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1. DARBA VISPARIGS RAKSTUROJUMS

1.1. Ievads

Saskana ar jaunako Ekonomiskas sadarbibas un attistibas organizacijas zinojumu par
veselibas problemam Eiropa nepieciesams veikt aktivitates, lai uzlabotu iedzivotaju veselibu
Eiropas Savienibas (ES) valstis, attiecigi uzlabojot dzives Iimeni visam vecuma grupam.
Osteoartrits ir muskoloskeletala patalogija, un attistitajas valstis tas ir visbieZak sastopamais
iemesls cilvéku kustibu nespgjai. Aptuveni 10 % virieSu un 18 % sievieSu vecuma virs
60 gadiem noverots osteoartrits [1]. Cilvékiem, kuri cieS no §is slimibas smaga forma,
nepiecieSama kirurgiska iejauksSanas, galvenokart gurnu un celu endoprotezésana. Locitavu
protezésana aizvien biezak ir nepiecieSsama arT gados jauniem cilvékiem, galvenokart fiziskas
neaktivitates, smék&Sanas, parmerigas alkohola lietoSanas un pargalviga dzivesveida dgl.
Statistikas dati par laika periodu no 2008. Iidz 2014. gadam rada 6 % pieaugumu gtizu un 15 %
picaugumu celu endoprotezeSanas skaitam Latvija [2]. Bagatakas valstis ortop&disko proceduru
skaits pieaug vel atrak (piemeram, 30 % palielinajums Austrija). Giizu endoprotezesana ir loti
pieprasita ES, Austrija uz 100 000 iedzivotaju 2014. gada §1 procediira tika veikta 279 reizes,
Latvija — 112 reizes [1, 2]. Tacu locitavu implanti nekalpo miizigi, aptuveni 5 % gadijumos
10 gadu laika nepiecieSama atkartota kirurgiska iejauksanas, ka arT 10 % gadijumos novérota
problematiska vai novélota implanta icaugSana un dzi$ana [3]. Siem faktoriem ir butiska
ietekme uz cilvéku dzives kvalitati un ekonomiskajiem aspektiem.

Apatits ir gandriz visu cieto audu sastava, kas ir galvenais iemesls $T materiala plasajai
pétniecibai un izmanto$anai dazados medicinas laukos — ortop&dija, zobarstnieciba, patalogija
[4]. Hidroksilapatits ir visplasak izmantotais biomaterials kaulaudu rekonstrukcijai.
Biosaderiba un bioaktivitate ir galvenas ipasibas, kas nosaka ta izmantosanu kaula pildvielas
vai parklajuma veida.

Lizumu dzi$ana ir sarezgits process, kura iesaistiti dazadi faktori, taja skaita §tinas un géni.
So faktoru nepietickamas vai partrauktas darbibas rezultata tiek ietekméts dzisanas un kaula
icaugSanas process [5]. Implanta ilgmiiZiba ir atkariga no biologiskajiem procesiem, kas notiek
kaula — implanta saskares vieta, tapec, lai nodroSinatu labu kaula integraciju, liela nozime ir
implanta virsmas fizikali kimiskajai optimizéSanai. Aizvien lielaka uzmaniba tiek pieversta
multifunkcionalu materialu izgatavosanai. P&tnieki ir pieradijusi, ka kaula mineralizacijas laika
hidroksilapatita nanokristali tiek orienteti noteikta virziena [6]. Tas lauj secinat, ka
hidroksilapatita implantam jabtt ne tikai ar vélamo sastavu, bet ari ar specifiski pielagotam
virsmas 1pasibam.

Tiek plasi pétitas un pat izmantotas dazadas hidroksilapatita parklajumu virsmas
modifikacijas, tacu reti kad virsma ir specifiski izveidota kimiska sastava, topografijas un
struktiiras sakartotibas zina, gandriz vienmér nove€rojams nejausSibas princips. Plazmas
izsmidzinasana ir galvenais komerciali izmantotais hidroksilapatita parklajumu izgatavoSanas
process. Augstas temperatiiras rezultata notiek materiala dehidroksilacija (hidroksiljonu
zaudéSana), kas maina materiala IpaSibas. Pastav uzskats, ka hidroksiljoni ir svarigi ne tikai
hidroksilapatita stehiometrijas un termiskas stabilitates nodroSinasanai, bet arl ir iesaistiti



virsmas ladina veidoSana [7]. Preciza to ietekme uz materiala ipaSibam un $tinu atbildes reakciju
vel nav noteikta galvenokart tadel, ka triikst piemérotas metodes hidroksiljonu daudzuma
meérisanai.

Hidroksilapatita struktiiras sakartoSana ir saistita ne tikai ar hidroksiljonu daudzuma
kontroli materiala, bet arT ar to sakartoSanu noteikta virziena, tad€jadi radot virsmas ladinu.
P&tijumi, polarizgjot kepinatu keramiku, ir paradijusi, ka lad€tas virsmas veicina $iinu piesaisti
[7], taCu Sunu atbildes reakcija Iidz $im nav skaitliska veida sasaistita ar hidroksiljonu
koncentraciju. Hidroksilapatita implants ar specifiski izstradatu, detalizétu dizainu var€tu sniegt
jaunas iesp€jas Stinu uzvedibas kontroléSanai un pastiprinatai mineralizéto audu veidoSanai.
Paatrinatam dziSanas procesam un uzlabotai implanta ilgtermina stabilitatei sagaidams
ieveérojams pozitivs socialais un ekonomiskais efekts.

1.2. Merkis

Attistit erti pieejamu un lietojamu metodi hidroksiljonu kvantitativai meriSanai
hidroksilapatita un raksturot hidroksiljonu ietekmi uz hidroksilapatita parklajumu siinu atbildes
reakciju.

1.3. Uzdevumi

1. Izpetit termiskas gravimetrijas analizes lietojumu hidroksiljonu daudzuma meériSanai
hidroksilapatita.

2. lIzveidot metodi hidroksiljonu daudzuma noteikSanai ar Furj€ transformaciju infrasarkano
spektroskopiju.

3. Salidzinat Furjé transformaciju infrasarkanas spektroskopijas un Raman spektroskopijas
iespejas hidroksiljonu detektéSana un daudzuma mérisana oksihidroksilapatita paraugos.

4. lIzgatavot hidroksilapatita parklajumus ar sakartotu struktiiru un dazadu hidroksiljonu
daudzumu.

5. Izpétit osteoblastu atbildes reakciju (Stinu adhézija un diferencésanas) uz hidroksilapatita
parklajumiem ar dazadu hidroksiljonu koncentraciju.

1.4. Aizstavamas tézes

1. Hidroksiljonu daudzuma noteikSana, izmantojot spektroskopijas metodes, sniedz
uzskatamakus un ticamakus kvantitativos rezultatus neka termiska analize.

2. Hidroksiljonu absorbcijas josla infrasarkanaja spektra pie 632 cm™! ir jutigaka un sniedz
precizakus rezultatus par hidroksiljonu daudzumu oksihidroksilapatita paraugos, salidzinot
ar absorbcijas joslu pie 3570 cm™.

3. Hidroksiljonu koncentracijas palielinasana hidroksilapatita parklajuma iev€rojami
palielina osteoblastu adhéziju un diferencésanos.



1.5. Zinatniska novitate

1. Izstradata erti lietojama metode hidroksiljonu daudzuma noteikSanai hidroksilapatita.
Izveidotas vadlinijas hidroksiljonu daudzuma meériSanai ar Furjé transformaciju
infrasarkano spektroskopiju un termogravimetrisko analizi.

2. Mainot hidroksiljonu daudzumu hidroksilapatita parklajumos, iesp&jams mainit materiala
virsmas elektrisko potencialu un $iinu atbildes reakciju.

1.6. Praktiska nozime

1. Uzlabota hidroksilapatita implantmaterialu kvalitates kontroles metode.

2. Pieradits, ka Furjé transformaciju infrasarkana spektroskopija ir €rtaka un precizaka
metode hidroksiljonu kvantitativai mériSanai, salidzinot ar Raman spektroskopiju un
termogravimetrisko analizi.

3. Identific@ta spektrala josla, kas sniedz precizaku informaciju par hidroksiljonu daudzumu
hidroksilapatita.

4. Pieradits, ka nelielas izmainas hidroksiljonu daudzuma ietekmé in vitro osteoblastu Stinu
atbildes reakciju.

2. LITERATURAS APSKATA KOPSAVILKUMS

Apskatot kaulu ta molekularaja Itment, ir atklats, ka kaula galvena minerala komponente ir
hidroksilapatits (HA, Caio(PO4)s(OH)2). Hidroksilapatits ka kaula aizvietotajmaterials tiek
pétits jau vairakus gadu desmitus, bet, nemot véra ta sarezgito struktiru, kas pielauj dazadas
modifikacijas, ta pilnais potencials vél nav atklats.

Hidroksilapatita struktiira atbalsta dazada veida jonu aizvietoSanas, ieslégumus, defektus
u. c., un ta rezultata HA 1paSibas var mainities plasa diapazona. Hidroksiljoni HA struktara ir
izvietoti 0,30—0,35 nm platos kanalos gar c-asi un izkartoti ...O-H O-H O-H... kolonnas. Tie
strukturalas un virsmas 1pasSibas un iesp&jams pat labveligi ietekmé HA biomaterialu stnu
atbildes reakciju. OH  daudzums hidroksilapatitd nav konstants: stehiometrisks HA satur
100 % hidroksiljonus struktiira, ta¢u oksiapatita hidroksiljonu nav. Galvenie iemesli, kas
ietekmé OH™ daudzumu hidroksilapatita, ir jonu aizvietoSana vai papildu jonu ieklauSana
strukttra, kristalttu izmérs un termiska apstrade.

Pilnai apatitu raksturo$anai nepiecieSams mérit divas attiecibas: Ca/P un OH/P, tacu
lielakoties tiek noradita tikai Ca/P attieciba, jo nav pieejama &rti izmantojama metode OH™
daudzuma meériSanai. Ir bijusi méginajumi noteikt OH™ daudzumu apatita, izmantojot dazadas
metodes, tacu tas netiek plasak izmantotas galvenokart tadel, ka triikst izsmelosi paskaidrojumi
metodes izmantoSanai, tick izmantotas garas un sarezgitas procediiras vai iekarta nav viegli
pieejama. Kimiskas metodes OH™ daudzuma noteiksanai ir laikietilpigas un sarezgitas, ka ari
nesniedz precizus rezultatus, tadé]l tiek piemeklétas fizikalas metodes. Kodolmagnétiska
rezonanse ir izmantota hidroksiljonu daudzuma noteikSanai biologiskajos apatitos, tacu S1
metode tiek aprakstita ka laikietilpiga, ka arT var rasties problémas atskirt signalus, kas rodas



no Udens vai hidroksiljoniem struktiira. Ir apskatitas art vairakas mazak tradicionalas metodes,
pieméram, rentgenstaru fotoelektronspektroskopija, jonu masspektrometrija u. c., tacu, lai
attistitu viegli pieejamu mériSanas metodi, Saja darba tika apskatitas termogravimetriska
analize, Furjé transformaciju infrasarkana un Raman spektroskopija.

Termogravimetriska analize lauj aprékinat OH™ daudzumu, kars€jot hidroksilapatitu un
registréjot svara zudumu, kas rodas tidens izdalisanas rezultata. Spektroskopija lauj tiesa veida
identificét hidroksiljonus, registréjot tiem raksturigas absorbcijas vai vibracijas joslas.
Kvantitativai analizei nepiecieSams izstradat kalibréSanas taisni, izmantojot paraugus ar zinamu
hidroksiljonu daudzumu.

Hidroksilapatita zemo mehanisko 1paSibu de€] tas nevar tikt izmantots slodzi nesoSos
implantos, tacu tas tiek plasi lietots ka parklajums uz metala implantiem. Termiski smidzinatie
HA parklajumi komerciali tiek loti plasi izmantoti, tau augstas procesa temperatiiras dé] tiek
zaudeti hidroksiljoni, var veidoties amorfa faze vai paraugs pat var sadalities. Ta rezultata
palielinas materiala Skidiba un samazinads mikrostruktiiras homogenitate un mehaniskas
ipasibas. Lai uzlabotu materiala bioaktivitati, ir apskatiti dazadi p€capstrades veidi.
Hidrotermiska apstrade ne tikai atjauno hidroksiljonus, bet art uzlabo kristaliskumu, samazina
nestabilo sadaliSanas fazu daudzumu un uzlabo parklajuma mikrostruktiiru. Petijumi rada, ka
materialam ar 1pasi izveidotu virsmas ladinu raksturiga palielinata Stinu aktivitate un uzlabota
fiksacija in vivo.

Saja pétijuma raksturota hidroksiljonu koncentracijas ietekme uz osteoblastu adh&ziju,
proliferaciju un Stnu aktivitati raksturojoSo markieru izpausmi. Lai nodroSinatu maksimalu
hidroksiljonu ietekmi, parklajumi tika izgatavoti ar péc iesp€jas lielaku strukturalo kartibu:
sarindoti kristali un polarizacijas rezultata orientéti hidroksiljoni.

3. MATERIALI UN METODES

Hidroksilapatita pulveris tika sintezets, izmantojot kimiskas nogulsné$anas metodi,
neitraliz§jot kalcija nitrata Skidumu ar amonija hidrogenfosfata un amonija hidroksida
Skidumiem. Sintez€tais apatita pulveris tika karséts 1000 °C 15 h tdens tvaika vidg, tad&jadi
ieglistot paraugu ar augstu hidroksiljonu koncentraciju. Turpmak karsétais hidroksilapatita
pulveris tiek apziméts ka standarta hidroksilapatits.

Mehaniskie maistjumi kalibréSanas taisnei tika iegiiti, izmantojot standarta hidroksilapatitu
un komercialo fluorapatitu (Sulzer Metco). Paraugi svérti ar + 0,0001 g precizitati un aptuveni
15-20 min maisiti piesta, lai iegtitu homogénu maisijumu.

Lai pagatavotu hidroksilapatita paraugu ar péc iesp&jas maz hidroksilgrupam, standarta
hidroksilapatits tika karséts vakuuma (1,3 x 10~* Pa) pie 1000 °C 20 vai 43 stundas. Lai
pagatavotu paraugus ar dazadu hidroksiljonu daudzumu, vakuuma karsétais paraugs (1000 °C,
43 h) tika rehidroksiléts termogravimetrijas iekarta ar 90 % gaisa mitrumu un 10 ml/min gazes
plusmu. Paraugs tika karséts lidz 350, 400 vai 700 °C ar kars€Sanas atrumu 5 °/min un
izturéSanas laiku 30 miniites (350, 400 un 700 °C) vai 1 h (400 °C).

Piemaisijumi standarta hidroksilapatita tika analizéti ar induktivi saistitds plazmas
masspektrometriju  (/CPMS), kalcija un fosfora daudzums tika noteikts, izmantojot
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atomabsorbcijas spektroskopiju un spektrofotometriju. Kristaliskas fazes tika analizétas,
izmantojot rentgenstaru difraktometriju (XRD), funkcionalas grupas noteiktas ar Furjé
transformaciju infrasarkano spektroskopiju (F7IR). Hidroksiljonu daudzuma noteikSanai
izmantota termogravimetriska analize (TGA), FTIR un Raman spektroskopija.

Hidroksilapatita parklajumi izgatavoti ar liesmas izsmidzinaSanas metodi, izmantojot
komercialo hidroksilapatitu (dalinu izmérs 2040 pm). Izsmidzinasana veikta uz komerciali
tira (1. pakape) titana pamatném (12 mm diametrs, apstradatas ar Al>Os striikklu), kas novietotas
12 cm attaluma no liesmas un uzkarsétas lidz 250 °C. Puse no izgatavotajiem parklajumiem
tika hidrotermiski apstradati, noturot tos tidens tvaika pie 200 °C 20 h. Lai nodro$inatu
hidroksiljonu sarindoSanu, visi parklajumi tika polarizéti elektriskaja lauka (5 kV/cm) pie
400 °C 3 h. HA parklajumi tika raksturoti, izmantojot XRD, FTIR, AFM Kelvin Probe, SEM un
profilometrijas metodes.

In vitro pétijumos izmantoti normali cilvéka kaula osteoblasti (4. pasaza), kas kultivéti uz
HA parklajumiem vienu, septinas un 14 dienas. Stnu morfologija, sasaiste, augiana un
izplatiSanas uz materiala tika novertéta, izmantojot SEM att€lus péc 1 un 14 dienu kultiras.
Stinu kodols un struktira tika vizualizéti pec 1 un 14 dienam, izmantojot iekraso$anu ar
4" 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) un phalloidin. Stinu skaita aprékinam uz viena veida
parauga tika izmantoti 15 att€li (tris donori, pieci att€li no katra). Lai noveértétu specifisku
osteoblastu génu aktivitati uz HA parklajumiem péc septinam un 14 dienam, tika veikta
kvantitativa polimerazes kédes reakcija (PCR). Tika izverteti specifiski géni, kas iesaistiti
dazadas osteoblastu attistibas stadijas: 1. tipa kolagéns (Collal), transkripcijas faktors 2
(RUNx2), ostekalcins (OCN) un osteopontins (OPN).

4. GALVENIE REZULTATI

4.1. 1. DALA Hidroksiljonu daudzuma meriSana hidroksilapatita

Standarta hidroksilapatits

Standarta hidroksilapatits sintezets, izmantojot kimisko nogulsnéSanas metodi. Lai
izvairitos no piemaistjumiem, tika izmantoti analitiski tiri reagenti, kalcija un fosfora attiecibas
nodro$inasanai reagenti tika izmantoti stehiometriska daudzuma, ka ari reakcija tika veikta
paaugstinata temperattra, tadgjadi izvairoties no karbonatu ieklausanas struktiira un palielinot
kristalu izm@ru un strukturalo kartibu. Lai nodroSinatu, ka sintez€tais hidroksilapatits ir
kristalisks un satur maksimali daudz hidroksiljonus, tas tika karséts tidens tvaika atmosfera.
Turpmak Sis termiski apstradatais hidroksilapatits ir apziméts ka standarta hidroksilapatits.

Fazu sastava analize, izmantojot /CDD datubazi, uzradija, ka visi difrakcijas maksimumi
atbilst hidroksilapatita fazei (4.1. att€ls). Ar1 FTIR spektra visas absorbcijas joslas atbilst
hidroksilapatitam (4.2. att€ls), spektra skaidri identific§jamas hidroksiljoniem raksturigas

abosrbcijas joslas pie 632 un 3570 cm™ .
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4.2. attels. Standarta hidroksilapatita F'7/R spektrs.

Izmeérita Ca/P molara attieciba standarta hidroksilapatitam bija 1,66. /CP-MS rezultati
apkopoti 4.1. tabula un rada piemaisiju koncentraciju parauga. Visu noteikto piemaisijumu
koncentracijas ir zemakas par ISO13779-1:2008(E) standarta [8] noteikto, maksimali atlauto

limitu.
4.1. tabula
ICP-MS rezultati standarta hidroksilapatitam (pg/g)
Cr2 MnS 1Co® [Ni® | Cu® | Zn® | AsP S8 cd'm Pb2"7
0,07 0,13 0,22 |3.80 |0,15 |042 |0,077 |26,6 |0,06 0,49
+0,004 | £0,01 | £0,08 | £0,01 | £0,04 | £0,12 | £0,008 | £0,9 |+£0,004 | £0,06

Noteiktas koncentracijas Rb, Ba, Ce un Hg ir zemakas par 0,01 pg/g.

legtitais standarta hidroksilapatits tika izmantots visos turpmakajos eksperimentos, lai
attistitu metodi hidroksiljonu daudzuma meriSanai hidroksilapatita. IepriekS minétie rezultati

pierada, ka izmantotais materials ir tirs, stehiometrisks hidroksilapatits.
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Termogravimetrijas analize

Kars@sanas laika hidroksiljoni no hidroksilapatita struktiira izdalas idens veida. Zinot svara
zudumu, kas rodas tidens izdaliSanas rezultata, iesp&jams izrékinat hidroksiljonu daudzumu
materiala. Lai attistitu metodi hidroksiljonu daudzuma noteikSanai ar termogravimetrijas
analizi, tika apskatitas tris termiskas reakcijas, kuru rezultata no apatita struktiiras izdalas
tdens:

1) standarta hidroksilapatits karséts, [1dz tas sadalas par 77CP un TCP
Cai0(PO4)s(OH)2 — 2Ca3(PO4)2 + Ca4(PO4)20 + H20;

2) standarta hidroksilapatita un kalcija pirofosfata maisijuma karséSana
Cai0(PO4)s(OH)2 + Caz2P207 — 4Ca3(PO4)2 + H20;

3) standarta hidroksilapatita un kalcija fluorida maisijuma kars€Sana
Cai0(PO4)s(OH)2 + CaF2 — Caio(PO4)sF2 + CaO + H20.

Termiskas analizes rezultati uzradija svara zudumu visas reakcijas, tacu reakciju kinétika
atSkiras, par ko var spriest, salidzinot reakciju sakuma temperatiiras un tidens izdaliSanas
atrumu. Pirmaja reakcija hidroksilapatits tika karséts bez papildu reagentiem, attieciga
termogravimetrijas likne uzradita 4.3. attéla. Sai reakcijai raksturiga augsta termiska stabilitate,
par ko liecina plaSais temperatiiras diapazons, kurd notiek parauga svara izmainas. Udens
izdaliSanas reakcija sakas pie 600 °C un turpinajas Iidz pat hidroksilapatita sadaliSanas
temperatiirai 13501450 °C.

Masas izmaina, %

0 2000 400 600 800 1000 1200 1400

Temperatdra, °C
4.3. attels. Standarta hidroksilapatita termogravimetrijas likne.

Termiska reakcija starp hidroksilapatitu un kalcija pirofosfatu sakas pie 600 °C, tacu,
salidzinot ar pirmo reakciju, ta notika daudz atrak, un reakcijas beigas iezimgjas pie 1050 °C
(4.4. attels). To, ka reakcija notikusi lidz galam (visi hidroksiljoni ir izdalijuSies tidens veida),
rada XRD un FTIR rezultati paraugam péc termiskas analizes. Tika detektéta tikai a-TCP faze,
kas arT tika sagaidits atbilsto$i reakcijas vienadojumam (4.4. attéls). Reakcija starp HA un
kalcija fluoridu sakas vel zemaka temperatiira (450 °C) un bija pabeigta 900 °C.
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Termiska reakcija

Caio(PO4)s(OH)2 + Caz2P207 — 4Ca3(POa4)2 + H20
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4.4, attels. TGA likne HA un CPP maisijumam un termiskas reakcijas produkta raksturosana
ar XRD un FTIR.
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Izteiktais masas zudums TGA likné lauj aprékinat hidroksiljonu daudzumu hidroksilapatita,
izmantojot §adu formulu:

- OH ™ masas zudums X Mya
OH™ (%) =

)

Moy
kur OH™ — masas zudums tika noteikts no TGA liknes;

Mua — hidroksilapatita molarmasa;
Mou — hidroksiljonu molarmasa.

Eksperimentalie rezultati apkopoti 4.2. tabula. Masas zudums Iidz 400 °C ir saistits ar
adsorbéta udens izdaliSanos, un tas aprékinos netick nemts veéra. Rezultatus butiski ietekm&
paraugu sagatavoSana (galvenokart maistjuma homogenitate), tapéc katrai reakcijai tika
pagatavoti un analiz&ti vismaz tris paraugi un rezultatos ieklauta aprékinata standartnovirze.

4.2. tabula
Hidroksiljonu daudzums standarta hidroksilapatita, izmantojot termisko analizi
Termiska reakcija | Reakcijas Masas izmaina | * OH™ vidgjais OH™
temperatira, | no OH™ daudzums, % | daudzums +
°C 1zdaliSanas, % stdev, %
HA 600-1450 1,53 85,45 84,47 + 6,83
1,63 90,75
1,38 77,20
HA + CPP 600-1050 1,74 96,96 102,12+ 5,11
1,77 98,83
1,94 107,94
1,88 104,77
HA + CaF: 450-850 1,90 105,98 99,83 + 5,66
1,77 98,71
1,70 94,82

* galidzinot ar teorétisko OH™ daudzumu stehiometriska HA: 1,79 %.

No iegiitajiem rezultatiem secinams, ka pirma reakcija (HA kars€Sana Iidz sadaliSanas
temperatirai), nedod skaidrus un precizus rezultatus par hidroksiljonu daudzumu. Tas
galvenokart saistits ar HA augsto termisko stabilitati. Piem&rotakas reakcijas ar precizakiem
rezultatiem ir, gan izmantojot kalcija fluoridu, gan kalcija pirofosfatu, jo $aja gadijuma tdens
izdaliSanas reakcija notiek atrak un zemaka temperatiira: 450-900 °C HA reakcijai ar CaF2 un
600—-1050 °C HA reakcijai ar CPP. Tacu zema reakcijas sakuma temperatiira, izmantojot CaF2,
var radit griitibas precizai reakcijas sakuma temperatiiras noteikSanai gadijuma, ja absorb&tais
idens HA struktiira ir stabilizéts ar kapilarajiem efektiem. Sada gadijuma hidroksiljonu
izdaliSanas sakuma temperatiira varétu parklaties ar adsorbéta fidens aizvadiSanas temperatiiru.

Cieta stavokla reakcijas bitiski ietekm& dalinu izmers, tapec gadijuma, ja HA dalinas ir
parak lielas, reakcija varétu nenotikt lidz galam. Ka ari, sagatavojot mehanisko maisijumu,
vienmér pastav risks, ka tas nav pilnigi homogens. Liela nozime ir arT tam, cik labi paraugs ir
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ieprieks izzavets, un vienmer pastav pienémums, ka paraugs nesatur nevienu citu gaistoSu vielu,
kas var izdalities taja pasa temperatiiras diapazona ka tidens un ietekmét kopg€jo rezultatu. Lidz
ar to, lai gan no teorétiska viedokla termiska analize ir vienkarsa un sniedz tilit€jus skaitliskus
rezultatus, praktiski precizu rezultatu iegiiSana saistita ar vairakiem pien€mumiem.

Termiska analize pieradija, ka standarta hidroksilapatits satur 100 % hidroksiljonus —
praktiski aprékinatais OH™ daudzums klidas robezas sakrit ar teorétisko OH™ koncentraciju
stehiometriska hidroksilapatita.

Furje transformaciju infrasarkana spektroskopija

Hidroksiljonu absorbcijas joslas Furjé transformaciju infrasarkanaja spektra var tikt
izmantotas ne tikai kvalitativai, bet arT kvantitativai analizei. Dazadus paraugus var salidzinat,
meérot absorbcijas joslu intensitati vai laukumu. Hidroksiljonu absorbcijas joslu spektra
neietekmé citi piemaisijumi, tapec §1 metode sniedz ticamakus rezultatus neka TGA.

Kvantitativu rezultatu iegtiSanai nepiecieSams izstradat kalibréSanas taisni, izmantojot
paraugus ar zinamu hidroksiljonu daudzumu. Sim nolikam nepieciesams HA ar maksimali
daudz hidroksiljoniem un HA bez hidroksiljoniem (oksiapatits). Saja p&tijuma izmantotas divas
metodes, lai izgatavotu HA paraugus ar dazadu hidroksiljonu koncentraciju:

1. standarta hidroksilapatita un fluorapatita (FA nesatur OH™, tacu ta struktiira ir lidziga

HA) mehaniskie maisijumi dazadas attiecibas;
2. dazadi oksihidroksilapatita (OHA) cietie Skidumi.

Hidroksilapatita/fluorapatita mehaniskie maisijumi

Kalibrésanas taisne tika izveidota, izmantojot standarta HA un komerciala FA mehaniskos
maistjumus dazadas attiecibas (HA koncentracija svara procentos 0, 25, 50, 75 un 100). Katram
maisTjumam tika registréti un analizéti tris spektri (izmantojot KBr paraugu sagatavoSanas
metodi) un aprékinata standartnovirze. Hidroksiljonu daudzuma meériSanai tika izveleta
absorbcijas josla pie 632 cm™!, jo atbilstosi literatlira mingtajam ta ir jutigaka neka josla pie
3571 cm™' [9]. Lai atdalitu OH™ absorbcijas joslu no fosfata absorbcijas joslam, tika veikta
spektra dekonvul&sana (piku matematiska atdalisana) 500-700 cm ! apgabala, un OH™ un PO+~
piku laukumu mériSana, izmantojot studentu brivpiekluves programmu MagicPlot.

Labaka matematiska sakariba piku aprakstiSanai péc spektra bazes linijas korekcijas,
izmantojot lorencialo funkciju paradita 4.5. att€la. Visiem analiz€jamajiem paraugiem tika
izmantots tas pats dekonvuléSanas modelis, ko veido septini atdaliti piki. Lai precizak
raksturotu analiz€jamos spektrus un iegiitu labaku matematisko sakaribu (tadu, kas p&c iesp€jas
tuvak apraksta patieso spektru), tris apatita fazei raksturigie v4 fosfatu piki (567, 574 un
601 cm ™) tika uzraditi ka Setras smailes 600 11dz 565 cm™! apgabala. Dekonvuliicijas modelim
tika pievienoti vél divi nelieli piki pie 653 un 668 cm™'. Absorbcijas josla pie 668 cm™! jau
iepriek$ mingta literatiira un ir raksturiga fluorapatita paraugiem [10]. Josla pie 653 cm™' varétu
biit saistita ar adsorbé&to tideni, kas tiek ieklauts parauga KBr tabletes gatavoSanas laika. Abu
$o piku laukumi (653 un 668 cm ') netiek izmantoti hidroksiljonu daudzuma aprékinos.

Tika izrekinata OH™ absorbcijas pika pie 632 cm ' laukuma attieciba pret v4 PO4>~
absorbcijas piku pie 565-600 cm ™' un attiecinata pret hidroksiljonu daudzumu parauga
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(atbilstosi HA fazes saturam svara procentos)
parauga iesvara ietekmi uz rezultatiem.

. Sada ieksgjas atskaites izmantoSana mazinaja
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4.5. attels. Dekonvuléts FTIR spektrs: (a) HA/FA mehaniskais maisijums ar 25 % HA, (b)
HA/FA mehaniskais maistjums ar 75 % HA. Uzskatamibas p&c aprékinos izmantotais OH~
pika laukums ir iekrasots a attéla, un kop&jais PO4>~ piku laukums ir iekrasots b attela.

No iegiitajiem rezultatiem tika izveidota kalibracijas taisne, uz abscisas atlickot HA fazes
saturu paraugd, uz ordinatas — OH /PO4*~ piku laukumu attiecibu (4.6. attéls). Kalibrésanas
taisnes aproksimacijas labuma koeficients (R?), kas lauj novertét, cik labi modelis atbilst

17



eksperimentalajiem datiem, ir 0,9921. OH™ koncentracija nezinamam paraugam var tikt
aprékinata, izmantojot vienadojumu:
__ y+0,0027
~ 00037
kur x ir OH™ koncentracija un y ir OH /PO4>~ attieciba.

)

04
o y =0,0037x - 0,0027 :
ot R2 = 0.9921
T 03 3
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2 02
©
-
0.1 :
0
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OH- koncentracija, %

4.6. attels. Kalibrésanas taisne hidroksiljonu daudzuma noteikSanai hidroksilapatita,
izmantojot OH™ pie 632 cm™! un PO4*~ pie 565-600 cm™! piku laukumus FTIR spektra.

Metodes linearitate ir pieradita atbilstoSi izveidotajai kalibréSanas taisnei un tas
vienadojumam. Lai noverteétu metodes precizitati un pareizibu, tika sagatavoti papildu paraugi
(mehaniskie maisTjumi citas attiecibas neka kalibréSanas taisnes izstradei). Tika iegiits, ka
metodes vidgja precizitate (cik loti vertibas atSkiras vienam un tam pasam paraugam) ir = 2 %
(Iidz 3 %, apskatot individualas vertibas), savukart metodes videja pareiziba (cik tuvu merijjums
atbilst ta patiesajai veértibai) ir +6 % (lidz 14 %, apskatot individualas vértibas). Nemot véra
lielo atSkiribu, kas novérota starp individualam veértibam, tiek secinats, ka precizu rezultatu
iegiiSanai, nepiecieSams analiz&t vismaz tris paral€los paraugus un izmantot vid€jo vertibu.

Oksihidroksilapatiti

Oksihidroksilapatits ar vismazako daudzumu OH™ tika iegits, kars€jot standarta
hidroksilapatitu 1000 °C vakuuma ar izturéSanas laiku 20 vai 43 stundas. XRD rezultati
apstiprindja, ka iegiitajos OHA paraugos nav sadaliSanas produktu, visi difrakcijas maksimumi

atbilst hidroksilapatita fazei. Ari FTIR spektri uzradija tikai apatita fazei raksturigas absorbcijas
joslas (4.7. attels). Vajas OH™ absorbcijas joslas pie 3570 un 632 cm™! un PO4>~ josla pie 961 cm™!
raksturigas hidroksilapatita fazei, savukart PO4*~ absorbcijas joslas pie 433, 475 un 945 cm ™! ir
raksturigas OAp [4].

Lai izgatavotu vairak paraugu ar dazadu OH™ koncentraciju, HA v8 paraugs tika
rehidroksiléts. Hidroksiljoni tika iesaistiti parauga struktiira, to karsgjot dazadas temperatiiras
ar dazadu noturéSanas laiku atmosféra, kuras relativais mitrums bija 90 %.
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4.7. attels. Vakuuma kars€tu hidroksilapatitu FTIR spektri.

Visiem pagatavotajiem OHA paraugiem tika aprékinats OH™ daudzums. No katra parauga
tika sapresétas vismaz tris KBr tabletes un registréts FTIR spektrs. OH™ daudzuma

aprékinasanai tika izmantotas divi panémieni:

1. aprékinata OH™ absorbcijas joslas pie 632 cm™!' un v4 PO4*~ absorbcijas joslu laukumu
attieciba; piku atdalisanai tika veikta spektra dekonvulesana 500 Iidz 750 cm™! diapazona;
dekonvulésanas rezultata precizakais matematiskais modelis OHA paraugos iz$kira piecas

fosfatu absorbcijas joslas (4.8. attéls);

2. aprekinata OH™ absorbcijas joslas pie 3570 cm™! (spektra diapazons: 3596-3541 cm™!)
un PO4> absorbcijas joslu spektra diapazona starp 800 un 1300 cm ™' laukumu attieciba

(4.9. attels); Saja gadijuma dekonvulésana netika veikta.

Absorbcija, n. v.
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4.8. attels. Dekonvuléts HA v8 reh400-1h parauga FTIR spektrs. Uzskatamibas pec OH™
pika laukums, kas tiek izmantots turpmakiem aprékiniem, ir iekrasots.
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4.9. attéls. FTIR spektri ar iekrasotiem (a) PO4*~ un (b) OH™ absorbcijas joslu laukumiem
OH™ daudzuma aprékinasanai (paraugs: HA v8 reh400-1h).

Aprekinatie hidroksiljonu daudzumi ir apkopoti 4.3. tabula. Aprekins balstits uz divam
pieejam: 1) tiek pienemts, ka standarta HA ir 100 % OH", lidz ar to, zinot OH/PO4 attiecibu
standarta HA, tiek aprékinats hidroksiljonu daudzums par€jos paraugos; 2) hidroksiljonu
daudzums paraugos aprékinats, izmantojot kalibréSanas taisnes vienadojumu. Rezultati, kas
iegiiti, izmantojot kalibréSanas taisni, ir par 1-3 % lielaki, kas varétu biit izskaidrojams ar to,
ka So rezultatu iegtSanai tika izmantota cita FTIR iekarta, tau janem veéra, ka mérjjumu
standartnovirzes ir [idz 3 %.

Hidroksiljonu daudzuma aprékini, izmantojot absorbcijas joslu pie 3570 cm™! sakrit ar
rezultatiem, kas iegiiti, izmantojot absorbcijas joslu pie 632 cm! tikai dalai no paraugu, kur
hidroksiljonu daudzums ir lielaks par 50 %. Paraugos ar mazaku hidroksiljonu daudzumu
absorbcijas joslas pie 3570 cm™' izmanto$ana rada 15-55 % klidu, tiek uzraditi vairak
hidroksiljoni neka patiesiba jabiit. Tas skaitliski pierada literatiira izskan&juso apgalvojumu, ka
absorbcijas josla pie 3570 cm ™! FTIR spektra ir mazak jutiga OH™ identificeSanai [9].

Tika veikti papildu eksperimenti, lai novertetu iekartas ietekmi uz rezultatiem, un tika
atklata aptuveni 3 % nobide, tacu jauzsver, ka mérjjumu standartnovirze art bija lidz 3 %
(relativa standartnovirze lidz pat 8 %).
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Raman spektroskopija

Hidroksiljonu daudzuma noteikSanai var tikt izmantota ari Raman spektroskopija.
Salidzinot ar FTIR metodi, Raman spektroskopijas gadijuma nav nepiecieSama ilga paraugu
sagatavoSana, ka arT netiek izmantoti papildu reagenti (ka higroskopiskais KBr FTIR gadijuma).
OH™ daudzuma apréekinasanai tika izmantota tada pati metode, ka aprakstits ieprieks: aprékinata
OH™ vibracijas joslas pie 3570 cm™! (spektra rajons: 3560-3590 cm™') un vi PO4* vibracijas
joslas spektra rajona no 920 Iidz 990 cm™! laukumu attieciba.

Izmantojot Raman spektrus, aprékinata OH™ koncentracija tika salidzinata ar FTIR
rezultatiem (4.4. tabula). Raman rezultati uzradija par 20-30 % mazak hidroksiljonus,
salidzinot ar FTIR metodi. Sada rezultatu starpiba tika novérota visiem OHA paraugiem.
Japiemin ari, ka relativa standartnovirze paraugiem ar mazu OH™ saturu ir loti liela (Iidz pat
38 %). Sie rezultati atbilst teorijai, ka polaram saitém novérojams vajs§ Raman signals [11], ta¢u
skaitliska veida tas ir paradits pirmo reizi. Sis novérojums ir loti biitisks, nemot véra, ka daudzi
apatitu petnieki izmanto Raman spektroskopiju, lai raksturotu hidroksiljonus materiala [12, 13].

4.4. tabula

Hidroksiljonu daudzums OHA paraugos, aprékinats no Raman un FTIR spektriem

no Raman no FTIR OH™ (Raman)/
Parauga nosaukums | OH~ daudzums = stdev, % (RSD, %) OH™ (FTIR)
Pienemot, ka standarta HA ir 100 %
Standarta HA 100 100
HA v8 reh700 96,02 + 0,77 98,57 + 0,89 0,97
(0,80) (0,91)
HA v8 reh400-1h 49,68 + 0,75 67,47 £ 2,62 0,74
(1,51) (3,88)
HA v8 reh400 42,40 + 1,29 58,50 £2,21 0,72
(3,05) (3,78)
HA v8 reh350 28,56 + 3,07 37,34 £ 2,26 0,76
(10,76) (6,04)
HA v6 9,47 +3,63 12,22 +1,01 0,77
(38,35) (8,24)
HA v8 6,25+1,62 8,30+ 0,27 0,75
(25,97) (3,22)

Literatiira ir minéts, ka oksiapatits ir loti nestabils [14], un ir izskan&juSas bazas, ka ilgstoSas
lazerapstaroSanas rezultata varétu notikt paraugu degradacija vai pat sadaliSanas. Lai noveértétu
to, vai Raman spektroskopijas laika, apstarojot paraugu ar lazeri, OHA paraugi zaudé
hidroksiljonus, tika veikts eksperiments, apstarojot HA v8 un HA v8 reh350 paraugus 100 min
ar 514,5 nm lazeru (100 % energija), Raman spektrs tika uznemts ik pec 20 min. Rezultati
neuzradija nekadu butisku atskiribu hidroksiljonu koncentracijas maina, tapéc tas lauj secinat,
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ka Raman spektroskopijas lazera raditais siltums nav pietiekams, lai ietekmétu hidroksiljonu

daudzumu OHA paraugos.

Vadlinijas hidroksiljonu daudzuma noteik$anai hidroksilapatita

Termogravimetrijas analize lauj noteikt OH™ koncentraciju, izmantojot svara zudumu, kas

rodas tidens izdaliSanas rezultata. Termiska reakcija starp hidroksilapatitu un kalcija pirofosfatu

vai kalcija fluoridu nodroSina tidens izdaliSanos zemaka temperatiira neka vienkarsi karsgjot

hidroksilapatitu. Izmantojot termisko analizi OH  daudzuma noteikSanai, paraugs nedrikst

satur€t citas viegli gaistosas fazes, pieméram karbonatu. Precizai hidroksiljonu koncentracijas

noteikSanai vélams nemt véra Sadus faktus:

paraugu pirms termiskas analizes nepiecieSams analiz&t ar citam metodeém (vismaz XRD
un FTIR), lai parliecinatos, ka tas nesatur citas fazes vai elementus, kas varétu reagét ar
vielam, kas tiek izmantotas termiskas reakcijas veikSanai, un/vai raditu papildu svara
zudumu taja pasa temperatiiras diapazona, kur notiek hidroksiljonu izdaliSanas;
vai CaF2), lai mazinatu adsorbéta tidens daudzumu;
reagenti jaizmanto parakuma, lai nodroSinatu hidroksilapatita pilnigu reakciju un visu
hidroksiljonu izdali$anos;
lai nodroSinatu labaku homogenizaciju malSanas laika, ieteicams pagatavot lielaku
maisijuma apjomu neka nepiecieSams vienai TGA analizei;
maisijumam jabiit homogénam, tadeé] malSanas un maisiSanas process javeic loti riipigi,
atv€lot tam pietickami daudz laika;
termogravimetrijas analize javeic atmosfera, kas nesatur mitrumu, lai izvairitos no parauga
rehidroksilacijas;
no TGA rezultatiem jaatdala divi masas zudumi: masas zudums lidz 400 °C ir saistits ar
adsorbéta udens izdaliSanos, masas zudums virs 400 °C saistits ar hidroksiljonu
izdaliSanos;
hidroksilapatita sauso masu maisijuma var aprékinat, izmantojot HA/reagenta attiecibu un
no TGA nolastto masas zudumu adsorbéta tidens izdaliSanas rezultata:

maisijjuma sausa masa X HA masa maisijuma

HA sausa masa = —
maisijjuma masa

maisijuma sausa masa = maisijuma masa — adsorb.udens masas zudums;
masas zudumu, kas saistits ar hidroksiljonu izdaliSanos, var aprékinat, izmantojot masas
zudumu termiskas reakcijas rezultata (adsorbéta tdens masas zudums Seit netiek

izmantots):

— reakcijas masas zudums
OH masas zudums = / ;

HA sausamasa ’

hidroksiljonu daudzums (%) parauga tiek aprékinats, izmantojot hidroksilapatita molmasu
(MHA) un hidroksiljonu molmasu (Mon):
OH™masas zudums X My,

Moy ’

OH™ (%) =
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pe€c TGA reakcijas paraugu nepiecieSams parbaudit ar citam analizes metodém (vismaz
XRD un FTIR), lai parliecinatos, ka reakcija notikusi l1dz galam (netiek detekteta HA faze).

Furje transformaciju infrasarkana spektroskopija lauj tieSa veida identificét hidroksiljonus,

salidzinot ar TGA, $§1 ir atraka un &rtak lietojama metode OH™ koncentracijas noteikSanai.

Hidroksiljoniem ir atseviska abosrbcijas josla, tapec So metodi neietekmé€ citu fazu klatbitne.

Precizai hidroksiljonu noteikS$anai vélams ieverot:

analiz€jamajam paraugam un KBr jabit labi izzavétiem, lai mazinatu adsorbéta tidens
ietekmi;

paraugam jabiit labi samaltam piesta vél pirms KBr pievienoSanas;

neliels samalta parauga daudzums viegli jasamaisa ar KBr ($aja petijuma izmantoti 200 mg
KBr), izveidojot homogénu maistjumu, kas talak tiek sapres€ts tableté. Nav ieteicams
paraugu mehaniski maisit ar KBr, jo tas var ietekmét parauga kristalisko rezgi vai pat
maintt hidroksiljonu koncentraciju;

parauga daudzumam KBr tablete vajadzetu biit lidzigam visos m&rijjumos. Nemot véra, ka
tiek izmantoti tikai paris miligrami parauga un homogenizésanas laika dala no ta paliks pie
piestas sieninam, parauga svérSana nav nepiecieSama. Ka ari kristaliskam paraugam
spektrs ir intensivaks un biis nepiecieSams mazaks parauga daudzums. Par to, vai izmantots
optimals parauga daudzums, var parliecinaties, sekojot lidz absorbcijas intensitatém
uznemtaja FTIR spektra. Maksimalajai spektra intensitatei (fosfatu josla) vajadzetu
vienmér bit robezas no 0,8 Iidz 1,2 n. v.;

no viena parauga nepiecieSams uznemt vismaz tris spektrus (atseviSkas KBr/parauga
tabletes) un aprékinos izmantot vidgjo rezultatu;

visiem mérijjumiem jaizmanto vieni un tie pasi iekartas parametri (Saja petijjuma merijumi
uznemti ar 4 cm™! iz8kirSanas sp&ju un 64 atteliem);

ja mérfjumi tiek veikti ar dazadam iekartam, javeic papildu eksperimenti, lai noveértétu, vai
tiek iegtti vienadi rezultati;

aprekiniem jaizmanto hidroksiljonu absorbcijas josla pie 632 cm ™!, jo ta ir jutigaka neka
absorbcijas josla pie 3570 cm™!;

lai atdalitu OH™ un PO4*~ absorbcijas joslas, javeic spektra dekonvulésana (atdalisana)
500—700 cm'diapazona. Visiem paraugiem jaizmanto tas pats dekonvulésanas modelis;
Jaizm@ra OH™ absorbcijas joslas pie 632 cm™! un v4 fosfatu absorbcijas joslu laukumi un
jaaprekina OH /PO4>~ attieciba;

lai aprékinatu hidroksiljonu daudzumu parauga, jaizmanto kalibréSanas taisne vai
jasalidzina aprékinata vertiba ar OH /PO4’ attiecibu standarta hidroksilapatita (tada, kas
satur 100 % OH"). Saja pétTjuma iegiits:

y +0,0027

o kalibréSanas taisnes vienadojums: x = 50037

(%) un'y ir OH/PO4’" attieciba;
OH /PO4*~ attieciba HA, kas satur 100 % OH™ ir 0,38 + 0,012
aprékinata vidéja metodes pareiziba ir 6 % un vidgja precizitate ir 2 %.

, kur x ir OH™ koncentracija parauga
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4.2. 2. DALA Hidroksiljonu daudzuma ietekme uz hidroksilapatita
parklajumu Stnu atbildes reakciju

Hidroksilapatita parklajumu izgatavo$ana un raksturoSana

HA parklajumu izgatavoSanai tika izmantots komercials hidroksilapatita pulveris, kas
atbilsto§i XRD un FTIR analizém satur nelielu daudzumu tetrakalcija fosfatu. Hidroksiljonu
koncentracija komercialajam pulverim, izmantojot ieprieks aprakstito F7/R metodi, bija 22 + 2 %.
Komerciala HA analizes paradija, ka komercialajiem produktiem triikst labas kvalitates
kontroles tehnikas un detalizétas analizes. Lai gan §is produkts tika pardots ka hidroksilapatits
termiskajai smidzinasanai, veiktas analizes paradija, ka tas ir oksihidroksilapatits ar nelielu
daudzumu sadaliSanas fazes.

Lai atjaunotu termiskas smidzinaSanas laika zaud@tos hidroksiljonus, puse parklajumu tika
hidrotermiski apstradati. 4.10. att€la uzraditi smidzinato un hidrotermiski apstradato HA
parklajumu FTIR spektri, kuros identificétas HA, OAp un TTCP fazém raksturigas absorbcijas
joslas. Aprekinata hidroksiljonu koncentracija bija 11 + 2 % smidzinatiem parklajumiem (cHA)
un 41 + 4 % hidrotermiski apstradatiem parklajumiem (ht-cHA). Abu veidu parklajumiem
raksturiga <001> kristalu orientacija, ko parada intensivas (002) un (004) smailes XRD
difraktogrammas (4.11. att€ls).

Absorbcija

ht-cHA

cHA
—_——

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Vilna skaitlis, cm!

4.10. attels. cHA un ht-cHA parklajumu FTIR spektri.

Tiek uzskatits, ka hidroksiljoni ir iesaistiti HA vaditsp€jas nodroSinasana [15], un dazi
petijumi ir paradijusi, ka HA keramikas p&capstrade tidens tvaika palielina materiala virsmas
ladinu (skaitliski dati par hidroksiljonu koncentraciju nav pieejami) [16, 17], tap&c, lai pilnigak
raksturotu HA parklajumus, tika nomérits to virsmas potencials. Parklajumi tika polarizeti
paaugstinata temperatiira elektriskaja lauka. Rezultata hidroksiljoni HA struktiira tika orienteti
viena virziena. AFM Kelvin Probe mérijumi radija, ka hidroksilapatita parklajumam ar lielaku
hidroksiljonu koncentraciju raksturigs lielaks virsmas elektriskais potencials (4.12. att€ls).
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4.11. attels. XRD difraktogrammas cHA un ht-cHA parklajumiem.

dkkk

cHA ht-cHA

4.12. attels. cHA un ht-cHA parklajumu virsmas elektriskais potencials (**** P < 0,0001).

HA parklajumus veido labi izkususSas, apalas HA dalinas, kas radusas, pulveri smidzinot uz
ieprieks uzkarsetas pamatnes [ 18]. SEM mikrofotografijas uzradija mikroplaisu veidoSanos, kas
ir raksturigi termiski smidzinatiem parklajumiem. No profilometrijas datiem aprékinatais
virsmas vidgjais raupjums Sa bija 9,56 pum. Parklajumu vidgjais biezums bija 55 pm, tas
galvenokart mainas 35 un 70 pm diapazona. Izotropijas meérijums St, kas rada, cik vienmerigi
biezums mainas pa visu parklajumu, bija 0,78.

Saja pétfjuma hidroksilapatita parklajumu dizains veidots tads, lai iegiitu péc iesp&jas
sakartotu struktiiru. Tas tika panakts tris pakap€s. Pirmkart, parklajumu smidzinasana uz
iepriek§ uzkarsetas pamatnes lava iegiit orient€tus HA kristalus. Otrkart, parklajuma
smidzinaSanas laika zaud@tie hidroksiljoni tika atgriezti struktiira, parklajumu apstradajot tidens
tvaika atmosfeéra. TreSkart, hidroksiljoni tika orientéti, HA parklajumu paklaujot elektriska
lauka ietekmei. Sada veida materidla dizains no struktiiras dzilaka slana ortopédijas
biomaterialos ir reti sastopams.
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Hidroksilapatita parklajumu biologisko 1pasibu novértésana

Uz izgatavotajiem hidroksilapatita parklajumiem tika audzetas kaulu veidojosas Stinas —
osteoblasti. Veikto parbauzu rezultata tika secinats, ka abi parklajumu veidi ir pieméroti
osteoblastu augSanai un diferencéSanai. 4.13. attéla uzraditas reprezentativas osteoblastu SEM
mikrofotografijas uz tradicionala un hidrotermiski apstradata HA parklajuma. Izstiepta Stinu
struktiira uz ht-cHA parklajumiem norada, ka $tinas uz §1 materiala ir veseligakas un aktivakas,
salidzinot ar §iinam uz cHA parklajuma. Rezultati rada, ka jau péc vienas dienas Stinu kultiiras
osteoblasti ir izstiepuSies un sasaistas viens ar otru. Lielaka diapazona tas ir redzams 4.14. attela,
kur ar uzskatami redzama paaugstinata stinu adh&zija uz ht-cHA parklajuma péc vienas dienas
Stinu kultiiras, salidzinot ar cHA parklajumu. Péc 14 dienu Stnu kultiiras uz abiem parklajuma
veidiem noverojams biitisks Siinu skaita pieaugums.

4 o))

4.13. attels. Osteoblastu SEM mikrofotografijas uz tradicionala (a) un hidrotermiski
apstradata (b) HA parklajuma péc vienas dienas Stinu kulturas.

SEM un konfokalas mikroskopijas attéli tika izmantoti, lai aprékinatu Stinu skaitu uz
parklajumiem un procentualo laukumu, ko Stinas noklaj uz parauga virsmas (4.5. tabula). Abi
rezultati uzrada vienu un to pasu tendenci — vairak Stinu péc vienas dienas Stinu kultiiras ir
piesaistijusas uz HA parklajuma ar lielaku hidroksiljonu koncentraciju. Abu mérijumu rezultata
iegiits, ka uz parauga ht-cHA ir par aptuveni 50 % vairak §tinu neka uz parklajuma cHA. Tacu
laika gaita Stinu skaits uz abiem paraugu veidiem izlidzinas, un péc 14 dienu Stnu kulttras
biitiskas atSkiribas vairs nav novérojamas.

4.5. tabula

Osteoblastu skaits uz 1 mm? un parauga virsmas laukums (%), ko $tinas noklaj péc vienas
un 14 dienu Stinu kultiiras uz tradicionala un hidrotermiski apstradata HA parklajuma

Parauga Stnu skaits, $tinas/mm? Stinu noklatais laukums, %

veids 1 diena 14 dienas 1 diena 14 dienas
cHA 352+5,21 608 + 284 4,40 +1,03 39,6 + 6,39

ht-cHA 73,7 +20,9 611 +234 7,40 £ 1,36 32,2+ 6,47

Stinu skaits iegiits, skaitot ar aci redzamos §anu kodolus konfokalajos attélos. Stinu noklatais laukums
aprekinats no SEM mikrofotografijam.
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1 diena

14 dienas

1 diena

14 dienas

75 um

75 um

4.14. attels. Osteoblastu SEM un konfokalas mikroskopijas atteli uz tradicionala un
hidrotermiski apstradata HA parklajuma péc vienas un 14 dienu Stinu kultiiras.
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Geénu ekspresijas profilésana tika veikta, lai novertétu transkripcijas aktivitati attieciba uz
mRNS! kodeSanas markieriem, kas saistiti ar osteoblastu diferenciaciju un kaula matricas
veidoSanos. Osteoblastiem, kas tika audzeti uz HA parklajumiem septinas dienas, tika veikta
polimerazes k&des reakcijas (PCR) analize. Rezultati rada, ka hidrotermiski apstradatiem
parklajumiem raksturiga palielinata to génu ekspresija, kas saistiti ar osteoblastu augsSanu,
nobrieSanu un pareju uz osteocita fenotipu (4.15. attéls).

Collal markieris ir nozimigs osteoida veidoSanas un turpmakas mineralizacijas procesa, ta
ekspresija novérojama jau osteoblastu diferenciacijas sakuma. PCR rezultati neuzrada atSkiribu
§1 markiera izpausmé atkariba no parklajuma veida peéc septinam dienam, tacu lielaka §1
markiera ekspresija uz hidrotermiski apstradata parklajuma péc 14 dienam norada, ka ht-cHA
parklajums varétu veicinat osteoida nogulsnésanu. Hidrotermiski apstradatajam paraugam tika
noverota lielaka RUNx2 markiera ekspresija péc septinu un 14 dienu $iinu kultiiras, salidzinot
ar tradicionalo HA parklajumu. Ar1 §im markierim ir liela loma kaula veidoSanas procesa, jo
tas veicina galveno kaula matricas génu ekspresiju osteoblastu diferenciacijas sakuma. Tas lauj
osteoblastiem diferencéties par nobriedusiem osteoblastiem, kuriem raksturiga palielinata citu
génu (osteokalcina un osteopontina) ekspresija. Hidroksilapatita parklajumam ar vairak
hidroksiljoniem tika novérota paaugstinata osteokalcina un osteopontina ekspresija pec septinu
dienu Siinu kultiiras, tacu péc 14 dienam ta nedaudz samazinajas, salidzinot ar tradicionalo HA
parklajumu.

Ka galvenais iemesls lielajam in vitro rezultatu standartnovirz€m minams osteoblastu
izmantoSana no tikai tris donoriem. Donoru vecums un dzimums atskiras, tapec ir sagaidama
dazada Stinu aktivitate. Statistiski precizaku rezultatu iegtiSanai biitu nepiecieSams izmantot
vismaz tris reizes vairak donorus. Neskatoties uz to, visi biologiskie eksperimenti uzrada vienu
un to paSu tendenci — hidroksilapatita parklajumiem ar lielaku hidroksiljonu koncentraciju
raksturiga palielinata sakotn&ja osteoblastu aktivitate. Atraka $inu piesaiste un nobriesana
varétu bt bitisks faktors implant€Sanas procesa uzlaboSanai, nodroSinot atraku implanta
pienemsSanu kerment, [idz ar to samazinot iekaisumu rasanas un implanta atgriiSanas riskus.

! Transporta RNS (mRNS) saista un novieto aminoskabes noteikta seciba atbilstosi genétiskajam kodam. Tas
nodod DNS genétisko informaciju ribosomam, raksturojot génu ekspresijas proteinu produktu aminoskabju secibu.
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SECINAJUMI

1. DALA. HIDROKSILJONU DAUDZUMA NOTEIKSANA HIDROKSILAPATITA

1.

Termogravimetriska analize, izmantojot HA termisko reakciju ar kalcija pirofosfatu vai
kalcija fluoridu, var tikt izmantota hidroksiljonu daudzuma aprékinaSanai hidroksilapatita,
ja tas nesatur citas viegli gaistoSas fazes.

Ir izveidota kalibrésanas taisne hidroksiljonu daudzuma noteikSanai hidroksilapatita ar Furjé
transformacijas infrasarkano spektroskopiju. Izveidota metode ir lineara hidroksiljonu
koncentracijas diapazona no 0 Iidz 100 % ar aproksimacijas koeficientu 0,9921, ta lauj
noteikt hidroksiljonu daudzumu hidroksilapatita ar precizitati 2 % un pareizibu 6 %.

Abas hidroksiljonu absorbcijas joslas Furjé transformacijas infrasarkanajos spektros (pie
632 un 3570 cm™!) var tikt izmantotas hidroksiljonu daudzuma noteiksanai hidroksilapatita,
kas satur vairak neka 50 % hidroksiljonu, bet tikai absorbcijas josla pie 632 cm™! sniedz
precizus kvantitativos rezultatus, ja paraugs satur mazak ka 50 % hidroksiljonu.

Raman spektroskopija ir mazak jutiga hidroksiljonu detektéSanai un uzrada par 20-30 %
mazak hidroksiljonu oksihidroksilapatita paraugos, salidzinot ar F7IR spektroskopiju.
Apstarosana ar lazeri (Iidz 100 min, izmantojot 514,5 nm lazera 100 % jaudu) Raman
skeptroskopijas rezultata neietekme hidroksiljonu daudzumu hidroksilapatita paraugos.

2. DALA. HIDROKSILJONU DAUDZUMA IETEKME UZ HIDROKSILAPATITA
PARKLAJUMU SUNU ATBILDES REAKCIJU

6.

Hidroksiljonu daudzuma palielinasana par 30 % HA parklajuma palielina ta virsmas
elektrisko potencialu 1,7 reizes.

HA parklajums ar lielaku hidroksiljonu daudzumu palielina sakotng&jo Stunu adhé&ziju par
aptuveni 50 % (pamatojoties uz Siinu skaita mérjjumiem), ka ari veicina osteoblastu
sakotn€jo nobriesanu un diferencésanos, par ko liecina paaugstinata osteoblastu aktivitates
markieru (RUNx2, OCN, OPN) izpausme péc septinu dienu $iinu kulttras.

Hidroksiljonu daudzuma ietekme uz hidroksilapatita parklajuma biologiskajam ipasibam
laika gaita mazinas, un pec divu nedélu Stnu kultiiras nav novérojamas biitiskas atSkiribas.
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