitot sist€misku toksicitati un
suboptimalu piegadi mérka vieta [39]. Lai noverstu Sos trikumus, lokalas aktivo vielu piegades
merkis ir samazinat sakotngjo straujo zalu izdaliSanos un pielagot aktivo vielu izdali§anas
profilu defekta vietai un konkretajai slimibai. Nemot véra to, ka laundabigie kaulu audzgji
(visbiezak osteosarkoma (OS)) veido aptuveni 40 % no visiem kaulu audzgjiem [2], dazi no
centieniem izmantot OCP ka aktivo vielu nes€ju vérsti uz metotreksatu saturosa OCP un OS
$tnu Iniju mijiedarbibas noverteésanu [40]. PEttjumi, kas saistiti ar OCP modific€Sanu ar zalem,
galvenokart versti uz bisfosfonatu pievienosanu OCP, tadel ir loti svarigi izstradat jaunas DDS,
kas spetu efektivi kontrol&t pretvéza zalu lokalu ievadiSanu un stermina/ilgtermina iedarbibu.
Sadas DDS spétu mazinat kimijterapijas rezistenci un no devas atkarigas toksicitates attistibu.
Ir izvirzita hipoteze, ka, ja zalu pievienoSana tiek veikta in situ OCP sint€zes sakumposma,
rezultata var iegiit OCP DDS ar Tpasi augstu zalu jeb aktivas vielas saturu (DLC) [41]. Lai gan
OCP ir uzradijis augstu potencialu ka biologiski aktivu jonu/molekulu piegades sistéma, ir maz
datu par aktivo vielu izdalisanas mehanismiem no OCP, ka arT par zalu/jonu pievienosanas
ietekmi uz OCP fazes veidoSanos.

Petijuma pamatojums

Veicot ripigu literatlras analizi un paturot prata pieradito OCP nozimigumu, S$aja
promocijas darba galvena uzmaniba tika veérsta uz zinatniskaja literatiira iztriikstoSu
sistematisku petijumu veikSanu par OCP iegliSanu un izmantoSanu, tadgjadi zinama méra
aizpildot konstatéto zinasanu trikumu. Promocijas darba izstrades gaita optimizéta OCP
sint€zes metode un veikta sint€zes mérogosana, izstradatas un raksturotas pretvéza DDS uz
OCP bazes, ka arT parbaudita OCP pielietojamiba kompozitmaterialu parklajumu izveidg.
Promocijas darba shéma redzama 1. attgla.

1. mérkis 2. markis 3. mérkis 4. mérkis

Sintézes Sintézes géll.l piegid?s Kompozitmaterialu
tehnologijas izstrade mézogosana sistému izveide pérkléjur[lu izveide

||

Sintézes

Fizikali- Fizikali-  Elekiro-

metodologijas . uo ol 100 mg Fazu In silico DOX-OCP  Zalu  Invitro OocP/Alg 1@ -
optimizacija . N parejas  modelis sintéze izdali§anas testi parkigiums _KImiskais kimiskie
raksturojums 10g Kinetika raksturojums ~ testi

1. att. Promocijas darba shema (OCP — oktakalcija fosfats; Alg — alginats; DOX —
doksorubicins; DOX-OCP — doksorubicinu satuross oktakalcija fosfats).
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Merkis un uzdevumi

Promocijas darba mérkis bija optimizét OCP sintézes metodi, lai ieglitu stabilu OCP ar
augstu fazu tiribu, pétit iegtita OCP pielietojamibu zalu piegades sist€ému izveidg, ka arT izveidot
OCP saturos$u kompozitparklajumu. Lai sasniegtu mérki, definti vairaki uzdevumi.

1. Optimizét OCP sintézes metodi, izmantojot zemtemperatiiras a-trikalcija fosfata
(LT-0-TCP) hidrolizi, un raksturot iegita OCP fizikali kimiskas Tpasibas.

2. Optimizet sintézes metodes merogosanu, noteikt OCP veidoSanas starpproduktus
un izstradat in silico modeli OCP sintézes beigu punkta noteikSanai, pamatojoties
uz XRD un FTIR rezultatiem.

3. Izveidot zalu piegades sistemu veza arstéSanai, kombingjot OCP ar antineoplastisku
aktivo vielu — doksorubicina hidrohloridu (DOX-OCP).

4. Izveidot OCP saturosus hidroggla parklajumus metala implantiem, kas sp&j uzlabot
metala implantu noturibu pret koroziju.

AizstaveSanai izvirzitas tezes

1. Simtkartéja OCP sintézes mérogosana izmantojot LT-a-TCP hidrolizi istabas temperatiira
neietekmé gala produkta fizikali kimiskas Tpasibas (fazu sastavu, molekularo struktiiru un
morfologiju).

2. Doksorubicinu OCP dalinas var ieklaut 1idz 10 masas% no sakotn&a OCP prekursora
daudzuma. Lielaka doksorubicina satura izmantoSana novér§ OCP fazes veidoSanos.
Sintezetais produkts var tikt izmantots ka paléninatas izdaliSanas pretvéza zalu piegades
sistema.

3. OCP izmanto$ana parklajumos uz 3D drukatiem Ti bazes metaliskiem implantiem ietekmé
elektrisko ladinu parneses pretestibu uz substrata un parklajuma robezvirsmas.

Zinatniska novitate

1. Nosakot fazu parvertibas reakcijas laika no LT-a-TCP uz OCP, ar kimisko vienadojumu
palidzibu aprakstita pakapeniska pareja no LT-a-TCP fazes uz OCP fazi caur DCPD ka
starpproduktu.

2. Doksorubicina hidrohlorida saturam DOX-OCP sistema parsniedzot 10 masas% (no
sakotngja LT-a-TCP daudzuma), tiek kavéta OCP fazes veidosanas. Pieradits, ka DOX-
OCP dalinas izraisa osteosarkomas $tinu navi apoptozes cela.

Praktiska nozime

Promocijas darba gaita optimizeta OCP iegiiSanas metodika, izveloties LT-a-TCP ka vienigo
izejmaterialu, kura razo$anai nepiecieS$ams mazaks energijas patérins, kas atbilst Eiropas Zala
kursa izvirzitajiem mérkiem. OCP sintézes metodes mérogosanas rezultata iegliti ieveérojami
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OCP fazes apjomi, kas padara $o procesu potenciali pievilcigu razoSanai. legtito OCP var talak
izmantot ka izejmaterialu:
1) inovativu zalu piegades sistému izveidei lokalai osteosarkomas arst€Sanai;
2) OCP saturosu parklajumu izveidei, kas uzlabotu 3D drukatu titana sakausgjumu izturibu
pret koroziju.
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Publikacijas un promocijas darba aprobacija

SCI zinatniskas publikacijas

1.

Kovrlija L., Locs, J., Loca D. Octacalcium phosphate: Innovative vehicle for the local
biologically active substance delivery in bone regeneration, Acta Biomaterialia, 135,
2021, pp. 27-47. doi: 10.1016/j.actbio.2021.08.021 (Scopus, Open Access, IF 9,4, Q1,
CiteScore 16,8).

» Kovrlijas 1. ieguldijums publikacija: rakstiSana — melnraksta rakstiSana,
parskatiSana un rediggS$ana, vizualizaciju veidosana (kopa 85/100 %).

Kovrlija I., Menshikh K., Marsan O, Rey C., Combes C., Locs, J., Loca D. Exploring
the Formation Kinetics of Octacalcium Phosphate from Alpha-Tricalcium Phosphate:
Synthesis Scale-Up, Determination of Transient Phases, Their Morphology and
Biocompatibility, Biomolecules, 13, 2023, 462. do0i:10.3390/biom13030462 (Scopus,
Open Access, IF 4,8, Q1, CiteScore 9,4).

» Kovrlijas 1. ieguldijums publikacija: rakstiSana — melnraksta rakstiSana,
parskatiSana un redigéSana, konceptualizacija, vizualizaciju veidoSana, formala
analize, izp&te (kopa 80/100 %).

Nascimben M., Kovrlija 1., Locs, J., Loca D., L. Rimondini. Fusion and classification
algorithm of octacalcium phosphate production based on XRD and FTIR data, Scientific
Reports, 14:1489, 2024, 1-11. doi: 10.1038/s41598-024-51795-0 (Scopus, Open
Access, IF 3,8, QI, CiteScore 6,9).

» Kovrlijas 1. ieguldijums publikacija: laboratorijas eksperimenti, datu ievakSana
un organizéSana, rezultatu apsprie$ana, melnraksta raksti$ana un redigéS$ana
(kopa 50/100 %).

Kovrlija I., Panczyszyn E., Demir O., Laizane M., Corazzari M., Locs J., Loca D.
Doxorubicin-loaded octacalcium phosphate particles as controlled release drug delivery
systems: physico-chemical characterization, in vitro drug release and evaluation of cell
death pathway, International Journal of Pharmaceutics, 653, 2024, 123932. doi:
10.1016/j.ijpharm.2024.123932 (Scopus, Open Access, IF 5,3, QI, CiteScore 10,7).

» Kovrlijas 1. ieguldijums publikacija: rakstiSana — melnraksta rakstiSana,
parskatiSana un redigésana, konceptualizacija, vizualizaciju veidosana, formala
analize, izpete (kopa 75/100 %).

Bordbar Khiabani A., Kovrlija I., Locs J., Loca D., Gasik, M. Octacalcium Phosphate-
Laden Hydrogels on 3D-Printed Titanium Biomaterials Improve Corrosion Resistance
in Simulated Biological Media, International Journal of Molecular Sciences, 2023, 24,
13135. doi: 10.3390/ijms241713135 (Scopus, Open Access, IF 4,9, Q1, CiteScore 8,1).

» Kovrlijas 1. ieguldijums publikacija: rakstiSana — melnraksta rakstiSana,

vizualizaciju veidoSana, formala analize un izp&te (kopa 50/100 %).
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Zinatniskas konferences, kuras prezentéti promocijas darba rezultati

1.

Kovrlija 1., Nascimben M., Bordbar-Khiabani A., Menshikh K., Gasik M., Combes C.,
Rimondini L., Locs J., Loca D. Tailoring the production technology and utilization of
octacalcium phosphate for precise patient-centred applications in musculoskeletal field.
12" World Biomaterials Congress, 2024. gada 26.-31. maijs 2024, Degu,
Dienvidkoreja; (I. K. stenda referats).

Kovrlija 1., Demir O., Laizane M., Locs J., Loca D. Novel drug delivery vehicle:
doxorubicin-loaded octacalcium phosphate. 33rd Annual Conference of the European
Society of Biomaterials, 2023. gada 4.—8. septembris, Davosa, Sveice. (I. K. stenda
referats).

Kovrlija I., Menshikh. K., Demir O., Locs J., Loca D., Octacalcium phosphate: journey
of creating a unique drug delivery vehicle. The XVIIith Conference of the European
Ceramic Society, 2023. gada 2.—6. julijs, Liona, Francija. (I. K. mutiskais referats,
studentu runas konkurss).

Kovrlija I., Menshikh K., Marsan O., Rey C., Combes C., Locs J., Loca D. Scale-Up
of Octacalcium Phosphate via Hydrolysis Route: Effect on Physico-Chemical
Characteristics and In-Vitro Cytocompatibility with Bone Marrow-Derived
Mesenchymal Stem Cells. Tissue Engineering and Regenerative Medicine International
Society European Chapter Meeting, 2023. gada 28.-31. marts, Mancestera,
Lielbritanija. (I. K. mutiskais referats).

Kovrlija I., Menshikh K., Marsan O., Rey C., Combes C., Locs J., Loca D. Phase
transformation from o-tricalcium phosphate to octacalcium phosphate via hydrolysis
route. Scandinavian Society for Biomaterials 16th annual meeting, 2023. gada 12.—
14. marts, Roros, Norvégija. (I. K. stenda referats).

Kovrlija 1., Barbut C., Locs J., Loca D. Incorporation and effect of lidocaine
hydrochloride on octacalcium phosphate. 32nd Annual Conference of the European
Society of Biomaterials, 2022. gada 4.-8. septembris, Bordo, Francija. (I. K. stenda
referats).

Kovrlija I., Locs J., Loca D. Unravelling the Behaviour of Octacalcium Phosphate in
Various Model Solutions. Scandinavian Society for Biomaterials 15th annual meeting,
2022. gada 13.—15. junijs, Jurmala, Latvija. (I. K. stenda refrats).

Kovrlija 1., Barbut C., Locs J., Loca D. Effects of the synthesis conditions on the
hydrolysis of a-tricalcium phosphate to octacalcium phosphate. 3 /st Annual Conference
of the European Society for Biomaterials, 2021 (tieSsaiste). (I. K. stenda referats).
Kovrlija I., Locs J., Loca D. Octacalcium phosphate: a contemporary drug delivery
system for local biologically active substances — a review. Scandinavian Society for
Biomaterials 14th Annual Meeting, 2021 (tieSsaiste). (I. K. stenda referats).

Citi zinatniskie pasakumi, kuros prezenteti promocijas darba rezultati

1.

Locs J., Kovrlija I., Choudhary R., Loca D. Roadmap from upscaling and rapid
synthesis towards first-ever consolidation of OCP. 33rd Conference and annual meeting
of the International Society for Ceramics in Medicine, 2023. gada 17.-20. oktobris,
Solotuma, Sveice. (J. L. uzaicinata runa).

Bordbar Khiabani A., Kovrlija I., Locs J., Loca D., Gasik M. Octacalcium Phosphate
Embedded Hydrogels on 3D Printed Titanium Improve the Corrosion Performance in
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Simulated Biological Media. 31st Annual Meeting of European Orthopaedic research
Society, 2023. gada 27.-29. septembris, Porto, Portugale. (A. B. K. mutiskais referats).
Loca D., Kovrlija 1., Pylostomou A., Locs J., Can Octacalcium Phosphate Be Used As
a Doxorubicin Delivery Platform? Tissue Engineering and Regenerative Medicine
International Society — Americas Chapter Annual Meeting, 2023. gada 11.—14. aprilis,
Bostona, ASV. (D. L. stenda referats).

Menshikh K., Kovrlija I., Miola M., Cochis A., Rimondini L.Synthetic pre-
vascularized porous scaffold as an engineered environment for the in vitro osteosarcoma
model. Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society European
Chapter Meeting, 2022. gada 28. junijs—1. julijs, Krakova, Polija. (K. M. stenda
referats).

Menshikh K., Kovrlija I., Miola M., Cochis A., Rimondini L. Freeze-dried
Composition of Alginate and Bioglass as an Engineered Environment for the
Osteosarcoma Model. Scandinavian Society for Biomaterials 15th annual meeting,
2022. gada 13.—15. junijs, Jormala, Latvija. (K. M. stenda referats).

Kovrlija 1., Locs J., Loca D. Octacalcium phosphate: synthesis, characterization and
functionalization. 4" Premurosa Summer School, 2023. gada 15.-19. maijs, Riga,
Latvija. (I. K. mutiskais referats).

Kovrlija L., Locs J., Loca D. Unravelling the Behaviour of Octacalcium Phosphate in
Various Model Solutions. 3" Premurosa Summer School, 2022. gada 20.-24. jinijs,
Belgrada, Serbija. (I. K. stenda referats).

Kovrlija I., Locs J., Loca D. Smart personalized degradable biomaterials for bone
tissue regeneration. 2" Premurosa Summer School, 2021. gada 19.—24. oktobris,
Porto, Portugale. (I. K. mutiskais referats).

Kovrlija I., Loca D. Octacalcium phosphates: promising instruments for local drug
delivery in bone regeneration. Baltic Biomaterials Centre of Excellence Summer School
on “Scientific writing”, 2020. gada 23.-27. novembris, tieSsaiste. (I. K. mutiskais
referats).

Citas zinatniskas publikacijas, kas publicétas promocijas darba izstrades laika

1.

2.

Kovrlija I., K. Menshikh, H. Abreu, A. Cochis, L. Rimondini, O. Marsan, C. Rey, C.
Combes, J. Locs, D. Loca, Challenging Applicability of ISO 10993-5 for Calcium
Phosphate Biomaterials Evaluation: Towards More Accurate In Vitro Cytotoxicity
Assessment, Biomaterials Advances, 160, 213866, 2024. doi:
10.1016/j.bioadv.2024.213866 (Scopus, Open Access).

Aunina K., Ramata-Stunda A., Kovrlija I., Tracuma E., Merijs-Meri R., Nikolajeva V.,
Loca D., Exploring the Interplay of Antimicrobial Properties and Cellular Response in
Physically Crosslinked Hyaluronic Acid/e-Polylysine Hydrogels. Polymers, 15 (8):
1915, 2023. doi: 10.3390/polym15081915 (Scopus, Open Access).

Mosina M., Kovrlija 1., Stipniece L., Locs J. Gallium containing calcium phosphates:
Potential antibacterial agents or fictitious truth. Acta Biomaterialia, 150, 48-57, 2022.
doi: 10.1016/j.actbio.2022.07.063 (Scopus, Open Access).

Kovrlija 1., Locs, J.,, Loca D. Incorporation of Barium Ions into Biomaterials:
Dangerous Liaison or Potential Revolution? Materials, 14 (19), 2021, pp. 5772. doi:
10.3390/mal14195772 (Scopus, Open Access).
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PROMOCIJAS DARBA GALVENIE REZULTATI

OCP sintézes metodologijas optimizacija

Neraugoties uz to, ka OCP piemit augstaks potencials stimulét kaulaudu regeneraciju,
salidzinot ar HAp [21,42,43], saméra ierobezotas iegliSanas iesp&jas un sarezgitais sintézes
process kave ta attistibu gan zinatniska, gan rupnieciska Itment [23, 32]. Abam galvenajam
OCP sintézes metodem ir priekSrocibas un trikumi, kas apkopoti 1. tabula.

1. tabula

OCP nogulsngsanas un hidrolizes sint€Zu metozu prieksrocibas un triikumi [31, 44—47]

Nogulsnésana Hidrolize
PriekSrocibas Trikumi PriekSrocibas Trikumi
— : - — Tikai vi — :
Atraka reakcija Vismaz d“./l teat viens Lénaka reakcija

prekursori prekursors
. Raziba ierobezota
. _ Nav dozesanas o .
- y DozgSanas atruma - I1dz sakotngjam
Augstaka raZziba — atruma
regulésana . .. prekursora
ierobeZojumu
daudzumam
Augstakas Zemakas
/ temperattras (60— | temperatiras (25— /
80 °C) 60 °C)
/ NepiecieSama Nav attiriSanas /
nogul$nu attiriSana posma
Vienmer Iesp€jams
/ nepiecieSsama pH izvairities no pH /
regul€Sana regulé$anas

Zemtemperatiiras o-TCP hidrolize lidz OCP

Apsverot sintézes celu priekSrocibas un trikumus, tika secinats, ka hidrolizes metode
precizak atbilst promocijas darba mérkiem. Saskana ar literatiras datiem ka prekursors
hidrolize tiek izmantots gan DCPD, gan a-TCP, tomér DCPD ir augstaka $kidiba neka a-TCP,
to vieglak ietekme atmosferas CO., ka ar1 zemakas temperatiiras (< 30 °C) ta parveidosanai par
OCP ir nepiecieSami vairaki ménesi [21]. Tad&jadi par prekursoru OCP sintézg tika izvEléts o-
TCP.

Parasti a-TCP sintéze ietver ilgstoSu (~ 2-3 h) kalciju un fosfatu saturoSu materialu,
pieméram, B-TCP, karsésanu 1300 °C vai augstaka temperatiira. Sada veida sintezéts a-TCP
parasti ir rupjgraudains pulveris, kam nepiecieSama turpmaka malSana, kuras rezultata rodas
dalinas ar plaSu izméru sadalijumu un veidojas amorfa faze [48]. Lai no ta izvairitos un lai
samazinatu energijas patérinu, zemtemperatiiras a-TCP (LT-a-TCP) tika iegits, karsgjot ACP
ar augstu Tpatngjas virsmas laukumu (SS4 > 70 m?/g; izgulsnéts no diamonija fosfata un kalcija
nitrata tetrahidrata skidumiem) 650 °C (2. att.) [48].
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OCEP tika sintezéts no LT-a-TCP skaba vide (0,0016 M ortofosforskabé (H3POs)) istabas
temperattira (22 °C), uzturot konstantus maisiSanas apstaklus [46]. P&c sint€zes paraugi tika
zaveti 37 °C (uz nakti), un, lai novertetu iegita OCP tiribu, iegttie produkti tika analizgti,
izmantojot vairakas metodes (2. att.).

0(}?&_' @

(NH,).HPO,  Ca(NOs);dH,0 o T T - B N
£\ g o Ayl Py | I PR :

®, . ]]7 - o L-;M A
2 == — - 0O

O Pt Brunauer- i o ¥ ([ pm=my -

% a Emmett- 0 L] g . Rentgenstaru
Teller azera LI, . L J WA difraktometrija
metode granulometrija - o i = é 1 (XRD)
(BET) — ! = Furjé

Transmisijas | . = o transformacija
elektronu —— - infrasarkana
mikroskopija Skenéjosa Ramana .. spektroskopija
(TEM) elektronu spektroskopija (FTIR)

mikroskopija
(SEM)

2. att. OCP sintézes metodologijas vispargja shéma un OCP fazes noteik$ana izmantotas
analizes metodes.

OCP paraugi (apziméti ar OCP1) péc sintezes tika analiz@ti, izmantojot ieprieks izveletu
metozu kopumu, kas lauj raksturot OCP dazados Iimenos. Fazu sastava analizei izmantota
rentgenstaru  difraktometrija (XRD, PANalytical Aeris, Niderlande), kristalisko fazu
identifikacija veikta, izmantojot Starptautiska difrakcijas datu centra (/CDD) PDF-2 datubazi.
Lai iegiitu informaciju par mijiedarbibam molekulara ltment, izmantota Furjé transformacijas
infrasarkana spektroskopija (FTIR, Nicolet iS 50, Thermo Scientific, ASV) un Ramana
spektroskopija (LabRAM HR 800, Horiba Jobin Yvon, Japana). Pulverveida materialu
morfologijas raksturo$anai izmantota skengjosa elektronu mikroskopija (SEM, Tescan
Mira/LMU, Tescan, Cehija) un transmisijas elektronu mikroskopija (TEM, Tecnai F20, FEI),
dalinu izméra sadalijums noteikts ar lazera granulometriju (Malvern Mastersizer 3000),
Ipatngjais virsmas laukums mérits ar Brunnauer-Emmet-Teller metodi (BET, QUADRASORB
SIun Quadra Win).

OCP rentgendifrakcijas aina ir loti specifiska, kas lauj OCP atSkirt no citam CaP fazeém.
OCPI rentgendifrakcijas aina novérojams raksturigais zema lenka maksimums (100) pie
20=4,72° un difrakcijas maksimumu dublets — maksimums (200) pie 20 = 9,44° un maksimums
(010) pie 26 =9,77° (3. A att.) [49]. Lai gan Sie OCP raksturigie XRD maksimumi atskir to no
citam CaP fazém, tom&r apgabala 20 = 25-35° OCP XRD maksimumi parklajas ar HAp fazes
XRD maksimumiem abu fazu struktiiralas lidzibas de] (3. A att.) [49-51]. Tome&r HAp
raksturiga maksimuma pie 20 = 10,8° trikums liecina par HAp fazes neesamibu vai tas
minimalu klatbttni p&tamaja parauga. Otrs svarigs raditdjs, kas janovero, ir iepriekSminétais
maksimumu dublets pie 26 = 9,4° un 20 = 9,7°, jo intensivakais OCP maksimums, kas atrodas
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zemo lenku regiona (pie 20 = 4,7°), ir griti pieejams un parklajas ar fona troksni, kas var traucét
kvantitativai fazu sastava noteikSanai, izmantojot Ritvelda metodi, ka art to ietekm& OCP
plaksnveida morfologija.

A ©cP1 1CDD #026-1056| B P " C ”
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3. att. AnaliZzu kopums, kas apstiprina iegiita OCP tiribu: A — XRD difraktogramma (* —
XRD maksimums pie 20 = 4,7°); B — FTIR spektri; C — Ramana spektri; D — SEM
mikrofotografija; E — TEM mikrofotografija; F — dalinu izméru sadalijums un SSA4.

OCP elementarsiinas Tpatniba ir divas HPO4*~ kristalografiskas vietas, kas apzZimétas ar
HPO4(5) un HPO4(6), kuru P-(OH) stiepsanos un OH liekSanos plakng nav iesp&jams detektgt,
izmantojot XRD metodi. HPO4(5) grupa atrodas hidratétaja slani, HPO4(6) grupa atrodas uz
apatita un hidrateta slana robezvirsmas, turklat abas grupas atskiras, proti, HPO4(6) grupai ir
1saka un stipraka starpmolekulara Gidenraza saite neka HPO4(5) grupai [52]. HPO4 grupas nav
sastopamas HAp, un to klatbutne ir vél viena iezime, kas atSkir $is divas fazes. Tadel, lai
noteiktu paraugu molekularo strukttiru un apstiprinatu OCP fazes tiribu, tika izmantota F'TIR
un Ramana spektroskopija (3. B, C att.) [52]. OCP1 spektros atzim&tas OCP raksturigakas
absorbcijas joslas, kas to atdkir no citim CaP fazém, t.i., HPO4* liekSanas un O-H saiSu
stiepSanas vibracijas (3. B att., oranzais un zalais tongjums). Nozimigakas OCP raksturigas
HPO4 grupu joslas detektétas pie 1295 cm™' (OH deformicija plakng) un pie 917 cm™! (P(6)-
(OH) saiu stiepSanas vibracijas HPO4>~ jonos, kas saistiti ar stipram tidenraza saitém), ka arl
PO4* v3 un HPO4>™ vibracijas pie 1077 cm ™!, 1093 cm™! un 1121 cm™'. HAp raksturigas OH™
absorbcijas joslas pie 3572 cm™! triikums spektros ir viens no tiras faizes OCP veidosanas
raditajiem (vai liecina par nenozimigu HAp daudzumu [46]). OH absorbcijas josla pie
633 cm™!, ko parasti attiecina uz HAp OH™ vibracijam, tika detekt&ta ka plecs (627 cm™!), tomer
saskana ar Fowler et al. [52] to var attiecinat arT uz H>O(4) svarstibam OCP tidens molekulas.
Ramana spektros visintensivakas joslas atrodas starp 900—-1000 cm™!, kas atbilst triskartgji
degenerétam P-O v3 asimetriskam stiepSanas vibracijam un dalgji P-O v simetriskam stiep$anas
vibracijam. OCP raksturigd Ramana josla atrodas pie 958 cm™' (3. C att., visintensivakais
maksimums) [52]. Tomer tas augsta intensitate var biit saistita arT ar vairaku kristalisko fazu
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konvoliiciju, ko veido galvena josla pie 960 cm ! un plecs pie 964 cm !, kas attiecinams uz PO4
v1 vibracijam, un tas varetu liecinat par zema kristaliskuma OCP fazes veidoSanos.

OCP kristaliem raksturiga plaks$nveida morfologija, un kristalu izméri ir atkarigi no sintezes
metodes. Tiek uzskatits, ka specifisko OCP kristalu veidosanas ir saistita ar Hartmana-Perdoka
teoriju par periodiskam saiSu k€dém, kas nosaka, ka kristaliskaja strukttira pastavigs stipro saisu
cel§ ir tada rezga dala, kuru sadala noteikta (hkl) plakne [50]. OCP plaksnites aug [001]
virziena, veidojoties lielakajai virsmai (100), un tas, savstarpgji saistoties, veido sferiskus
agregatus, kas atgadina smilSu rozes. SEM mikrofotografija (3. D att.) redzama OCP1 virsmas
morfologija — mazas, brivi agregétas plak$nveida dalinas (platums 2—5 um, biezums nanometru
diapazona), kas savstarpg&ji savienotas rozes forma. Analiz&jot OCP ieksgjo struktiiru ar TEM
(3. E att.), tika nov@roti dazada lieluma (aptuveni 50-300 nm) plaksnveida kristali. Ka arT tika
noverots, ka kristali parklajas un ir savstarpg&ji savijusies, ka rezultata tie veido dazada lieluma
aglomeratus, kas tika novéroti art SEM. BET mérfjumi paradija, ka OCP1 ir liels SS4 — 53 +
6 m?/g. Lielais SS4 savukart var liecinat par augstaku materiala fizikali kimisko un biologisko
reaktivitati, kas var buitiski ietekm&t materiala mijiedarbibu ar Sinam. Bimodals dalinu izm&ru
sadalfjums (3. F att.) liecina, ka vismazakais primaro dalinu izm&rs 5-25 pm robezas veido
~5 % kopgja tilpuma. Sekundarais sadalijums 150-500 pm diapazona liecina, ka dalinas ir
nevienméerigi aglomerétas.

legiitie rezultati uzskatami parada, ka no LT-a-TCP ir iespgams iegit tiru OCP fazi,
tadejadi veiksmigi sasniedzot pirmo pétijuma merki. Tacu, nemot véra to, ka produkta
iznakums bija tikai ~100 mg, kas nav pietickams daudzums OCP potencialas izmantoSanas
petjumiem un tiem sekojosajiem in vitro/in vivo pétjjumiem, tika sakta OCP sintezes
meérogoSana, lai palielinatu produkta iznakumu.
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OCP sintezes merogosana, fazes veidoSanas kinéetikas pétijumi un sintézes
attistibas gaitas (LT-a-TCP => OCP) in silico modela izveide

Pec tiras fazes OCP iegtSanas no LT-a-TCP (OCP1, istabas temperatiira, 24 h laika)
nakamais solis bija optimizet sintézes parametrus un iegit lielaku produkta iznakumu. LT-o-
TCP hidrolizes sintézes metode tika palielinata simtkartgji (100 mg — 1g — 10 g).
Sintézes tehnologijas mérogosanas optimizacijas procesa tika sekots Iidzi diviem papildu
aspektiem — fazes veidoSanas kingtikai no LT-a-TCP lidz OCP un in silico modela izstradei
OCP sintezes posmu raksturosanai.

OCP sintézes mérogosana

Iegitie rezultati paradija, ka pie nemainigas prekursoru $kidras/cietas fazes attiecibas OCP
sintézes laiks palielinas I1dz ar izejas LT-a-TCP daudzumu. Desmitkartgja palielinajuma OCP
faze tika iegtita pec 72 h (OCP2, 1 g), savukart simtkart&ja palielindjuma — p&c 180 h (OCP3,
10 g). XRD difrakcijas ainas detekteti raksturigie OCP triklinas struktiras maksimumi: zema
lenka maksimums (100) pie 20 = 4,7° un maksimumu ((200) un (010)) dublets pie 26 = 9,4° un
20 = 9,7° (4. A att.) [23, 53]. Tapat ka sakotngja (OCP1, 100 mg) sintézes limeni, XRD
maksimumi apgabala no 20 = 25 Iidz 20 = 35° nav labi iz8kirami [20]. OCP2 un OCP3 FTIR
spektros (4.B att.) P-O vs stiepSanas vibracijam, kas liecina par OCP fazi, atbilst
visintensivakas absorbcijas joslas pie 1300—1000 cm .
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4. att. OCP fazu, kas iegiitas tris mérogosanas ltmenos: A — XRD ainas (* apzimé galvenos
maksimumus, kas minéti teksta; references aina (/CDD ieraksts Nr. 026-1056) atbilst OCP
triklinas fazes galvenajiem maksimumiem); B — FTIR spektri; C — Ramana spektri.
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Ramana spektra izceltas P-O v; stiepSanas vibracijas (4. C att.). Specifiskakas OCP spektru
joslas tika apspriestas ieprieksgja nodala. Lai novertetu iesp&jamo sastava neviendabigumu
viena parauga ietvaros, tika veikti Ramana mikro- un makromeérijumi [46]. legitie rezultati
liecina, ka fazu veidoSanas un/vai §kiSana ir cieSi saistita ar izejas pulvera graudu (vai agregatu)
izméru. Saskana ar lazergranulometrijas mérfjjumu rezultatiem gan OCP2, gan OCP3 ir ar
lidzigu dalinu izméru ka OCP1, tomér OCP2 un OCP3 SSA (attiecigi 66 + 5m?/g un
63 + 8 m*/g) ir nedaudz lielaks par OCP1 SSA.

OCEP fazes veidosanas kinétika

OCP3 (10 g) sintéze tika noverota detalizéta OCP fazes veidoSanas gaita atkariba no laika.
Kopgjais sintézes laiks bija 180 h, un visu sintézes laiku tika kontroléts pH. Sintezes
monitoringa laika uzmaniba tika pieversta visu klatesoso fazu XRD maksimumiem un reakcijas
vides pH svarstibam. Lai vizualiz€tu pakapenisku kristalisko fazu pareju no LT-a-TCP ka
sakotngjas fazes uz LT-o-TCP, DCPD un OCP maisfjumu un visbeidzot — tiru OCP fazi, tika
izmantotas XRD ainas (5. att.) [54, 55]. XRD ainas atzimé&ti maksimumi pie 20 =4,7°, 20 = 9,4°
un 20 = 9,7° 20, kas atbilst OCP triklinai struktiirai, 20 = 11,7°, 20 = 20,9° un 20 = 29,2°, kas
atbilst DCPD monoklinai struktiirai, un 20 = 12,1°, 20 =22,1° un 26 = 22,9°, kas atbilst LT-a-
TCP monoklinai strukttrai.
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5. att. OCP3 sintéze: XRD ainas, kas parada pareju no LT-a-TCP caur DCPD uz OCP fazi, ko
papildina pH izmainas. References ainas (/CDD) atbilst HAp, OCP un DCPD galvenajiem
maksimumiem [46].

Reakcijas vides pH izmainas palidz noteikt fazu parejas pamata eso$o kimisko fonu
(izmantojot kimiskos vienadojumus), jo jonu (pieméram, OH", H") izdaliSanas tiesi ietekmé
$kiduma pH. Vispar€jais kimiskais vienadojums, kas attélo LT-o-TCP hidrolizi par OCP, ir
sads:

3Ca3(PO4)2 + 7TH20 — Casg(HPO4)2(POs4)s-5H20 + Ca(OH)s.
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Sis vienadojums liecina par §kiduma pH palielinaSanos, kas ir saistita ar tiesu POs>
ieklausanos OCP faze un Iidzvertigu skistosa kalcija hidroksida (Ca(OH);) izdaliSanos. Ka
redzams no XRD ainam, hidrolizes laika ka starpfaze veidojas DCPD, kas §aja vienadojuma
nav paradits, tapec vispareja kimiska reakcija nav atbilstoSa. Nemot véra noverotas pH izmainas
(5. att.), sadarbiba ar Tuliizas Universitates profesoru Kristianu Reju (Christian Rey) pareja no
LT-a-TCP uz OCP tika sadalita vairakos atseviskos posmos, ka izklastits turpmak.

1. Skisanas posms

Pirms LT-a-TCP pievienosanas ortofosforskabes skiduma pH bija 2,80 + 0,15, bet pec
prekursora pievienoSanas $kiduma pH strauji pieauga un stundas laika nostabilizg€jas pie
pH 6,69 = 0,08. Sis sakotngjais etaps atbilst LT-a-TCP straujai §kisanai, un to var attélot
ar vienadojumu: Ca3(POs); + 3H,0 — 3Ca*" + H,POs  + HPOs* + 30H . Turklat
SkiSanas laika notiek OH™ izdaliSanas, ka rezultata reakcijas vides pH tuvojas neitralam
pH, kas saistits ar ortofosfata anjonu buferéSanas diapazonu. Izmantojot SEM, noverotas
izteiktas fazu izmainas. Redzami plani pavedienveida LT-a-TCP kristali, un $kiSanas
rezultata LT-a-TCP aglomeratos veidojas nelieli adatveida vai plak$nveida kristali
(6. att., 1 h).

2. Nogulsnésanas posms

Nemot véra LT-o-TCP skidibu un ta sakotngjo $kiSanu skabe, kas tuvina Skiduma pH
baziskam, iegutais Skidums ir parsatinats attieciba pret OCP, DCPD un pat HAp. Tomér
HAp veidoSanas ir maz iesp&ama, salidzinot ar abam pargjam fazém, to labakas
nukleacijas un augsanas sp&jas (straujakas kristalizacijas) dél [56, 57].

3. DCPD un OCP fazu veidosanas posms

Pateicoties piemerotakam DCPD kristalu augsanas atrumam, LT-a-TCP parveérSanas par
DCPD notiek atrak neka LT-a-TCP parvérSanas par OCP. Procesu, ka rezultata pH
pieaug Iidz 7,32 £ 0,07 (5. att.), var aprakstit, izmantojot $adu vienadojumu:
Ca3(PO4); + 3H,0 — 3Ca?" + H,POs~ + HPO4> +30H .

XRD ainas atbilst kimiskajam vienadojumam, un pie augstakas pH vértibas (48 h, OCP3
sintéze) maksimuma (020) pie 26 = 11,7°, intensitate ieverojami pieaug, salidzinot ar
jebkuru citu difrakcijas maksimumu, liecinot par DCPD klatbutni (5. att.). Nepartraukta
hidrolizes procesa sistéma veidojas OCP un DCPD maistjums. SEM rezultati apstiprina,
ka, palielinoties DCPD daudzumam, notiek pakapeniska pareja no pavedienveidigam
dalinam uz lielakam un biezakam plaksnveida dalinam (6. att., 24 h, 30 h, 48 h). Lielaki
un ievérojami masivaki plaksnveida kristali attiecinami uz DCPD (6. att., 30 h, dzeltena
bultina), savukart mazaki un planaki plakSnveida kristali — uz OCP (6. att.,, 30 h,
dzeltenais aplis). Tomér abu fazu augstas morfologiskas lidzibas dél tas ir grati atskirt.

4. Fazu parejas posms no DCPD uz OCP

Pec LT-a-TCP pilnigas izSkiSanas DCPD klist par sist€mas vislabak $kistoSo fazi un
OCP prekursoru, ka paradits vienadojuma
8 CaHPO4-2H,0—Cag(PO4)4(HPO4)2-5H>0 + 2H3PO4 + 11H0.
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Si reakcija izraisa protonu izdaliSanos $kiduma, kas kopa ar fosfatu vides bufergjosajam
Tpasibam pazemina pH Iidz 6,44 + 0,05. Sintezes beigas tika konstateta OCP raksturiga
plak$nveida morfologija, lielako dalinu fragmentacija un sférisku agregatu klatbatne
(6. att., 180 h).

OCP un starpfazu veidoSanas tika mérita kvantitativi, izmantojot Ritvelda metodi, un
rezultati kopa ar morfologijas izmainam atspoguloti 6. att€la [55]. Fazu pareja sakas no 100 %
LT-o-TCP (1 h) lidz ~ 37 % DCPD/~ 63 % OCP (27 h) un beidzas ar ~ 100 % OCP.

—— Brusits
——ocP
—eTcP 1

6. att. OCP sint&zes procesa iegiito produktu SEM mikrofotografijas (m&rogs ir 5 pm un
2 um), kas savienotas (sarkana bultina) ar attiecigo laika punktu (partraukta linija) fazu satura
diagramma, kas konstrugta pec XRD kvantitativajiem datiem. Dzeltena bultina norada uz
potencialajam DCPD dalinam, dzeltenais aplis marke potencialas OCP plaksnites [46].

Lai parbauditu, vai mérogota tehnologija ietekm& OCP citosaderibu, OCP3 sintézes
starpprodukti un galaprodukti tika paklauti tieSam kontaktam ar cilvéka kaulu mezenhimalajam
cilmes §inam (hBMSC), un rezultati tika salidzinati ar OCP1 un OCP2 (7. A att.). Kontrolei
tika izmantotas $tinas, kas kultivétas uz polistirola §tinu kultivéSanas plates bez CaP pulvera
paraugiem. Rezultati liecina, ka $tinu metaboliska aktivitate ir > 80 %. Tas apliecina, ka
gadijuma, ja tehnologija tiktu mérogota uz vél lielakiem apjomiem, nelieli starpproduktu
piemaisijumi, ka arT galaprodukti biitu drosi kaulaudu $Gnam. Vizuala analize, izmantojot
imunfluorescences kraso$anu, kuras mérkis ir paradit $anu morfologiju, liecina par iespgjamu
CaP dalinu internalizaciju hBMSC $iinas, kas paklautas tieSam kontaktam ar pulveriem
(7. B att.).

24



hBMSC dzivotspéja
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7. att. A — In vitro $tinu dzivotspéja tie$a kontakta ar OCP1, OCP2, OCP3 un OCP3
sint€zes starpfazém (pamatojoties uz vienfaktora dispersiju analizi ANOVA Tukeja (Tukey)
korekciju, biitiskas atSkiribas starp paraugu grupam tika atzimetas ** p < 0,01); B—hBMSCs
morfologija treSaja kultivé$anas diena tiesa kontakta ar OCP paraugiem (OCP1, OCP2, OCP3
pulveru koncentracija 0,5 mg/mL). Kontrolei tika izmantotas $tinas, kas kultivetas uz
polistirola $tinu kultivésanas plates. Imunofluorescences (kreisas puses kolonnas) un gaisa
lauka (labas puses kolonnas) mikroskopija. M@rogs — 125 pm.

Sintezes attistibas gaitas (LT-a-TCP => OCP) in silico modela izveide

Visaptverosu laboratorijas eksperimentu veik$ana ir biitiska biomaterialu razoSana un
novértesana. Sadi eksperimenti ietver sintézi un raksturo3anu, ka arf virsmas fizikali kimisko
Ipasibu un biologiskas mikrovides biosaderibas izp&ti. Tomér CaP kimiskais sastavs ir arkartigi
daudzveidigs, un atkariba no konkrétiem eksperimenta apstakliem var veidoties daudzas fazes.
Turklat faktiskie eksperimenta apstakli var nedaudz atskirties no planotajiem, un to var
izskaidrot ar tadiem faktoriem ka eksperimentalas kliidas un tuvinajumi. Lai virzitos uz jauno
maksliga intelekta (47) laikmetu un stiprinatu sadarbibu ar Austrumu Pjemontas Universitati,
kopa ar M. Nascimben et al. [ 58] promocijas darba gaita izstradata automatiz€ta analizes seciba,
kas paredzgta, lai izveidotu 1émumu atbalsta sistému sinté€zes progresa uzraudzibai no LT-o-
TCP uz OCP.

Merkis bija apvienot skaitloSanas protokolus, kas lauj noteikt sintézes stadiju (vai tas
iesp&jamas beigas), un datus, kas iegiiti no OCP3 sintézes (10 g iznakums, 180 h) XRD ainam
un FTIR spektriem. Analizes seciba ietvéra maSinmaciSanas (ML) panémienus funkciju
ranz&Sanai, telpiskajai filtréSanai un dimensionalitates samazinasanai, kas nepiecieSams, lai
precizetu sint€zes posmu automatisko atpazisanu (8. att.).
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8. att. MasinmaciSanas metodes izveides procesa shéma, lai noteiktu OCP veidoSanas posmus,
pamatojoties uz iegiitajam XRD ainam un FTIR spektriem [58].

Sintezes norise tika raksturota, izmantojot XRD un FTIR datus (sk. iepriekS€jo nodalu).
Pirmie divi sintézes laika punkti (t. i., 1 hun 24 h) tika izveleti ka sintézes sakumposma, pedgjie
divi laika punkti (144 h un 180 h) — ka sintezes beigu posma raksturotaji. P&c tam Sie dati tika
paklauti priekSapstradei, ko izmanto ML (saukta par telpisko filtreSanu), kas uzlabo dazadu
XRD/FTIR grupu atdaliSanu. Iegiita datu apakskopa tika izmantota, lai atpazitu OCP veidoSanas
posmus.

OCP sintézes un raksturoSanas pieredzes apvienojums ar izstradatu algoritmu, kas spgj
noteikt, kada stadija ir OCP veidoSanas, ir devis daudzsoloSu pamatu 1émumu atbalsta sist€mai,
kas 1pasi pielagota OCP sintézes uzraudzibai. XRD/FTIR datu kopu un maksliga intelekta
integracija lautu petniekiem izveidot stabilaku un informativaku pazimju kopu ML modela
apgusanai, kas lautu izveidot lidzsvarotaku un precizaku modeli ar samazinatu novirzi un
dispersiju.
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OCP pielietojuma potencials

OCP ka vienai no svarigakajam kaulaudu neorganiskas fazes sastavdalam ir plasas
pielietosanas iespg&jas kaulaudu inZzenierija. Ta nozime ir saistita ar sp&u izdalit cilveka
organismam svarigos kalcija un fosfata jonus, kas ir butiski, lai regulétu jaunu kaulu
veidos$anos. Lidz §im OCP ir izmantots ka kaulu cements [34], kompozitmateriala pamatne ar
dazadiem polim@riem (alginats, zelatins, kolagéns, PEGT u. c.) [35-37], ka parklajums uz
titana vai titana sakaus€juma implantiem [29, 38] un ka zalu/jonu piegades sistema [23], tacu
biomaterialu uz OCP bazes klmiskais pielietojums patlaban ir tikai sakuma stadija.

Lai parliecinatos par OCP biologisko potencialu un tuvinatu to kliniskam pielietojumam,
promocijas darba otraja dala OCP tika izmantots divu kompozitbiomaterialu izstradé
biomedicinas jomai. Pirmkart, OCP tika modific&ts ar doksorubicina hidrohloridu, lai izveidotu
efektivu zalu piegades sist€ému kaulu véza arsteSanai. Otrkart, OCP tika sajaukts ar alginatu, lai
iegttu kompozitmateriala parklajumu uz 3D drukatiem titana sakaus€jumiem un parbauditu,
vai tas var uzlabot to izturibu pret koroziju.

Oktakalcija fosfats un doksorubicina hidrohlorids. Jauna zalu piegades
sistéma véZa arsteSanai

Doksorubicina hidrohlorids (DOX, doksorubicins), kas tiek ieglits no Streptomyces
peucetius var. caesius, kas Skist iidenT un ir gaismjutigs, ir viens no plasak izmantotajiem
pretvéza zalu parstavjiem [59]. Neskatoties uz to, ka DOX ir efektivs antineoplastisks I1dzeklis,
tas var izraistt sisteémisku toksicitati, sakot ar sliktu diiSu un beidzot ar palielinatu doksorubicina
izraisitas kardiomiopatijas risku [60, 61]. Turklat tikai neliela dala no jebkuras sisteémiski
ievaditas devas sasniedz kirurgiskas operacijas vietu, tapéc lokalu pretvéza piegades sistému
izmantoSana vartu biit risindjums, lai sasniegtu augstas aktivo vielu koncentracijas véza
skartaja vieta. Programmeétas Stnu naves (PCD) raksturigo celu, pieméram, apoptozes,
nekrozes vai feroptozes, izpéte ir loti svariga audu inzenierija (lai imit€tu dabisko audu
attistibu), zalu izstradeé (zales iedarbojas, inducgjot vai inhibgot PCD), terapeitiskajas
strat€gijas un normala §nu attistiba (nevélamo vai bojato $tnu likvidésana) [62, 63]. Nemot
vera, ka iek$stnu celu darbibas trauc&umi ir arT potencials véza ierosinatajs cilvéka organisma,
izpratne par to, vai PCD ir saistita ar apoptozi (§inu bojaeja, kas notiek ka normala un
kontroléta §tnu attistibas dala) vai feroptozi (§tnu bojaeja, ko izraisa genétiskas izmainas dzelzs
homeostaze), var palidz&t izstradat inovativas zalu piegades sist€émas v&za arstéSanai nakotné.

OCP sintéze tiek veikta istabas temperatiira, savukart vairakums zalu ir jutigas pret
paaugstinatam temperatiram, tapéc OCP modificéSana ar aktivajam vielam in situ OCP
sintézes laika var€tu biit potenciala metode doksorubicinu saturosa oktakalcija fosfata (OCP-
DOX) iegusanai. Turklat, izvéloties $adu strat€giju, varétu panakt, ka aktiva viela OCP
struktiira tiek ieklauta jau no pasa OCP sintézes sakuma, tadgjadi nodroSinot augstu aktivas
vielas saturu OCP dalinas [41]. Nemot véra to, ka a-TCP parveidosanas gaita par OCP notiek
OH un HPO4* izdaliSanas un Siem izdalitajiem joniem ir nozime OCP hidratéta slana
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veido$anas procesa, iespgjams, ka, pievienojot DOX jau OCP sintézes sakuma posma, tiktu
panakta aktivas vielas ieklausanas OCP hidratgtaja slani. Papildus mingétajam, OCP lielais
Ipatnjais virsmas laukums un ta plaksnpveida dalinu morfologija potenciali padara OCP
efektivaku un labveligaku Stnu atbildes reakcijas. Tadgjadi, promocijas darba izstradajot
inovativas DDS, uzsvars tika likts uz tris galvenajiem iegita DOX-OCP 1pasibu raksturo$anas
posmiem.

1. Iegiita DOX-OCP fizikali kimiso Ipasibu noveértéjums péc tam, kad tas tika
funkcionalizéts ar DOX pla$a koncentraciju diapazona (no 1 masas% Iidz 20 masas%
no LT-o-TCP satura).

2. In vitro doksorubicina izdaliSanas kinétikas noveértéjums sesu ned€lu perioda.

3. DOX-OCP in vitro biosaderibas un PCD mehanisma noveértéjums.

Shematisks attelojums DOX-OCP ka zalu piegades sisteémas izstradei redzams 9. att€la [64].
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9. att. Doksorubicinu saturo$a oktakalcija fosfata izstrades un raksturoSanas pieejas
shematisks att€lojums.

Lai parbauditu ka DOX saturs ietekmé OCP fazes veidoSanos, OCP sintézes vid€ tika
pievienoti 1 masas%, 3 masas%, 5 masas%, 7 masas%, 8 masas%, 9 masas%, 10 masas% un
20 masas% aktivas vielas (no sakotngja LT-o-TCP daudzuma, 1DOX-OCP, 3DOX-OCP,
5SDOX-OCP, 7DOX-OCP, 8DOX-OCP, 9DOX-OCP, 10DOX-OCP, 20DOX-CaP), un sintéze
ilga 24 stundas. Izmantojot XRD analizi, detekt&ti raksturigie OCP difrakcijas maksimumi
(zema lenka (100) maksimums pie 26 = 4,7° un dublets (200) un (010) pie 20 = 9,4° un 20 =
9,7°) sintézu produktos, kam tika pievienots lidz 10 masas% DOX (10. A, B att.). Salidzinot ar
tiru OCP, DOX-OCP difraktogrammas bija vérojama neliela maksimumu, pie 26 = 4,7° un
26=26,1°, nobide uz zemakiem 20 gradiem un difrakcijas maksimumu intensitates izmainas,
liecinot par kristaliska rezga izpleSanos DOX-OCP sisteéma, kas savukart liecina par aktivas
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vielas ieklausanos OCP kristaliskaja struktira. Turklat tika novérots, ka OCP struktiiras
stabilizacija ir atkariga no DOX daudzuma, kas izmantots OCP-DOX sintezg. legitie rezultati
paradija, ka, ja pievienota DOX daudzums parsniedz 10 masas% (no sakotngja LT-o-TCP
daudzuma), tas kave c ass augSanu OCP strukttira un destabilizg kop€jo transformacijas procesu
no LT-a-TCP uz OCP. Péc rlipigas XRD ainu analizes secinats, ka, DOX daudzumam
parsniedzot 10 masas% (no sakotngja LT-a-TCP daudzuma), saglabajas LT-a-TCP raksturigie
maksimumi pie 12,1 un 30,7 20 gradiem ar dubultiem maksimumiem pie aptuveni 20 = 22,8°
un 20 =34° (10. A, B att.) [64]. Sie rezultati liecina, ka DOX tika adsorb&ts uz LT-a-TCP dalinu
virsmas jau OCP sintézes sakuma, kavgjot LT-a-TCP $kiSanas procesu, tadgjadi sintézes gaita
veidojot LT-a-TCP-DOX DDS, nevis DOX-OCP, kas bija defingtais mérkis.
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10. att. DOX-OCP fizikali-ktmisko 1pasibu profils: A — XRD ainas, kur /CDD ieraksts
Nr. 026-1056 atbilst OCP triklinajai fazei; B — OCP un DOX-OCP XRD ainas. Maksimumi
pie 20 = 4,7° un 20 = 26,1° atbilst attiecigi (100) un (002) plakném; C, D — DOX-OCP FTIR
spektri. Zvaigznite un apvienojosas iekavas (C un D att€los) apzime joslas, kas ir
izmainijusas DOX ieklausanas dgl.

FTIR rezultatu analize paradija, ka visiem iegiitajiem DOX saturo$ajiem produktiem
(iznemot 20DOX-CaP) ir novérojamas tipiskas OCP fazei raksturigas absorbcijas joslas (10. C,
D att.): PO4>~ v3 svarstibas pie 1077 cm™!, 1296 cm ™! un 1120 cm ™!, PO4> v4 svarstibas pie
524 cm™!, 560 cm™!, 601 cm ™! un 627 cm’!, ka arT P-OH svarstibas pie 917 cm ! un 861 cm™ .
Papildus DOX-OCP FTIR spektros tika noverotas salidzino$i nelielas absorbcijas joslu
izmainas, kas saistitas ar DOX klatbiitni izveidotajas zalu piegades sistémas. Sis izmainas
redzamas ka pieaugo$d absorbcijas joslas intensitate 1570 cm™' apgabala, kas liecina par
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antisimetriskam COQO™ saisu svarstibam. Turklat konstatéts, ka DOX izteiktais maksimums pie
~ 1111 cm™ palielina PO4>~ v3 absorbcijas joslas platumu, I1dz ar to DOX-OCP FTIR spektros,
palielinoties DOX saturam OCP, var noverot aizvien izteiktaku pleca joslu (10.C att.).
Analizgjot ar HPO4(5) saistitas svarstibas pie 1193 cm™', secinats, ka, palielinoties DOX
saturam OCP, to intensitate samazinas, kas liecina par butisku HPO4(5) grupu samazinasanos,
liecinot par OCP hidrolizes sakumu par CDHAp.

Analizgjot sken&josas elektronu mikroskopijas datus, secinats, ka, palielinoties DOX
daudzumam paraugos, OCP plaksnveida dalinam ir tendence vairak parklaties citai ar citu,
veidojot aglomeratus izméru 1-20 um diapozona (11. A—G att.). Ari SEM mikrofotografijas
apstiprinaja XRD un FTIR datu analizé konstateto, ka paraugos, kas sintez&ti, izmantojot
20 masas% DOX (no sakotngja LT-a-TCP daudzuma), novérojama OCP fazes inhibicija, par
ko liecina LT-o-TCP raksturigo iegareno graudaino dalinu saglabaSanas gala produkta
(11. H att.) [64].

11. att. DOX-OCP (1-10 masas%) un DOX-CaP (20 masas%) SEM mikrofotografijas: A —
1 masas%; B — 3 masas%; C — 5 masas%; D — 7 masas%; E — 8 masas%; F — 9 masas%; G —
10 masas% un H — 20 masas%; mérogs — 5 pm.

Analizgjot DOX saturu DOX-OCP DDS, secinats, ka, ja teoretiskais sint€z€ izmantotais
DOX daudzums (no sakotn&ja LT-a-TCP daudzuma) bija 1, 5 un 10 masas%, tad attiecigi DOX
saturs DOX-OCP DDS sasniedza 0,093 + 0,01 masas% ar ieklausanas efektivitati 9,6 + 1,9 %,
1,54 + 0,1 masas% ar ieklauSanas efektivitati 20,85 + 1,29 % un 2,02 + 0,06 masas% ar
ieklauSanas efektivitati 21,8 + 0,73 % (12. A att.). Ja OCP sinteze tika izmantoti 20 masas%
DOX, kas inhib&a OCP fazes veidoSanos, izveidotaja DOX-CaP sistéma tika konstat@ts
vislielakais DOX saturs — 2,66 + 0,24 masas%. Tai pat laika DOX icklausanas efektivitate bija
salidzino$i zema — 15,99 £ 1,36 %. lesp&jams, uz LT-a-TCP virsmas adsorb&tais DOX kave
OCP veidosanos, vienlaikus uzradot lielaku detekteto zalu saturu [64].
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12. att. A —kopgjais DOX saturs un DOX ieklausanas efektivitate DOX saturoSos CaP
paraugos; B — DOX sakotngja strauja izdaliSanas pirmajas 24 stundas (%) un C — kopgjais
izdalttais DOX daudzums seSu nedélu perioda (%).

Analizgjot DOX izdaliSanos no pagatavotajam DOX-OCP piegades sistémam, tika novérots,
ka pirmajas 24 stundas notiek strauja DOX izdaliSanas (~ 17-75 % no kop&ja DOX daudzuma
DDS; 12.B att.), kam seko ilgstoSa un vinmériga aktivas vielas izdaliSanas (12. C att.).
Doksorubicina molekulu sakotngjo straujo izdaliSanos no OCP virsmas var saistit ar aktivas
vielas fizikalo adsorbciju, ko izraisa elektrostatiskie speki vai Gidenraza saites. Tas notiek starp
pozitivi ladétam DOX molekulam un negativi 1adéto OCP. Turprett DOX turpmaku izdaliSanos
var izskaidrot ar spécigu kimisko mijiedarbibu (Ca-O), kas kave zalu izdaliSanos no DOX-OCP
zalu piegades sist€mas [64]. Turklat petijuma tika konstatets, ka kumulativas izdaliSanas
procentualais plato ir apgriezti proporcionals teorétiskajam doksorubicina saturam. Pieméram,
5DOX-OCP gadijuma 23,6 + 1,6 % (28,00 + 3,68 pg) DOX izdalijas péc divam stundam, 38,9
+ 1,3 % (46,3 = 4,2 pg) DOX péc 72 stundam un 52,5 + 2,3 % (62,3 + 5,8 pg) DOX péc
42 dienam. Savukart 10DOX-OCP gadijuma péc divam stundam izdalijas 15,9 = 1,3 % DOX,
péc 72 stundam — 27,7 + 1,7 % DOX un péc 42 dienam — 38,3 + 2,0 % DOX.

Papildus tika noverots — jo mazaks ir doksorubicina saturs DOX-OCP, jo atrak aktiva viela
izdalas. So novérojumu var izskaidrot ar OCP fazes parveidosanos par kalcija deficita
hidroksilapatitu [64, 65], kas novérots IDOX-OCP zalu piegades sisttmam. Tika arT noteikts,
ka visu DOX-OCP gadijuma aktiva viela no DDS izdalas pakapeniski un izdaliSanas profils
atbilst Froindliha izotermai [65].

In vitro testi

Lai salidzinatu $iinu atbildes reakciju uz izveidotajam DOX-OCP zalu piegades sisttmam,
tika pétita to ietekme uz MG63 (v&za Stnas) un MC3T3-E1 (preosteoblastiskas §tinas) Sinam.
Abu §tinu liniju izmanto$ana p&tijuma lauj visaptverosi analizet sisteémas efektivitati kaulu véza
arsteéSana, sniedzot ieskatu par tas potencialu metastazu samazinasana, ka ari lauj spriest par
DOX-OCP ietekmi uz veselajam kaula §tinam.

DOX ietekme uz MG63 un MC3T3-E1 $iinu dzivotsp&ju noverteta, analizéjot OCP un DOX-
OCP pulverus netie$a kontakta ar abam §tnu linijam (13. A att.). Iegtie rezultati paradija, ka
$tnu vide, kas apstradata ar 1IDOX-OCP, 5SDOX-OCP un 10DOX-OCP, septinu dienu laika
nomaca MG63 §tinu dzivotspgju (attiecigi samazinot to [idz 54,1 %, 12,4 % un 5,7 %). Tai pat
laika, analiz&jot paraugu ietekmi uz MC3T3-E1 §tinu Iiniju, secinats, ka starp treSo un septito
MC3T3-E1l stinu kultivésanas dienu tirs OCP, 1DOX-OCP un 5SDOX-OCP uzradija Siinu
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stimulgjosu iedarbibu (Stnu dzivotsp&ja pieauga no 58,5 % Iidz 93,4 % 1DOX-OCP un no
36,9 % lidz 67,4 % SDOX-OCP gadijuma). Dzivotspgjas pieaugums varétu biit saistits ar Stinu
1eno pielagosanos parmainu izraisitajam stresam vai ar paaugstinatu Ca’>" jonu koncentraciju
Stinu vide, kas izdalas no OCP, aktiviz€jot arpussiinu kalcija jutigos receptorus un pastiprinot
$tinu vairo$anos [64, 66, 67]. 10DOX-OCP inhibgjosa ietekme uz $tnu dzivotsp&ju bija
ieverojami lielaka neka SDOX-OCP un 1DOX-OCP, kas ir papildu pieradijums ta izteiktajai
inhib&josajai ietekmei uz MG63 §tinam (13. A att.).

Sakotngjie dzivotspgjas testi paradija, ka DOX-OCP sisteéma ir letala MG63 Stnam visas
koncentracijas, tapec talakai analizei tika izveléta DOX-OCP kompozicija ar zemako DOX
saturu. Lai merktiecigi novertetu PCD osteosarkomas $tinas (OS), bija nepiecieSama lielaka
izmantoto §tnu liniju daudzveidiba, jo OS raksturiga augsta genétiska heterogenitate. Dazadam
osteosarkomas Stinu Itnijam ir atSkirigi fenotipi, tap&c tas var but ar atSkirigam diferenciacijas
un audzgju veidoSanas sp&jam, lidz ar to ar at$kirigu reakciju uz noteiktu arstéSanas veidu.
Tapec 1DOX-OCP tika atkartoti testéts, izmantojot U20S, MG63 un HOS cilveka véza Stnu
Itnijas. Visas tris izveletas $tnu lnijas biezi izmanto zinatniskajos petijumos, tomer tam ir
genétiskas un fenotipiskas atSkiribas, kas ir v€lamas daudzpusigam pirmskliniskam
biomateriala noverté§jumam. Lidzigi ka ieprieks, iegiitie rezultati liecinaja par ievérojamu visu
pétito osteosarkomas S§tnu dzivotspgjas samazinasanos 1DOX-OCP iedarbibas rezultata
(MG63 - 0,32+ 0,2 %, HOS — 0,17 + 0,02 % un U20S - 0,25 + 0,02 % no $tinu dzivotsp&jas)
(13. B att.). Stinu dzivotspgjas atikiribas starp 1DOX-OCP un DOX var bit saistitas ar tiliteju
zalu pieejamibu to galigaja koncentracija pozitivas kontroles grupa (DOX), savukart
doksorubicins no 1DOX-OCP laika gaita izdalfjas pakapeniski, kas atbilst in vitro zalu
izdaliSanas pétijjuma rezultatiem (12. B, C att.). Lai noskaidrotu, vai OS §tnu jutiba pret
feroptozi palielinasies, DOX-OCP tika pievienots feroptozes inhibitors Ferrostatins-1 (Fer-1)
[68]. Iegutie rezultati neuzradija butiskas OS §tinu dzivotspgjas izmainas (13. C att.) IDOX-
OCP+Fer-1 klatbiitng, salidzinot ar IDOX-OCP (13. C att.), tap&c secinats, ka feroptoze nav
saisttta ar DOX-OCP izraisito §tnu navi. Nemot vera to, ka feroptoze tika izslegta, nakamais
solis bija apoptozes parbaude, parbaudot Skeltas poli (ADP-ribozes) polimerazes (PARP)
limeni [69, 70], ko uzskata par apoptozes pieradijumu, izmantojot Vesternblota metodi.
Rezultati uzradija palielinatu Skeltas PARP ekspresiju HOS un MG-63 §iinas, kas tika paklautas
1DOX-OCP iedarbibai, apstiprinot apoptotiskas siinu naves indukciju (13. D att.) [64]. In vitro
testi tika veikti sadarbiba ar Dr. E. Panczi§inu (E. Panczyszyn) no Austrumu Pjemontas
universitates [talija (University of Eastern Piedmont) un Dr. O. Demiru no Rigas Tehniskas
universitates.
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13. att. S@inu dzivotsp&jas pétijumi DOX-OCP klatbiitng: A — MG63 §iinu un MC3T3-E1 $iinu
dzivotspgjas parbaude OCP, 1DOX-OCP, SDOX-OCP un 10DOX-OCP pulveru klatbtitng; B
— OS sunu jutiba pret 1 masas% DOX saturosu OCP pulveri, OCP un DOX; C — U20S, HOS
un MG63 §tinu dzivotsp&ja kombinacija ar 10 pM Ferl (OCP-DOX+Fer-1, DOX+Fer-1); D
— saskelta PARP proteinu [imenis. Histogrammas att€lota vidgja veértiba + standartnovirze; n =
3; statistiski nozimigas atskiribas: * pie p < 0,05, ** pie p < 0,005, *** pie p < 0,001, ****
pie p <0,0001.

OCP saturosi hidrogéela parklajumi metala implantu pretkorozijas
noturibas uzlaboSanai

Titana sakausg€jumus (Ti) plasi izmanto ka biomaterialus zobu un ortop&disko implantu
izgatavosanai, galvenokart to izcilo mehanisko Tpasibu un biosaderibas dél. Siem
sakausgjumiem fiziologiskos apstaklos (pH = 7) piemit m&rena izturiba pret koroziju, jo to
virsmas dabiski parklaj blivi aizsargajosi oksidu slani. Tomeér iekaisuma apstaklos, kas
pazemina vides pH, mijiedarbibas ar reaktivajam skabekla formam, pienskabi,
hidroperoksilradikaliem un hipohlorskabi (ko leikociti izdala arpusS$tnu vide) ietekmé Ti
virsmu izturibu pret koroziju. Ka vienu no stratégijam, lai efektivi uzlabotu metala implantu
izturibu pret koroziju, var izmantot Ti virsmas modificéSanu ar hidroggla parklajumiem. Lai
parbaudttu, vai OCP dalinas spg&j v&l vairak uzlabo Ti virsmu pretkorozijas IpaSibas, tika
izveidota sadarbiba ar Alto Universitati. Kopa ar 4. Bordbar-Khiabani et al. [38] natrija alginats
(Alg) un OCP tika apvienoti kompozitparklajuma, parbaudot to elektrokimiskos
raksturlielumus attieciba uz Ti sakausgjumiem.

Eksperimentalas gaitas shematisks att€lojums redzams 14. attéla. Proti, izmantojot Alg
Skidumu tGdeni1 (3 masas%) un OCP, tika izveidoti kompozitmateriali ar
neorganiskas/organiskas fazes attiecibu 70 : 30 masas% (turpmak apziméts ka Alg/OCP) un
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izmantoti, lai parklatu 3D drukatu titana substratu virsmu. Titana sakaus€juma diski (d =

10 mm) — Ti Gr2 un Ti Gr23 sakausgjums — tika parklati ar aptuveni 10 mg parklajuma (Alg un
Alg/OCP) un salidzinata to pretkorozijas noturiba 37 + 0,5 °C temperatiira viegli anaerobos

apstaklos tiTs simulacijas vides ar dazadiem pH: pH 7,4 + 0,1 (normala kermena vide —

N), pH

5,2+ 0,1 (iekaisuma vide — I) un pH 3,0 + 0,2 (smaga iekaisuma vide — SI).
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14. att. Ar Alg/OCP parklatu 3D drukatu Ti sakausgjumu iegtisana un elektrokimiska
raksturosana [38].

Parklajumu fizikali kimiskas Tpasibas tika raksturotas pirms (apziméti ka Alg/OCP) un p&c

vienas stundas ilgas iegremdesanas attiecigaja vidé — apziméti ka Alg/OCP N, 1, SI (15. att.).
Tika noveroti OCP raksturigie XRD difrakcijas maksimumi, un amorfais platais difrakcijas
maksimums, kas bija redzams XRD aina, atbilda natrija alginata biopoliméram (15. A att.).
FTIR uzradija HPO4* svarstibas pie 917 cm !, 875 cm™!, 1007 cm™' un 1295 cm ™!, ka arf plasu

joslu, kas iecentréta pie aptuveni 3500 cm

! un kas atbilst hidroksilgrupu svarstibam

(15. B att.).
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15. att. Alg/OCP parklajuma fizikali kimiskais raksturojums pirms un péc iegremdésanas

attiecigaja vidé (normala kermena vide

—N, iekaisuma vide — I un smaga iekaisuma vide —

SI). A — XRD ainas; B — FTIR spektri dazados vilna skaitla regionos [38].
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Elektrokimisko impedances spektroskopiju (EIS) parasti izmanto elektrokimisko procesu
raksturosanai, piem&ram, metalu aizsargparklajumu veiktspgjas novertésanai. Nikvista grafiks
tika izmantots ka frekvences raksturlikne, un Bodes modulis tika izmantots, lai reprezentetu
sistémas picaugumu un fazi ka frekvences funkciju. Iegiitie EIS dati un konstantas fazes
elementa (CPE) [71] (parklajuma kapacitates merijjums, kas paradits, izmantojot CPEq
(robezvirsma starp substratu un $kidumu) un Rct (pretestiba l1adina parnesei)) rezultati ir
paraditi un detalizeti izskaidroti A. Bordbar-Khiabani et al. zinatniskaja publikacija [38].

Nikvista grafikos gan iekaisuma, gan smaga iekaisuma apstaklos novérojama kapacitativo
cilpu diametru samazinasanas, kas liecina par korozijas pretestibas samazinaganos [71, 72]. So
tendenci apstiprina arT Bodes amplitiidas grafiks, kas paradits impedances modula zemo
frekvencu diapazona [38]. Rct veértibas paraugiem ar Alg/OCP parklajumiem bija ieverojami
lielakas (23,09 + 0,10 kQ - cm? un 25,12 + 0,39 kQ - cm?, kas attiecas uz TiGr2 un TiGr23)
nekd 3D drukata Ti paraugiem bez parklajumiem (17,63 + 0,33kQ - cm? un 20,66 +
0,73 kQ - cm?, kas attiecas uz TiGr2 un TiGr23). Tas liecina, ka Alg/OCP parklajums efektivi
veido izturigu barjeru, kavgjot korozivo jonu ieklGSanu substrata. Turklat OCP klatbiitne vel
vairak palielina Alg hidroggla pretestibu (Rc) (pieméram, 12,33 + 0,83 kQ - cm? Alg un 18,84
£ 0,75 kQ - cm? Alg/OCP parklajumam uz TiGr2), kas liecina, ka normalos apstaklos OCP
dalinas var pastiprinat Alg hidroggla parklajuma skerssaistiSanas pakapi, palielinot parklajuma
blivumu un sasaistiSanas spéku robezvirsma starp parklajumu un substratu. Tas aridzan
izskaidro lielakas Rc vértibas paraugiem, kas bija parklati ar Alg/OCP, salidzinot ar paraugiem,
kas parklati ar tiru Alg. Savukart Rc vértibu samazina$anos, kas noverota parklatajos paraugos
iekaisuma un sp&ciga iekaisuma apstaklos (pieméram, I: 7,15 = 0,91 kQ-cm? Alg/OCP un SI:
3,01 £ 0,53 kQ-cm? Alg/OCP TiGr2 gadijuma), var skaidrot ar hidrogglu $kiSanu salsskabg un
fidenraza peroksida [38, 71].
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SECINAJUMI

Desmitkartgjas un simtkartgjas LT-a-TCP hidrolizes meérogosanas rezultata var iegiit 1 g
un 10 g tira OCP, tomér sintézes iznakuma palielinaanai nepiecieSams ilgaks sintézes
laiks — 72 h (1 g OCP) un 180 h (10 g OCP).

LT-o-TCP parveidosanas par OCP notiek caur brusitu ka starpprodukta fazi.

DOX-OCP zalu piegades sistemas sintezes laika pievienojot vairak neka 10 masas%
doksorubicina no sakotngja LT-a-TCP daudzuma, tick kavéta OCP fazes veidoSanas.

DOX-OCP ietekm& mainas MG63 un MC3T3 S$tnu vairoSanas profils, ko ietekm& gan
DOX koncentracijas $tinu vid€, gan DOX-OCP/siinu vides kontakta laiks.

DOX-OCP dalinas izraisa osteosarkomas $tinu navi apoptozes cela.

OCP dalinas alginata hidroggla matrica palielina elektriska ladina parneses pretestibu pie
Ti substrata un alginata/OCP parklajuma robezvirsmas.
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