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POPIS SIMBOLA I SKRACENICA:

T — temperatura (°C)

mas. — maseni udio (%)

mol. — molarni udio (%)

at. — atomski udio (%)

My — maseni prosjek molekulskih masa
6 — kut loma (°)

DD - stupanj deacetilacije

CaP — kalcijev fosfat

HAp — hidroksiapatit

ACP — amorfni kalcijev fosfat

DCP — dikalcijev fosfat

OCP — oktakalcijev fosfat pentahidrat
a-TCP — e-trikalcijev fosfat

S-TCP — prikalcijev fosfat

CHAp — karbonatni hidroksiapatit s manjkom kalcijevih iona

DCPD - brusit
CHT - kitozan
C-CHT - karboksimetil kitozan

FTIR — infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama

XRD - rendgenska difrakcijska analiza

SEM - pretrazna elektronska mikroskopija

DNK - deoksiribonukleinska kiselina
RNA - ribonukleinska kiselina
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1. UvOD

Bolesti i oste¢enja koStanog tkiva predstavljaju jedan od globalnih problema u
medicini. Ucestalost kostanih ostec¢enja u Europi raste za ~28% godisnje, no iako su proteklih
godina predlozene razne metode lijeCenja kosStanih bolesti i oste¢enja, razvoj biomaterijala za
regeneraciju kostanog tkiva i dalje predstavljaju veliki izazov.!? Jedan od tradicionalnih na¢ina
lijeenja prijeloma kostanog tkiva je koristenje metalnih okosnica kao $to su proteze, ploCice i
vijci koji pruzaju potrebnu mehanicku 1 strukturnu podrSku, medutim mogu uzrokovati
imunoloski odgovor ljudskog organizma i zamor materijala. Dodatno, upotrebom metalnih
okosnica nije moguce ostvariti potrebne interakcije s okolnim tkivom te nemaju mogucnost
biorazgradnje in vivo.® Upravo iz tih razloga, u posljednjih 20 godina povecan je interes za
istrazivanjem novih biomaterijala za regeneraciju kostanog tkiva.*

U novije vrijeme izbjegava se koriStenje metala za pripremu materijala za regeneraciju
kostanog tkiva, te se sve viSe koriste biokompatibilni materijali koji ne ostecuju bioloSku
okolinu tijekom primjene u ljudskom organizmu. Medu njih ubrajamo bioaktivne materijale
kao $to su biorazgradivi polimeri, bioresorbiraju¢a keramika, te njihovi kompoziti.
Biomaterijali se odlikuju svojstvima koja omogucéuju zamjenu dijelova i funkcija ljudskog
organizma ¢ime se unaprjeduje kvaliteta Zivota. Svojstvo bioaktivnosti potice specificni
odgovor organizma uslijed kontakta biomaterijala s tjelesnom teku¢inom S§to rezultira
stvaranjem veze s okolnim tkivom. Moguénost kontrolirane biorazgradnje polimera, odnosno
bioresorpcije keramike u tjelesnoj tekuéini omogucéuje postupno zamjenjivanje okosnice
obnovljenim tkivom. Ispreplitanje spomenutih svojstava ¢ini tzv. treu generaciju
biomaterijala koja je osmi$ljena s ciljem da poti¢e stani¢ni odgovor na molekulskoj razini i
tako aktivira gene koji pomazu obnovi ljudskog tkiva. Multidisciplinarno podrucje koje se
orijentira k razvoju 1 istrazivanju spomenutih biomaterijala naziva se inZenjerstvo kostanog
tkiva.*

InZenjerstvo koStanog tkiva ujedinjuje viSe znanstvenih disciplina kao Sto su kemija,
biologija, medicina, inzenjerstvo materijala, analiza trziSta i transfera tehnologije u industriju.
Usmjereno je na rjeSavanje problema dugotrajnih popravaka i zamjene ostecenog tkiva, te nudi
razne mogucnosti u podrucju regenerativne medicine. Od pocetka upotrebe okosnica,
biomaterijala trodimenzijskih struktura u kojima se uzgajaju koStane stanice, inZenjerstvo
kostanog tkiva je napredovalo, a novija istraZivanja usredotocila su se na biomimeticki pristup

njihove izrade. Cilj je zadovoljiti molekulsku, strukturnu i biologku kompatibilnost, a pritom



saCuvati slicnosti prirodnom kostanom tkivu kako bi se ostvario pozitivan regenerativni
odgovor organizma.®

Kalcijevi fosfati (CaP) su biomaterijali koji se koriste u raznim kostanim okosnicama
u svrhu unaprjedenja osteogenih svojstava sintetskih materijala, te za poboljSanje samog
procesa regeneracije kostanog tkiva.! Najées¢e koristeni CaP materijali su hidroksiapatit
(HAp), a-trikalcij fosfat (a-TCP), p-trikalcij fosfat (#-TCP), brusit (DCPD) i oktakalcij fosfat
pentahidrat (OCP).2 U skladu s biomimeti¢kim pristupom, gdje je cilj pripraviti kompozitne
okosnice ¢iji sastav i struktura odgovaraju ljudskom kosStanom tkivu, CaP imaju funkciju
zamjene apatita odnosno anorganske faze, dok se organska faza (kolagen tipa I) zamjenjuje
biorazgradivim polimerima prirodnog ili sintetskog podrijetla.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. PRIRODNO KOSTANO TKIVO

Kost je mineralno vezivno tkivo koje se sastoji od ~70% anorganske tvari, ~20%
organske tvari, dok ostatak c¢ini voda. Najprisutnija anorganska tvar je hidroksiapatit
(Ca10(PO4)s(OH)2), dok ~90% organske tvari ¢ini kolagen.® Preostalu organsku fazu &ine
proteini kao $to su fosfoproteini, glikoproteini i proteoglikani.’® Struktura prirodnog
karbonatnog hidroksiapatita S manjkom kalcijevih iona (CHAp,
Ca10x(HPO4)x(PO4)6x(OH)2«, 0 < x < 1) sli¢na je strukturi stehiometrijskog HAp-a. lako imaju
sliénu strukturu, HAp i CHAp razlikuju se u kemijskom sastavu.!' Karbonati zamjenjuju
hidroksidne (OH") i fosfatne (PO4>) ione, dok ioni natrija (Na*), kalija (K*), magnezija (Mg*")
i stroncija (Sr?*) zamjenjuju kalcijeve (Ca?*) ione u strukturi HAp-a prilikom &ega nastaje
CHAp.*?

Kompaktna kost naziv je za vanjski dio kosti. Glatke je i ¢vrste strukture te okruzuje
porozan spuzvasti dio kosti u kojem se nalaze krvne Zzile i zivei. Vanjski dio kosti, isto kao i
unutarnji, ispunjen je osteonima sastavljenih od lamela koje sadrzavaju niti kolagena, izmedu
kojih se nalaze nanokristali CHAp-a.'*®* Medutim, za razliku od kompaktne kosti, lamele u
spuzvastom dijelu nalaze se u skupinama. Lamele pojedine skupine iste su orijentacije, ali
ujedno i razli¢ite od druge skupine.* Isto tako veliki utjecaj na mehanicka svojstva kosti ima
poroznost.'® Prosje¢na poroznost spuzvastog dijela kosti znatno je ve¢a (~80 %) u odnosu na
vanjski dio $to znaci da ima vecu specificnu povrSinu, a samim time 1 veéu povrSinu za
remodeliranje.'® Na slici 1 prikazana je struktura kosti, od makrometarske do nanometarske

razine.'!

Kost Struktura tkiva Mikrostruktura Nanostruktura

iji

Hidroksiapatit

Lamele ([~ 7 pum)

Niti kolagena (~ 50 nm) ‘ (50x 25 x 2 nm)
Spuivasti dio Vlakno kolagena (~ § ym) L’
kosti
Molekule kolagena
kompaktna kost Kristali hidroksiapatita Molekula kolagena
i : (300 xx1.5nm )
krvna Zila Mikroskopska slika
Macro Nano

Slika 1. Struktura kosti pri razli¢itim uveéanjima (preuzeto uz dopustenje Elseviera).'!



Osim §to kost prolazi proces remodeliranja kroz stalno nastajanje i resorpciju kosti, isto
tako ima vaznu ulogu poput potpore, zastite mekih tkiva te pohrane kalcija i fosfata u tijelu.
Osnovne stanice u prirodnom kostanom tkivu su osteoblasti, osteoklasti 1 osteociti, koji su
regulirani mehani¢kim silama, hormonima te lokalnim ¢imbenicima. Osim §to su osteoblasti
ukljuceni u proces rasta kostiju, takoder sudjeluju u sintezi i mineralizaciji izvanstani¢ne
matice proizvodnjom proteina, osteoida. Osteoklasti su stanice sastavljene od vise razli¢itih
jezgri stanica koje sudjeluju u procesu resorpcije oslobadanjem kiselina i enzima potrebnih za
otapanje minerala u kostima. Takoder imaju vaznu ulogu prilikom okosStavanja ozlijedene kosti
tako Sto tvore nove puteve za zivce 1 krvne zile. Najzastupljenije stanice u kostanom tkivu su
osteociti. lako se nalaze u mineraliziranom osteoidu kao neaktivne stanice, osteociti imaju
klju¢nu ulogu u odredivanju i odrzavanju strukture kostiju.!” Kostano tkivo ima sposobnost
regeneracije, ali prilikom znacajnih prijeloma ili oste¢enja kostiju, taj proces je bezuspjesan.®
Ostecenje kostiju je Cesta pojava kod ljudi nakon udarca visoke energije, kod odredenih
traumati¢nih nezgoda ili razvoja bolesti. Veli¢ina oStecenja utjeCe na nacin lijeCenja te je
najprije potrebno odrediti radi li se 0 ostecenju kriti¢ne veli¢ine. Osteéenja veli¢ine > 1-2 cm
nemaju mogucnost spontanog zacjeljivanja unato¢ kirurskoj stabilizaciji i zahtijevaju daljnju

kirursku obradu.t®20

2.2. INZENJERSTVO TKIVA

Gubitak ili zatajenje organa i tkiva jedan je od naj¢e$¢ih problema u zdravstvenoj skrbi.
Iako je transplantacija organa jedno od rjeSenja, nerijetko je ograni¢ena nedostatkom donora.?
Stoga je potrebno razviti materijale kao zamjene za organe i tkiva koji bi pomogli u procesu
obnove i poveéanja funkcije ostecenog dijela, $to je glavna zadaéa inzenjerstva tkiva.?? Faktori
rasta (engl. growth factors) imaju kljuénu ulogu u tkivnom inzenjerstvu jer pospjesuju stani¢nu
proliferaciju i morfogenezu tijekom razvoja i zacjeljivanja tkiva. Isto tako, poroznost okosnice
ima vaznu ulogu kako bi se omogucéio rast i migracija stanica te difuzija hranjivih tvari kroz
cijeli volumen okosnice.?3?4
Pristup inzenjerstva tkiva koriSten je u procesima presadivanja koze, obnove hrskavice, kosti i
malih arterija kod pacijenata. Medutim, iako su stvoreni u laboratorijima, veéi organi
pripravljeni poput srca, pluéa i jetre jo$ nisu koristeni kod pacijenata.? Svrha inZenjerstva tkiva

je uspostaviti novu tehnologiju koja omogucuje olakSano lijeCenje bolesti u odnosu na

postoje¢e metode.?



2.2.1. Inzenjerstvo kostanog tkiva

Augmentacija ili ugradnja okosnice proces je koji omogucuje stvaranje kosti na mjestu
gdje ona nedostaje, a moguca je zbog svojstva kostanog tkiva da se obnovi ako mu se omoguci
prostor u koji ¢e ono rasti. Kako kostano tkivo raste, ono zamjenjuje usadeni biomaterijal i
potpuno se povezuje s okolnom kosti. Osim osiguranog prostora za rast kostanog tkiva,
potrebno je stvoriti zadovoljavaju¢e uvjete za regeneraciju kosti. Regeneracija Kosti
koriStenjem koStane okosnice ukljucuje tri procesa: osteokondukciju, osteogenezu i
osteoindukciju.?® Osteokondukcija je proces u kojem kostana okosnica ima funkciju nosaca za
novonastalu kost, odnosno osteoblasti s ruba osSte¢enja ju koriste kao model za Sirenje 1
stvaranje nove kosti.?” Osteogeneza je proces kojim osteoblasti iz kostane okosnice doprinose
formiranju nove kosti, a osteoindukcijom okosnica poti¢e stanice na diferencijaciju u
osteoblaste.?® U osnovi, svaki materijal za ko$tanu regeneraciju trebao bi biti osteokonduktivan,
a okosnica koju karakterizira osteokonduktivno i osteoinduktivno svojstvo ne sluzi samo kao
model i potpora za postojeCe osteoblaste, ve¢ potiCe stvaranje novih osteoblasta i brzu
integraciju same kostane okosnice.?®

Kostane okosnice mogu biti temeljene na autolognom, alogenom, ksenogenom i
aloplasticnom materijalu. Autologna okosnica sadrzava vlastitu kost pacijenta, odnosno
kostano tkivo iste osobe koja prima okosnicu, a smatra se zlatnim standardom u kos$tanoj
augmentaciji jer je rizik od odbacivanja minimalan, te posjeduje izvrsnu kombinaciju
osteogenih, osteoinduktivnih i osteokonduktivnih svojstava. Nedostatak autolognog materijala
je ograniCena zaliha te potreba za dodatnim kirur§kim zahvatom i uzimanjem kos$tanog tkiva s
drugog mjesta u tijelu pacijenata, $to moze prouzrociti potencijalno mjesto za komplikacije.
Alogeni materijali takoder je ljudskog podrijetla, ali je rije¢ o koStanom tkivu druge osobe
odnosno donora. Upotreba alogenog materijala zahtijeva sterilizaciju i deaktivaciju proteina
koji se nalaze u zdravoj kosti ¢ime se uklanjaju faktori rasta, proteini i drugi bioaktivni
materijali potrebni za uspje$nu regeneraciju. Ksenogeni materijali su zivotinjskog podrijetla,
biokompatibilni su i posjeduju veéa osteokonduktivna svojstva od sintetskih materijala.?®
Ksenogena okosnica mora dodatno pro¢i kroz proces toplinske sterilizacije kako bi se uklonili
potencijalni prenosioci bolesti sa Zivotinjskog na ljudski organizam.*°*! Konac¢no, aloplasti¢ne
kostane okosnice su sintetski materijali koji se mogu izraditi od CaP ili bioaktivnog stakla. Oni
su bioloski aktivni 1 biokompatibilni, a prednost aloplasti¢nih materijala je Sto ne sadrzavaju

ljudsko ili zivotinjsko tkivo, stoga ne postoji problem ograni¢enih zaliha.?®



2.2.1.1. Biomimeticki pristup izrade okosnice

U inZenjerstvu kostanog tkiva, biomaterijali se mogu koristiti kao privremene okosnice
koje imaju specifiénu gradu i potporu za rast i razvoj kostiju.3? ldealne okosnice za kostanu
obnovu temelje se na biomimeti¢kom pristupu, odnosno posjeduju sli¢na svojstva prirodnom
kostanom tkivu. Okosnica mora biti biokompatibilna i ne smije biti toksi¢na te mora imati
mogucnost bioresorpcije i/ili biorazgradnje kako bi bilo moguée istovremeno Stvaranje
kostanog tkiva i razgradnja okosnice. Produkti degradacije ne smiju biti toksi¢ni, te moraju
imati moguénost izlu¢ivanja bez zaostajanja u drugim organima.®® Dodatno, okosnica mora biti
bioaktivna, odnosno mora imati sposobnost stvaranja veze s okolnim tkivom.3* Okosnice
trebaju imati visokoporoznu strukturu, otvorenih i medusobno povezanih pora kako bi se
omoguéila migracija stanica, difuzija hranjivih tvari i metabolickog otpada.®® Optimalna
veli¢ina pora za koStanu regeneraciju je u rasponu od 200 do 500 um, a poroznost u rasponu
od 50 do 90%.2°% Mehani¢ka svojstva okosnice poput modula elasti¢nosti, vlaéne &vrstoce,
zilavosti i zamora, smatraju se klju¢nim za regeneraciju kostanog tkiva, a potrebno ih je
prilagoditi mjestu kostanog osteéenja.®” Cijeli proces pripreme i proizvodnje biomimeticke
okosnice mora biti jednostavan kako bi se mogao reproducirati na industrijskoj razini, a potom

biti ekonomski isplativ.3®

2.3. HIDROKSIAPATIT U PRIRODNOM KOSTANOM TKIVU

Iako nije u potpunosti dokazano i1 potvrdeno, generalno je prihvacena teorija da
prilikom nastajanja apatita in vivo prvo dolazi do nastajanja amorfnog kalcijevog fosfata (ACP,
CaxHy(POs); - nH20) koji se potom transformira u OCP nakon ¢ega hidrolizirom prelazi u
termodinamicki stabilan HAp. Ovo je u skladu s Ostwald-Lussac-ovim zakonom koji govori
kako u uvjetima uzastopnog talozenja pocetna faza ima najvecu topljivost, a talozenje
kristalnih faza slijedi prema opadajucoj topljivosti. ACP (Ca/P = 1,0-2,2) stabilan je u rasponu
pH vrijednosti 5,0-12,0, OCP (Ca/P = 1,33) u rasponu 5,5-7,0, te stehiometrijski HAp (Ca/P
=1,67) urasponu 9,5-12,0.° U usporedbi s drugim CaP, ACP je stabilniji u vodenim otopinama
u $irokom rasponu pH vrijednosti (pH = 4,2-8,0).%° Transformacija ACP-a u OCP ukljuéuje
istovremeno otpustanje Ca?* i OH" iona prema jednadzbi (1), dok transformacija OCP-a u HAp
ukljuuje reakciju s Ca?* ionima i otpustanje H" iona prema jednadzbi (2):

CagH2(PO4)s(OH)2 (ACP) + 5H20 = CagH2(PO4)s-5H.0 (OCP) + Ca?* + 20H" (1)

CagH2(PO4)6-5H,0 + Ca?* = Cai10(PO4)s(OH). (HAP) + 4H" + 3H.0 (2



Pri pH vrijednosti 4,50 OCP sadrzi znatnu koli¢inu strukturne vode §to rezultira slabijom
kristalno$¢u s amorfnim karakterom iz ¢ega se moze zakljuciti kako je OCP nastao iz ACP-a
faznom transformacijom. Pri pH vrijednosti manjoj od 4,7 molekule vode difundiraju iz
kristalne resetke i time povecavaju kristalnost OCP-a. Pri porastu pH vrijednosti na 5 dolazi do
ponovnog difundiranja molekula vode u kristalnu resetku kroz hidratizirani sloj OCP-a.
Preuredenje dovodi do strukturnih naprezanja koja rezultiraju pomicanjem HPO42 molekula

na polozajima P5 i P6 te razdvajanjem preko b osi u slojeve apatita.t’

2.3.1. Amorfni kalcijev fosfat

SavrSeni beskonacni kristali ne postoje ve¢ dolazi do pojava nesavrSenosti u obliku
vakancija, necistoca i drugih ¢imbenika koji narusavaju periodi¢nost 1 time odreduju fizikalna
svojstva kristala. Nasuprot tome, postoje visoko neuredene Cvrste tvari nepravilne strukture, a
takvi materijali nazivaju se amorfnima.?® Medu postoje¢im amorfnim materijalima u Zivim
organizmima na temelju CaP najzastupljeniji su oni u zubima i egzoskeletu morskih
beskraljeznjaka. Nadalje, nedavna istraZivanja na podrué¢ju nastajanja kostiju i zubi ukazale su
na prisutnost amorfnih mineralnih prekursora kod kraljeznjaka i beskraljeznjaka.**

Robinson i Watson*? prvi su predloZili teoriju kako znatan dio novonastalog minerala u mladoj
kosti nije kristalne strukture. Otkrili su kako prilikom mijeSanja otopina CaCl, i Na;HPO4
visokih koncentracija na sobnoj temperaturi i neutralnom pH, prve nastale ¢vrste tvari nisu bile
kristalne strukture. Osnovni pristup spontanog taloZenja mijeSanjem koncentriranih prekursora
kalcija i fosfata jos uvijek se §iroko koristi za pripremu ACP-a.*® IstraZivanja su pokazala da
ACP ima bolju in vivo osteokonduktivnost od HAp-a, biorazgradivost od TCP-a, dobru
bioaktivnost te nije citotoksi¢an.** Izvrsna biologka svojstva ¢ine ACP Siroko primjenjivim u

stomatologiji, ortopediji i medicini.*®

2.3.2. Oktakalcij fosfat pentahidrat

Kristalna struktura OCP-a (Cag(HPO4)2(POs)s - 5H20) prvobitno je utvrdena 1962.
godine.*® Kristalna resetka OCP-a triklinske je simetrije (prostorna grupa P1) s parametrima
celije a= 19,692 A, b=9,523 A, ¢ = 6,835 A, a = 90,15°, B = 92,54° i y = 8,65° i omjerom
Ca/P = 1,33 (Slika 2a).*” U strukturi OCP-a (Slika 2b) naizmjeni¢no se nalaze apatitni i
hidratizirani (HPO4s—OH, Cas(HPO4)s - 10H20) slojevi. Hidratizirani sloj sadrzi molekule

vode, hidratizirane fosfatne skupine (HPO4?) na P5 i P6 polozajima te Ca?* ione na Ca3 i Ca4



polozajima. U apatitnom sloju smjesteno je 6 Ca?" iona te fosfatne skupine P1-P4 koje se

nalaze gotovo u istom polozaju kao kod kristalne resetke HAp-a.t’

Slika 2. Struktura kristalne reSetke oktakalcijeva fosfata pentahidrata s oznacenim poloZajima
kalcijevih i fosforovih atoma (a) te prikaz strukture u kojoj se izmjenjuju apatitni i

hidratizirani sloj (preuzeto uz dopustenje Elseviera).!’

Metoda priprave OCP-a ¢esto ukljucuje hidrolizu drugih CaP, kao $to su DCPD i
a-TCP, te talozenjem iz vodene otopine. Prelazak u apatitnu fazu postize se povisenjem pH
vrijednosti (> 6,5) ili toplinskom obradom koja uzrokuje uklanjanje molekula vode iz
OCP-a.%8% OCP se ¢esto javlja kao meduprodukt prilikom taloZenja termodinamicki
stabilnijeg HAp-a pri ¢emu dolazi do njegove hidrolize.*”*® Svojstva koja poti¢u nastajanje

kostanog tkiva ovise o na¢inu i uvjetima priprave kristala OCP-a.>°

2.3.3. Hidroksiapatit

HAp je najstabilniji 1 najesSce koriSten materijal za regeneraciju koStanog tkiva u
usporedbi s ostalim CaP. Strukturno i kemijski najsli¢niji je mineralnoj komponenti koja se

nalazi u kostima i zubima, a moze tvoriti jaku vezu s kostanim tkivom te nema Stetnih u¢inaka



na ljudski organizam.5*®2 Nadalje, biokompatibilan je i bioaktivan §to ga ¢ini izvrsnim
biomaterijalom za primjene u ortopediji, stomatologiji te za kontrolirano otpustanje lijekova.>®
Stabilna kristalna reSetka HAp-a omogucuje pripremu HAp-a supstituiranog raznim kemijskim
elementima.>* HAp moze biti pripremljen na vise nacina, a postupci se mogu podijeliti u tri
osnovne skupine:

1. Mokri kemijski postupci priprave (precipitacija, kondenzacija, hidroliza)

2. Postupci priprave suhom sintezom

3. Postupci kondenzacije reaktanata u plinovitoj fazi; sluze isklju¢ivo za pripravu tankih

filmova HAp-a na odgovaraju¢im supstratima.

Izabrana metoda priprave ima velik utjecaj na morfologiju uzorka, specifi¢nu povrSinu,
stehiometriju i kristalnost.®? Slika 3a prikazuje kristalnu resetku HAp-a s oznadenim
pozicijama kalcija te supstitucijskih iona. Na slici 3b prikazana je struktura HAp-a duz c osi, a
na slici 3¢ duz a osi.

Kristalna reSetka HAp-a heksagonske je simetrije (prostorna grupa P6s/m) te sadrzi dva
Ca?" iona, Cal i Ca2. Parametri kristalne resetke su: a=0b=9,418 A, c=6,884 A, a = 5= 90°,
y = 120° te omjer Ca/P iznosi 1,67. Tetraedar fosfatnog iona (PO4>) tvori osnovnu strukturnu
jedinicu, a koordinacijom oko razli¢itih Ca polozaja definira CalO1302; metaprizmu i
iskrivljeni Ca20102034(0OH) poliedar. Kalcijevi atomi na polozaju Ca2 koordinirani su oko
OH" skupine tvore¢i trokute okomite na ¢ 0s. S obzirom na fleksibilnu strukturu HAp-a,
moguce su kationske (Sr?*, Na*, K*, Ag") i anionske (COs%, SiOs*, SeOs%, F) supstitucije.
Cetiri Cal iona &vrsto su povezana sa $est kisikovih atoma, a slabije s tri kisikova atoma &ija
je duljina veze Cal-O = 0,255 nm. Sest Ca2 atoma okruZeno je sa sedam kisikovih atoma te
duljina Ca2-0 veze iznosi 0,245 nm. S obzirom na duljinu veze, supstituirani kationi koji imaju
veciradijus od Ca atoma smjestit ¢e se u polozaj Cal, dok ¢e se manji kationi smjestiti u polozaj
Ca2. Iako HAp zadrzava heksagonsku simetriju nakon supstitucije, moguée su promjene

svojstava kao $to su topljivost, ¢vrstoéa i toplinska stabilnost.>*°6:57



Slika 3. Struktura kristalne resetke hidroksiapatita s ozna¢enim polozajima Kalcijeva i
supstitucijskih atoma (a) te prikaz strukture HAp-a duz c osi (b) i a osi (c) (preuzeto uz

dopustenje Elseviera).>®
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2.3.4. OCP vs. HAp in vivo

U ranim 1990-ima provedena su in vivo usporedna istrazivanja obnove koStanih
oste¢enja misje lubanje koriStenjem dikalcijeva fosfata (DCP, CaHPOs, Ca/P = 1,5), ACP-a
(Ca/P = 1,5), OCP-a i stehiometrijskog HAp-a. Pokazano je da DCP, ACP i OCP poti¢u brze
stvaranje koStanog tkiva u odnosu na HAp. Medutim, kako bi se ispravno usporedila
osteokonduktivna svojstva OCP-a i HAp-a, veli¢ina granula i kristala oba CaP mora biti
jednaka.l” 1z tog razloga, 2006. godine provedeno je istrazivanje regeneracija kostanih
ostecenja kod kostane srzi kunica koristenjem OCP-a i HAp-a sli¢nih veli¢ina granula i na¢ina
pripreme. Pokazalo se kako je za obnovu kostanog tkiva koristenjem OCP-a potrebno 2—-3
tjedna, dok je obnova ostvarena nakon 4—6 tjedana koristenjem HAp-a. Takoder, koli¢ina
zaostalog OCP-a bila je manja u odnosu na HAp nakon 12 tjedana, $to upucuje na bolju
regeneraciju kosti uz pomo¢ OCP-a nego li HAp-a. Koristenjem OCP-a dolazi do bolje
regeneracije kostanog tkiva u pocetnoj fazi te boljeg u¢inka u slu¢ajevima kod kojih su vazni
istodobni procesi obnove kosti i resorpcije okosnice.’® Medutim, nedostatak ovog istrazivanja
je koristenje toplinski obradenog HAp-a na temperaturi od 1150°C te iz tog razloga ne moze
biti usporeden s OCP-om koji ne moZe biti toplinski obraden zbog transformacije u HAp.’
Kako bi prevladali ovaj izazov i zadrzali faze koje se mogu usporediti in vivo, provedeno je
istrazivanje u kojem je HAp pripremljen hidrolizom OCP-a kako bi se dobio hidrolizirani prah
s nedostatkom kalcija (Ca/P = 1,46) koji ima sli¢na svojstva kao i OCP.® Novonastali volumen
kosti usporeden je nakon 12 tjedana in vivo. Istrazivanje je pokazalo kako OCP ima bolja
regenerativna svojstva te se transformacija OCP-a u apatitnu fazu odvija unutar 11 dana in vitro
i 21 dan in vivo. Prema spomenutim istrazivanjima, OCP je pokazao bolja regenerativna

svojstva u usporedbi s HAp-om.*®

2.4. IONSKE SUPSTITUCHE

Faktori rasta, tvari potrebne za rast i diobu stanica nekog organizma, Cesto se koriste u
kombinaciji s CaP biokeramikom kako bi poboljsali osteogena svojstva.®® Medutim, dovodi se
u pitanje njihova sigurnost vezana za ektopicno nastajanje kosti, prikladnu koncentraciju,
nestabilnost, visoku cijenu i moguée dugotrajne negativne posljedice.®? 1z tih se razloga kao
prikladna alternativa smatra CaP biokeramika supstituirana s ciljanim kationima i anionima
koji se prirodno nalaze u mineralnom tkivu.®! In vivo istrazivanja Suzuki i suradnika®® pokazala

su bolja regenerativna svojstva OCP-a u usporedbi s HAp fazom, a bioloska u¢inkovitost OCP-
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a in vivo moze se dodatno poboljsati supstitucijom odgovaraju¢im ionima koji imaju klju¢nu
ulogu u metabolizmu prirodnog kostanog tkiva.

Metastabilna struktura OCP-a moze se stabilizirati ionskim supstitucijama. Ressler i
suradnici® pripremili su visefazni CaP sustav koji sadrzi HAp, OCP i ACP dobiven iz
biogenog izvora (sipina kost), supstituiran s 0, 1, 5 i 10 mol.% Sr?* iona. Pored dodanih Sr?*
iona, u pripravljenom sustavu dokazana je prisutnost Sr?*, Mg?*, Na" i COs> iona zbog
koristenja biogenog izvora kao prekursora. Udio OCP faze se nije znacajno promijenio
upotrebom razli¢itih iona, a iznosio je ~41 mas.% u svim uzorcima ¢ak i kada je pH vrijednost
pripravljenih CaP otopina bila u rasponu od 6,40-7,60. Dobiveni rezultati upucuju na to da
Sr2* joni prisutni u otopini mogu utjecati na faznu transformaciju i stabilizirati OCP pri vi§im
pH vrijednostima. Medutim, daljnja istrazivanja Ressler i suradnika®® na istim visefaznim
sustavima supstituiranin s 0, 1, 5 i 10 mol.% SeOs® iona pokazala su destabiliziraju¢i udinak
SeOs% iona na OCP. Stoga je potrebno istraziti utjecaj razli¢itih iona na svojstva OCP-a kako
bi se omogucilo daljnje razumijevanje i upotreba kompozita izradenih na temelju

supstituiranog OCP-a.

2.4.1. Supstitucija stroncijem

Osim sli¢nosti atomskih radijusa Ca®* (0,200 nm) i Sr?* (0,120 nm) iona, djelovanje
stroncija u tijelu sli¢no je djelovanju kalcija.®® U skladu s time, 98% stroncija u ljudskom tijelu
pohranjeno je upravo u mineralnoj fazi kostanog tkiva.®” In vitro istrazivanja pokazala su da
Sr?* ioni poti¢u vezanje, proliferaciju i diferencijaciju osteoblasta, te uskladuju signale izmedu
osteoblasta i osteoklasta.®® Brojna istrazivanja pokazala su da kostane okosnice koje sadrze
Sr?* ione poboljsavaju obnovu kostanog tkiva.®” Koristenje stroncijevog ranelata jedno je
vrijeme predstavljalo nadin uvodenja Sr?* iona u ljudski organizam, te se smatrao
obecavaju¢im lijekom za osteoporozu. Medutim njegovo koristenje uzrokovalo je negativne
posljedice poput kardiovaskularnih rizika, stvaranja krvnih ugrusaka, pojave simptoma
autoimune bolesti DRESS (engl. Drug Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms), te
pojavu koznih bolesti poput dermatitisa.®® Budu¢i da je upotreba stroncijevog ranelata kao
izvora Sr?* iona zabranjena, kostane okosnice supstituirane Sr?* ionima smatraju se
obeéavajué¢im pristupom za uvodenje Sr?* iona u oStecene dijelove kosti bez negativnih
posljedica.t’

Matsunaga i Murata™ svojim su istraZivanjem znacajno doprinijeli razumijevanju

mehanizma supstitucije Sr?* iona unutar OCP resetke. Ionski radijus Sr?* iona veéi je od
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radijusa Ca®*, stoga supstitucija dovodi do poveéanja parametara elementarne ¢éelije. Energije
za Sr-supstituciju na Cal, Ca2, Ca5 i Ca7 polozajima u OCP-u, slitne su energijama
supstitucije za Cal 1 Ca2 polozaje u HAp-u. Energije supstitucije za Ca3, Ca4 i Ca8 polozaje
u OCP-u su nizih vrijednosti, $to upucuje na to da OCP moze prihvatiti veéi broj Sr?* iona u
svoju kristalnu resetku u odnosu na HAp. Povecanje pH vrijednosti otopine dovodi do
smanjenja energija supstitucije za sve polozaje u kristalnoj resetci OCP-a i HAp-a. To se moze
objasniti tako da pri nizim pH vrijednostima koncentracija Ca?" iona u vodenoj otopini je ve¢a
i stoga je Ca®* ionima otezano otpustenje i supstituiranje Sr?* ionima.

Ressler i suradnici® pripravili su trofazni sustav iz sipine kosti koji sadrzi OCP, HAp i ACP
supstituiran sa Sr2* ionima (0, 1, 5 i 10 mol.%). Primijecen je porast parametara elementarne
éelije za obje kristalne faze, OCP i HAp, zbog veéeg radijusa Sr?* iona. Rietveldova metoda
utoénjavanja pokazala je da Sr?* ioni zauzimaju Ca3, Ca4, Ca7 i Ca8 polozaje u OCP strukturi.
Usporedbom eksperimentalnih rezultata Ressler i suradnika®® s teoretskim izradunima
Matsunaga i Murata’®, eksperimentalni podaci poklapaju se s teorijskim za polozaje Ca3, Ca4
1 Ca8. Medutim, eksperimentalni rezultati prikazuju supstituciju na Ca7 poloZzaju, iako je
energija supstitucije prema teoriji visa nego za Cal i Ca5 poloZaje. Moze se pretpostaviti da
dodatni ioni prisutni u sustavu (Sr?*, Mg?* i Na*) zbog koristenja biogenih prekursora utjecu
na energije supstitucije Ca polozaja. Nadalje, rezultati infracrvene spektroskopije s
Fourierovom transformacijom (FTIR) pokazuju vrpce karakteristicne za karbonatne skupine
(COs%) koje upuéuje na supstituciju PO4* iona (B-tip supstitucije) kao rezultat koristenja
kalcijeva karbonata (CaCOs) kao prekursora.®* "

Shi i suradnici’*"? doprinijeli su razumijevaniju supstitucije OCP-a sa Sr?* ionima. Pripravljeni
su uzorci OCP i Sr—OCP molarnih udjela Sr/(Sr + Ca) u rasponu 0-0,25. Primije¢eno je
postupno povecanje parametara jedinicne celije s povecanjem udjela supstitucije sve do
smanjenja pri najvisem udjelu kada je uslijedila transformacija u amorfnu fazu. Dodatno, Shi i
suradnici” istrazili su utjecaj Sr?* iona na termi¢ku stabilnost OCP-a. Toplinska se obrada
OCP-a moze podijeliti u 3 koraka:

1. Toplinska obrada pri < 100°C je reverzibilan proces u kojemu se odvija dehidratacija

molekula vode prema jednadzbi (3):

CagH2(POa)s - 5H20 — CagH2(PO4)s-4H20 + HO T 3)

2. Toplinska obrada u temperaturnom podru¢ju 130-150°C je ireverzibilan proces u
kojemu se odvija daljnja dehidratacija koja dovodi do fazne transformacije OCP-a u slabo

kristalini¢ni apatit, prema jednadzbi (4):
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CagH2(PO4)s - 4H20 — CagH2(PO4)s - 2H20 + 2H0 T 4
3. Toplinska obrada pri > 200°C koja uzrokuje potpunu transformaciju OCP-a u apatit.

Toplinskom obradom postupno se smanjuje velicina OCP kristala, te daljnjim
poviSenjem temperature dolazi do dehidratacije unutar hidratiziranih slojeva Sto uzrokuje
raspad kristala OCP-a.” Supstitucijom Sr?* iona poboljsana je toplinska stabilnost OCP-a u
odnosu na nesupstituirani OCP, dok su Rokidi i Koutsoukos®’ potvrdili da prisutnost Sr?* iona

inhibira ili usporava transformaciju OCP-a u HAp.

2.4.2. Supstitucija magnezijem

U odraslom ljudskom tijelu, magnezij je Cetvrti kation prema zastupljenosti, dok se
60% njegove ukupne koli¢ine nalazi u prirodnom mineralnom tkivu (kosti i zubi). Mg?* ioni
imaju vrlo bitnu ulogu u metabolizmu kostiju, ponajvise u ranoj fazi stvaranja kosti, dok se
nedostatak magnezija direktno povezuje s osteoporozom.®® Primjenom Mg-supstituirane CaP
biokeramike dolazi do povecanja gustoce koStanog tkiva, adhezije osteoblastnih stanica,
proliferacije i proizvodnje enzima alkalne fosfataze.”

Mg?* ioni (0,072 nm) imaju manji ionski radijus u odnosu na Ca?* ione (0,100 nm).
Koordinacijski brojevi Ca s najblizim Kisikovim atomima u OCP strukturi su 6 i 7. Tijekom
supstitucije, Mg?* ioni zauzimaju Ca2, Ca3, Ca4, Ca6 i Ca8 polozaje u OCP-u, gdje
koordinacijski broj prema prvom najblizem kisiku iznosi 5. Smanjenje u koordinacijskim
brojevima povezano je s manjim radijusom Mg?* iona, koji nakon supstitucije na Ca
poloZajima uzrokuje pomak O% iona prema kationima uslijed razlike u veli¢ini, $to uzrokuje
elektronsko odbijanje aniona. Kako bi se smanjila razlika u energijama izmedu dva O% iona,
O? ioni se udaljuju od mjesta kationa, te se tako koordinacijski broj Mg?* iona u OCP resetki
smanjuje. Kao §to je ve¢ opisano za supstituciju Sr** ionima, energija supstitucije Mg?* iona u
OCP-u funkcija je pH vrijednosti tako da se ona smanjuje s povecanjem pH vrijednosti. Zbog
manjeg ionskog radijusa Mg?* iona, moZe se odekivati da se supstitucija odvija na Ca
polozajima s nizim koordinacijskim brojem s kisikom, sto ukljucuje polozaje Ca3, Ca5, Cab i
Ca8. Od navedenih Ca polozaja, Ca5 i Ca6 imaju najnize vrijednosti energije supstitucije, stoga
se moze o¢ekivati da ¢e se Mg supstitucija ponajvise odvijati na tim poloZzajima.>” Boanini i
suradnici®® pripremili su Mg-supstituirani OCP u rasponu supstitucije od 5-60 Mg** at.% u
otopini. Eksperimentalni podaci pokazali su da je OCP faza nastala u rasponu supstitucije od

5 do 15 at.%, dok su Mg?* ioni pri vi§im supstitucijama uzrokovali formiranje sekundarne faze
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(DCPD) i u potpunosti inhibirali stvaranje OCP-a. Smanjenje u parametrima celije
supstituiranog OCP-a rezultat je manjeg radijusa Mg?* iona. Mg?* ioni imaju isti u¢inak na
kristale OCP-a kao i Sr?* ioni, gdje su SEM mikrografije pokazale kristale manjih dimenzija
nedefiniranih rubova. Zeng i suradnici™ pripravili su Mg-supstituirani OCP s molarnim
omjerom Mg/(Mg + Ca) od 0, 0,1 i 0,15. Pokazalo se da su Mg?* ioni inhibirali kristalizaciju
OCP-a, §to se uocilo smanjenjem intenziteta pikova na XRD difraktogramu. IstraZivanja
Tsyganova i Golovanova’® pokazali su slaganje s rezultatima prethodnih spomenutih
istrazivanja, u kojima je dokazano da Mg?" ioni utje¢u na kristalizaciju OCP-a i poti¢u proces

formiranja DCPD faze.

2.4.3. Supstitucija srebrom

Srebro je kemijski element poznat po svojim antibakterijskim svojstvima prema gram-
pozitivnim i gram-negativnim bakterijama medu kojima su Staphylococcus aureus (S. aureus)
i Escherichia coli (E. Coli).”""8 Srebro se istaknulo u polju inZzenjerstva tkiva, jer osim $to je
biokompatibilno i netoksi¢no (pri niskim koncentracijama), pripravljene okosnice supstituirane
Ag* ionima odlikuju se antibakterijskim djelovanjem.’ Srebrovi ioni djeluju tako da unistavaju
vanjsku membranu bakterije, odnosno mogu prodrijeti u unutra$njost stanice i vezati se za
tiolne skupine ribosomskih proteina, nukleinskih kiselina i respiratornih enzima uzrokujuci
apoptozu tj. stani¢nu smrti.”’

Sugiura i suradnici® uspjesno su pripravili OCP supstituiran Ag* ionima (0,126 nm) u
blago bazi¢noj otopini koja sadrzi Ag* ione koncentracije do 30 mmol/L. XRD rezultati ukazali
su na prisutnost CaP u obliku ¢istog OCP-a i malog udjela HAp-a. Poveéanjem koncentracije
pocetne otopine (50 mmol/L) utvrdeno je da uz OCP nastaje i nova faza u obliku srebrova
fosfata, AgsPOa. Suguira i Horie®! koristili su Ag-supstituiran uzorak OCP-a kako bi proucavali
prijelaz &vrsto-&vrsto Ag-OCP faze u apatitnu fazu uslijed supstitucije COs? iona. Koristili su
otopine amonijeva karbonata ((NH4)2CO3) razli¢itih koncentracija, te je prijelaz u apatitnu fazu
potvrden XRD analizom, a FTIR i Ramanova spektroskopija potvrdili su da COs* ioni
zamijenjuju OH" (A-tip) i PO4* (B-tip) grupe tijekom &vrsto-&vrsto transformacije. U podetnom
uzorku Ag—OCP, Ag" se supstituirao na polozaju u OCP strukturi koji ¢ini dio hidratiziranog
sloja. Tijekom Cvrsto-Cvrsto faznog prijelaza dolazi do dehidratacije hidratiziranog sloja OCP-
a, stoga se omjerima Ca/P i (Ca + Ag)/P pratila promjena kemijskog sastava uzoraka nakon
faznog prijelaza. Utvrdeno je da Ca/P i (Ca + Ag)/P omjeri rastu, Sto potvrduje prijelaz OCP u

apatitnu fazu, a koncentracija Ag" iona ostala je gotovo jednaka u svim uzorcima §to dokazuje

15



da je udio Ag gotovo u potpunosti o¢uvan, te se preraspodijelio u novonastaloj apatitnoj resetci

nakon fazne transformacije.

2.4.4. Supstitucija cinkom

Cink je neophodan element u ljudskom tijelu koji je ukljucen u strukturne, kataliticke
i/ili regulatorne radnje u kljuénim metaloenzimima. Jedan od njih je alkalna fosfataza koja
sadrzi dva Zn?" i jedan Mg?* ion smjestenih u aktivnom polozaju. Alkalna fosfataza proizvodi
fosfate putem hidrolize pirofosfata, te tako stvara luznatu okolinu koja je pogodna za
precipitaciju CaP i mineralizaciju izvanstani¢ne matrice.®’

Zn?* ioni, isto kao i Mg?* ioni, imaju manji ionski radijus (0,074 nm) u odnosu na Ca?*
ione (0,100 nm), stoga se mehanizam supstitucije i smanjenje koordinacijskog broja za Mg?*
ione moze primijeniti i na Zn?" ione. Ovisno o atomskom mjestu, koordinacijski brojevi Zn?*
iona u OCP resetki iznose 4 ili 5, §to je manje od koordinacijskih brojeva za Mg?* ione (5 ili
6).” Honda i suradnici®? pripravili su OCP supstituiran sa Zn?* ionima u Zn/(Zn + Ca)
molarnim udjelima 0,00; 0,72; 1,63; 2,26; 3,76; 5,55 i 7,98. Pikovi karakteristicni za OCP
uoceni su za Zn/(Zn + Ca) molarni omjer manji od 2,26. Sve do te razine supstitucije,
najizrazeniji pik pri 4.9° (100) postaje sve 3iri s pove¢anjem koli¢ine Zn?* iona, upuéujuéi na
to da dolazi do nastajanja amorfne faze. Iako pri vi§im razinama supstitucije Zn?* ionima nisu
primijeceni karakteristi¢ni pikovi za OCP fazu, pripravljeni praskasti uzorci vjerojatno imaju
svojstva karakteristicna za OCP, budu¢i da Ca/P omjer u svim uzorcima iznosi ~1,33.
Ustanovljeno je da prisutnost Zn?* iona usporava proces hidrolize u apatitnu fazu i unaprjeduje

proces stvaranja amorfne faze.

2.4.5. Supstitucija Zeljezom

Zeljezo je temeljni element u stanitnom metabolizmu te ima kljuénu ulogu u
proliferaciji stanica. Neophodan je za ljudsko preZivljavanje, a ponajviSe se pohranjuje u
kostima i zubima.”®

Preliminarno istrazivanje OCP-a supstituiranog Fe** ionima proveli su Shi i suradnici.”
Zbog manjeg ionskog radijusa Fe3* (0,065 nm) u usporedbi s Ca?* (0,100 nm) ionima
ocekivano je smanjenje parametara celije, medutim ustanovljeno je povecanje u smjeru a i €
osi, te slabo smanjenje b osi u odnosu na nesupstituirani OCP. Ovaj obrnuti eksperimentalni

rezultat objasnili su Shi i suradnici’? uspostavom ravnoteze naboja koji se dogodio u sustavu.
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Pretpostavlja se da je jedan dio Ca®* iona zamijenjen Fe®** ionima, a drugi dio Fe-hidroksi
ionima (Fe(OH)." ili Fe(OH)?*). Razlika u Raman spektru za HPO4* skupine izmedu Fe-
supstituiranog i nesupstituiranog OCP-a moguca je posljedica nedostatka aniona u obliku
PO.% ili prijelaz PO4+* iona u HPO4?/H2PO4 radi uspostavljanja ravnoteze naboja. Morfologija
kristala Fe-supstituiranog OCP-a pokazuje jasno definiran plogasti oblik kristala.’? IstraZivanje
termicke stabilnosti upuéuje na to da Sr?* ioni poboljsavaju termicku stabilnost OCP kristala,

dok supstitucija s Fe** ionima ima suprotno djelovanje.®’

2.4.6. Supstitucija alkalijskim metalima

Sugiura i suradnici® istrazivali su utjecaj iona alkalijskih metala (Li*, Na*, K*, Rb* i
Cs") na stvaranje OCP faze i razvoja njegove slojevite strukture procesom hidrolize DCPD
faze u vodenoj otopini alkalijskih klorida. Ispitan je utjecaj mogucnosti uklapanja
monovalentnih iona u OCP strukturu putem supstitucije. Utvrdeno je da Li* (r = 0,076 nm) i
niske koncentracije K* (r = 0,138 nm) iona mogu biti supstituirane u OCP resSetku, dok se Na*
(r = 0,102 nm) moze supstituirati u vecoj mjeri. Rb* (r = 0,152 nm) se moze supstituirati pri
nizim koncentracijama od K* iona, dok Cs* (r = 0,167 nm) inhibira stvaranje OCP-a. Na
temelju rezultata mozZe se zaklju¢iti da se ioni s ionskim radijusom ~1.5 puta manjim od Ca?*
mogu uklopiti u OCP strukturu, dok ioni s ionskim radijusom ~1.5 puta ve¢im od Ca?* iona
imaju inhibitorski utjecaj na formiranje OCP faze. U istrazivanju Sugiura i Makita®* prou¢avan
je utjecaj Na* iona na konverziju DCPD u OCP fazu, te je utvrdeno da OCP stvara hidratiziranu
slojevitu strukturu koja se raspada pri nizim temperaturama kada je prisutna sve visa
koncentracija Na* iona u otopini. Nadalje, u daljnjim istrazivanjima Sugiura i suradnika®,
primije¢ena je dodatna vrpca na FTIR spektru u podrucju valnih brojeva povezanim s
vibracijama P5 polozaja, gdje se vrpca pomice pri nizim vrijednostima valnih brojeva s
povecanjem koncentracije Na* iona. U provedenom istrazivanju, proucavala se supstitucija Na*
i NH4" ionima, koji imaju bolji utjecaj na stvaranje OCP faze u odnosu ha monokalcij hidrogen
fosfat (Ca(H2P0a4)2-H20). Rezultati su pokazali da Na* ioni imaju ve¢u tendenciju supstitucije
u kristalnu reSetku OCP-a i utjecaj na njegova svojstva u odnosu na NH4" iona. U istraZzivanju
Sugiura i Horie® ispitivao se utjecaj Na* supstitucije na OCP sintezu u kiselom i blago
luznatom mediju. Utvrdeno je da ¢e pri kiselim uvjetima (pH < 5) Na* ioni vjerojatnije
supstituirati konjugirani polozaj P3, dok ¢e pri bazi¢nim uvjetima (pH = 5-10) Na" ioni

vjerojatnije supstituirati konjugirani polozaj PS5.
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2.5. BIOPOLIMER KITOZAN KAO ZAMJENA ZA KOLAGEN

Prirodni polimeri dobiveni su iz prirodnih izvora kao §to su biljke, zivotinje |
mikroorganizmi te se zbog specifi¢ne strukture i fizioloSkih svojstava koriste u razlicitim
podrudjima inZenjerstva tkiva.®® Biopolimeri kao §to su polisaharidi (celuloza, kitozan, hitin) i
proteini (kolagen, elastin) imaju slicna svojstva kao izvanstani¢na matrica bez izazivanja
toksi¢nih ili negativnih imunoloskih reakcija pri koriStenju in vivo. Zbog toga je u posljednja
dva desetlje¢a povecan interes za izradu kompozitnih okosnica na temelju prirodnih polimera.®’

Kitozan (CHT), kao prirodni polimer dobiven iz hitina, predstavlja jedno od glavnih
podru¢ja interesa u inzZenjerstvu tkiva. Hitin je strukturni polimer u ljuSturama rakova i
ClankonoZaca. Kitozan je linearni polimer sastavljen od (1—4)-2-acetamido-2-deoksi-f-D-
glukan(N-acetil-D-glukozamin)skih (glukozamina) i (1—4)-2-amino-2-deoksi-/-D-glukan(N-
acetil-D-glukozamin)  (N-acetilglukozamina) sastavnih  jedinica dobiven procesom
deacetilacije hitina, reakcijama hidrolize u luZnatim uvjetima ili enzimskom hidrolizom uz

enzim hitin-deacetilazu.%® Strukture kitozana i hitina prikazane su na slici 4.

o Lo
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HO NH: o ©

L OH |

n

OH 0
|~
HO HN o ©
- on ]

n

Slika 4. Struktura kitozana (a) i hitina (b) nacrtane pomo¢u ChemDraw.

Dodatno, povecan je interes za pripravu kompozitnih materijalima na temelju kitozana i
njihovu primjenu u inzenjerstvu kostanog tkiva. Razlog tome su odli¢na svojstva kompozita
na temelju kitozana kao $to su biorazgradivost, biokompatibilnost, moguénost stvaranja
poroznih struktura i $iroka moguénost oblikovanja.®® Neka od povoljnih svojstava proizlazi iz

prisutnosti amino skupina duz polimernog lanca. Amino skupine D-glukozamina mogu biti
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protonirane osiguravajuc¢i tako topljivost u razrijedenim kiselim vodenim otopinama
(pH < 6).% Topljivost kitozana ovisi 0 metodi i stupnju deacetilacije (engl. Deacetylation
degreee, DD), molekulskoj masi (engl. Molecular weight, M) i rasporedu skupina unutar
lanca.® Reakcija visokofunkcionalnih amino skupina (-NH.) s aldehidima i ketonima uzrokuju
antibakterijska, protugljivicna, protuvirusna i netoksi¢na svojstva, dok hidroksilne
funkcionalne skupine pridonose poveéanju njegove topljivosti.33%

Kao S$to je istaknuto, kitozan je polisaharid koji sadrzi glikozidne veze Sto je vazno za
biorazgradivost prirodnog polimera. Razgraduje se djelovanjem proteaza, ali ponajvise
enzimom lizozimom. Produkti biorazgradnje kitozana su netoksi¢ni oligosaharidi razli¢itih
duljina lanca. Brzina razgradnje kitozana ovisna je o DD, distribuciji N-acetil D-glukozamina
i Mw kitozana.®® S obzirom na to da kitozan ispunjava sve uvjete (biokompatibilnost,
mehanicka svojstva, itd.) koje mora ispuniti biomaterijal za pripravu okosnica, moze se koristiti
kao zamjena za oSteceno tkivo ili organe. Topljiv je u razrijedenim kiselinama; medutim, pri
pH vrijednostima viS§im od 6,0 amino skupine su deprotonirane prilikom ¢ega polimer gubi
svoj naboj i dolazi do njegovog talozenja. Netopljivost kitozana u neutralnom mediju kao $to
je voda zahtjeva dodatan korak neutralizacije $to otezava pripravu okosnica na temelju kitozana

i OCP-a.%°

2.5.1. Karboksimetil kitozan

Primjena kitozana je ograniena s obzirom na netopljivost u neutralnom ili alkalnom
mediju zbog stabilne kristalne strukture koja je posljedica prisutnih jakih vodikovih veza.
Medutim, topljivost u neutralnom vodenom mediju ima karboksimetil kitozan (C-CHT) ¢ija je
struktura prikazana na slici 5.°' UmreZenje C-CHT postize se reakcijama s 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimida (EDC), izravnim alkiliranjem ili redukcijskim
alkiliranjem.®*®2 Topljivost u vodi pri razli¢itim pH vrijednostima ovisi o stupnju
karboksimetilacije.®® Medutim, C-CHT biologki je inertan zbog ¢ega je potrebna obrada

povriine kako bi se pobolj$ala biokompatibilnost.%

19



N AN

- Jn

Slika 5. Struktura karboksimetil kitozana nacrtana pomoc¢u ChemDraw.

C-CHT najcesce se primjenjuje u regenerativnoj medicini kao biomaterijal za regeneraciju
kostanog tkiva i zacjeljivanja rana, nevezano radi li se o kroni¢nim ili drugim predisponiranim
stanjima. Isto tako, zbog mehanickih svojstava 1 praktiéne mogucnosti primjene u praksi,
koristi se u sustavima za prijenos lijekova. Vecina provedenih istrazivanja pokazuje u¢inkovitu
kontrolu oslobadanja lijeka | povec¢anje topljivosti sustava $to samim time povecava ili odrzava

farmakodinamicke i bioloske odgovore.*
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

Koristeni materijali za pripremu metalnim ionima supstituiranog oktakalcijeva fosfata
pentahidrata:

* kalcit, CaCOs (T.T.T.)

* urea fosfat, UPH, CO(NH2)2 -H3POy4, (Sigma-Aldrich)

* stroncijev nitrat, Sr(NO3z)2, (Acros Organics)

* magnezijev klorid, MgCl> - 6H.0, (KEMING)

* srebrov nitrat, AQNO3, (VWR Chemicals)

Koristeni materijali za pripravu kompozita:
* pripravljeni oktakalcij fosfat pentahidrat
*  karboksimetil kitozan, (DD = 90 %, Mw = 100-300 kg/mol, ChemCruz)
* etanol, CH3CH,OH, (KEFO)

KoriSteni materijali za umrezavanje karboksimetil kitozana:
*  pufer 2-(N-morfolino)etansulfonske kiseline (MES), CsH13NO4S, (VWR Chemicals)
*  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC),
CH3CH2N=C=N(CH)3N(CHz3)2 - HCI, (Alfa Aesar)
*  N-hidroksisukcinimid (NHS), C4HsNOgs, (Alfa Aesar)

21



3.2. SINTEZE UZORAKA

3.2.1. Sinteza praskastog oktakalcij fosfata supstituiranog metalnim ionima

Uzorci OCP-a supstituirani (0, 1 i 2,5 mol.%) stroncijevim, magnezijevim i srebrovim
ionima pripravljeni su metodom precipitacije. Kao prekursor Sr?* iona koristen je Sr(NOs)o,
Mg?* iona MgCl. - 6H,0 i Ag* iona AgNOs. Sinteza zapo¢inje otapanjem odredene koli¢ine
prekursora metalnih iona u destiliranoj vodi (30°C). Nakon otapanja dodana je odgovarajuca
koli¢ina CaCOs kao izvora Ca®" iona (40°C) i UPH (50°C) kako bi se postigao omjer
(Ca+M)/P = 1,33. Reakcija se provodila 4 dana pri temperaturi od 50°C uz 24 sata starenja pri
sobnoj temperaturi. Kona¢ni produkt je filtriran i suSen 24 sata pri sobnoj temperaturi
(T = 24,25 + 0,30°C).

Pripravljeni uzorci supstituirani Sr?* jonima oznaceni su OCP_1Sr i OCP_2,5Sr, supstituirani
Mg?* ionima OCP_1Mg i OCP_2,5Mg i supstituirani Ag* ionima OCP_1Ag i OCP_2,5Ag,
dok je nesupstituirani uzorak oznacen s OCP. Kako bi se ispitao istovremeni utjecaj iona,
uzorci supstituirani 1 mol.% Sr?*, Mg?* i Ag* ionima umijesani su u jednakim koli¢inama tako
da maseni udio pojedinog uzorka iznosi 33,3 mas.%, a molarni udio svakog supstituenta u
konac¢noj mjesavini iznosi 0,33 mol.%. Takva mjeSavina imenovana je oznakom OCP_IMIX
dok oznaka OCP 2,5MIX predstavlja mjesavinu koja sadrzi 33,3 mas.% svakog uzorka
supstituiranog s 2,5 mol.% Sr?*, Mg?* i Ag* ionima, odnosno 0,83 mol.% svakog pojedinog
supstituenta. Uzorci OCP_1MIX i OCP_2,5MIX pripravljeni su u svrhu sinteze kompozitnih
materijala s odgovaraju¢om koncentracijom C-CHT polimera. Pregled oznaka i sastava

pripravljenih supstituiranih uzoraka prikazan je u tablici 1.
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Tablica 1. Pregled oznaka i molarnog udjela susptitucije sintetiziranih uzoraka oktakalcij
fosfata supstituiranog Sr?*, Mg®* i Ag* ionima.

Uzorak Sr/mol.% | Mg/mol.% | Ag/mol.%

OCP 0 0 0
OCP_1Sr 1 0 0
OCP_2,5Sr 2,5 0 0
OCP_1Mg 0 1 0
OCP_2,5Mg 0 2,5 0
OCP_1Ag 0 0 1
OCP_2,5A¢g 0 0 2,5

OCP_1MIX 0,33 0,33 0,33

OCP_2,5MIX 0,83 0,83 0,83

3.2.2. Sinteza okosnica na temelju karboksimetil kitozana

C-CHT otopljen je u demineraliziranoj vodi kako bi se dobile 1,2 (C-CHT_1,2), 1,5
(C-CHT_1,5), 1,8 (C-CHT_1,8), 2,1 (C-CHT_2,1), 2,5 (C-CHT_2,5), 2,8 (C-CHT_2,8), 3,1
(C-CHT_3,1) i 3,4 (C-CHT_3,4) mas.% polimerne otopine. Pripravljene C-CHT otopine
zamrznute (-30°C) su u plocicama s 24 jazice. Nakon 24 satnog zamrzavanja, uzorci su
liofilizirani (LIO-5 PLT, Kambic¢) da se iz njih ukloni prisutna voda i kao produkt ostanu

visokoporozne strukture na temelju C-CHT.

Nakon liofilizacije, visokoporozne okosnice na temelju C-CHT uronjene su u otopinu za
umrezavanje koje sadrzi MES pufersku otopinu (50 mmol/l, 70% EtOH), EDC (50 mmol/l) i
NHS (25 mmol/l). Nakon 24 sata umrezivanja, okosnice su ispirane pet puta u 70% EtOH i tri

puta u demineraliziranoj vodi. Nakon ispiranja, uzorci su zamrznuti (-30°C) i liofilizirani.

3.2.3. Priprava kompozitnih okosnica

Uzorci OCP_1MIX i OCP_2,5 MIX odvagani su kako bi maseni udio OCP faze u
polimernoj matrici (C-CHT_3,1) iznosio 30 mas.%. Nakon dodatka odredene koli¢ine OCP-a
u 3,1 mas.% polimernu otopinu, suspenzija je homogenizirana pomoc¢u ultrazvu¢ne sonde
(Ultrasonication X0O-650D, Nanjing Xianou Instruments Manufacture). Homogenizirane

kompozitne suspenzije su zamrznute pri -30°C u plo¢icama s 24 jazice. Nakon 24 sata
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zamrzavanja, uzorci su liofilizirani te umrezeni kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.2. Sinteza
okosnica na temelju karboksimetil kitozana.

Uzorci OCP_1MIX i OCP_2,5MIX, umijeSani u polimernu matricu C-CHT_3,1, oznaceni su
kao C-CHT1IMIX i C-CHT2,5MIX. Kompozitna okosnica s nesupstituiranim OCP-om
oznacena je C-CHTOCP, dok je kao kontrola koristen kompozit na temelju C-CHT i HAp-a
oznacen C-CHTHAp. Pregled oznaka i sastava pripravljenih kompozitnih okosnica prikazan
je u tablici 2.

Tablica 2. Pregled oznaka i sastava sintetiziranih kompozitnih materijala.

Anorganska Organska Kompozitne mas.%o mas.% pojedine
faza faza/ mas.% okosnice anorganske faze | anorganske faze
C-CHT u kompozitu unutar smjese

HAp 3,1 C-CHTHAp 30 100,00
OCP 31 C-CHTOCP 30 100,00
OCP_1Sr 33,33
OCP_1Mg 3,1 C-CHT1MIX 30 33,33
OCP_1Ag 33,33
OCP_2,5Sr 33,33
OCP_2,5Mg 31 C-CHT2,5MIX 30 33,33
OCP_2,5Ag 33,33

3.3. KARAKTERIZACIJA MATERIJALA
3.3.1. Rendgenska difrakcijska analiza

Za odredivanje mineraloSkog sastava praSkastih uzoraka koriStena je rendgenska
difrakcijska analiza (XRD). Analiza je provedena pomocu difraktometra Shimadzu XRD-6000
s CuKa (1,5406 A) zra¢enjem pri naponu u cijevi od 40 kV i jakosti struje od 30 mA. Snimanja

su provedena u mjernom podrucju kuteva 3° < 26> 60° brzinom snimanja od 0,2°/5s.

3.3.2. Rietveldova metoda uto¢njavanja

Za obradu podataka Rietveldovom metodom utoc¢njavanja koriSten je racunalni

program DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0 pomoc¢u kojeg je odreden udio pojedinih faza u
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ukupnom uzorku, te parametri elementarnih éelija uzoraka OCP-a. Svim uzorcima dodan je Si
(NIST SRN 640e, Sigma Aldrich) kao standard (ICDD 27-1402) u masenom udjelu od 5,0
mas.%, te je koriStena kristalografska baza ICDD (engl. International Centre of Diffraction

Data) za identifikaciju kristalnih faza.

3.3.3. Mjerenje pH reakcijskih otopina
pH vrijednost reakcijskih otopina mjerena je na kraju reakcije pri sobnoj temperaturi
na Schottovom CG pH-metru uz BlueLinel4 elektrodu s preciznoséu od pH = 0,01.

3.3.4. Pretrazna elektronska mikroskopija

Morfologija kristala OCP-a i pripremljenih okosnica analizirana je pretraznom
elektronskom mikroskopijom (SEM). Prije pocetka snimanja uzorci se pomocu uredaja za
naparivanje izlazu utjecaju plazme zlata i paladija u trajanju od 90 sekundi kako bi se osigurala
njihova vodljivost. KoriSten je pretrazni elektronski mikroskop TESCAN Vega3SEM
Easyprobe pri energiji elektronskog snopa od 10 kV.

3.3.5. Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama

Infracrveni spektri s Fourierovim transformacijama (FTIR) pripremljenih uzoraka
OCP-a i kompozitnih okosnica snimljeni su ATR-FTIR Bruker Vertex 70 spektrometrom s
dijamantnim kristalom. Spektri su snimani 32 puta u apsorpcijskom rezimu i mjernom podrucju

valnog broja od 4000 do 400 cm™ s rezolucijom od 4 cm™ pri 20°C.

3.3.6. Antibakterijska svojstva

Antibakterijsko djelovanje pripravljenih uzoraka OCP-a ispitano je na bakteriji
S. aureus (ATCC 25923). Bakterije su kriogeno skladiStene, a zatim revitalizirane 24 sata prije
ispitivanja na plo¢ama Luria Bertani (LB) agara koje sadrZe 10 g triptona, 5 g aktivnog sastojka
kvasca, 5 g NaCl, 15 g agar i 1 L deionizirane vode pri temperaturi od 37°C.
Provedena je disk difuzijska metoda prema standardiziranoj metodi za antibioticka ispitivanja
(EUCAST). Pripremljena je suspenzija s 3x108 stanica/ml (0,5 McFarland) bakterija u sterilnoj

fizioloskoj otopini. Sterilni Stapi¢i za bris uronjeni su u suspenziju, te naneseni na plo¢e LB
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agara kako bi doSlo do rasta bakterija. Praskasti uzorci OCP, OCP_1MIX i OCP_2,5MIX su
presani i oblikovani u diskove promjera 11 mm, a zatim postavljeni na povrsinu inokuliranog
agara 1 inkubirani. Uzorci su pazljivo uklonjeni s povrSine agara i postavljeni na sterilnu
Petrijevu zdjelicu tako da povrsina uzorka koja je bila u kontaktu s inokuliranim agarom je
okrenuta prema gore. Uzorcima je dodana otopina 2% paraformaldehida u otopini fosfatnog
pufera (PBS) kako bi se prekrila njihova povrSina i tako fiksirale bakterijske stanice pri
temperaturi od 4°C u periodu od 24 sata. Zatim je uslijedilo ispiranje uzoraka sterilnom
otopinom PBS-a, te dehidratacija uranjanjem uzoraka u otopinama etanola: 30%/2 min, 50%/2
min, 70%/2 min, 96%/5 min, 99,9%/5 min, 99,9%/5 min. Uzorci su su$eni 30 min na
temperaturi 50°C te napareni plazmom zlata i paladija 180 s. PovrSina uzoraka analizirana je
pomoc¢u SEM metode, a mikrografije uzoraka i bakterija obojene su u Adobe Photoshop 2022

programu.

3.3.7. Poroznost i distribucija pora kompozitnih uzoraka

Poroznost okosnica (n = 5) mjerena je prema Arhimedovom zakonu. Poroznost je

izraCunata kao omjer volumena pora i ukupnog volumena okosnice prema jednadzbi 5:

Poroznost (%) = —22re )

VcHT/0CP
Uzorci cilindri¢nog oblika promjera 6 mm i visine 1 mm su izvagani u suhom stanju (W),
zatim uronjeni u otopinu etanola (p = 0,789 g cm™ ) pod vakuumom pri sobnoj temperaturi, te
nakon uklanjanja viska etanola, izvagani u mokrom stanju (We). Volumen pora izrac¢unat je

prema jednadzbi 6:%°

_ We-Wgq
Vpore -

(6)

Petanol

Distribucija pora odredena je pomoc¢u ImageJ racunalnog programa na 100 pora Koristeci

mikrografije dobivene pomo¢u SEM-a.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ANORGANSKA FAZA
4.1.1. Rendgenska difrakcijska analiza

Provedena je rendgenska difrakcijska analiza nesupstituiranog i metalnim ionima
supstituiranog OCP-a te su difraktogrami prikazani na slikama 6-8. Prije rendgenske difrakcije
analize u uzorke je umijesano 5 mas.% silicija (ICDD 27-1402) kao unutarnjeg standarda kako
bi se provela kvantitativna analiza Rietveldovom metodom uto¢njavanja. Rezultati parametara
elementarne éelije (A), masenih udjela faza (mas.%) i kona¢ne pH vrijednosti suspenzija pri
sobnoj temperaturi prikazani su u tablicama 3-5.

Difraktogrami OCP-a supstituiranih s 0, 1 i 2,5 mol.% Sr?* iona (slika 6) pokazuju
karakteristicne difrakcijske maksimume za OCP (ICDD 79-0423). Izostanak maksimuma
karakteristiénih za stroncijeve spojeve ukazuje na uspjesnu supstituciju Sr?* ionima u Kristalnu
reSetku OCP-a. Medutim, djelomi¢na adsorpcija Sr?* iona na povrsini kristala ne moze biti
iskljucena. Daljnjom obradom rezultata pomoc¢u Rietveldove metode uto¢njavanja utvrdeno je
da uzorci osim OCP-a kao kristalne faze sadrze znacajnu koli¢inu ACP-a (tablica 3).
Kvantitativni fazni udjeli OCP 1 ACP faze nemaju znacajne razlike s povecanjem udjela
supstitucije, te udio OCP-a u uzorcima iznosi OCP - 46,2 mas.%, OCP_1Sr - 43,9 mas.%,
OCP_2,5Sr - 47,7 mas.%. lako OCP ima metastabilnu strukturu koja ima tendenciju prijelaza
u stabilnu apatitnu fazu, usporedbom difraktograma s karticom ICDD 09-0432 i Rietveldovom
metodom uto¢njavanja nije zabiljeZena prisutnost HAp-a $to je u skladu s istrazivanjem Rokidi
i Koutsoukus®” gdje je utvrdeno da prisutnost Sr?* iona inhibira ili usporava transformaciju
OCP-a u stabilnu HAp fazu. S povecanjem udjela Sr-supstitucije povecavaju se parametri
jedini¢ne ¢elije. Parametri b i ¢ povecavaju se linearno, dok pravilno povec¢anje parametra a
nije uo¢eno. Razlog porasta parametara jedini¢ne ¢elije je razlika u ionskim radijusima Ca?" i
Sr?* iona. lonski radijus Sr?* (0,120 nm) ve¢i je od ionskog radijusa Ca** iona (0,100 nm) stoga
dolazi do povec¢anja volumena ¢elije. Isti trend uocen je u istraZivanju Ressler i suradika® kod
priprave trofaznog sustava HAp, OCP i ACP supstituiranom Sr?* ionima (0, 1, 5i 10 mol.%).
Shi i suradnici’® pripravili su Sr-supstituirani OCP (5 mol.%) te je opaZzeno da su pikovi na
XRD difraktogramima pomaknuti ulijevo u odnosu na nesupstituirani OCP. To upucuje na
deformaciju kristalne reSetke i1 ve¢i meduplo$ni razmak. Prema Braggovoj jednadZbi,

smanjenje difrakcijskog kuta je posljedica povecanja meduplo$nog razmaka, $to odgovara
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Sirenju resetke. Sr?* ioni se u OCP strukturu mogu supstituirati na polozaje Ca3, Ca4, Ca7 i
Ca8 ¢ije su energije supstitucije nize u odnosu na HAp.’

Uz temperaturu, koncentraciju kalcija i fosfata i prisutnost drugih iona, jedan od glavnih
parametara u procesu nastajanja CaP je pH vrijednost. Razli¢ite CaP faze nastajat ¢e se pri
razli¢itim pH vrijednostima, pa tako pri pH u rasponu 4—6 nastaje DCPD, 5,5-7 nastaje OCP,
te pri pH vrijednostima > 7 nastaje HAp.%® pH vrijednosti suspenzija pripremljenih uzoraka

pogodne su za nastajanje OCP-a, jer se nalaze u rasponu 5,5-5,9.8

—OCP

— OCP_1Sr

— OCP_2,5S5r
0 -Si (5 mas.%)

Intenzitet (s.j.)
=

20 (°)

Slika 6. Difraktogram nesupstituiranog i Sr-supstituiranog oktakalcij fosfata pentahidrata.

Tablica 3. Prikaz parametara elementarne ¢elije, masenih udjela faza i pH vrijednosti za uzorke

supstituirane Sr?* ionima.

Maseni udio
Parametri elementarne celije

faza (%) pH
Uzorak N _
Volumen éelije (A% | a(A) b(A) | c(A) | OCP | ACP | vrijednosti

OCP 1225,05 19,71800 | 9,55625 | 6,84438 | 46,17 | 53,83 5,75

OCP_1Sr 1228,76 19,71793 | 9,57027 | 6,85312 | 43,86 | 56,14 5,48

OCP_2,55r 1230,74 19,71891 | 9,57129 | 6,85733 | 47,69 | 52,31 5,88
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Difraktogrami OCP-a supstituiranih s 0, 1 i 2,5 mol.% Mg?* iona prikazani na slici 7
pokazuju karakteristicne difrakcijske maksimume za OCP (ICDD 79-0423) s pikom najviseg
intenziteta pri 26 = 4,7°. Osim kristalne faze OCP-a, u uzorcima je Rietveldovom metodom
uto¢njavanja utvrdena znacajna kolicina ACP-a. Iz tablice 4 vidljivo je da pove¢anjem udjela
supstitucije dolazi do smanjenja masenog udjela OCP faze: OCP - 46,2 mas.%, OCP_1Mg -
41,6 mas.%, te OCP_2,5Mg - 33,4 mas.%. Smanjenje udjela OCP-a upucuje na inhibicijski
u¢inak Mg?* iona na kristalizaciju.

Supstitucijom OCP-a ionima manjeg ionskog radijusa poput Mg?* (0,072 nm) iona
dolazi do smanjenja parametara elementarne ¢elije.”* Parametri b i ¢ za uzorak OCP_1Mg nisu
se mijenjali nakon supstitucije, a dolazi do smanjenja parametra a. Tek je pove¢anjem udjela
supstitucije doslo do smanjenja svih parametara, te se volumen celije uzorka OCP_2,5Mg
smanjio s 1225,05 A3 (OCP) na 1220,96 A3. pH vrijednosti suspenzija Mg-supstituiranih

uzoraka pogoduju nastanku OCP faze jer se nalaze u Zeljenom rasponu 5,6-5,8.

——oOCP
——OCP_1Mg
OCP_2,5Mg

\LA o o - Si (8 mas.%)
M
o

Intenzitet (s.j.)

|
10 20 30 40 50 60
20 (°)

Slika 7. Difraktogram nesupstituiranog i Mg-supstituiranog oktakalcij fosfata pentahidrata.
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Tablica 4. Prikaz parametara elementarne ¢elije, masenih udjela faza i pH vrijednosti za uzorke

supstituirane Mg?* ionima.

s Maseni udio
Parametri elementarne éelije ( A°)

faza (%) pH
Uzorak . .
Volumen éelije (A%) | a (&) b(A) | c(A) | OCP | ACP | vrijednosti

OCP 1225,05 19,71800 | 9,55625 | 6,84438 | 46,17 | 53,83 5,75

OCP_1Mg 1224,89 19,71359 | 9,55625 | 6,84438 | 41,63 | 58,37 5,61

OCP_2,5Mg 1220,96 19,70353 | 9,54915 | 6,83903 | 33,37 | 66,63 5,78

Difraktogrami OCP-a supstituirani s 0, 1 i 2,5 mol.% Ag" iona prikazani na slici 8
pokazuju karakteristicne difrakcijske maksimume za OCP (ICDD 79-0423). Sukladno
prethodnim uzorcima, Rietveldovom metodom uto¢njavanja utvrdeno je da uzorci osim
OCP-a kao kristalne faze sadrze znac¢ajnu koli¢inu ACP-a (tablica 5). Kvantitativni fazni udjeli
OCP faze se mijenjaju povecanjem udjela supstitucije, ali bez uocene pravilnosti (OCP - 46,2
mas.%, OCP_1Ag - 61,4 mas.%, OCP_2,5Ag - 37,2 mas.%). Supstitucijom ionima veéeg
radijusa dolazi do povecanja parametara elementarne ¢elije. Buduci da ionski radijus Ag*
iznosi 0,126 nm, a radijus Ca®* iona 0,100 nm, kod uzoraka OCP_1Ag i OCP_2,5Ag uo&eno
je povecanje svih parametra elementarne cCelije uslijed porasta udjela supstitucije. pH
vrijednosti suspenzija Ag-supstituiranih uzoraka pogodne su za nastanak OCP faze jer se

nalaze u zeljenom rasponu 5,7-6,2.
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Slika 8. Difraktogram nesupstituiranog i Ag-supstituiranog oktakalcij fosfata pentahidrata.

Tablica 5. Prikaz parametara elementarne ¢elije, masenih udjela faza i pH vrijednosti za uzorke

supstituirane Ag* ionima.

s Maseni udio
Parametri elementarne éelije ( A°)

faza (%) pH
Uzorak N _
Volumen éelije (A%) | a(A) b(A) | c(A) | OCP | ACP | vrijednosti

OCP 1225,05 19,71800 | 9,55625 | 6,84438 | 46,17 | 53,83 5,75

OCP_1Ag 1226,05 19,72180 | 9,55826 | 6,84818 | 61,42 | 38,58 6,54

OCP_2,5Ag 1227,46 19,73061 | 9,56476 | 6,85520 | 37,23 | 62,77 6,19

4.1.2. Pretrazna elektronska mikroskopija

Pretraznom elektronskom mikroskopijom proucavana je morfologija praskastih uzoraka

OCP-a supstituiranin s 0, 1 i 2,5 mol.% Sr?*, Mg?* i Ag* ionima (slika 9). Kod nesupstituiranog

uzorka vidljiv je karakteristi¢an plocasti oblik kristala OCP-a.'” Morfologije uzoraka OCP_1Sr

i OCP_2,5Sr pokazuju poveéanje veli¢ine kristala uslijed supstitucije Sr®* ionima $to je u

skladu s povecanjem parametara elementarne ¢elije. Prema literaturi, pove¢anjem molarnog

udjela Sr-supstitucije, Sirina kristala raste, dok se duljina smanjuje. To je rezultat rasta kristala

u smijeru a i b osi, te postupne inhibicije rasta u smjeru c osi.”* Za ione manjeg ionskog radijusa,
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kao $to je Mg?" karakteristi¢no je da se vezu za centre nukleacije i sprje¢avaju rast kristala,’
pa tako morfologije uzorka OCP_2,5Mg ukazuju na promjenu oblika kristala i narusenu
kristalnu strukturu u odnosu na nesupstituirani uzorak, dok izmedu uzoraka OCP-a i OCP_1Mg
nema vidljive razlike. Dobiveni rezultat je u skladu s rezultatima kvantitativne analize gdje
uzorak OCP_2,5Mg sadrZi najnizi udio OCP faze (33,4 mas.%), odnosno najvisi udio ACP
faze (66,6 mas.%). Supstitucijom OCP-a Ag* ionima veli¢ina kristala raste u smjeru a, b i ¢
osi. Morfologija OCP_1Ag uzorka ukazuje na kristale jasno ploCastog oblika §to se moze
povezati s kvantitativnom analizom kojom je utvrdeno da ima najvec¢i udio OCP faze (61,4

mas.%).

OCP_1Sr
OCP_2,5S5r

0 o0 iy
= 7
o A

@)
S|

OCP_2,5Ag

Slika 9. SEM slike kristala oktakalcijeva fosfata pentahidrata supstituiranog stroncijevim,

magnezijevim i srebrovim ionima. Skala: 5 um.
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4.1.3. Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama

Rezultati karakterizacije uzoraka OCP-a supstituiranih s 0, 1 i 2,5 mol.% Sr?*, Mg?* i
Ag" ionima infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim transformacijama prikazana je na
slici 10. Svi pripremljeni uzorci imaju slicne apsorpcijske spektre.
Vidljive su vrpce karakteristi¢ne za fosfatnu (PO+>) skupinu na valnim brojevima 560 i 602
cm koje odgovaraju simetri¢nom istezanju O—P-O veze te vrpce na 960, 1019 i 1195 cm™?
koje odgovaraju asimetri¢nom istezanju P—O veze.®2% Rezultati FTIR spektroskopije u skladu
su s rezultatima XRD analize, gdje je nastajanje OCP-a potvrdeno pojavom karakteristi¢nih
vrpci za hidrogenfosfatnu skupinu (HPO4?) na 524, 862, 913, 1077, 1109 i 1294 cm™. Vrpca
pri 862 cm? pripisuje se karakteristi¢noj apsorpciji HPO4?~ skupine u hidratiziranom sloju
OCP-a, adublet vrpci na 1077 i 1109 cm* karakteristiéne su za OCP."%"382 Dodatno, pojavljuje
se karakteristicna vrpca OH" skupine pri 630 cm™ koja odgovara savijanju O-H veze u
apatitnom sloju OCP faze. Osim navedenih vrpci, prisutna je vrpca na 1649 cm™ i siroka vrpca

u podrucju 3600-3000 cm'* koje se pripisuju vezanoj vodi.%®
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Slika 10. FTIR spektri oktakalcijeva fosfata pentahidrata supstituiranog stroncijevim (a),

magnezijevim (b) i srebrovim (c) ionima.



4.1.4. Antibakterijska svojstva

Upotrebom kostanih okosnica u medicini, posebno u ortopedskom i stomatoloskom
podrudju, postoji znacajan rizik od infekcije.”® Iako okosnice izradene uglavnom od CaP-a
imaju izvrsna svojstva u regeneraciji kostanog tkiva, one ne posjeduju svojstva koja bi
omoguéila sprje¢avanje razvoja bakterija i infekcija.%® Jedan od nacina suzbijanja rizika od
infekcije 1 odbacivanja usadenog materijala je primjena antibakterijskog sredstva poput srebra
u sastavu kostane okosnice.’® Antibakterijsko djelovanje srebra temelji se na vezanju Ag* iona
za proteine na membrani bakterija $to uzrokuje o$te¢enje membrane te dolazi do prodora Ag*
iona u bakterijsku stanicu uzrokujuéi stani¢nu smrt (apoptoza).00-101
Prema istrazivanju Jain i suradnika,’®® minimalna koncentracija Ag za postizanje
antibakterijskih svojstava prema standardnim bakterijskim kulturama poput S. aureus (ATCC
6538), Escherichia coli (ATCC 117), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella
typhimurium (ATCC 23564) i dr., iznosi 12,5 pg/ml. Unato¢ odli¢nim antibakterijskim
svojstvima srebro moze biti Stetno za ljudske stanice uslijed prekomjerne koncentracije jer
izaziva citotoksi¢nost. Stoga je prilagodavanje koncentracije srebra u okosnicama od velike
vaznosti kako bi se postigla zadovoljavaju¢a antimikrobna aktivnost bez pojave

103 Mogué¢i pristup ublazavanja Stetnosti Ag' iona, uz zadrzavanje

citotoksicnosti.
antibakterijskih svojstva, je uklju¢ivanje dodatnih ionskih supstitucija (npr. Mg?*, Sr?*) koji
poti¢u osteogenezu. Ressler i suradnici'® uo¢ili su sinergijski utjecaj Sr?* i Ag* iona u
antibakterijskom djelovanju prema gram-pozitivnim (S. aureus) i gram-negativnim (E. coli)
bakterijama. Takoder, istrazivanje Gopi i suradnika'® pokazuje da se supstitucijom Ag-CaP
okosnice Mg?* ionima moze ublaZiti negativni utjecaj srebra i poboljsati vijabilnost stanica. S
obzirom na primijeéen sinergijski u¢inak Sr?* i Mg®* s Ag* ionima, uzorci za ispitivanje
antibakterijskog djelovanja prema S. aureus (OCP_1MIX i OCP_2,5MIX) pripremljeni su kao
mjesavine Sr?*, Mg?* i Ag* iona u razli¢itim molarnim udjelima (1 i 2,5 mol.%).

Morfologija uzoraka nakon kontakta s bakterijama S. aureus snimljena je pomoc¢u SEM-g, te
prikazana na slici 11 gdje su bakterije obojene Zutom, a povrSina uzoraka plavom bojom. Na
nesupstituiranom uzorku OCP-a vidljiva je kolonija bakterijskih stanica okruglog oblika
karakteristi¢nog za S. aureus bakterije. Samo su dvije bakterijske stanice uoc¢ena na uzorku
OCP_1MIX, dok wuzorak OCP_2,5MIX ne sadrzi bakterije. Rezultati upucuju na
antibakterijsko djelovanje uzoraka koji u sastavu sadrze Ag® ione, te je vidljivo da se

povecanjem molarnog udjela iona povecava antibakterijski u¢inak.
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Slika 11. SEM slike bakterija S. aureus na diskovima pripravljenih od uzoraka OCP,
OCP_1MIX i OCP_2,5MIX. Skala: 5pm.

4.2. ORGANSKA FAZA

Karboksimetil kitozan koriSten je kao organska faza za pripravu kompozitnih okosnica.
Kako bi se osigurala zadovoljavaju¢a morfologija, poroznost te distribucija pora kompozitnih
okosnica, potrebno je ispitati koncentracije polimera u vodenoj otopini koje omogucuju
pripravu okosnica koje zadovoljavaju zadane uvjete inZzenjerstva kostanog tkiva. Ispitivanja su

provedena na uzorcima C-CHT masenih udjela polimera u rasponu 1,2—3,4 mas.%.

4.2.1. Mikrostruktura visokoporoznih okosnica

Pretrazni elektronski mikroskop koristen je za analizu mikrostrukture i distribucije pora
pripremljenih okosnica kitozana. Na slici 12 prikazane su mikrostrukture visokoporoznih
okosnica C-CHT_1,2, C-CHT_1,5, C-CHT _1,8 i C-CHT_2,1, dok su na slici 13 prikazane
mikrostrukture visokoporoznih okosnica C-CHT_2,5, C-CHT_2,8, C-CHT_3,1, C-CHT _3,4.
Okosnice s manjim udjelom kitozana (C-CHT_1,2, C-CHT_1,5 i C-CHT_1,8) pokazuju
listaste strukture, te nemaju zadovoljavajucu mikrostrukturu koja bi trebala oponasati
visokoporoznu strukturu kostanog tkiva. Pretpostavlja se da je takva struktura posljedica
manjeg udjela polimera i veéeg udjela vode. S obzirom na nepovezanost pora i odvajanje
slojeva navedene okosnice nisu koristene za daljnju SEM i FTIR analizu. lako okosnica
C-CHT 2,1 ima zadovoljavaju¢u mikrostrukturu, kao i okosnice C-CHT_1,2, C-CHT_1,5i

C-CHT 1,8, zbog nizeg udjela polimera struktura nije stabilna prilikom rukovanja.
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Slika 12. SEM slike struktura uzoraka C-CHT 1,2, C-CHT_1,5, C-CHT _1,8i C-CHT_2,1.
Skala: 500 g#m i 200 gm.

Pore okoshica C-CHT_2,5 C-CHT 2,8, C-CHT _3,1 i C-CHT _3,4 (slika 13) pravilnijeg su
oblika te su medusobno povezane §to omoguéuje integraciju novonastalog tkiva. Nadalje,

visokoporozna struktura vazna je za difuziju hranjivih tvari i kisika, nastajanje izvanstani¢ne
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matrice te olak$ano uklanjanje otpadnih tvari (metaboloi¢ki otpad) iz Zeljenog podruéja.t®® S

obzirom na zadovoljavaju¢a morfoloska svojstva, okosnice viSih koncentracija karboksimetil

kitozana (C-CHT_2,5, C-CHT_2,8, C-CHT_3,1 i C-CHT 3.,4) koriStene su za daljnju

karakterizaciju.
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Slika 13. SEM slike struktura uzoraka C-CHT_2,5, C-CHT_2,8, C-CHT _3,1i C-CHT _3,4.
Skala: 500 g#m i 200 gm.
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4.2.2. Distribucija pora

Raspodjele velic¢ina pora za okosnice C-CHT 2,5, C-CHT_28, C-CHT 3,1 i
C-CHT_3,4 prikazane su naslici 14. Veli¢ina pora za sve uzorke nalazi se u jednakom rasponu
od 10 do 400 pm; medutim, distribucija pora u tom rasponu je drugac¢ija. Kod uzoraka
C-CHT_2,5, C-CHT_3,1 i C-CHT_3,4 prevladavaju veli¢ine pora u rasponu od 10-250 um,
dok kod uzorka C-CHT_2,8 prevladavaju pore veli¢ine od 50-300 um. Kod svih uzoraka
primijeCena je slaba zastupljenost veli¢ina pora u rasponu od 350—400 um. Promjer pora
zadovoljava zahtjeve minimalne veli¢ine kako bi se omogucila vaskularizacija, integracija
novonastalog tkiva i sprijecilo zacepljenje povrSinskih pora stanicama. Za¢epljenje povrSinskih
pora okosnice uzrokuje nejednoliku regeneraciju tkiva unutar okosnice. Mikroporoznost (< 50
4m) je vazna za uspje$no nasadivanje stanica, dok makroporoznost (> 100-400 um) potice
osteogenezu. Medutim, visoka koncentracija makropora moze negativno utjecati na mehanicka

svojstva okosnica. %8107

Gustoca pora (%)

Gustoéa pora (%)
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AR AR S RN ST N ' NI SRR R GNP S N PV
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Slika 14. Raspodjela veli¢ina pora za uzorke C-CHT_2,5 (a), C-CHT_2,8 (b), C-CHT_3,1 (c)
i C-CHT_3,4 (d).
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4.2.3. Poroznost

Na slici 15 prikazani su rezultati odredivanja poroznosti uzoraka C-CHT_2,5,
C-CHT 2,8, C-CHT 3,1 i C-CHT _3,4. Poroznost C-CHT_2,5 iznosi 89,24% =+ 2,31%,
C-CHT _2,8 iznosi 85,37% + 5,96%, C-CHT _3,1 iznosi 78,61% + 4,50% i C-CHT _3,4 iznosi
77,80% + 7,23%. Izmedu uzoraka nema znacajne razlike u poroznosti, a poroznost se nalazi u
zeljenom rasponu 50-90%. Poroznost je usko povezana s mehani¢kim svojstvima, te je

prilikom izrade okosnica potrebno kompenzirati izmedu visoke poroznosti i zadovoljavajucih

mehanickih svojstava.®®

100

Poroznost (%)

C-CHT 2,5 C-CHT 28 C-CHT_3,1 C-CHT 3,4

Slika 15. Prikaz poroznosti uzoraka C-CHT_2,5, C-CHT_2,8, C-CHT _3,1i C-CHT_3,4.

4.3. KOMPOZITNE OKOSNICE

Za daljnju pripravu kompozitnih okosnica odabran je uzorak C-CHT _3,1 s obzirom na
zadovoljavaju¢u mikrostrukturu, distribuciju pora, poroznost i lako¢u rukovanja. Uz
nesupstituirani OCP, kao anorganska faza koristeni su uzorci OCP_1MIX i OCP_2,5MIX koji
sadrze Sr?*, Mg?" i Ag" ione kako bi se ispitao istovremeni utjecaj iona na svojstva kompozitnih

materijala. Dodatno, pripremljene okosnice na temelju C-CHT i HAp-a koriStene su kao
kontrola.

4.3.1. Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama

Kompozitni materijali C-CHTHAp, C-CHTOCP, C-CHT1MIX i C-CHT2,5MIX na

temelju C-CHT i CaP biokeramike imaju sli¢ne apsorpcijske spektre (slika 16). Karakteristicne
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vrpce za PO4* skupinu prisutne su kod svih kompozitnih materijala na 556, 600 i 1020 cm™,
dok su karakteristi¢ne apsorpcijske vrpce za HPO4? skupinu vidljive na valnim brojevima 520,
915, 959 i 1054 cm™.4"1%8 Apsorpcijske vrpce kitozana vidljive na 1320 cm™ karakteristi¢ne
su za C-H i O—H vezu prstena, na 1404 cm? za COO- skupinu, na 1577 za N-H vezu, dok
vrpca na 1040 cm™ odgovara istezanju C—O—C glikozidne veze.?*199-111 \yrpca na valnom broju
1577 cm? karakteristiéna za N—H vezu preklapa se sa vrpcom karakteristiénom za
karboksimetilnu skupinu C-CHT polimera.'** Siroka vrpca u podrugju 3600-300 cm™ odgovara

fizikalno vezanoj vodi.®®

ya

—— C-CHTHAp"’ HPO,
—— C-CHTOCP Hpoz |20

—— C-CHTIMIX PO/
—— C-CHT2,5MIX

OH

Apsorbancija (s.j.)

__,_/-__-_-—,
T T v/

T T T T T T
4000 3500 3000 1500 1000 500

Valni broj (em™)

Slika 16. FTIR spektar kompozitnih okosnica C-CHTHAp, C-CHTOCP, C-CHT1MIX i
C-CHT2,5MIX.

4.3.2. Mikrostruktura visokoporoznih kompozitnih okosnica

Kompozitne okosnice C-CHTHAp, C-CHTOCP, C-CHT1MIX i C-CHT2,5MIX
pripremljene su umjeSsavanjem OCP-a u polimernu maticu karboksimetil kitozana te je
mikrostruktura poroznih okosnica istrazena SEM analizom (slika 17). Okosnice zadrzavaju
visokoporoznu strukturu polimera te se mikrostruktura izmedu pripremljenih okosnica ne

razlikuje. Nadalje, anorganska faza homogeno je raspodijeljena u polimernoj matrici te je
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ocuvan plocasti oblik kristala OCP-a. Za razliku od kristala OCP-a, kod kontrolnog uzorka
(C-CHTHAPp) vidljivi su sferni oblici kristala apatita.

C-CHTOCP

o T, 4

C-CHTHAp

x L "{,

C-CHTIMIX C-CHT2,5MIX

- 4

Slika 17. SEM slike pripremljenih kompozitnih okosnica C-CHTHAp, C-CHTOCP,
C-CHT1MIX i C-CHT2,5MIX. Skala: 200, 100, 50, 20 i 10 zm.
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4.3.3. Distribucija pora

Raspodjela veli¢ina pora za okosnice C-CHTHAp, C-CHTOCP, C-CHT1MIX i
C-CHT2,5MIX prikazana je na slici 18. Sve okosnice imaju Sirok raspon pora. Okosnica
C-CHTHAp (kontrolni uzorak) ima manje veli¢ine pora (20—300 «m) u odnosu na kompozitne
okosnice pripremljene s OCP-om ¢ije se pore nalaze u rasponu od 20 do 400 gm. Uzorci
C-CHT1MIX i C-CHT2,5MIX pokazuju vecu raznovrsnost pora u odnosu na kompozit bez
iona. Prevladavaju veli¢ine pora do 200 um ¢ime je zadovoljen zahtjev minimalne veliCine
pora.® Pore veli¢ine 100400 um (makroporoznost) pogodne su za osteoprovodnost i
regeneraciju tkiva, dok mikroporoznost okosnice omogucéuje uspjeSno nasadivanje stanica,

uspostavljanje veza izmedu stanica te stanica i tkiva.!?

w w
=] <
L 1

Gustoéa pora (%)

[ w
> =
1 1

Gustoéa pora (%)

- I\ SN N \ S - PO\ & o W & N N S N
“ ‘:w\ \@f\ \‘)%} '19“} 'f:%b 3&“3 '55“) ¥ oY \Qw \‘:Qn‘ 19“:1‘ 'f;%b 3@3 '5‘,&)
Veli¢ina pora (um) Veli¢ina pora (um)

Slika 18. Raspodjela veli¢ina pora za kompozite C-CHTHAp (a), C-CHTOCP (b), C-
CHT1MIX (c) i C-CHT2,5MIX (d).
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4.3.4. Poroznost

Na slici 19 prikazani su rezultati odredivanja poroznosti uzoraka C-CHTHAp,
C-CHTOCP, C-CHT1IMIX i C-CHT2,5MIX. Poroznost kompozitne okosnice C-CHTHAp
iznosi 80,51% + 10,35%, dok je poroznost okosnice C-CHTOCP iznosi 72,78% + 2,10%,
C-CHTIMIX iznosi 68,60% = 3,33% i C-CHT2,5MIX iznosi 69,26% =+ 6,29%. Kompozitne
okosnice C-CHTOCP, C-CHT1IMIX i C-CHT2,5MIX imaju nize vrijednosti poroznosti U
odnosu na C-CHTHAp, ali bez znacajne razlike. Sve kompozitne okosnice imaju

zadovoljavajucu poroznost za potencijalnu primjenu u inZenjerstvu kostanog tkiva.

100

80

60

40

Poroznost (%)

20

0
C-CHTHAp C-CHTOCP C-CHTIMIX C-CHT2,5MIX

Slika 19. Prikaz poroznosti kompozitnih okosnica C-CHTHAp, C-CHTOCP, C-CHT1IMIX i
C-CHT2,5MIX.
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5. ZAKLJUCAK

Metodom precipitacije pripravljeni su uzorci OCP-a supstituirani s 0, 1 i 2,5 mol.%
stroncijevih, magnezijevih i srebrovih iona. Pripravljene su i visokoporozne kompozitne
okosnice na temelju polimera karboksimetil kitozana i kalcij-fosfatne biokeramike (OCP i
ACP) supstituirane metalnim ionima. Na temelju identifikacije i karakterizacije uzoraka moze

se zakljuciti:

e Metoda precipitacije pokazala se kao pogodna metoda za sintezu biomimetickog kalcij-
fosfatnog sustava.

e Metalni ioni (Sr**, Mg?* i Ag") uspjesno su supstituirani u kristalnu strukturu OCP-a,
priemu supstitucijom iona veceg radijusa dolazi do povecanja parametara elementarne
¢elije, dok supstitucijom iona manjeg radijusa parametri se smanjuju.

e Analiza antibakterijskih svojstava potvrdila je antibakterijsko djelovanje Ag* iona u
praskastim OCP mjeSavinama prema gram-pozitivnoj S.aureus bakteriji.

e Na temelju zadovoljavaju¢e morfologije, poroznosti i distribucije pora uzorak
C-CHT _3,1 odabran je za pripremu kompozitnih okosnica.

e Pretraznom elektronskom mikroskopijom je utvrdena visokoporozna struktura
medusobno povezanih i otvorenih pora kompozitnih okosnica.

e Poroznost i distribucija pora kompozitnih materijala je u zadovoljavaju¢em rasponu za
uspjeSno nasadivanje, migraciju, proliferaciju 1 diferencijaciju stanica, te

vaskularizaciju i regeneraciju kostanog tkiva.

Biomimeticke kompozitne okosnice pripravljene su pomocu biorazgradivog polimera,
trodimenzionalne su visokoporozne strukture povezanih pora, te kao takve su pogodne za

potencijalnu primjenu u tkivnom inZenjerstvu pri kostanim oSte¢enjima.

Kao daljnji korak karakterizacije ispitat ¢e se bioloska svojstava kompozitnih okosnica pomoc¢u
ljudskih mati¢nih stanica kako bi se odredio uzorak s najboljim regenerativnim svojstvima.
Pored simulacije bioloskih uvjeta u organizmu ispitat ¢e se bubrenje i degradacija pripravljenih

okosnica uz prisutnost enzima lizozima tijekom 28 dana.
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8. SAZETAK

Priprema biomimeticke okosnice na temelju metalnim ionima supstituiranog oktakalcij

fosfata pentahidrata i biopolimera za primjene u tkivnom inzenjerstvu

Mari¢ Marina Monika, Ivandi¢ Danijela

Inzenjerstvo kostanog tkiva pristup je lijeCenju kostanih oStecenja uzrokovanih
prijelomima i bolestima, a temelji se na upotrebi okosnica koje oponasaju prirodno kostano
tkivo te su molekulski, strukturno i bioloski kompatibilne. Zbog moguceg Stetnog utjecaja
faktora rasta koriStenih za poticanje osteogenih svojstava biomaterijala, danasnja su
istrazivanja usmjerena na supstituciju kalcij fosfatne (CaP) biokeramike s ciljanim kationima i

anionima koji se prirodno nalaze u mineralnom tkivu.

U ovom radu pripravljeni su uzorci oktakalcij fosfata pentahidrata (OCP) supstituirani (0, 1 i
2,5 mol.%) stroncijevim (Sr?*), magnezijevim (Mg?*) i srebrovim (Ag*) ionima metodom
precipitacije. Rendgenskom difrakcijskom analizom (XRD) i infracrvenom spektroskopijom s
Fourierovim transformacijama utvrden je nastanak OCP-a kao kristalne faze. Daljnjom
obradom XRD rezultata Rietveldovom metodom uto¢njavanja pomoc¢u racunalnog programa
DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0 potvrden je dvofazni CaP sustav (OCP i amorfni kalcijev
fosfat) u svim pripremljenim uzorcima. Dodatno, Rietveldovom metodom uto¢njavanja
odredeni su parametri elementarnih ¢elija ovisno o supstituciji za svaki pojedini ion.
Pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM) istrazena je morfologija uzoraka koja
pokazuje plocasti oblik kristala karakteristi¢an za OCP. Ispitivanjem antibakterijskih svojstava,
uzorci su pokazali antibakterijsko djelovanje prema gram-pozitivnoj bakteriji S. aureus. Za
odredivanje optimalne koncentracije polimera za pripremu kompozitnih okosnica, pripravljene
su otopine karboksimetil kitozana (C-CHT) razli¢itih masenih udjela (1,2, 1,5, 1,8, 2,1, 2,5,
2,8, 3,11i3,4 mas.%). Ispitivanjem morfologije, poroznosti i raspodjele veli¢ine pora, okosnica
pripremljena iz 3,1 mas.% polimerne otopine koriStena je za pripremu kompozitnih materijala.
Pripravljene su visokoporozne kompozitne okosnice na temelju C-CHT-a i OCP-a
supstituiranog metalnim ionima (Sr?*, Mg?" i Ag") metodom toplinski inducirane fazne
separacije uz naknadno umrezavanje polimera. SEM analiza potvrdila je homogenu raspodjela
anorganske faze u polimernoj matrici, te je potvrdena visokoporozna struktura s porozno§¢u
izmedu 68—80 % 1 veli€ine pora u rasponu 50—400 xm.

Kljucéne rije¢i: kitozan, metalni ioni, okosnice, oktakalcijev fosfat pentahidrat, supstitucija
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9. SUMMARY

Preparation of biomimetic scaffold based on metal ion substituted octacalcium phosphate

pentahydrate and biopolymer for tissue engineering application

Mari¢ Marina Monika, Ivandi¢ Danijela

Bone tissue engineering, as an approach to treat bone defects caused by trauma or
diseases, is based on using scaffolds that mimic natural bone tissue and have molecular,
structural and biological compatibility. Due to the safety issues concerning growth factors used
to promote osteogenic properties, substitution with target cations and anions has been

considered as an alternative route.

In this study, octacalcium phosphate pentahydrate (OCP) substituted (0, 1 i 2.5 mol.%) with
strontium (Sr?*), magnesium (Mg?") and silver (Ag®) ions has been prepared by wet
precipitation method. Precipitation of OCP was confirmed by X-ray diffraction analysis and
Fourier-transform infrared spectroscopy. Rietveld refinement study, processed by computer
software DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0, revealed amorphous calcium phosphate
precipitation along with OCP. In addition, cell parameters were determined as a function of the
substitution level of each ion. Morphology of prepared powder samples, investigated by
scanning electron microscopy (SEM), shows the formation of plate-like crystals characteristic
for OCP. Antibacterial properties analysis of substituted-OCP samples showed antibacterial
activity against Gram-positive bacteria S. aureus. Carboxymethyl chitosan (C-CHT) solutions
with different weight percentages (1.2, 1.5, 1.8, 2.1, 2.5, 2.8, 3.1 and 3.4 wt.%) were prepared
in order to determine an optimal polymer concentration for further composite scaffold
synthesis. After observing the morphology, porosity and pore size distribution of prepared
scaffolds, a polymer solution with 3.1 wt.% of C-CHT was selected for composite scaffold
preparation. Highly porous scaffolds were prepared using C-CHT and OCP-substituted with
metal ions (Sr**, Mg?" and Ag") via heat-induced phase separation with subsequent
crosslinking of the polymer. Results of SEM analysis show highly porous scaffolds with
interconnected pores and homogeneously dispersed inorganic particles within the C-CHT
matrix. Obtained scaffold’s porosity (68-80 %) and pore size distribution (50-400 pm) are
suitable for applications in bone tissue engineering.

Keywords: chitosan, metal ions, octacalcium phosphate pentahydrate, scaffolds, substitution
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