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SUTRUMPINIMALI

e HAP hidroksiapatitas;

e Karbonatinis hidroksiapatitas (c-HAP).

e FAP fluorapatitas;

e PVA polivinilo alkoholis;

e PEG polietileno glikolis (PGA);

e TGA termogravimetriné analizg,

e DTA diferenciné terminé analizé;

e SEM skenuojanti elektroniné mikroskopija;

e FE-SEM lauko emisijos skenuojanti elektroniné¢ mikroskopija;
e EDX Rentgeno spinduliy energijos dispersin¢ analiz¢;

e XRD Rentgeno spinduliy difrakcija;

¢ IR infraraudonyjy spinduliy spektroskopija;

e TLR tiesioginis lazerinis raSymas (DLW, Direct Laser Writing);
e FT-IR Furjé¢ infraraudonyjy spinduliy spektrometrija;

e TEA trietanolaminas.



IVADAS

Pagerinti zmogaus gyvenimo kokybe po jvairiy traumy, pasalinus navikg pasitelkiama
implantologija. Tai yra vienas i$ Siuolaikiniy metody, galin¢iu suteikti zmogui pilnavertj gyvenima,
patyrus trauma. Nors baigus gydymg implantas tolesniame paciento gyvenime leidzia beveik
pamirsti apie kadaise patirta problema ir nereikalauja ypatingos priezitiros, pats implantacijos
procesas gali buti tiek salyginai paprastas, tiek ir sudétingas. Rekonstrukcija laikoma sékminga,
kuomet zaizda gyja be jokiy komplikacijy [1].

Kaulinio audinio inZinerija — viena sparéiausiai besivystan¢iy mokslo sri¢iy [2].
Technologijoms spar¢iai vystantis atsirado naujy medziagy, kurios naudojamos kaulinio audinio
rekonstrukcijai, vienos tokiy — Keraminiai ir sintetiniai polimerai, kauly cementas. Naudojant Sias
medziagas gali atsirasti nesklandumy, trikdanc¢iy gijima, suaugima, todél $iy laiky mokslininkai tiria
ir iesko geresniy, biologiskai labiau suderinamy medziagy, tinkanciy kauly deformacijoms tvarkyti
[3].

Hidroksiapatitas yra biologiskai suderinama medziaga. Organizme HAP yra
pagrindinis kauly (sudaro 45% kauly masés), danties emalio (90%), sukietéjusiy kremzliy, dentino
(80%) ir danty mineralinis komponentas [4]. Sintetinis HAP placiai naudojamas kaulinés masés
gamyboje arba kaip dengiamoji medziaga metaly implantams [5]. Kadangi, hidroksiapatitas yra
trapios struktiiros, jj sustiprinti galima papildomai, kuomet pagaminama kompozitiné medziaga
savo sudétyje turi polimerinés medZiagos.

Audiniy regeneracijos inZinerijoje naudojamos organinés medZiagos gali biiti
skirstomos j dvi pagrindines grupes - natiraliis ir sintetiniai polimerai [6]. Audiniy vystymasis
priklauso nuo struktiiros jvairovés, lgstelés ir biomedziagos tarpusavio sgveikos, kurig sukelia
implantuotos medziagos. Naudojamy polimery biosuderinamumas uztikrina lgsteliy funkcionavimag
invivo [7], o tam tikros jy fizikinés savybés jgalina pagerinti hidroksiapatity mechanines savybes.

Sintetiniai polimerai suteikia gaminamiems karkasams platesn¢ cheminiy ir fizikiniy
savybiy jvairove (pvz.: | karkasus implantuoja bioaktyvius faktorius, kurie reguliuoja lasteles) [8].
Karkasy gamybai naudojamos medziagos tokios kaip alifatiniai poliesteriai (pvz.: poliglikoliné
riigstis, polilakting ragstis, polilaktine-co-glikoliné riigstis). Sie polimerai naudojami audiniy
regeneracijai: kraujagysliy, kepeny, ortopedinés sistemos atkiirimui. Polianhidridai ir polifosfozanai
— medziagos, kurios naudojamos ortopedijoje [9].

Poréti karkasai yra vieni svarbiausiy Igsteliy dauginimosi procesuose bei naudojami
3D audiniy formavime. Idealaus pobtidzio karkasas turi pasizymeéti biosuderinamumu, greitai suirti,

saveikauti su lastelémis bei iSsiskirti geresnémis mechaninémis ir fizikinémis savybémis.



Karkasai dazniausiai gaminami i§ metalo, keramikos, polimery (natiiraliy arba
sintetiniy). Suformuoti i§ polimery turi nesukelti imunologinés ar svetimkiinio atmetimo reakcijos.
Netinkamai pasirinktas polimeras gali stabdyti augimo procesa. Degradacijos produktai negali biiti
toksiski, privalo pasiSalinti metaboliniy procesy metu [2].

Darbo tikslas — susintetinti nanokristalinj HAP, panaudojant atitinkama polimering
matrica, ir paruosti topografiskai strukttrizuota kaulinio audinio kompoziting medziagg, sudarytg i$

susintetinto HAP ir bioaktyvaus polimero. Siam tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uzdaviniai:

1. Surinkti ir susisteminti moksling literatiirg.

2. Susintetinti jvairaus dydzio HAP daleles, naudojant skirtingus polimerus
(polietilenoglikolj (PEG), polivinilo alkoholj (PVA) ir trietanolaming (TEA) beli
iSanalizuoti jy strukttirines ir morfologines savybes.

3. Suformuoti patvarig kompoziting medziagg, sudaryta i§ HAP ir polilaktinés
rugsties (PLA).

4. Suformuoti jvairias topografines struktiiras gautos kompozitinés medziagos

pavirsiuje, panaudojant tiesioginio lazerio raS§ymo metoda (DLW).



1. LITERATURINE DALIS

1.1.  Neorganinés biomedZiagos —apatitai

Apatitas — vienas i§ nedaugelio mineraly, kuris yra gaminamas ir naudojamas ir
biologinése sistemose [10]. Hidroksiapatitai (HAP) ir fluorapatitai (FAP) — nuodugniausiai
iStyrinéti apatity klasés junginiai.

HAP — yra pagrindiné sudedamoji danty emalio ir kauly mineraly medziaga.
Pagrindiné priezastis dél ko kalcio ortofostatai, kaip kauly sudedamoji dalis, naudojama dél jy
panasumo ] mineralinius komponentus esancius zinduoliy kauluose ir dantyse. Kadangi, jie néra
toksiSki, biologiSkai suderinami, organizmas neatmeta jo kaip svetimkiinio ir lengvai
integruojasi | nauja persodintg audinj. Atsiranda fizikocheminis betarpiskas rySys tarp implanto
ir kaulo, tai vadinama osteointegracija. Kalcio ortofosfatai naudojami kaip uzpildai ir dangos dél
Jju mazo poringumo (efektyviam kraujagysliy tinklo susidarymui ir kauliniy Igsteliy augimui
dalelés turi bati >100 pm) [11, 12]. Sio darbo vienas i§ tiksly ir buvo susintetinti nanokristalinj
HAP, siekiant kuo didesnio homogeniSkesnio hidroksiapatito pasiskirstymo polimerinéje
matricoje. Tad skirtingi Sintezés metodai ir sintezés salygos bei parametry kaita leidzia
susintetinti skirtingo dydzio ir formos apatitus, o tai svarbu integruojant kologeno Igsteles i}
kaulinj audinj, tokiu biidu pagerinant jy mechanines savybes. Démesys yra skiriamas pernasos
mechanizmui aktyviy komponenty iki augancio audinio, sumazina infekcijos rizika ir kovojant
su nepageidaujamu Salutiniu poveikiu. Nanodalelés suteikia didesnj pavirSiaus plotg aktyviajam
veikimo centrui, o sferinés dalelés optimizuoja transportavima [13].

Bendra apatity formulé Caio(PO3)sX, kur X- OH-, F-, CI7, ir Br™ anijonai gali pakeisti
OH™ ir F~ jonus. Apatito pagrindiné sudedamoji dalis ,,PO3~“ gali biiti pakeista VO3~ [14],
As037[15]. ] apatity struktiirg gali biiti jvesti HPOZ~, CO3~, SOZ~[10].

Pagal tirpimo greitj hidroksiapatitus ir giminingus kalcio fosfatus galima klasifikuoti tokia

tvarka: amorfinis CaP> amorfinis HA > kristalinis CaP>kristalinis HA [16].



1.1.1. Hidroksiapatito (HAP) struktiira

Hidroksiapatitas (Cai0(POa4)s(OH)2, HAP) - kristalinis kalcio ortofosforohidroksidas [17, 18].
Grynas hidroksiapatitas yra balti milteliai, netirpiis vandenyje ar vandeniniuose tirpaluose. Gamtoje
jis randamas kaip mineralas fosfatinése uolienose. Nedidel¢ dalis OH™ jony gali biiti pakeisti kitais
jonais — F~, Cl-, CO%~, susidarant Cas(POa4)sF ar Cas(PO4)sCl. Dél §iy poky¢iy natiiraliai randami
apatitai gali biti rusvo, gelsvo ar zalsvo atspalvio. Hidroksiapatito kristaly, kaip granuliy, taip pat
gali buti mitochondrijose, mazuose kalcifikacijos centruose, kankorézinéje liaukoje ir kt. Norint
pagerinti ortopedijai naudojamy implanty integravima i kaulinj audinj, daugelis jy yra padengiami
hidroksiapatitu [19]. Sintetinis HAP dél savo biologinio suderinamumo daznai naudojamas dantims
protezuoti [18]. Aplink kiekvieng kaulg yra iSsidéstes kraujagysliy tinklas, kuris maitina kaulinio
audinio lgsteles, todél implantai vertinami pagal jy gebéjima sudaryti kraujagysliy tinklag. Krauju
atiteka deguonis ir kitos maistinés medziagos, biitinos naujy lasteliy augimui. Po implanto
»isodinimo* | organizma, susidargs uzdegimas ir atsivérusi zaizda skatina spontaniSskg kraujagysliy
tinklo susidarymg. Pragjus 1 dienai po biomedziagos implantacijos j audinj, susidar¢ monocitai ir
makrofagai inicijuoja gijimo procesa [20]. Monocitai — svarbis fagocitinés mononukleary sistemos
komponentai. Jie susiformuoja kauly ciulpuose, Salina i§ cirkuliacijos lasteliy irimo produktus,
dalyvauja imuninése reakcijose [21]. Atsirad¢ kauly ¢iulpuose monocitai juose isbtina apie 30-60
valandy. Po to, jie nesudarydami jokio kauly ¢iulpy rezervo, dalijasi ir 1§ karto patenka j periferinj
kraujg. Makrofagai — tai didieji (14-20 um) daugiabranduoliai fagocitai, aptinkami beveik visuose
organuose. Jie yra mezenchiminés kilmeés lastelés, gebancios aktyviai suirti ir suvirSkinti bakterijas,
zuvusiy lasteliy liekanas ir kitas organizmui svetimas ir toksines daleles [22]. Fibroblastai - tai
skaidulinio jungiamojo audinio Igstelés, kurios gamina tropokolageng ir formuoja skaidulas ir
lastelés implante ima daugintis bei formuotis granulinis audinys. Tai specialus audinys, atsakingas
uz uzdegimy gyjima. Priklausomai nuo zaizdos dydzio granulinis audinys po implanto ,,jsodinimo”
1 audinj gali atsirasti po 3 - 5 dieny. Formuojasi kraujagysliy tinklas, dar §is procesas vadinamas
neovaskulizacija arba angiogenezé [23].

Implanto ,,jsodinimg“ j audinj organizmas ,,priima®“ kaip svetimkiinj ir i$Saukia atmetimo
reakcijg, t.y. spar¢iai ima formuotis aplink svetimkiinj Igstelés ir granulinis audinys. Granulinj
audinj sudaro makrofagai, fibroblastai ir kapiliariy tinklas, o tai priklauso nuo implanto formos ir
topografijos [22]. Tyrimai rodo, jog pavirSius topografija jtakoja lgsteliy sukibimg, morfologija,
diferenciacijg, osteokonduktyvumg [24, 25]. Audinio atsakas j implantg priklauso nuo pavirSiaus

pavirSiaus drékinimo, SiurkStumo, cheminés sudéties, elektros kruvio, kristaliSkumo, mobilumo
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[26]. Tad ir sintetinio hidroksiapatito pritaikymas priklauso nuo kristaliniy daleliy dydzio, fazinio

grynumo, morfologijos.

1.1.2. Hidroksiapatito (HAP) sintezés metodai

Sintezés metodai ir sintezés parametrai (pH, temperatiira, koncentracija, reakcijos trukmé,
maiSymo greitis) jtakoja HAP fazinj grynumg bei daleliy morfologija [7]. Jeigu pH sintezés metu
blina maziau nei 9 — susidaro trikalciofosfatas (Ca;P0,), kurio savybés skiriasi nuo HAP. Kaitinant
CazP0, 700 — 1125 °C temperatiiroje susidaro B - trikalciofosfatas (B-TCP), o Kkaitinant 1450 °C
temperatiiroje jau susiformuoja o — trikalciofosfatas (a-TCP). Temperattros kelimo greitis veikia
hidroksiapatito kristaliSkumg — susidaro monokristaliné ir polikristaliné struktiiros. Pavyzdziui,
jeigu temperatiira yra keliama 1 °C/min. — 800 °C i8kaitinti milteliai susidaré 82 — 92% kristalinés,
8 — 18% amorfinés fazés. Keliant temperatiirg 5 °C/min. — susidaré 11 — 14% kristalinés, 86 — 88% -
amorfinés fazés [13]. Temperatiira ir pH yra svarbiausi parametrai, lemiantys HAP kristaliskuma.
Nustatyta, kad didesniu osteokonduktyvumu pasizymi HAP, Kkuris buvo Kkaitintas zemesnéje
temperatiiroje, ir tai buvo susieta su didesniu faziniu grynumu, daleliy bei susidariusiy pory dydziu
[27, 28].

Dazniausiai HAP sintetinamas nusodinimo ir zoliy-geliy (nevandenéje ir vandeninéje
terpése) metodu [29].

Vandeniniy zoliy—geliy metodu sintetinamas HAP pradinémis medziagomis naudojami
kalcio alkoholiatai ir fosforo organiniai junginiai. Vienas i§ $ios sintezés pavyzdziy gali biiti HAP
sinteze 18 juros kriaukliy. Juros kriauklés valomos mechaniskai, plaunamos verdanciu vandeniu ir
dziovinamos 24 val. kambario temperatiiroje. Po to gautas kriaukliy méginys trinamas agatinéje
grustuvéje kol susidaro smulkas milteliai. IStirpintas jaros kriaukles maisant su etilendiamintetra
acto ragstimi (EDTA) ir diamonio fosfatu ((NH4)2HPOg4), istirpintu distiliuotame vandenyje. Gauti
skaidriis bespalviai tirpalai Sildomi iki 70 °C ir sumaiSomi su Slapalo (uré¢ja (CO(NH2)2)) tirpalu. Po
to tirpalai buvo koncentruojami atvirose stiklinése 90 °C temperatiiroje. MaiSymas baigtas tuomet,
kai tirpalai virsta skaidriu, klampiu geliu. Gauti geliai dZiovinami krosnyje (100 °C), sumalti
agatinéje griistuveje ir kaitinti 5 val. 800 °C temperatiiroje (temperatiros kélimo greitis 1 °C/min).
Po to meéginys dar karta sutrinamas agatinéje grustuvéje ir kaitinimas 1000 °C temperatiiroje 10
val., keliant temperatira 2 °C/min grei¢iu. Tarp kaitinimy medZiagos sugriidamos agatingje

grustuvéje [29]



Atliekant HAP sinteze zoliy — geliy metodu nevandenéje terpéje, pradinémis medziagomis
naudojami jvairas dialkilfosfitai [30]. Ca-P-O geliai sintetinti gaunami létai hidrolizuojant kalcio
butanoato ir dialkilfosfito miSinj. Vienfaziai Ca10(POas)s(OH)2 pavyzdziai gaunami Kkaitinant
pradinius Ca-P-O gelius 15 valandy 1000 °C temperatiiroje [31].

HAP nanodaleliy sintezé gali bati vykdoma ir nusodinimo metodu, kaip aprasé Tagai ir
Aoki [32]. Sintezé vykdoma pagal lygtj:

10Ca(CH5C00), + 6(NH,),HPO, + 2NH,O0H—>Ca;,(P0,)s(0H), . (1)
Ca(CH3;C00), x H, O (5,285 g, 0,03 mol) ir (NH,),HPO,) (2,37 g, 0,018 mol) tirpinami
distiliuotame vandenyje, laikantis Ca ir P santykio 5:3. Laikantis tokio Ca/P santykio, susidaro
HAP, kitu atveju gali susidaryti trikalciofosfatas ar kitos medziagos. Tirpalai supilami kartu ir
palikti kol isgaruos tirpiklis, véliau iSdZiovinami ir kaitintinami 400-800 °C temperatiirose.

Gaunami balti milteliai susmulkinami agatinéje grustuvéje [13].



1.2. Organinés medziagos (polimerai) taikomos medicinoje: poliglikoliné rugstis

(Polyglycolicacid (PGA)),polilaktiné rugstis (polylacticacid (PLA))

Polihidroksinés riigstys, jskaitant poliglikoling, polilakting rtigstis bei jy kopolimerus yra vieni
dazniausiai naudojamy sintetiniy polimery, naudojamy kaulinio audinio inZinerijoje. Esterinis rySys
Siuose polimeruose yra hidrolitiSkai labilus, polimerai sumaZzéja nefermentinés hidrolizés metu.
PGA, PLA ir jy kopolimery degradacijos produktai yra netoksiski, natiiraliis metabolitai bei i$
organizmo pasisalina COz ir H20 pavidalu [2].

Poliglikoliné rugstis (PGA) - regeneracinéje medicinoje placiai naudojamas poliesteris. Tai
biologiskai suskaidomas, linijinis, alifatinis poliesteris, Susintetinamas i§ glikolinés ragsties
polikondensacijos biidu. Poliglikolidai - Zinomi nuo 1954 m. kaip sudétingo pluosto formavimo
polimerai. I§ pradziy, jie nebuvo plagiai naudojami dél io polimero hidrolizinio nestabilumo. Siuo
metu poliglikolida ir jo kopolimerus (polilaktiné—co-glikoliné rtigstis su pieno riigstimi,
poliglikolidas-co-trimetilenkarbonatas su e- kaprolaktamu ir poliglikodas-co-trimetilenkarbonatas
su trimetilenkarbonatu) placiai naudojami kaip netirpstantys sitilai chirurgijoje [33].

PGA stikléjimo temperatiira 35-40 °C, lydymosi temperatiira 225-230 °C. PGA kristaliskumo
laipsnis gali biti jvairus - nuo 45-55 %, o tai jtakoja $io polimero tirpuma. Sis poliesteris dél savo
didelés molekulinés masés mazai tirpus organiniuose tirpikliuose (acetone, dichlormetane), o
mazesnés masés oligomerai, besiskiriantys savo fizikinémis savybémis, gerai tirpsta. Polimero
tirpumas svarbus dél to, jog degradacijos produktai lengvai pasiSalinty metaboliniy procesy metu i$
organizmo [33].

Viena 1§ pagrindiniy PGA panaudojimo sri¢iy — chirurginiai sidlai. Jie gali biti
sintetiniai besirezorbuojantys (patys organizme suyra) ir nesirezorbuojantys (nesyrantys). Padengti
N-laurin ir L-lizinu dél to jy pavirSius lygus, blizgus, $velnus, minkstas. Kartais biina padengti ir
magnio stearatu. Zmogaus organizme tirpstantys sitlai visiskai suyra mazdaug per 60-90 dieny.
Sitlai 1§ PGA pasizymi aukStu pradiniu atsparumu tempimui, sklandus peréjimas per audinj,
lengvas valdymas, tvirtai iSlaiko susititus audinius $alia vienas kito [34] .

Sis polimeras vertinamas ir kitose biomedicinos srityse. Implantuojami medicinos prietaisai,
pagaminti i§ PGA, tokie kaip smeigtukali, strypai, plokstelés, varztai [35].

Poli(a-hidroksi) rigsciy klasei priklauso D, L konfigiiracijos laktinés riigstys: PLA dar
vadinama poliglikoline riigtimi, polihidroksiacetatiné riigitis, poliglikolidas (PGA). Sios riigitys ir

ju kopolimerai placiai naudojami audiniy inzinerijoje, kaip lasteliy karkasai minkStuosiuose
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audiniuose (pvz.: nervinés lastelés) bei sudétingesniuose audiniuose (pvz.: kaulas, kraujagyslés).
Moksliniais tikslais PLA daugiausiai démesio susilauké dél Sio poliesterio atkuriamyjy istekliy,
biologinio suderinamumo, biodegradacijos, puikiy $iluminiy ir mechaniniy savybiy [36]. PLA yra
linijinis alifatinis termoplastinis poliesteris, kuris lengvai biologiskai skaidomas naudojant
hidrolizinius ir fermentacijos budus [37]. Jis blina trijy stereoizomery: poli-(L-pieno riigstis)
(PLLA), poli-(D-pieno ragstis) (PDLA) ir poli-(D, L-pieno riigstis) (PDLLA). Gaminamam
karkasui keliamas reikalavimas yra jo porétumo kontroliavimas. Jprastos gamybos technologijos
leidzia lengvai suformuoti kontroliuojamajj poréta polimera, Kurio poros iki 200 um dydzio, bet
negali kontroliuoti porétumo esant 200-500 pum dydziui. PLLA yra maiSomas su neorganine
biomedziaga, pvz. HAP [16]. Kiti autoriai teigia, jog pory dydis gali bati kontroliuojamas kei¢iant
sistemos temperaturg ir pH [27].

PLA naudojamas kauly gydymui. Viena svariausiy priezasciy, kodél yra naudojami Sie
polimerai medicinoje — jie susidaro nattraliy metaboliniy procesy metu ir dél to pasizymi nedideliu
toksiSkumu [33]. Taciau norint gauti didesnés molekulinés masés polimerus reikia naudoti ciklinius
monomerus — laktidus arba glikolidus [38]. PLA yra biosuderinama, tad i$ jos galima gaminti

implantus, kurie laikui bégant organizme biity rezorbuojami ir nepalikty jokiy zymiy [39].
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1.3. Neorganinés-organinés kompozitinés biomedziagos (HAP-PLA)

Polimerinés biomedziagos atlicka svarby vaidmenj audiniy persodinimo inZzinerijoje.
Sios medziagos naudojamos kaip Zaizdy gydymo vaistas arba padeda audiniy atsinaujinimui.
Polimerinés medziagos, kurios naudojamos, turi geb&jimg tiesiogiai suaugti su lgstelémis ir sudaro
tam tikrg apsauginj audinj, apsaugodama nuo infekcijos iSplitimo persodintame audinyje, jos taip
pat turi gebéjimg pacios inicijuoti fiziologinj lgsteliy atsinaujinimg [40].

Nuo seny laiky biomedziagos yra zinoma, jog kilusios i§ nattraliy Saltiniy (pvz.:
kologenas, zelatinas, Silkas, medvilné). Polimery chemijos privalumas tas, jog Siuos nattralius
polimerus galima sujungti su medicinoje naudojamais polimerais. Anks¢iau buvo naudojami
sintetiniai biomedicininiai polimerai — polietilenas, polietilenteraftalatas, poliamidas, poliuretanas.
Sie polimerai buvo sékmingai naudojami audiniy persodinimo inZinerijoje, kaip persodinty audiniy
karkasai (pagrindas). Taciau jie turi trikumy. Vienas i§ jy — pasizymi nepakankamu biologiniu
suderinamumu [41].

Hidrolizuojamus sintetinius polimerus imta naudoti kaip potencialias biomedziagas nuo 1960
m., kuomet buvo nuodugniau istirtos poli(a-hidroksi) riig§¢iy klasei priklausancios biomedziagos.
Klasikinés medZiagos, kaip hiulerono rugstis, kalogenas turi be galo daug pritaikymo sriciy.
Kalogenas - pluostinis baltymas - yra pagrindinis Zinduoliy audiniy lgsteliy matricos (uzpildo)
Kalogenas turi mazdaug 25 tipus savo chemininés struktiiros bei molekuling strukttrg. I tipo
kolageno struktiira yra dazniausiai naudojama i§ visy kity tipy [2]. Ypa¢ daznai naudojamos odos
atsinaujinimo procecuose (hiulerono ragstis lygina rauksles) [38]. Bioorganiniai polimerai,
pranaesni savo tvirtumu ir dalinai elastingesni, yra geresnis uz natiralius keraminius [12]. Sios
medziagos sukelia specifin] biologinj atsakg — tarp medziagos pavirSiaus ir audinio atsiranda rysys.
Jy Klasei priskiriamas bioaktyvus stiklas, ceravitalis — biostiklo ir keramikos junginys. Visos §ios
medziagos sudaro tarpfazinj rysj su gretimu audiniu [18].

De¢l labai gero biologinio suderinamumo viena i§ tinkamiausiy implantams medziagy
yra HAP. Taciau jo stiprumas kol kas yra nepakankamas. Tai labai riboja jo naudojimo galimybes.
Jo biologinis aktyvumas yra neaukstas, be to, jis létai suauga su kaulu. Biologiniam aktyvumui
padidinti | HAP sudéti pridedama kity kalcio fosfaty arba gaminamas porétas HAP. Porétas HAP
gerai suauga su kaulu. Kaulo audiniai jauga j HAP poras. Kita vertus, poros mazinajo stipruma.

Norint pagerinti poréty keraminiy biomedziagy mechanines savybés placiai naudojamos hibridinés
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neorganinés-organinés medziagos [27]. Daug démesio mokslininkai skyré PLA-apatity,
pasizyminciy jvairia mikro ir makro struktiira, tyrimui.

Dauguma biomineraly yra sudarytos i$ neorganiniy ir organiniy kompozitiniy
medziagy. Visy stuburiniy organizmy kaulai ir dantys yra sudaryti i§ neorganinio kalcio fosfato ir
organinés matricos. Neorganinis komponentas yra nanokristalinis, kietas su apatito struktira ir
anglies chemine sudétimi, tai gali biiti vadinama karbonatiniu hidroksiapatitu (c-HAP). HAP sudaro
65% visos kauly mases, kita dalis sudaryta i§ organiniy medZziagy bei vandens. Neorganiniai
komponentai kompozitui suteikia stiprumg ir gebéjima atlaikyti didesn]j slégj. Organing matrica
(Iastelés uzpilda) sudaro kologeno skaidulos, glikoproteinai suteikia neorganiniam/organiniam
kompozitui elastingumo, atsparumg lenkimu, lGziams. Tokia simbiozé dviejy visisSkai skirtingy
medziagy, su skirtingomis savybémis, suteikia geresnes savybes formuojamam biomineralui, negu
jas suteikty kiekviena medziaga atskirai [42].

Kaulas yra sudarytas i$ trijy faziy: organiniy skaiduly, neorganinés nanokristalinés
fazés ir kaulinés matricos [42]. Kaulinis audinys — jungiamasis audinys su labai kieta tarplasteline
medziaga. Kauly tvirtuma salygoja tarplastelin¢je medziagoje susikaupes kalcis ir kitos neorganinés
medziagos, sudarancios 2/3 kauly masés. Kauly lengvumg ir stangrumg nulemia tarplastelinés
medziagos organiniai junginiai — baltymas kolagenas. Kaulinys audinys atsparus tempimui,
spaudimui, i$laiko didele apkrova. Sias savybes lemia jame esanéiy organiniy ir neorganiniy
medziagy derinys. Zmogui senstant kauluose organiniy medZiagy maZéja, o mineraliniy daugéja,
todeél jie darosi trapts, lengviau lizta. Vaiky kauluose yra daugiau organiniy medziagy, dél to jie
yra elastingesni, bet nelabai tvirti ir gali lengvai deformuotis ir iskrypti. Kauly tankis yra skirtingas.
Dauguma kauly yra sudaryti i§ tankaus iSorinio sluoksnio, vadinamu Zieviniu sluoksniu, kurj supa

maziau tankus ir akytas sluoksnis, vadinamas kauliniy sijy ir yra uzpildytas kauly ¢iulpais [43].
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1.4. Biomedziagy pavirSiaus struktiirinimas

Kauliniy karkasy inzinerija yra kompleksinis ir dinaminis procesas, inicijuojamas
osteoprogenitoriniy Igsteliy, kurios skatina lgsteliy augimg, matricos formavimasi jose, dél to
kaulinis audinys gali sudaryti ry$j su sintetinémis medziagomis. Kauly karkasai dazniausiai yra
gaminami i§ purios suskaidomos medziagos, kuri suteikia mechaninj tvirtuma, kuomet yra gydomi
pazeisti kaulai [11]. Kauly implantams naudojamos skirtingos medziagos: kalcio fosfato pagrindo
bioaktyviis keraminiai karkasai, biostiklo, polimeriniai, kompozitiniai, metaliniai Kkarkasai.
Keraminiai karkasai néra itin patogiis naudojimui dé¢l savo nedidelio elastingumo, didelio trapumo,
prasto atsparumo tempimui, zemo mechaninio patikimumo, kietumo, o tai svarbu mechaninéms
savybéms po implantacijos [12].

Karkasai, taikomi audiniy regeneracijai, daugiausiai yra gaminami i$ $iy biologiSkai suderinamy
medziagy:

a) gamtiniy arba sintetiniy polimery,
b) keramikos,
¢) ir jy kompozity, kuriais siekiama imituoti natralaus kaulo sudétj ir strukttrg [16].
Vienas i§ karkasy gaminimo budy yra liejimo. Sis metodas paremtas terminés ekstruzijos 3D
spausdinimu ir lazeriniu mikro apdirbimu — iy abiejy technologijy jungimas leidzia greitai ir pigiai
gaminti porétus mikro darinius, lanksc¢iai keisti jy geometrija, fizikinius, cheminius, biologinius
parametrus [39].
Naudojant terminés ekstruzijos 3D spausdintuva (ang. FFF — fused filament fabrication arba
FDL —fused deposition modeling) isliejamas norimos geometrijos trimatis darinys (1 pav.). Siuo
atveju tai — darinys, turintis ne tik iSoring geometrija, bet ir viding mikro architektirg. Tai
pasiekiama tiksliai derinant lydomos medziagos temperatiira, padavimo srautg ir trajektorija.
Suformuojami dariniai, kuriy erdviniai elementai gali buti Simty mikrometry, o juos skiriancios
poros — desiméiy kubiniy mikrometry dydZio. Siuo bidu galima kurti darinius, kuriy porétumas
(oro ir viso darinio tdrio santykis) svyruoja nuo 20 iki 60 proc. Pory matmenys gana artimi
zinduoliy Iasteliy dydziams, tad tokie objektai yra tinkami kamieniniy lgsteliy auginimui, jy
migracijos ir diferenciacijos tyrimui. Gauti rezultatai leidzia teigti, kad visa tai gali biti

panaudojama audiniy inzinerijoje, pavyzdziui, pacientui Salinant kaulo defekta [39].
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3D & + lazerinis raSymas = = mikroporétas karkasas
spausdinimas 43¢

1 pav. Trimatis geometrijos darinys [39].

Kitas pavirSiaus struktiirinimo metodas yra polimerizavimas i§ skysty fotoaktyviy
polimery matricos. 3D darinius galima sékmingai papildomai modifikuoti ultratrumpyjy impulsy
lazeriu ,,Pharos* (MGF ,.Sviesos konversija®). Tam naudojamas efektyvus pavirSiaus ir tirio mikro
apdirbimas Sviesos gija. Tai nauja lazerinio formavimo kryptis, leidzianti paveikti tiek skaidrias,
tick neskaidrias terpes, jas graviruoti, grezti, sulydyti ar tiesiog iSpjauti jvairias formas.
Standartiskai lazeriniame mikro apdirbime naudojamas astriai fokusuotas pluostas, o ultratrumpieji
impulsai leidZia tiksliai paveikti norima pavirSiaus ar turio sritj. Uzliejus bandinj vandeniu, galima
jame indukuoti Sviesos gija (filamentg), kuri bty vienodo §viesos intensyvumo (energijos tankio)
1Silgai pluosto sklidimo krypties. Tai leidzia tiksliai ir tolygiai naudoti Sviesos energija greZiant
skyles ar pjaustant sudétingos geometrijos darinius [39].

BiomedZiagy pavirSiaus struktlirinima galima atlikti ir lazerinio pjaustymo budu.
Kadangi, Siame darbe suformuotas kompozitas yra kietas, todél jo pavirSiaus pjaustymas buvo
atliktas ,,Pharos“ lazeriu. Juo galima atlikti subtilius ir labai sparCius pjavius. Trumpi
femtosekundiniai lazerio impulsai tam puikiausiai tinka. Kita Sio lazerio taikymo sritis — galimybé
pjaustyti viena kieGiausiy medziagy — safyra, t. y. ruosti pagrinding detale $viestuky gamybai. Sie
Sviestukai daromi ant labai plonos safyro plokstelés. Jg reikia supjaustyti taip, kad nebiity pazeista
struktiira. Tam ,,Pharos“ ypa¢ tinka. Sviestukai — ateities ap$vietimo sistema, tad ¢ia jsitvirtinti
~Pharos® perspektyvos itin geros. TreCioji sritis — medicina, tiksliau, oftalmologija. JAV akiy
refrakcijos koregavimo operacijoms femtosekundiniai lazeriai pradéti naudoti prie§ 5-6 metus.
Dabar su jais operuojamas mazdaug kas treCias pacientas. Taciau iki Siol Siais lazeriais tik
atpjaunamas plonas ragenos lopelis, o pagrindinj reljefo formavimo darbg atlicka eksimerinis
lazeris. Pastarasis mediky ne itin mégstamas dél savo trumpaamziskumo ir dél naudojamy nuodingy
dujy, kurias reikia reguliariai keisti. ,,Pharos* jau ne kartg iSbandytas kaip tradicinis oftalmologinis
femtosekundinis lazeris, taciau jo deSimteriopai didesné galia teike vil€iy, kad jis gali pakeisti ir

eksimerinj lazerj [44].
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,»Pharos* — tai yra vieno vieneto integruota femtosekundino lazerio sistema, apimanti
milijoning impulsy energija ir auksta viduting galig. Dauguma "Pharos" parametry galima lengvai
nustatyti per valdymo bloka kompiuteryje. Sis lazeris kompaktiskas, lengvai kei¢iamos jvairios
detalés (osciliatorius, stiprintuvas, kompresorius). Pasizymi impulso trukmé <190 fs - 10
ps, impulso energija iki 2 mJ, vidutiné galia iki 20 W, tvirtas mechaniniu dizainu [45].

Derinant 3D spausdintuvu pagaminty karkasy porétuma su mikro struktiirizavimu
lazerinémis bei kitomis technologijomis galima valdyti ne tik Igsteliy auginima, bet ir jy

diferenciacija [39].
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2. EKSPERIMENTINE DALIS

2.1.Reagentai ir tirpalai

Hidroksiapatito sintezei:
« Kalcio acetatas (Ca(CH;C00), x H,O, Carl Roth, Vokietija);
« Diamonio fosfatas(NH,),HPO,, Eurochemicals, Lietuva);
« Amoniakas (NH,OH, bevandenis, >99.95 %; Fluka);
» Polietilenglikolis (H(OCH,CH,),OH, PEG,; 4600; Aldrich);
 Polivinilalkoholis ([—CH,CHOH—],,, PVA; 72000; Fluka);
» Amoniakas (NHz (sk.), 32 % vandeninis tirpalas, Merck);
« Trietanolaminas (HOCH2CH2)sN, >99 % (GC), Sigma-Aldrich).

Hidroksiapatito—polimero kompozitinés medzZiagos sintezei:
» Polilaktiné rugstis (PLA, DR3D FilamentLtd);

2.2. Eksperimento metodika

2.2.1.HAP sintezé, panaudojant polimerine matrica (PEG, PEG-TEA ar PVA)

Pagrindinés medziagos, i$ kuriy yra gaunami HAP milteliai yra Ca(CH;C00), X H,O
ir (NH,),HPO,.Ca(CH;C00), x H,O (5.285g, 0.03mol) buvo istirpintas 25 ml distiliuoto
vandens. ] Ca?" jony turintj tirpalg jpilta 6% PEG vandeninio tirpalo ir gautas tirpalas
maisomas 30 min. 55-60 °C temperataroje. Tirpalo pH keliamas iki 11, todél jlasinta 32% NH;
vandeninio tirpalo. Gautas miSinys papildomai maisytas 20 min. 65-80 °C temperatiiroje.
Susiformave balti Ca-P-O milteliai papildomai maisSyti dar 30 min., uzdengus stikling su latekso
danga, jog neiSgaruoty amoniakas. Gauta suspensija iSgarinta 80-100 °C temperatiroje ir
susidargs Ca-P-O gelis dziovintas 150 °C temperatiiroje 24 h., kaitinamas 400 °C temperatiiroje
(kaitinimo greitis 1°C/min.). Gauti balti milteliai vél susmulkinami agatinéje grustuvéje ir
kaitinti 600, 680, 800 ir 1000°C temperatiirose (kaitinimo greitis 5°C/min.) 5h.

Analogiskai buvo paruosti HAP milteliai i§ vandeniniy PVA ir PEG-TEA tirpaly.
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2.2.2. Kompozitinio PLA-CHAP junginio paruoSimas

Kompozito sintezei buvo naudojami cHAP milteliai, iSkaitinti 680 °C temperatiiroje ir
1,75 mm kieto PLA polimero. PLA naudojamas toks, kokj buvome gave i§ gamintojo. cHAP
milteliai skirtingais santykiais (2,5; 5; 10; 15%) buvo kaitinami stiklinél¢je ant kaitlentés kartu su
PLA 220-235 °C temperatiiroje. Gautas PLA-cHAP kompozitas ir grynas iSlydytas PLA buvo
dedamas ant keramikinés plytelés su 12 jdubimy (25 mm diam.) ir papildomai visa tai buvo lydoma

225 °C temperatiroje 30 min. (kaitinimo greitis 300 °C/h), susidarant standzioms granuléms.

2.2.3. Kompozitinio PLA-cHAP junginio pavirSiaus struktiirinimas su DLW

Pagaminto PLA-cHAP kompozitinio junginio tableCiy pavirSiuje buvo formuojami
jvairaus ploto grioveliai, naudojant tiesioginio lazerio raSymo (DLW) metoda.

Mikro-pjovimai bandiniy pavir§iuje buvo atlikti naudojant Yb: KGW lazerj ,,Pharos*
(Sviesos konversija, UAB), veikian¢iu su 300 fs impulso trukme, 200 kHz impulso pasikartojimo
dazniu ir 515 nm bangos ilgiu. Sviesos fokusavimui naudotas 20 x 0,45 NA objektyvas.
Schematinis mikro-pjaustymas yra pavaizduotas 2 paveiksle. Grioveliai bandinio pavirSiuje buvo
iSraizomi naudojant skirtingus transliavimo greicius (translationvelocities) (250 um/s, 500 pum/s,
750 pum/s ir 1000 pm/s) ir lazerio galig (laserpower) (5 mW, 10 mW, 15 mW ir 20 mW).

300 fs
200 kHz
515 nm

Objecti
Jective Cutting pattern

Fabricated line

[

Sample

2 pav. Mikro-pjaustymoschema.

Smailés intensyvumas | ir impulso energija E apskai¢iuojami naudojant Sias formules:

_2PT
= fw?rr’
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E= ‘;—T,kur P — vidutiné lazerio galia; T — objektyvo skaidrumas (0.41 skirta 20x 0.45 NA objektyvui),

f- impulsy pasikartojimo daznis, r — impulso trukmeé, w = 0.614/NA spindulio skersmuo. Perskai¢iuoti E

ir | parametrai yra pateikti 1 lenteléje:

1 lentelé. P, E ir | duomenys.

P [mW] E [nJ] I [TW/cm?]
5 10.25 4.47

10 20.5 8.93

15 30.75 13.40

20 41 17.86

. ey . . L . . e . . . . 2wf
Lazerio impulsy skai¢ius vienoje méginio vietoje buvo skai¢iuojamas remiantis formule: n = —,

kur v — pritaikymo greitis, ir yra pateiktas2 lenteléje:

2 lentelé. Lazerio transliavimo greitis v ir paskaiciuotas impulsy skai¢ius n.

v [um/s] n
250 1117
500 558.5
750 372.3
1000 279.2
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2.3. Aparatiira ir priemonés

Termogravimetriné analizé (TG) ir diferenciné termogravimetrija (DTG) atlikta naudojant
Netzsch STA 409 CD prietaisg. Paraleliai buvo atlickama masiy spektrometrijos (MS) tyrimai.
Geliai buvo sudéti j aliuminio oksido tiglius ir kaitinti nuo 400 - 1300°C temperatiirose (kaitinimo
greitis 10 °C/min.). Matmeny ir fazés pokyciai buvo tiriami dilatometriniais metodais. Tabletés
buvo paruostos i§ Ca-P-O gelio milteliy iSkaitinty 400 °C temperataroje (PVA milteliai buvo
naudoti kaip riSamoji medziaga). Paruostos tabletés buvo kaitinamos iki 1200 °C (temperatiiros
kélimo greitis 1 °C/min.). Susintetinty HAP milteliy fazinis grynumas buvo tiriamas rentgeno
difrakcinés analizés (XRD, Rigaku, MiniFlex Il, Cu-Ka spinduliy, A = 0,1542 nm 40 kV 100 mA
20 =10-80 °/ 10-60 °) metodu. Vidutinis kristality dydis buvo nustatytas remiantis Halder-Wagner
metodu, naudojant Rigaku PDXL programing jrangg. Morfologinés ypatybés ir elementiné sudétis
buvo jvertinti, naudojant skenuojantj elektroninj mikroskopa (SEM), sujungta su Rentgeno
spinduliy energijos dispersiniu (EDX) spektrometru TM3000, "Hitachi”. Lauko emisijos
skenuojantis elektroninis mikroskopas (FE-SEM, SU70, Hitachi buvo naudotas jvertinti
nanostruktiiros ypatybes. Norint istirti suformuoty grioveliy topografija, pagamintos kompozitinio
PLA-cHAP junginio tabletés buvo padengtos auksu (apipurS§kimo trukmé 30 s), naudojant Q150T
ES (Quorum) dulkintuvg. Infraraudonyjy spinduliy spektrai buvo registruojami, naudojant Furjé
infraraudonyjy spinduliy (FT-IR) spektrometrg (Frontier FT-IR, Perkin-Elmer,(ATR) ploksté
(Diamond, ATR kristaly) ir skystu azotu ausinamas gyvsidabrio kadmio (MCT) infraraudonosios sr.
detektorius (4000-500 cm™?, 25 skanavimai).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Sioje magistrinio darbo dalyje pateikti susintetinty HAP milteliy ir suformuoto cHAP-PLA

kompozitinio junginio tyrimy rezultatai.

3.1. Kaitinimo temperatiiros jvertinimas (TG/DTA)

Tinkamiausiai kaitinimo temperatirai nustatyti buvo atlikta visy Ca-P-O geliy,
susintetinty naudojant PEG, PEG-TEA ir PVA polimerines matricas, terminés analizés. Ca-P-O

geliy, susintetinty naudojant PEG polimera, TG/DTA ir DTG kreivés pateiktos 3 paveiksle.

100 0.2
@)\« TG DTA =>4 10.00 =
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o /] DTG > ] >
L / ] )
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3 pav. Ca-P-O (PEG) gelio TG/DTA ir DTG kreiveés.

Pirmas nedidelis svorio sumazéjimas apie 0,5% stebimas méginius kaitinant iki 200
°C temperatiiros. Sis masés sumazéjimas vyksta dél adsorbuoto vandens pasisalinimo. Antrasis 2%
svorio sumazéjimas buvo aptiktas esant 400 °C temperatiirai. Siame temperatiiros intervale i3
sistemos pasiSalina absorbuotas vanduo ir vyksta organiniy medziagy skilimas. Kita dalis vandens ir
CO:; pasisalina i§ meéginio 400-600 °C temperatiiros intervale. Sie procesai vertinami i§ DTG
kreivés, kur piko maksimumas pasiekiamas ties 550 °C temperatira (tuo metu netenkama apie 1%
masés). Kitas, apie 3% svorio sumazéjimas stebimas ties 600-900 °C temperatira, vyksta
egzoterminé reakcija ties 710 °C temperatiira. Tai gali buti paaiSkinama, jog toliau vyksta
kristalinés gardelés dehidratacija ir dekorboksilinimas bei cHAP kristalizacija [46]. Bitina

paminéti, jog cHAP kristalizacija vyksta tam tikrame temperattiry intervale ir priklauso nuo tirpalo
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sudéties bei apdorojimo salygy. Tyrimai parod¢, jog temperatiiry intervale nuo 600 °C iki 1000 °C
CHAP prarandama didziausia karbonatiné dalis esanti junginyje [47]. Papildomas svorio
sumazé¢jimas stebimas ties 1150-1250 °C temperatiira. Analizuojant DTA kreivés piko maksimuma
ties 1180-1280 °C temperatira, galima daryti iSvada, jog tuo metu prasideda HAP skilimas,
formuojasi CaO ir kitos antriniy faziy medziagos.

Panasiis rezultatai buvo gauti ir analizuojant Ca-P-O gelio miltelius, sintetintus
naudojant PEG-TEA ir PVA polimerines matricas.

Paraleliai buvo atlikti ir MS analizé. MS jony kreivés pavaizduotos 4 paveiksle.
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Pav. 4. Ca-P-O (PEG) gelio MS kreivés.

Pagrindiné adsorbuoto vandens kreivé stebima Zemiau 200 °C temperatiiros su mazZiau
zinomais dehidratacijos produkty pikais ties 520 °C ir 780 °C temperatiromis. CO2 pasiSalina
dehidratacijos metu. Tyrimai parodé, jog procesai, vykstantys zemiau 850 °C temperatiiros, yra
negriztami, pasisalina COz ir H20, susidaro CaO ir B-tipo HAP pereina j A-tipo HAP [48].

MS kreivés, kuriose pavaizduotos Ca-P-O gelio milteliai, susintetinti kartu su PEG-
TEA ir PVA polimerinémis matricomis, rezultatai gaunami panasiis. Sie rezultatai parodé, kad

sintezés metu gali susidaryti karbonizuotas HAP (cHAP).
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Sintezés temperatira toliau buvo nustatoma atliekant Ca-P-O geliy dilatometrinius
matavimus. Dilatometrijos kreivés pateiktos 5 paveiksle rodo, kad tiirio sumazéjimas labiau ryskus
junginiui, susintetintam naudojant PVA matricg. Pirmasis table¢iy susitraukimas stebimas 100-200
°C temperatiiros intervale, o tai sutampa su TG ir DTA gautais rezultatais, kuomet i§ méginio
pasiSalina lakieji junginiai. Antrasis tableCiy ilgio sumazéjimas siejamas su adsorbuoto vandens bei
organiniy junginiy pasisalinimu bei jony persitvarkymo ir HAP kristalizacijos. I§ kreiviy matoma,
jog Ca-P-O méginys eksponentis$kai mazéja nuo 500 °C iki 1100 °C temperatiiros, tuo tarpu Ca-P-O
(PEG-TEA) ir Ca-P-O (PVA) méginiy susitraukimai stebimi ties 500-850°C ir 480-800°C
temperatiiry ribose. Treciasis Ca-P-O (PEG-TEA) ir Ca-P-O (PVA) méginiy susitraukimas rySkus
ties 900-1200°C ir 800-1200°C temperattirose. Tai galima paaiskinti, jog skyla HAP ir formuojasi
CaO. Ties 1100 °C temperatiira nevyksta méginio sumazéjimas. Norint i§vengti karbonatinés dalies

praradimo, pagaminti geliai véliau buvo kaitinami 400-800 °C temperatiiros ribose.
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Pav. 5. Terminés dilatometrijos kreivés cHAP milteliy (susintetinti naudojant PEG, PEG-TEA ir
PVA): linijinio susitraukimo priklausomybé nuo temperatiiros.

3. 2. HAP fazinio grynumo tyrimas (XRD)

XRD difraktogramos Ca-P-O (PEG) gelio milteliy iSkaitinty skirtingose
temperattrose yra pateiktos 6 (a) paveiksle. I$ patiekty difraktogramy matyti, kad Ca-P-O milteliai,
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iSkaitinti 600 °C, jau yra kristaliniai. Difraktogramose i$ Bragg difrakcijos salygy matomi pikai
buvo priskirti kristaliniam HAP (JCPDS Nr. 09-0432, SeSiakampés kristaly sistemos, erdvé grupés
i§ P63/m) [13]. HAP milteliy, iskaitinty 600, 680 ir 800 °C temperattroje, Kristality dydziai buvo
apskaicCiuoti 17, 22 ir 26 + 1 nm, atitinkamai, 0 HAP (PEG) kristalinés gardelés parametraia=b ir c
buvo apskai¢iuoti 9,439 ir 6,898 A, atitinkamai.

Difrakcinés analizés kreivés Ca-P-O (PEG-TEA) ir Ca-P-O (PVA) gelio milteliy,
kaitinty 800 ° C temperatiroje (pav. 6 (b)). Stebimos difrakcijos smailés ties 2 6 = 37,4 °, tai pat
buvo pastebétos difrakcijos kreivés milteliy, kaitinty 680 °C ir 800 °C temperatiiroje. Tai
priskiriama CaO priemaisy susidarymui. HAP (PEG-TEA) difraktogramoje nuo 15 iki 30 0 laipsniy
esamas fono padidéjimas atsiranda dél amorfinio stiklo laikiklio. Vidutinis kristality dydis HAP
milteliy, susintetinti naudojant PEG-TEA ir PVA, buvo apskai¢iuota 43 ir 39+1 nm, atitinkamai.
Nustatyta, jog susintetinti nestecheometriniai apatitai.

Yra zinoma, jog nestecheometriné apatity struktiira néra stabili ir suyra esant 900-
1100 °C. Norint susintetinti stechiometrinj HAP, reikia papildomai naudoti kalcio oksida (CaO) ir
trikalcio fosfata (TCP). Buvo pastebéta, kad Ca/P santykis yra didesnis nei 1,67 (stechiometrinis
HAP), jei kaitinamas méginys, sudarytas i§ gryno HAP ir CaO. Todé¢l, siekiant papildomai jvertinti
Ca/P santykj susintetintose apatituose, medziagos buvo kaitinamos 1000 °C temperatiiroje (7 pav.).

I§ gauty rezultaty matyti, kad sintezés procese naudojami polimerai, jy pradiné

koncentracija, tirpalo pH ir tirpalo maiSymo laikas turi jtakos fazinei sudéciai ir kristality dydziui.

Rel. intensity (a.u.)

20 (degree)

24



(b) 800 °C

PEG

|

M ca0 PVA

Rel. intensity (a.u.)

/ PEG-TEA

20 (degree)

Pav. 6. XRD analizé: (a) cHAP milteliy susintetinty naudojant PEG ir kaitinti 600, 680 ir 800 °C,
(b) susintetinti naudojant PEG-TEA, PVA ir PEG (kaitinti 800 °C) (bendras iskilimas HAP (PEG-
TEA) difraktogramoje yra dél stiklo laikiklio).
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Pav. 7. cHAP (PEG) iskaitinto 1000 °C 5 val. XRD difraktograma.
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3.3. HAP spektroskopinis tyrimas (FT-IR)

CHAP apatity, susintetinty naudojant PEG polimering matricg, FT-IR spektruose buvo
aptiktos charakteringos smailés biidingos fosfato (PO3™) ir karbonato (CO3™) grupiy virpesiams (8
pav.) [13, 49]. Absorbcijos juostos ties 1190-900 cm™? atsiranda dél trigubo asimetrinio tempimo
rézimo vs ir dél simetrinio P-O rysio tempimo rézimo v1, o juostos matomos ties 630-530 cm
isryskéja deél trigubo O-P-O rysio i§ apatito PO3~ grupés lenkimo rézimo va. Juostos ties 1550-1360
cm ! sritimi yra biidingos CO3~ grupei. Juostelé ties 1466 cm ™! priskiriama tempimo rezimui, v1, i3
CO% grupés A tipo HAP. Biidingi lenkimo rezimai, va ir v3, C-O smailés (CO3™ grupé) A ir B tipo
HAP pasirodo ties 1456 ir 1445 cm™. Grupé ties 1420 cm™ buvo priskirta tempimo rezimui, va, i$
CO% grupés cHAP. Be to, silpna juosta atsiranda nuo lenkimo, vz, C-O smailés (CO3~ grupés) buvo
stebimas ~ 875-80 cm. Ties 530-630 cm™ sritimi juostos, esandios ties ~ 599, 565 cm™* buvo
priskiriamos trigubo lenkimo rezimui, vsa ir v4c, O-P-O fosfato grupés. Be to, dvi skirtingos viriinés
pastebétos ties 3573 ir 630 cmir priskiriamos tempimo rezimui vs ir vibraciniam reZimui, vi, tai
atitinka struktiirinio hidroksilo anijona (OH"). Plati absorbcijos juosta ties ~ 3500 - 3060 cm™

atsiranda dél adsorbuoty vandens molekuliy.
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_ v(COY) - AB-type
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Pav. 8. FT-IR spektrai cHAP méginiy, susintetinty naudojant PEG ir kaitinta 600, 680
ir 800 °C temperatiiroje.
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3.4. HAP morfologijos tyrimas (FE-SEM)

FE-SEM nuotraukos i§ cHAP milteliy, pagaminty naudojant PEG, PEG-TEA ir PVA
polimerus, pateikiamos 9 paveiksle. Susintetinti cHAP (PEG matrica) milteliai, kaitinti 680 °C
temperatiroje, sudaro aglomeratus, kurie yra sudaryti i§ smulkesniy daleliy, jy dydis apie 20-30 + 5
nm (9 pav. (a)). cHAP méginiai iSkaitinti 800 °C temperatiiroje buvo sudaryti i§ didesniy pradiniy
daleliy. Taip pat svarbu pazyméti, kad HAP (PEG) pirminés dalelés yra ovalo formos.
Apskaiciuotas cHAP (PEG) daleliy dydis atitinka kristality dydj, naudojant gautus XRD duomenis.
Tai rodo, jog susintetintos dalelés yra pavieniai kristalitai. Dalelés, gautos naudojant PEG-TEA
matrica, pasizymi panasia morfologija (9 pav. (c)). Taciau cHAP milteliai, susintetinti naudojant
PVA matricg, turéjo skirtingas morfologines ypatybes (9 pav. (d)). Matyti, kad pirminés dalelés

didesnés nei 100 nm, pasizymi briaunuota morfologija ir yra kompaktiskai suaugusios/sukepusios.

o

X R = . &
Pav. 9. FE-SEM nuotraukos cHAP milteliy, susintetinty naudojant PEG ir kaitinty (a) 680 °C ir (b)
800 °C temperatiiroje, ir esant 800 °C temperatiirai, naudodami (¢) PEG-TEA ir (d) PVA.

Sekanciame etape buvo jvertintas susintetinty CHAP meéginiy grynumas EDX analizés
metodu. Jvertintas EDX analizés Ca/P santykis skyrési su vyraujanciu, nes vertés didesnés nei 1,67.
Tyrimai parodé, kad nestoichiometriniy apatity, kai PO3~ jonai yra pakei¢iami CO3~jonais (B tipo
pakeitimas), Ca/P santykis yra didesnis negu stechiometrinio HAP. Taciau, kai OH™ jonai apatito
struktiiroje pakeiciami CO3~ jonais (A-tipo pakeitimas) arba HPO3~ jonai pakeisti PO3~, Ca/P
santykis yra linkes biiti mazesnis nei 1,67 [28]. EDX rezultatai patvirtina XRD ir IR i$vadas, jog
buvo susintetinti A- ir B- tipo pakesti CHAP.
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3.5. Kompozito PLA-cHAP topografinis struktiirinimas su DLW

SEM nuotraukose matyti lygus PLA ir PLA-cHAP pavirsius (10 pav.). 10 (a) paveiksle
matyti ryskas lygtis PLA grioveliai. Tai atitinka ankstesnius tyrimus [39, 50]. Pasikeité tik jy plotis,
nes skyrési ir pjaustymo parametrai (vertintas pjaustymo greitis ir vidutin¢ lazerio galia). Kita

vertus, PLA-cCHAP kompozitas reaguoja j lazerio $viesg ir pradeda tirpti.

Pav. 10. Grioveliy, i$pjaustyty ant tableciy (a) PLA ir (b)-(f) PLA-HAP kompozito pavirSiaus,
optinio mikroskopo nuotraukos. Méginiy tabletés buvo pagamintos naudojant (b) 2,5%, (b) 5%, (d)
10% ir (e) ir (f) 15% HAP. Grioveliai pjaustyti, naudojant (a)-(e) 10 mW ir (f) 20 mW lazerio galig

(transliacijos greiciai 250, 500, 750 ir 1000 um/s).

Tai jrodo, jog tokia medziaga yra nehomogeniska — nevienodai reaguoja i Sviesa, ypac
kai grioveliy pjaustymui naudojama 15 ar 20 mW lazerio spinduliuotés galia (10 pav. (a)-(e)).
Pjuviai yra lygus, tik skiriasi jy plotis. Keliamos kelios to priezastys, kodél PLA-cHAP kompozitas
jautrus spinduliuotei. PLA lydymosi ir persilydymo kreiviy pikai kinta, atsizvelgiant j tai, ar jis yra

grynas, ar su neorganiniu uzpildu. Kristalizacijos temperatiira sumazéja | kompozitg pridéjus
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neorganiniy uzpildy [51]. Tai gali bati viena i§ priezasCiy, kodél PLA-cHAP kompozitas toks

jautrus Sviesai.

3.6. PLA-cHAP kompozito grioveliy pavirSiaus morfologijos tyrimas

Norédami gauti daugiau informacijos apie cHAP pasiskirstymg kompozite, atlikome
SEM ir EDX analize¢ (11 pav.). Morfologiniai tyrimai parodé, jog didéjant homogeniniam
neorganiniy medziagy pasiskirstymui cHAP, didéja ir oro grioveliy tarpai PLA-CHAP kompozite.

Pav. 11. (a) SEM (pazyméta vieta rodo pavirSiaus iStirta vietg) ir (b)-(i) EDX elementinés
difragtogramose PLA-HAP kompozity legiruoty (a)-(f) 15%, (g) 10%, (h) 5% ir (i) 2,5% i§ HAP
(EDX Zemélapiy spalvos: Ca - raudona, P - mélyna ir O - Zalia). Pazymétos vietos (f) ir (h)
nuotraukose yra pazeistos PLA-cHAP sudétinio pavirSiaus vietos.

Biokompozitai, kuriuose yra didesnis cHAP Kkiekis, susidaro daugiau pory, kurios
sudarytos i§ neorganiniy medziagy ir pasiskirsto per visg sudétinj pavirsiy (11 pav. (a)). EDX
elementiné analizé buvo atlikta, siekiant jvertinti Ca ir P - CHAP — pasiskirstyma sudétiniame
pavirSiuje ir suformuotuose grioveliuose (11 pav. (b-i).). Matome, jog cHAP Kkiekis skiriasi
Jvairiuose pavirSiaus taSkuose. Atsizvelgiant ] nehomogeniska neorganiniy medziagy pasiskirstyma
biokompozituose, galime pastebéti, jog Ca ir P tampa dominuojantys elementai suformuoty

grioveliy viduje. Tai rodo, kad cHAP dalelés yra padengtos polimero sluoksniu. Toks topografinis
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struktirizavimas lemia pozymius, kurie yra svarbus kalbant apie lasteliy sukibimg ir karkasy
inzinerija. SEM analize buvo iSnagrinétas PLA-cHAP pavirSius pagal spindulio poveikj (pazymétas
apskritimu pav. 11 (f) ir (h)), palickant Siurkscias (vienkartines) démes, kuriose buvo istirpus PLA.
Analizé skirtingose vietose atitiko labai panasSius rezultatus.

Suformuoty grioveliy FE-SEM nuotraukos pateiktos 12 paveiksle (prie§ tyrima

paruostos tabletés buvo metalizuotos Au).
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Pav. 12. PLA-cHAP kompozito pavirSiuje suformuoty grioveliy FE-SEM nuotraukos: (a)-(d) 2,5%,
e)-(1), (), (n),(0),( p) 15%, (k) gryna PLA, (1), (q) 5% ir (m) 10 % su cHAP kiekiu.

Matyti, jog pavirSiaus topografinis struktiirizavimas, naudojant lazerio galig 5 ir 10
mW, suformuoja siauresnius ir tvarkingesnius griovelius (1, 2, 3 ir 4 eilutés suformuotos, naudojant
250, 500, 750 ir 1000 pm/s, galig atitinkamai), palyginti su suformuotais, naudojant galig 15 ir 20
mW (12 pav. (a)-(d)). Grioveliy plotis buvo apskaiciuotas, kad ~ 20, 15, 10 ir 5 pum ir sutampa su
lazerio galios mazéjimu. Tvarkingi jpjovy PLA pavirsiuje rodo panaSias morfologines savybes kaip
ty, kuriuose buvo 2,5% cHAP. Didelés koncentracijos cHAP, kuris buvo aptartas anksciau, bendras
medZiagos pavirSius tampa SiukStesnis (~ 50-150 pum) (pav. 12 (i), (0)). cHAP kiekis ir daleliy
skersmuo didéja, didéjant legiruojancios priemaiSos koncentracijai. Bandiniy nuotraukos
suformuoty kompozity grioveliy, kurie turi didesn¢ dalj legiruojancios priemaiSos, rodo, jog
grioveliai suformuoti CHAP nanodaleliy pavirSiuje, o Siek tiek didesni cHAP kristalai buvo gauti

grioveliuose (12 pav. ((e)-(m), (p)). Be to, analizé parod¢, kad buvo gauti 15 ir 20 pm plocio
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grioveliai palyginti su tais, kurie buvo 5 ir 10 pm plocio ir gilesni bei su lydytu krastu (12 pav. (a),
(e), (f), (0)). Be to, buvo pastebéta, kad pavirSiaus medziaga lydosi pagal lazerio spinduliuote,
atsiranda vienaly¢iai plotai kur yra cHAP (12 pav. (a), (e), (f), (q)). Tas pats buvo pastebima
visuose méginiuose.

Rezultatai rodo, kad medziaga pavirSiuje lydosi dél to, kad j kompozito vidy pateko
oro ir susiformavo ertmes jvairiose srityse. D¢l §iy ertmiy medziagos vidinés Sienos storis svyruoja
ir dél to gali skirtingai reaguoti j lazerio Sviesg. Kita vertus, yra ir privalumy — susidaro tuStumos,
kurios sukelia poringuma, o tai svarbi savybé medziagoms, i$ kuriy gaminami karkasai.

cHAP pavirsius buvo formuojamas, naudojant 10 ir 5 mW galig bei 10 ir 15% cHAP
koncentracija, taciau tiesioginis poveikis pavirSiaus topografijos ir lasteliy elgesys invitro ir invivo

dar bus atliekamas.
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ISVADOS

Sintezés procese naudoti polimerai stipriai jtakoja galutinio produkto daleliy morfologija ir
struktiirg: naudojant PVA susidaro tankiai suauge HAP kristalai, kuriy dydis didesnis uz 100
nm, o kai naudojami PEG ar PEG-TEA - susidaro nanokristalinis (kristality dydis 17-22
nm) HAP.

I§ XRD analizés nustatyta, kad susintetinto HAP fazinis grynumas priklauso nuo sintezés
procese naudojamo polimero prigimties: naudojant PVA ir PEG-TEA, esamomis sintezés
salygomis, susidaro Salutiné CaO fazé.

EDX ir XRD analizés patvirtino, kad susidaro nestechiometrinis HAP.

FT-IR analizé parodé, kad susidaro A- ir B-tipo karbonato jonais pakeistas HAP.

FE-SEM analizé¢ parodé, kad homogeniskiausi lazeriu pjaustomi grioveliai buvo
suformuotiant PLA-cCHAP kompozito table¢iy pavirSiaus, turin¢iose 10 ir 15% cHAP bei
naudojant 750 pm/s ir 1000 um/s lazerio transliavimo greitj ir 4.47 TW/cm? and 8.93
TW/cm? spinduliuotés intensyvuma.

FE-SEM analizé parodé, kad didéjant cHAP kiekiui PLA matricoje, didéja pory kiekis bei
atsiranda didesni plotai gryno cHAP.

SEM-EDX analizé parodé, kad suformuotos kompozitinés CHAP-PLA medziagos pavirSius
veikiamas elektrony spinduliy (elektrony jgreitinimo jtampa 5 kV-15 kV) degraduoja.
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Nanocrystalline hydroxyapatite (HAP) synthesis, formation of polylactic acid
(PLA)-HAP composite and investigation.
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SUMMARY

The carbonated hydroxyapatite (cHAP) nanocrystalline powder synthesis via wet chemistry
approach from calcium acetate and ammoniumhydrogenphosphate precursors together with
croslinking agent of polyethyleneglycol, poly(vinylalcohol) and triethanolamine. Thermal
decomposition of gels and formation of nanocrystalline cHAP was evaluated by thermal analysis
mass spectrometry and dilatometry measurements. The effect of organic additives on the phase
purity and particle sizes of cHAP was examined and is addressed. Phase purity, crystallinity and
carbonate ion content of the apatite powders were evaluated by X-ray diffraction and FT-IR
spectroscopy. Further we present the preparation of polylacticacid (PLA)-cHAP composite material
from synthesised phase pure cHAP and melted PLA by mechanical mixing at 220-235 °C.
Topographical structuring of PLA-cHAP composite surfaces was performed by direct laser writing
(DLW). Microstructured surfaces and the apatite distribution within the composite and formed

grooves were evaluated using optical and electron microscopyte techniques.
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