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POPIS SIMBOLA I SKRACENICA:

T — temperatura (°C)

wt —maseni udio (%)

mol — molarni udio (%)

M,, —maseni prosjek molekulskih masa

0 — kut loma (°)

CaP — kalcijev fosfat

HAp — hidroksiapatit

ACP — amorfni kalcijev fosfat

CDHA - hidroksiapatit s manjim udjelom Ca

DCPA — dikalcijev fosfat

MCPM - kalcijev fosfat monohidrat

OCP — oktakalcijev fosfat

o-TCP — a-trikalcijev fosfat

S-TCP — p-trikalcijev fosfat

TTCP — tetrakalcijev fosfat

TCP — trikalcijev fosfat

CHA - karbonatni hidroksiapatit

GSK - glikogen sintaza kinaza

ALP — alkalna fosfataza

PLA — polilaktid

PGA - poliglikolid

PCL - poli(e-kaprolakton)

CHT - kitozan

ATR — infracrvena spektroskopija: PriguSena totalna refleksija
FTIR — infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama
XRD - rendgenska difrakcijska analiza

SEM - pretrazni elektronski mikroskop

ICP-MS — masena spektroskopija s induktivno spregnutom plazmom

TOC — ukupni organski ugljik
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1. UVOD

Posljednjih nekoliko desetljeca inzenjerstvo tkiva intenzivno se razvija. Bolesti miSi¢no-
koStanog sustava, primjerice osteoporoza, rahitis i artritis, ¢ine sve ve¢i udio u zdravstvenim
poremecajima’. Kostana oboljenja i oitecenja znatno smanjuju kvalitetu Zivota, te stoga
potreba za koStanim tkivom i odgovaraju¢im implantatima raste iz dana u dan. Dosadasnji
konvencionalni implantati povezani su s dodatnim zdravstvenim rizicima, primjerice rizikom
od infekcija, imunoloskih reakcija 1 prijenosa bolesti, a ¢esto je potreban i naknadan kirurski
zahvat,

kostanom tkivu. Da bi se to ostvarilo, potrebno je detaljno poznavati kemijski sastav,
mehaniCka svojstva i bioloske procese koji se odvijaju u prirodnom koStanom tkivu.
Dosada$njim istrazivanjima utvrdeno je da bi takav implantat trebao biti graden od
biomaterijala. Biomaterijali su prirodni ili sintetski materijali na temelju metala, keramike i
polimera koji ugradnjom u organizam mogu djelomic¢no ili potpuno zamijeniti koStano tkivo
ili odredenu funkciju, kako bi se kvaliteta Zivota pacijenta poboljsala’. Biomaterijali moraju
biti biokompatibilni, biorazgradivi, bioaktivni te istovremeno pruzati mehani¢ku potporu.
Razvoj biomaterijala moze se opisati kroz tri generacije biomaterijala. Inzenjerstvo trece
generacije biomaterijala karakteriziraju istrazivanja koja se bave poticanjem stani¢nog
odgovora na molekulskoj razini koje omogucéuje obnavljanje i nastajanje novog koStanog
tkiva®. Implantati se danas najée§¢e izraduju od kompozitnih materijala nacinjenih od
anorganske faze; biokeramike koja omogucéuje bioaktivnost i mehanicku otpornost te
organske faze; polimera koji osigurava poroznost i razgradivost in vivo'. Medu
biokeramiCkim materijalima, isticu se kalcijevi fosfati (CaP) koji grade mineralnu
komponentu prirodnog koStanog tkiva. Najpoznatiji CaP je hidroksiapatit (HAp) koji je
najzastupljenija anorganska tvar u kostanom tkivu (~60 wr%)’. Istrazivanjima je dokazano da
kristali HAp poboljsavaju biokompatibilnost i bioaktivnost implantata. Kemijska sli¢nost
sintetskog HAp-a s mineralnom fazom koStanog tkiva joS je jedan razlog njegovog
intenzivnog istrazivanja, te je HAp pozeljna faza u biomaterijalima koji se koriste u
inzenjerstvu kostanog tkiva®. U sastavu mineralne faze kostanog tkiva nalaze se i brojni
elementi u tragovima (Na", Mg2+, K, Sr2+, Zn2+, Ba2+, Al3+) koji pozitivno utjeCu na
obnavljanje kostanog tkiva. Zbog toga je sintetski HAp podvrgnut brojnim supstitucijama s

ciljem $to bolje biomimetike u izradi implantata®. Jedan od elemenata u tragovima je i stroncij
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(Sr) koji ima klju¢nu ulogu u razvoju kostanog tkiva i1 koristi se za tretiranje bolesti misi¢no-
kostanog sustava’. U veéini istrazivanja koristen je HAp dobiven pomoéu sintetskih
prekursora, premda je pogodnije koristiti HAp dobiven iz biogenih izvora, primjerice koralja,
sipine kosti, Skoljaka i ljuske jaja, jer se u njihovom sastavu ve¢ nalaze elementi u tragovima
pa se postizu bolja fizikalno-kemijska svojstva implantata.

U inZenjerstvu koStanog tkiva Cesto se kao organska faza koristi biopolimer kitozan. Kitozan,
osim §to sluzi kao organska matrica za kristalne ¢estica HAp-a, formira i visokoporoznu 3D

strukturu koja omogucava odvijanje svih biokemijskih i bioloskih procesa u kostanom tkivu’.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.Prirodno kostano tkivo

Kost je organizirano vezivno tkivo koje se sastoji od ~70% anorganske tvari, ~20% organske
tvari, dok ostatak ¢ini voda. Najzastupljenija anorganska tvar je hidroksiapatit (HAp,
Ca;o(PO4)s(OH),), dok protein kolagen &ini ~90% organske tvari’. Kostur odraslog &ovjeka
sadrzi 200 do 250 kostiju koje imaju vaznu ulogu u ljudskoj fiziologiji. Sluze kao strukturna
potpora tijelu, osnova su ljudskog kretanja, Stite unutarnje organe, skladiSte su minerala te
sadrze hematopoetsko tkivo koje proizvodi krvne stanice. Na slici 1 prikazana je struktura
kosti, od makrometarske do nanometarske razine. Vanjski dio kosti je gust sloj glatke i Cvrste
kostane tvari, koja se naziva kompaktna kost (eng/.Cortical). Unutrasnji dio koStanog tkiva je
porozan 1 posjeduje niza mehanicka svojstva u odnosu na kompaktni dio kostanog tkiva, a
naziva se spuzvasta kost (engl. Trabecular). Osteoni su cilindri¢ne strukture, promjera od 200-
250 um, koje snazno priljubljene ¢ine &vrstu i gustu kost. Suplje srediinje kanale osteona
ispunjavaju krvne zile i zivci. Gradivne jedinice osteona su lamele, ploCice sastavljene od niti

kolagena, izmedu kojih se nalaze nanokristali HAp-a'’.

Kost Struktura tkiva Mikrostruktura Nanostruktura

£ g

Lamele (=7 pm)
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!
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Molekule kolagena
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= Mikroskopska slika (300 x x1.5 nm )

krvna zila

Macro Nano

Slika 1. Struktura (morfologija) kosti pri razli¢itim uvecanjima'’.



Za bioloski apatit karakteristicna je niska kristalnost i male dimenzije kristala (50 x 25 x 2
nm), koje uz unutarnji kristalni nered, nestehiometrijski sastav i prisutnost supstitucija u
kristalnoj resetci, utjeCu na fizikalna, kemijska i bioloska svojstva prirodnog kostanog tkiva.
Prirodno koStano tkivo se tokom zivota mijenja, a za to su odgovorne koStane stanice;
osteoblasti, osteoklasti 1 osteociti. Uloga osteoblasta je stvaranje novog koStanog tkiva
(stvaranje kolagenske matrice), dok osteoklasti razgraduju kostano tkivo kiselim djelovanjem
enzima. Najbrojnija vrsta koStanih stanica su osteociti, koji reguliraju djelovanje osteoblasta i
osteoklasta, kako ne bi dolo do narufavanja homeostaze'™'"'. U suprotnom, moze do¢i do

razvoja bolesti kao §to je osteoporoza i gubitka kostane mase'?.

2.1.1.InZenjerstvo koStanog tkiva

InZenjerstvo koStanog tkiva je interdisciplinarno podrucje koje koristi znanja kemije, fizike,
biologije 1 medicine u svrhu razvoja koStanih implantata koji ¢e zamijeniti ili cak poboljSati
funkciju ko3tanog tkiva, te na taj nacin poboljiati zdravlje i kvalitetu Zivota'.

Veliki problem medicine su koStana oSte¢enja, koja mogu biti posljedica prijeloma, artritisa te
kostano-miS$i¢nih bolesti. Istrazivanja u podrucju inzenjerstva kostanog tkiva pokazala su da
primjenom prirodnih ili sintetskih koStanih implantata dolazi do brZeg obnavljanja koStanog
tkiva'*. Kako bi se ono ostvarilo, potrebno je izolirati stanice biopsijom. Nadalje, stanice
(tkivo) se uzgajaju in vitro na nosacu, a potom ugraduje u tijelo pacijenta (in vivo). Princip

inZenjerstva tkiva prikazan je na slici 2.



Princip inzenjerstva tkiva

U
biopsija ==
stanica ————
uzgoj
stanica
ugradnja
nosada u tijelo
S

. a -
uzgoj stanica
na 3D nosacu

< hadl

Slika 2. Princip rada inZenjerstva tkiva'.
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Temelj inZenjerstva koStanog tkiva je razvoj i1 upotreba biomaterijala ¢ija je uloga poticanje
obnavljanja kosti, odnosno stvaranje novih koStanih stanica (osteogeneza). Biomaterijali
moraju biti porozni i biokompatibilni kako bi se mogli koristiti kao nosa¢ za stanice i novo
tkivo'. Primjer takvih materijala su biorazgradivi polimeri i bioaktivna keramika, a medu
njima se istice HAp biokeramika. Oni oponasaju povrsinu i kemijske karakteristike koStanog
tkiva, §to omoguéuje izradu proteza i kostanih nosaga'’. Nosa¢ je trodimenzionalna matrica
koja sluzi kao strukturna i mehanicka potpora te na taj na¢in omogucéuje migraciju, vezanje,
proliferaciju i integraciju stanica kako bi one mogle tvoriti novo kostano tkivo'®. Zahtjevi koje
nosa¢ mora zadovoljiti su: mikrostruktura koja oponasa strukturu prirodnog kostanog tkiva,
biokompatibilnost, velika specificna povrSina i1 zadovoljavaju¢a mehanicka svojstva.
Visokoporozna struktura omogucuje protok kisika, hranjivih tvari, faktora rasta i
metabolickog otpada, te integraciju 1 vaskularizaciju tkiva. Postoje razliciti oblici nosaca koji
oponaSaju sastav 1 mikrostrukturu izvanstanicne matrice. Medutim, sve vecu pozornost
privlace organsko/anorganski kompozitni materijali koji oponasaju prirodno kostano tkivo, a
njihova prednost je moguénost biorazgradnje koju metalni i neki konvencionalni keramicki
implantati ne posjeduju. Nosac se ugraduje na osteceno podrucje, s vremenom se razgraduje i
zamjenjuje novonastalim koStanim tkivom. Brzina razgradnje nosaca mora biti jednaka brzini

nastajanja novog kostanog tkiva kako ne bi doSlo do naprezanja i pucanja materijala/tkiva.



Zbog resorpcije 1 razgradnje nije potreban kirurSki zahvat uklanjanja nosaCa, Sto je

karakteristi¢no za konvencionalne implantatelg.

2.2. Biomaterijali

Uloga biomaterijala je poticanje stani¢nih funkcija i usmjeravanje interakcija izmedu stanica
unutar nosaca. Oni moraju biti biokompatibilni te ne smiju izazivati alergijske, toksi¢ne ili

kancerogene reakcije u ljudskom tijelu®.

Razlikuju se dvije vrste biomaterijala koje se koriste u inzenjerstvu koStanog tkiva, a to su:
a) Materijali za tvrdo kosStano tkivo (eng/. Hard-tissue replacement) u koje se ubrajaju
ortopedski i dentalni materijali
b) Materijali za meko koStano tkivo (engl. Soft-tissue replacement) u koje se ubrajaju

materijali za plastiénu kirurgiju i kardiovaskularni implantati®'

U usporedbi s ve¢inom tehnickih materijala, biomaterijali su vrlo skupi jer moraju osigurati
dugotrajan opstanak pri fizioloSkim uvjetima, to jest u okruzenju korozivne slane otopine i
pod promjenjivim optere¢enjem. Obzirom na to da je teSko pronacéi materijale koji podnose
takve uvjete, njihov razvoj smatra se bitnim napretkom u znanosti i inZenjerstvu koStanog
tkiva. Razvoj i istrazivanja biomaterijala zapoceli su sredinom proslog stolje¢a, to¢nije 60-ih i
70-1h godina, kada je stvorena prva generacija biomaterijala. Biomaterijali prve generacije bili
su bioloski inertni, odnosno nisu tvorili vezu s okolnim tkivom. Zbog toga se oko implantata
stvarala vlaknasta ovojnica, $to je dovodilo do njegove potpune izolacije uzrokujuci
deformacije 1 oSte¢enja okolnog tkiva. Drugu generaciju biomaterijala ¢ine bioaktivni i
resorbiraju¢i biomaterijali, primjerice polimeri gradeni od poliglikolne 1 polimlije¢ne kiseline
koje se u tijelu u potpunosti razgraduju na ugljikov dioksid (CO;) 1 vodu (H,O). Tokom
razgradnje dolazi do postupne zamjene sa obnovljenim tkivom, ¢ime se izbjegava potreba za
naknadnim uklanjanjem implantata. Tre¢a generacija biomaterijala potice stani¢ni odgovor na
molekulskoj razini, Sto omogucuje aktivaciju gena koji pomazu u obnavljanju kostanog tkiva,
kao S§to su polimeri na ¢ijoj su povrSini ugradeni proteini, peptidi i druge biomolekule koje
oponasaju okolinu izvanstani¢ne matrice i na taj nacin omogucuju vise funkcionalnu stani¢nu
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Metali su najc¢esce koriSteni materijali za implantate zbog dobrih mehanic¢kih svojstava.
Problemi koji se javljaju pri njihovoj upotrebi su potreba za preglednom operacijom,
refrakture nakon uklanjanja implantata, visoka toplinska i elektrina vodljivost, troSenje,
odbacivanje tkiva ili loSe vezanje. Druga vrsta biomaterijala su polimeri koji mogu biti
prirodni 1 sintetski. Prirodni se mogu primijeniti samo u uskom podrucju, skupi su i skloni
varijacijama svojstava te se lako oneciste virusima i bakterijama. Nasuprot tome, sintetskim
polimernim biomaterijalima lako se kontroliraju kvaliteta i fizikalno-kemijska svojstva.
Njihova molekularna struktura i molekulska masa mogu se kontrolirati kako bi se prilagodili
fizickim 1 mehani¢kim svojstvima nosaca, ovisno o mjestu i zahtjevima koStanog oStecenja.
Mehanic¢ka svojstva moraju odgovarati primjeni i ne smiju se mijenjati dok se tkivo u
potpunosti ne obnovi. Medutim, prirodni polimeri su pogodniji za izradu nosaca zbog
moguénosti razgradnje in vivo". Nadalje, biokerami¢ki materijali koriste se samostalno ili u
kompozitnim materijalima s polimerima te mogu biti prirodnog ili sintetskog podrijetla. Oni
su biokompatibilni, tvrdi, otporni na habanje, ali relativno slabo otporni na naprezanje.
Nedostaci biokeramike su mala gustoca i niska ¢vrstoéa zbog Cega ona nije pogodna za
nosace izloZene velikim optere¢enjima. Iz tog razloga je biokeramika namijenjena koStanim
oSte¢enjima s manjim opterecenjima, primjerice ispune ostecenih kosti u oralnoj 1 ortopedskoj
kirurgiji, za presvlake dentalnih implantata i metalnih proteza. Biokeramika se mozZze
proizvoditi u poroznom ili neporoznom obliku (granulati, prasci, prevlake), ovisno o
zahtjevima oteéenja’.

Nosac¢i su najées¢e kompozitni materijali izgradeni od polimera i biokeramike. Oni se
dobivaju spajanjem dvaju ili viSe razli¢itih materijala s jasnom granicom faza kako bi se
dobio materijal kombiniranih svojstava razli¢itth komponenata; bioaktivnost anorganske
komponente te mehani¢ka otpornost i biorazgradivost polimera'®. Medu biokeramikom isti¢e
se kalcij fosfatna biokeramika, od kojih su najvazniji i HAp, amorfni kalcijev fosfat (ACP),
oktakalcijev fosfat pentahidrat (OCP), a- i S-trikalcijev fosfat (a- i f-TCP). Cesto istraZivan
kompozitni materijal graden je od HAp koji potiCe rast stanica i stvara ¢vrstu vezu izmedu

tkiva i implantata, dok biopolimer osigurava fleksibilnost nosaga'®.

2.3.Kalcij fosfatna biokeramika

-----

biomedicini. Najpoznatiji predstavnici kalcij fosfatne biokeramike su HAp, amorfni kalcijev
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fosfat (ACP), oktakalcijev fosfat pentahidrat (OCP) te a- 1 p-trikalcijev fosfat (a- 1 f-TCP).
Svi navedeni CaP imaju omjer kalcija i fosfora (Ca/P omjer) veci od 1 i manji od 2 (Tablica
1). CaP kojima Ca/P omjer nije unutar navedenih granica nisu pogodni za primjenu u
inZenjerstvu kostanog tkiva®. Fizikalna svojstva CaP su slaba topljivost u vodi, netopljivost u
bazi¢nim, te dobra topljivost u kiselim otopinama. Bitno je poznavati topljivost CaP pri
odredenim pH vrijednostima, a ponajvise pri fizioloSkom uvjetima (pH ~7,4), jer topljivost
znacajno utjece na ponasanje CaP biokeramike in vivo. Dodatne prednosti CaP su moguénost
proizvodnje u velikim koli¢inama, stabilnost 1 dostupnost. CaP su soli koje se sastoje od
H,POy, HPO42' ili PO43' iona. Od te vrste iona, samo se HPO42' 1 PO43' prirodno nalaze u
mineralnoj fazi prirodnog koStanog tkiva. Zbog kemijske slicnosti i odlicnih bioloskih
svojstava koriste se kao implantati u ortopedskoj i dentalnoj kirurgiji. U tablici 1. prikazani su
CaP 1 njihove osnovne karakteristike, kao Sto su kemijska formula, Ca/P omjer, gustoca i

topljivost™.

Tablica 1. Kemijska formula, Ca/P omjer, gustoc¢a i topljivost kalcijevih fosfata (ACP, HAp,
CDHAp, DCPA, MCPM, OCP, a-TCP, 8-TCP i TTCP)”.

cap | GusTOCA | TOPLIVOST
IME I KRATICA KEMIJSKA FORMULA OMJER (g/em’) (mg/L)
Amorfni kalcijev fosfat (ACP) - 15 3,01 25,6-32.,8
Hidroksiapatit (HAp) Ca,y(PO,)¢(OH), 1,67 3,16 ~0,3
Hidroksiapatit s manjim
udjelom Ca (CDHAp) Cajgx(HPO4)x(PO4)sx(OH),x | 1,5-1,67 3,16 ~9.4
Dikalcijev fosfat (DCPA) CaHPO, 1 2,92 ~48
Dikalcijev fosfat dihidrat o "
(DCPD) CaHPO, * 2H,0 1 2,27 88
Kalcijev fosfat monohidrat
(MCPM) Ca(H2P04)2*H20 0,5 2,23 ~18000
Oktakalcijev fosfat (OCP) Cag(HPO4),(PO4)4*5H,O 1,33 2,61 ~8,1
a-trikalcijev fosfat (a-TCP) 0-Caz(POy), 1.5 2.86 ~2.5
p-trikalcijev fosfat (f-TCP) p-Cas;(PO4), 1,5 3,07 ~0,5
Tetrakalcijev fosfat (TTCP) Cay(P0O,),0 2,0 3,05 ~0,7




O topljivosti CaP ovisi brzina razgradnje, a samim time i brzina nastanka novih koStanih
stanica. Na slici 3 prikazan je fazni dijagram topljivosti CaP iz kojeg je vidljivo da topljivost

opada kako slijedi*®:

HAp > p-TCP > OCP > DCPA > a-TCP > DCPD > TTCP

DCPA DCPD OCP «-TCP B-TCP HA TTCP
-1 \ najtopljiviji | /f
o N
@©
e
=]
)
8 5 . /
najmanje
—4 topljivi
-5
-6
4 6 8 10 12 14
pH

Slika 3. Fazni dijagram topljivosti kalcijevih fosfata (DCPA, DCPD, a-TCP, p-TCP, HAp i

TTCP) u ovisnosti o pH vrijednosti’.

HAp i f-TCP se zbog niske topljivosti komercijalno koriste u proizvodnji kostanih nosaca na
temelju CaP biokeramike. Poznavanje krivulja topljivosti omogucuje prilagodavanje brzine
razgradnje CaP biokeramike kako bi ona odgovarala brzini nastanka novog koStanog tkiva. To
se moze postici stvaranjem dvofazne, trofazne ili visSefazne CaP keramike, Sto rezultira boljim
stupnjem resorpcije nego §to bi pojedine komponente imale zasebno®’.

Kako bi priprava takvog materijala bila moguca potrebno je temeljito poznavanje svojstava
pojedine CaP biokeramike, Sto ¢e omoguditi stvaranje nosaca najsli¢nijeg prirodnom

kostanom tkivu, s najboljim regeneracijskim svojstvima.

2.3.1.Amortfni kalcijev fosfat

Prema zakonima termodinamike, savrSena kristalna struktura ne moze postojati u realnom

sustavu. Uvijek su prisutni odredeni poremecaji strukture u obliku vakancija, necistoca i
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nepravilne povrsine koji narusavaju idealnu periodi¢nost kristalnih struktura. Nasuprot tomu,
postoje i Cvrste tvari koje su potpuno nepravilne strukture i nije mogucée utvrditi nikakvu
periodi¢nost pojavljivanja gradevnih elemenata, te stoga nije moguce niti govoriti o kristalnoj
redetci takvih tvari. Takvi materijali nazivaju se amorfni materijali*®.

mitohondrijima eukariotskih i prokariotskih stanica i kao prekursor nastajanja mineralne faze
prirodnog kostanog tkiva®’. Unato¢ brojnim nastojanjima i istrazivanjima ACP nije uspje§no
dokazan kao samostalna faza unutar koStanog tkiva, ve¢ se smatra prekursorom nastajanja
drugih oblika CaP, kao §to su OCP i HAp, no ta teorija je ve¢ godinama predmet rasprave".
ACP nema utvrdenu strukturu te je vrlo €esto u hidratiziranom obliku, $to ga ¢ini nestabilnim.
Sastav ACP varira, ovisno o pH vrijednosti, §to utjeCe na strukturna svojstva. Pri vi§im
vrijednostima pH kalcij se veze s PO,>, dok se pri nizim vrijednostima pH veze sa HPO,*
skupinom®'.

Sinteza apatita iz amorfnog prekursora odvija se u nekoliko koraka. Prvo dolazi do talozenja
ACP-a iz otopine, zatim do prelaska ACP u termodinamicki stabilnije stanje OCP, te konacno
do prelaska OCP-a u najstabilnije stanje, apatit’>. Svi prijelazi odvijaju se brzo, §to
onemogucuje preciznu analizu kemijskih, morfoloskih i1 strukturnih svojstava navedenog
sustava. Medutim, koriStenjem kriogenog transmisijskog elektronskog mikroskopa (engl.
cryogenic transmission electron microscopy) koji omogucéuje vizualni prikaz pojedinih faza

opisanog procesa uspje$no je potvrdeno da je ACP prekursor OCP-a i HAp-a™.

ACP se u inZenjerstvu koStanog tkiva koristi u pripravi kompozitnih materijala, posebice u
dentalnoj medicini, zbog njegove sposobnosti otpustanja kalcijevih i fosfatnih iona. Budu¢i da
ACP lako prelazi u apatitnu strukturu, koristi se kao prekursor za dobivanja bioaktivnih
materijala s potencijalnom komercijalnom primjenom, primjerice ACP/PLLA kompozit*.
Iako nestabilnost ACP-a ograniava njegovu masovnu proizvodnju i Siru komercijalnu
upotrebu, nuzna su daljnja istrazivanja njegovih svojstava zbog brojnih prednosti (visok

stupanj osteoinduktivnosti i biorazgradljivosti)*”.

2.3.2.0ktakalcijev fosfat pentahidrat

Berzelius prvi spominje OCP 1863. godine, a prihvacen je tek pocetkom 20. stoljeca, dok je
njegova vaznost prepoznata tek krajem 50-ih godina. Cesto se javlja kao prijelazni spoj pri

talozenju HAp, te je poznavanje transformacije OCP-a u HAp vazno za razumijevanje
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mineralizacije prirodnog mineralnog tkiva®. Kristalna resetka OCP-a je triklinska (prostorna
skupina P1), a parametri jedinicne ¢elije su: a = 19,692 A, b=9523 A, c=6835A, a=
90,15°, p=92,54 °, y=108,65° 3¢ Na slici 4 prikazana je struktura kristalne resetke OCP-a

s oznacenim pozicijama kalcijeva atoma.

Slika 4. Struktura kristalne reSetke oktakalcijeva fosfata s oznafenim pozicijama kalcijeva

atoma, dobivena pomoc¢u racunalnog softvera DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.

Elementarnu ¢eliju OCP-a gradi osam kalcijevih iona i dvije fosfatne skupine. Stehiometrijski
omjer Ca/P u OCP-u iznosi 1,33. Rezultati istrazivanja kristala OCP-a upucuju na
nestehiometrijski sastav kemijske formule Ca16H4+X(PO4)12(OH)X10-X(H20)37. OCP ima
strukturu vrlo sliénu HAp-u gdje $est kalcijevih kationa, Ca®" (Cal, Ca2, Ca5, Ca6, Ca7 i
Ca8) i dvije fosfatne skupine (PO4>) zauzimaju gotovo identiéne pozicije kao i u kristalnoj
reSetci HAp-a. Druga dva kalcijeva kationa (Ca3 i Ca4) i jedna hidrogenfosfatna skupina
(HPO4*) nalaze se u hidratiziranom sloju koji se nalazi izmedu dva apatitna sloja.

Transformacija OCP-a u HAp potice proliferaciju osteoblasnih stanica i diferencijaciju stanica
pri fiziologkim uvjetima in vitro i in vivo™. Osteoinduktivna svojstva (svojstva koja poticu
nastajanje koStanog tkiva) ovise o nacinu priprave OCP kristala. Jedan od najbitnijih
¢imbenika je okolina u kojoj OCP nastaje, koja utjeCe na stehiometriju i morfologiju
kristala®®. Na sastav i morfologiju moze se utjecati i organskim molekulama te anorganskim
ionima, primjerice Zn*", Mg®" i COs*. OCP pripravljen u strogo kontroliranim uvjetima
potencijalno se moze primijeniti u kompozitnim materijalima koji oponasaju prirodno kostano

tkivo™,

11



2.3.3.Hidroksiapatit

Hidroksiapatit je prirodni materijal od velikog bioloskog znacaja jer se pojavljuje u ljudskoj 1
zivotinjskoj kosti s masenim udjelom od 50-60 % te je stoga temeljni mineralni sastojak
kostiju. Njegova formula je Ca;o(PO4)s(OH),, a molarni omjer kalcija i fosfora iznosi
Ca/P=1,67. Stehiometrija HAp-a vazna je pri toplinskoj obradi materijala, jer u slucaju
odstupanja od stehiometrijskog molarnog omjera dolazi do pojave drugih kalcijevih fosfata i

oksida. Pojava novih faza moze utjecati na bioloski odgovor tijela domaéina na nosa&*,

Postoje dva slucaja:
1. Kada je molarni omjer Ca/P vec¢i od 1,67 dolazi do nastajanja kalcijevog oksida (CaO)
zajedno sa hidroksiapatitnom fazom.

2. Kada je molarni omjer Ca/P manji je od 1,67, dolazi do nastajanja a- ili -TCP*'.

HAp je mineral ionskog karaktera, a njegova kristalna reSetka heksagonske je simetrije.
Parametri elementarne éelije iznose a = b = 9,41369 A, ¢ = 6,90197 A. Atomi kalcija i kisika
nalaze se na razliitim pozicijama. Od deset kalcijevih atoma, Cetiri se nalaze na poziciji Cal,
a njih Sest na poziciji Ca2. Po jedan kisikov atom nalazi se na pozicijama O1 1 O2, a dva
kisikova atoma nalaze se na poziciji O3 u prostornoj grupi P6s/m**. Na slici 5 prikazana je

kristalna reSetka HAp-a s oznaCenim pozicijama kalcijeva atoma.

Slika 5. Struktura kristalne reSetke hidroksiapatita dobivena pomocu racunalnog softvera

DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.
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U kristalnu strukturu HAp-a mogu se ugraditi razli¢iti ioni koji pospjesuju biokemijske
funkcije u kojima sudjeluje HAp. Supstitucije se mogu odvijati na pozicijama kalcijevih iona,
te na pozicijama fosfatnih (PO,>) i hidroksilnih (OH") iona. Ionske supstitucije utje¢u na
parametre elementarne celije, topljivost, stabilnost i morfologiju kristala. Medutim,kristalna
refetka i nakon supstitucije ostaje u heksagonskoj prostornoj grupi P6s/m*. Na pozicije
kalcijevih iona najceS¢e se supstituiraju kationi natrija, kalija, magnezija, cinka, stroncija i
mangana, dok je na poziciji POs> najées¢a supstitucija karbonatnim (CO;”) ionima, koja

moze biti:

1. A-tip; pri kojem dolazi do supstitucije OH™ s CO3™
2. B-tip; pri kojem dolazi do supstitucije PO s CO3>

B-tip supstitucije povoljniji je kako bi se §to bolje imitirala CO5*-supstitucija u prirodnom

kosStanom tkivu.

U danasnje vrijeme postoji niz postupaka za dobivanje HAp-a, te se oni mogu podijeliti u tri
grupe:
1. postupci priprave suhom sintezom
2. mokri postupci priprave (precipitacija, hidroliza, kondenzacija, hidrotermalna metoda)
3. postupci kondenzacije reaktanata u plinovitoj fazi; sluze iskljucivo za pripravu tankih

filmova HAp na odgovaraju¢im supstratima.

HAp je jedan od najvaznijih i najces¢e koriStenih oblika CaP keramike zbog njegove kemijske
1 strukturne sli¢nosti s mineralnom fazom prirodnog kostanog tkiva. Uz biokompatibilnost i
bioaktivnost, HAp potice obnovu kostanog tkiva u blizini implantata $to ga Cini izvrsnim
materijalom za primjene u ortopediji, stomatologiji, za kontrolirano otpustanje lijekova itd.”.
Njegova prilagodljiva struktura podloZzna supstitucijama omogucuje sintezu materijala
specificnih svojstava, ovisno o primjeni. Medutim, u strukturu HAp mogu se ugraditi i
nepozeljni ioni koji uzrokuju toksi¢nost materijala, te je prema tome prilikom sinteze HAp-a

potrebno izbjeéi supstitucije takvim ionima™®.
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2.3.4.Trikalcijev fosfat

TCP (Ca3(POs),) se Cesto koristi kao implantatni materijal ili kao dio kompozitnog
materijala za regeneraciju koStanog tkiva, zbog svojih povoljnih resorpcijskih i
osteoinduktivnih svojstava. TCP kristalizira u trigonskom sustavu, a njegova jedini¢na celija
heksagonske je simetrije, dok je molarni omjer Ca/P 1,5. TCP ima dvije polimorfne
modifikacije (a-TCP 1 p-TCP) gdje je f-TCP je stabilan do 1125°C, a daljnjom toplinskom
obradom prelazi u a-TCP, vece topljivosti. a-TCP spada u prostornu grupu P2,/a sa
parametrima elementarne ¢elije a = 12,89 A, b =27,28A i ¢ = 15,22 A, dok S-TCP kristalizira
u trigonskom kristalnom sustavu, prostorne grupe R3/c, a parametri elementarne celije su
a=>b1044 A ic=237,40 A. Ova polimorfna faza sadrzi pet pozicija kalcijevog atoma, a

pozicija Ca4 ima okupaciju 0,5*.

QcaoP o0

Slika 6. Kristalna struktura: a) a-TCP i b) -TCP*.

S-TCP se koristi u stomatologiji 1 ortopediji u svrhu regeneracije oSte¢enog tkiva zbog dobrih
osteoinduktivnih svojstava. Osteceno tkivo obnavlja se unutar nekoliko tjedana jer se f-TCP

. v v . 4 , . . .. .o . . v 2+
izravno veZe za kostano tkivo®. Moguca je supstitucija brojnim ionima kao $to su: Mg~ ',
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Co*", Sr*', zn*", Li", Na', K", Ga’", Mn®", &ime se poboljsavaju fizikalna i bioloska
svojstva’’. B-TCP se dobiva toplinskom obradom apatitnog trikalcijeva fosfata ili amorfnog
trikalcijeva fosfata koji se mogu pripremiti u vodenoj otopini neutralizacijom ili hidrolizom, u

alkoholnom mediju dvostrukom dekompozicijom i sol gel postupkom™.

2.4. Supstituiranje kalcijevih fosfata metalnim ionima

Bioloski CaP sadrze razliCite elemente u tragovima, primjerice Na’, K, Zn2+, Sr2+, Mg2+,
Si*", F~ (Tablica 2). Utvrdeno je da upravo elementi u tragovima imaju klju¢nu ulogu u
nastajanju, rastu i obnavljanju kostiju, te je pomocu supstitucija moguce kontrolirati brzinu
razgradnje materijala te poboljsati mehanitka i bioloska svojstva®. Zbog toga su mnoga
istrazivanja usmjerena na razvoj CaP supstituiranih bioloski znacCajnim ionima koji ¢e

potaknuti rast novog koStanog tkiva.

Tablica 2. Sastav prirodnog kostanog tkiva’.

KOST CAKLINA | DENTIN

Ca (wt,%) 36,6 37,6 40,3
P(wt,%) 17,1 18,3 17,1
CO(wt,%) 4,8 3,0 4,8
Na(wt,%) 1,0 0,7 0,1
K(wt,%) 0,07 0,05 0,7
Mg(wt,%) 0,6 0,2 1,1
Sr(wt,%) 0,05 0,03 0,04
F(wt,%) 0,1 0,01 0,07
Zn (ppm) 126-217 263 173
Si (ppm) 500 - -

Kako bi supstitucija bila uspjesna, odredeni zahtjevi kao Sto su veliCina iona te sposobnost
strukture da se prilagodi odredenom stupnju deformacije, moraju biti zadovoljeni. Prema
Goldschmitovim pravilima, ion jednog elementa moZe zamijeniti odredeni ion u kristalnoj
reSetci kada se njihovi radijusi ne razlikuju vise od 15%, uz zadovoljenu elektricnu
neutralnost. U slucaju supstitucije heterovalentnih iona, mora do¢i do kompenzacije naboja

daljnjom supstitucijom nekih od iona prisutnih u kristalnoj resetci. Uspjesnost supstitucije
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moze se utvrditi rendgenskom difrakcijskom analizom, odnosno analiziranjem parametara
elementarne Celije. Primjerice, supstitucijom iona veceg radijusa doci ¢e do povecanja, dok

supstitucijom manjih, do smanjenja duljine stranica elementarne éelije’".

2.4.1. Supstitucije jednovalentnim ionima

2.4.1.1. Supstitucija natrijem

Prirodno koStano tkivo sadrzi znaCajan udio natrija koji ima vaznu ulogu u metabolizmu 1
resorpcijskom procesu tkiva. Takoder, poboljSava osteoinduktivna svojstva, to jest svojstva
koja stimuliraju diferencijaciju stanica u koStane. Dosadasnja istrazivanja pokazala su
uspjesno dopiranje HAp-a Na' ionom, koji je supstituiran na poziciju kalcija na Ca2
poziciji’>. Kao rezultat supstitucije Na" ionom dolazi do blagog poveéanja parametara
elementarne cCelije, Sto dovodi do povecanja volumena elementarne c¢elije. Kannan i sur.
sintetizirali su metodom talozenja Na-supstituiran CaP koji se sastoji od dvije faze; HAp 1 -
TCP. Utvrdeno je da Na-supstituirani CaP dvofazni sustavima pokazuje bolja bioloSka

svojstva (brze obnavljanje ko§tanog tkiva) u usporedbi s ne-supstituiranim CaP sustavom™.

2.4.1.2. Supstitucija litijem

Litij je u ljudskom tijelu prisutan u vrlo malim koli¢inama. Do sada se u medicini koristio kao
lijek protiv bipolarnog i drugih psihickih poremecaja. Tek nedavno su se pojavila istrazivanja
koja opisuju stimulirajuéi utjecaj litija na povecanje gustoce kostiju, proliferaciju

(razmnozavanje kostanih stanica) i adheziju stanica™*>’

. Litij inhibira ucinak glikogen sintaze
kinaze (GSK 3), koji je negativni regulator Wnt signalnog puta®®. Wnt signalni put jedan je od
vaznih za stvaranje 1 preoblikovanje koStanog tkiva. Zbog navedenog, litij je potencijalni
kandidat za supstituiranje CaP u svrhu regeneracije kostanog tkiva. Kaygili i sur. sintetizirali
su Li-supstituiran HAp sol-gel postupkom pri dva razli¢ita udjela Li" iona (10 i 20 wt%), a

rezultat je bio potpun prelazak apatitne strukture u Ca;oLi(PO4)7>".
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2.4.1.3. Supstitucija srebrom

Srebro je jedan od metala iznimno Siroke primjene, primjerice u kozmetici, odjeci, nakitu,
proc¢is¢avanju vode i zraka, zbog antibakterijskih svojstava. Zbog svoje upotrebe protiv
bakterijskih kultura otpornih na antibiotike privuklo je pozornost u polju inZenjerstva tkiva,
kako bi dobiveni nosaci posjedovali antibakterijska svojstva. Uz antibakterijska svojstva,
srebro je biokompatibilno i netoksi¢no za ljudski organizam®®. Antimikrobioloska svojstva
CaP supstituiranih srebrom dokazana su za gram-pozitivne i gram-negativne bakterije, medu
kojima je i Escherichia coli, &je djelovanje srebro inhibira®®. Ag-supstituirani CaP
sintetizirani su sol-gel metodom, metodom talozenja, metodom ionske izmjene te
mikrovalnom sintezom. KoriStenjem FTIR i XRD metoda dokazana je prisutnost iona srebra

>0l Radijus Ag” iona (0,126 nm) veéi je od

na mjestima kalcija unutar apatitne strukture
radijusa Ca®" iona (0,100 nm)®*. Nakon supstitucije trebalo bi do¢i do poveéanja parametara
elementarne ¢elije, ali prema dosadasnjim istrazivanjima parametri elementarne celije HAp
supstituiranog Ag" ionom ne mijenjaju se znacajno od parametara elementarne Celije Gistog
HAp, te ne dolazi do deformacije kristalne reSetke. Razlog tomu je nizak udio supstitucije
Ca’' sa Ag" ionom u strukturi HAp (< 5 atom%), zbog prevelike razlike u veli¢inama iona
Ag-supstituirani CaP najceS¢e se koriste u cementima i premazima, kako bi se sprijecile

infekcije nakon ugradnje nosaca na oSte¢eno mjesto kostanog tkiva. Medutim, nizak stupanj

supstitucije predstavlja problem te Ag-supstitucija CaP zahtijeva daljnja istrazivanja®.

2.4.2. Supstituiranje dvovalentnim ionima

2.4.2.1. Supstitucija magnezijem

Magnezij je jedan od vaznijih elemenata u ljudskom tijelu. Oko 65% ukupnog magnezija u
tijelu nalazi se u kostima i zubima®. Visok udio magnezija u prirodnom kostanom tkivu
upucuje da je od kljucne vaznosti za odrzavanje sustava za kretanje, dok nedostatak
magnezija u tijelu uzrokuje osteoporozu®. Osim $to sprietava osteoporozu, magnezij takoder
povecava gustocu kostiju te poti¢e proliferaciju stanica. Upravo zbog ovih svojstava je
supstitucija Ca*" s Mg®" ionom jedna od estih ionskih supstitucija CaP®. Mg-supstituirani
CaP sintetizirani su metodom talozenja, sol-gel postupkom te mikrovalnom sintezom

potpomognutom surfaktantima®. Landi i sur. su pokazali da je supstitucijom sa 5,7 mol%

.....
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kristalnosti®. Prema Bigi i sur., magnezij preferira supstituciju na poziciju Ca2®’ dok druga
istrazivanja kazu da je ta pozicija ipak Cal®. Razlog navedenih neslaganja moze biti zbog
razli¢itog naGina pripreme CaP, te zbog samog izvora Mg®" iona. Neovisno o poziciji
supstitucije, Mg-supstituirani CaP pokazuju promjene parametara elementarne celije. Zbog
manjeg radijusa Mg®" (0,069 nm) od Ca*" iona (0,100 nm), dolazi do smanjenja elementarne
¢elije, $to dovodi do njene deformacije i manje kristalnosti uzorka. Takoder dolazi do
povecanja topljivosti uzoraka u fizioloskoj otopini, a toplinskom obradom Mg-supstituiranih
CaP stabilizira se nastajanje f-TCP-a®. Pove¢anjem udjela magnezija smanjuje se kristalnost
uzorka, odnosno povecava udio amorfne faze, a pri udjelu od 35 do 50 at.% magnezija uzorci
postaju amorfni®. Supstitucija magnezijem uzrokuje smanjenje prosje¢ne veli¢ine Gestica,
¢ime se povecava otpornost CaP na lom. Takoder, smanjenjem prosjecne veli¢ine Cestica
povecava se specificna povrsSina zbog ¢ega su Mg-supstituirani CaP premazi povoljniji nosaci
lijekova ili proteina®°. Osim premaza, Mg-supstituirani CaP koriste se u obliku cementa
kako bi se pomocu magnezija kontrolirala razgradnja, mehanicka svojstva te stanicni

1
odgovor’".

2.4.2.2. Supstitucija cinkom

Udio cinka u ljudskom tijelu varira od 0,0126 do 0,0217 wt% te se’* cink smatra jednim od
najvaznijih elemenata za ljudski razvoj zbog njegove bitne uloge u nekoliko fizioloskih
procesa. Odredeni metalni enzimi ga koriste kako bi tijelo moglo obavljati svoje regularne te
kataliticke 1 strukturalne procese. Jedan od tih enzima je alkalna fosfataza (ALP) koja je
klju¢na za proces mineralizacije. ALP regulira razinu fosfata, kako bi se stvorilo
neutralno/alkalno okruZenje koje pogoduje procesu mineralizacije kosti””. Dodatno, tijekom
procesa preoblikovanja prirodnog kostanog tkiva, odredeni udio cinka se otpusta iz koStanog
tkiva. Otpusteni Zn*" ioni inhibiraju djelovanje osteoklastnih stanica te stimuliraju djelovanje
osteoblastnih stanica. Zbog navedenog djelovanja Zn”" iona sprjetava se smanjenje gustoée
kostiju, to jest osteoporoza’'. Cink poveéava bioaktivnost te posjeduje antibakterijska
svojstva, zbog &ega se Zn-supstituirani CaP koriste kao premazi metalnih proteza’. Cementi
u kojime se nalaze Zn-supstituirani CaP jedni su od najstarijih i najSire koriStenih cemenata u
dentalnoj industriji. Zn-supstituirani CaP mogu se sintetizirati metodom kemijskog talozenja,
ionske izmjene, hidrotermalnom metodom te i sol-gel postupkom’. Sol-gel postupak je
pogodan za sintezu Zn-supstituiranog HAp-a koji se koristi kao premaz, a koncentracija cinka

potrebna da bi posjedovali antibakterijska svojstva je >1000 ppm’’. Supstitucija kalcija
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cinkom rezultira smanjenjem parametara elementarne éelije, zbog manjeg radijusa Zn"
(0,074 nm) od Ca*" iona (0,100 nm)’®. Cink se prilikom supstitucije smjesta na poziciju Ca2
zbog nize energije supstitucije 1 manje deformacije elementarne Celije, $to povoljno djeluje na
vezanje i otpustanje cinka’”. Poveéanjem koncentracije cinka dolazi do smanjenja kristalnosti
1 toplinske stabilnosti Zn-supstituiranih CaP, zbog ¢ega dolazi do prelaska u f-TCP pri viSim
temperaturama. Takvi rezultati uoCeni su i kod Mg-supstituiranih CaP iz ¢ega se moze

zakljugiti da ioni manjeg radijusa stabiliziraju f-TCP fazu nakon toplinske obrade®*™'.

2.5. Supstituiranje kalcijevih fosfata stroncijevim ionima

Stroncij je element prirodno prisutan u ljudskom tijelu. Nalazi se u mineralnoj fazi kostiju,
posebice u metabolicki aktivnim dijelovima®. Njegova koncentracija u novonastaloj
kompaktnoj kosti do &etiri puta je veéa nego u starijoj kompaktnoj kosti*’. U posljednjih
nekoliko godina stroncij se ubrzano istrazuje zbog brojnih povoljnih u€inaka na koStani
sustav. Svojim dvojnim mehanizmom djelovanja stroncij omogucuje povecanje kosStane mase
1 njene Cvrstoce; inhibirajuci resorpciju kostiju, te poticanjem nastajanja novog kosStanog
tkiva. Resorpciju sprjecava inhibiranjem aktivnosti osteoklastnih stanica, a nastajanje novog
kostanog tkiva poti¢e povecanjem broja osteoblastnih stanica, zaduzenih za stvaranje nove
kosti*®. Stroncijevi ioni takoder poti¢u proliferaciju i sprjetavaju apoptozu (smrt kostanih
stanica), te poboljiavaju uskladivanje signala izmedu osteoblasta i osteoklasta®. Jedan od
komercijalnih primjera primjene stroncija je stroncijev ranelat, komercijalni lijek koji se
koristi za sprjeCavanje osteoporoze. Dokazano je da lijek smanjuje vjerojatnost fraktura kod
pacijenata koji boluju od osteoporoze™®. Zbog navedenih povoljnih uéinaka stroncija na
ljudski koStani sustav, Sr-supstituirani CaP su biomaterijali od velikog potencijala za
primjenu u inZenjerstvu kostanog tkiva te se aktivno istrazuju. Stroncij moze zamijeniti kalcij
u brojnim fizioloskim funkcijama, primjerice kontrakciji misi¢a i provodenju krvi,*” jer je
djelovanje stroncija u tijelu sli¢no djelovanju kalcija. Razlog tomu je struktura Sr*'koja je
sli¢na strukturi Ca>" iona u pogledu atomskog radijusa®. Radijus Sr*" iznosi 0,113 nm, dok
Ca”" iona 0,100 nm™. Ove razlike su neznatne, medutim supstitucijom Ca”>" iona Sr*" ionom u
reSetci moze doci do deformacija u pogledu dimenzija elementarne ¢elije, veliCine kristala te
poveéane topljivosti’. Poveéana topljivost je od iznimne vaznosti pri postupnom otpustanju

Sr*" jona u podruéju implantata, jer to rezultira poveéanjem aktivnosti osteoblasta’.
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2.6. Biopolimeri u koStanom inZenjerstvu

Prirodni materijali bolje su prihvaceni u tijelu, odnosno pokazuju ve¢u biokompatibilnost dok
je sintetske lakSe kontrolirati 1 oblikovati da bi se postigla Zeljena svojstva. U slucajevima
velikih kostanih oStecenja koStano tkivo ¢e se regenerirati samo uz prisustvo implantata koji
poticu diferencijaciju i proliferaciju. Primjenom biomaterijala trodimenzijskih struktura (engl.
scaffold) u kojima se uzgajaju koStane stanice dovelo je do znacajnog napretka u inZenjerstvu
tkiva. Temeljni zahtjevi koje biopolimeri za regeneraciju koStanog tkiva moraju ispuniti su
biokompatibilnost, poroznost, bio-integracija, jednostavno rukovanje, mehanicka svojstva te
biorazgradnja®®. Odredeni sintetski i prirodni polimeri zadovoljavaju veéinu navedenih

zahtjeva, te su stoga Cesto primjenjivani u inzenjerstvu kostanog tkiva.

Osnovna podjela je:

1. Prirodni polimeri

a) polisaharidi - Skrob,alginat, hitin, kitozan, derivati hijaluronske kiseline
b) proteini — soja, kolagen, fibrin gelovi, svila

2. Sintetski polimeri — polimlije¢na kiselina, poliglikolna kiselina, poliesteri'*

Navedeni polimeri su biokompatibilni, netoksi¢ni i ne izazivaju upalne procese nakon
implantcije. Osim toga, omogucuju lako kontroliranje kvalitete, kemijskih 1 fizikalnih
svojstava §to znatno prosSiruje primjenu. Na njihova svojstva utjece niz faktora, a neki od njih
su: sastav, struktura, molekulska masa itd. Sintetski polimeri dijele se na biorazgradive i ne-
biorazgradive’. Sintetski biorazgradivi polimeri pogodni su za primjenu u inZenjerstvu tkiva
jer smanjuju mogucnost reakcije tijela na novo strano tijelo (u odnosu na metale) i omogucuju
stvaranje potpuno novog prirodnog tkiva. Nosa¢i od sintetskih polimera imaju
zadovoljavaju¢a mehanicka svojstva te sluze kao potporanj tijekom rasta novog tkiva.
Bioloski su inertni i ujednacenih svojstava, a osim kao nosaci koriste se i kao sustavi za

kontrolirano otpustanje djelatnih tvari’*.

Obzirom na mehanicka i kemijska svojstva poli(a-2-hidroksi etanske kiseline), poli(a-
hidroksi kiseline), poli(f-hidroksi kiseline), polialkanoati, poliuretani, poliortoesteri,

polikarbonati ili kopolimeri navedenih polimera pogodni su za primjenu u biomedicini. Na
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slici 7 su prikazane strukture najceS¢e istrazivanih sintetskih polimera: PLA(polilaktid,

polilaktidna kiselina), PGA (poliglikol, poliglikolna kiselina) i PCL (poli(e-kaprolakton)’”.
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Slika 7. Struktura: a) PLA(polilaktid), b) PGA (poliglikolid) i ¢) PCL (poli(e-kaprolakton))®.

Unato¢ lakSoj obradi sintetskih polimera, prirodni polimeri znatno su biokompatibilniji te
stimuliraju mineralizaciju kosti. Struktura im je vrlo organizirana te ¢esto sadrzi ligande koji
su neophodni za stvaranje veza sa stani¢nim receptorima. Sve su popularniji u podrucju
kostanog inzenjerstva jer ne zahtijevaju drugi kirurski zahvat odnosno uklanjanje iz tijela.
Ugraduju se u strukturu te se vrlo lako prilagodavaju mjestu ugradnje. Neki zivotinjski 1 biljni
polimeri koriste se kao nosaci u inzenjerstvu tkiva. Podrazumijeva se da se u takvoj primjeni
prirodni polimeri nakon odredenog vremena razgraduju te se za to vrijeme stvara novo
kostano tkivo, bez izazivanja upalnih procesa i toksi¢nih reakcija’’. Osim toga prirodni
polimeri stimuliraju imunoloski odgovor domacina prilikom pojave necistoca ili otrovnih
tvari u tijelu. Posljednjih nekoliko desetljeca istrazivanja su pokazala kako su biorazgradnja i
biokompatibilnost svojstva koja daju znacajnu prednost pri odabiru materijala za koStani
nosa¢. Neki prirodni polimeri koji se koriste u koStanom inZenjerstvu su: alginati, Skrob,
celuloza, Zelatina, hitin, kitozan i dr.”®. Medu navedenim prirodnim polimerima najistaknutiji

1 najcesce koristeni su hitin 1 kitozan.
2.6.1. Hitin

Hitin je linearni polisaharid sastavljen od dugih nizova N-acetila i D-glukozamina povezanih
glikozidnom vezom. Struktura hitina sli¢na je celulozi, a razlikuje se jedino po tome Sto je
hidroksilna skupina (-OH) na drugom ugljikovu atomu glukoze zamijenjena acetiliranom
amino skupinom (Slika 8). Hitin je pronaden u ljuskama rakova, jastoga 1 insekata, stani¢nim
stjenkama gljiva 1 algi te ga se moze dobiti fermentacijom gljivica. Uz celulozu najces¢i je
biopolimer u prirodi. Netopljiv je u vodi, organskim otapalima, blagim kiselinama i luzinama
te mu to smanjuje primjenu. Djelomi¢nom deacetilacijom hitina dobiva se kitozan koji ima

vaznu ulogu u nosa¢ima za inZenjerstvo kostanog tkiva’ ",
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Slika 8.Struktura isje¢ka makromolekule hitina’”’.

2.6.2. Kitozan

Kitozan (CHT) je linearni polisaharid sastavljen od jedinica N-acetil D-glukozamina (slika 9).
Dobiva se djelomicnom deacetilacijom prirodnog polimera hitina i to tako da stupanj
deacetilacije bude ve¢i od 65%. Buduéi da je sirovina za proizvodnju kitozana prirodnog
podrijetla, dolazi do varijacija u sastavu i kemijsko-fizikalnim svojstvima koja je tesko
predvidjeti’. CHT se sastoji od tri tipa reaktivnih funkcionalnih skupina: amino skupina,
primarna 1 sekundarna hidroksilna skupina. Kemijska priroda kitozana pruza mnoge
mogucénosti za kovalentne 1 ionske izmjene koje omogucuju veliku prilagodbu mehanickih i

bioloskih svojstava’.

OH OH OH
HO «D’é&,ﬂ 5
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
- -n

Slika 9.Struktura isje¢ka makromolekule kitozana’®.

Dok je hitin netopljiv u vecini organskih otapala, kitozan je lako topljiv u razrijedenim
kiselim otopinama s pH < 6 jer se smatra jakom bazom budu¢i da posjeduje primarnu amino
grupu s vrijednoS¢u pKa od 6,3. Kod nizih pH vrijednosti amino grupa se protonira i postaje
pozitivno nabijena $to Cini kitozan topljivim u vodi, kationskim polielektrolitom. S druge

strane, ako se pH povisi iznad 6 amino skupine kitozana se deprotoniraju, polimer gubi svoj
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naboj i postaje netopljiv. Prijelaz iz topljivog u netopljivo podru¢je dogada se izmedu pH
vrijednosti 6 — 6,5. Topljivost kitozana takoder ovisi o stupnju deacetiliranja i metodi
deacetiliranja. NajceS¢e otapalo za kitozan je razrijedena octena kiselina, a topljiv je 1 u
razrijedenoj klorovodi¢noj 1 duSi¢noj, a nije topljiv u razrijedenoj sumpornoj i fosfornoj
kiselini. Kitozan je pogodan za stvaranje visokoporoznih trodimenzionalnih nosaca zbog ¢ega
se koristi u inZenjerstvu kotanog tkiva’. Zbog pozitivnog naboja, kitozan reagira s
negativnim dijelovima stani¢ne membrane, Sto vodi reorganizaciji i otvaranju zgusnutih
proteina. To objaSnjava povecanu propusnost ovog polisaharida kroz stani¢nu membranu.
Povecanjem broja amino skupina, tj. stupnjem deacetiliranja, ostvaruju se bolje interakcije
izmedu stanica i kitozana. Razgradnjom kitozana nastaju netoksi¢ni oligosaharidi razlicitih
molekulskih masa koji se mogu razgraditi u organizmu ili dalje izluciti iz tijela. Stupanj
razgradnje kitozana usko je povezan s molekulskom masom i stupnjem deacetiliranja, a bolja

mehani¢ka svojstva pokazuje kitozan s veéom molekulskom masom®.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

Za pripremu prekursora kalcijevih iona koriSteni su:

e kalcit, CaCOs, dobiven iz sipine kosti (Sepia officinalis L.)

e kalcit, CaCOs, (T.T.T d.o.0.)

e kalcijev oksid, CaO, dobiven iz sipine kosti (Sepia officinalis L.)
e natrijev hipoklorit, NaClO, (GramMol)

Za pripremu kalcijevih fosfata koriSteni su:

e urea fosfat, UPH, CO(NH;),xH3POy, ( Sigma-Aldrich)
e stroncijev nitrat, Sr(NOs3),, (Acros Organics)

e biogeni prekursori kalcijevih iona

Za pripravu kompozita koristeni su:
e kitozan, My~ 310 000-375 000g/mol, DD > 0,75 (Lach:Ner)
e octena kiselina, CH3COOH (99,8 %), (Sigma-Aldrich)

e pripremljeni kalcijevi fosfati

Za pripremu poroznih uzoraka iz pripremljenih kompozitnih materijala koristeni su:
e natrijev hidroksid, NaOH, (Honeywell/Fluka)
e ctanol, CH;CH,OH, (KEFO)

Ostali koristeni materijali su:

e silicij, Si, NIST



3.2. Sinteza

3.2.1. Preliminarna sinteza CaP iz biogenog izvora

Za dobivanje kalcijeva oksida koriStene su sipine kosti (Sepia officinalis L.) iz Jadranskog
mora. Nakon uklanjanja plasta, sipina kost (aragonit, CaCQOs) je usitnjena i zarena pri 900°C
(brzina zagrijavanja 10°C/min) tri sata kako bi se uklonio organski dio i dobio kalcijev oksid
(Ca0). U demineraliziranu vodu dodana je odgovarajuca koli¢ina kalcijeva oksida i uree
fosfata(CO(NH>),xH3POj4) kako bi omjer Ca/P iznosio 1,67, te se reakcija provodila sljedecih
5 dana pri 50 °C, uz 1 dan starenja pri sobnoj temperaturi (23°C). Nakon sinteze, dobivena

suspenzija je centrifugirana, a nastali kalcijev fosfat suSen je 24 sata na 100°C.

3.2.2. Sinteza Sr-supstituiranih CaP iz biogenog izvora

Nakon §to im se uklonio plast, kosti su izrezane na komadice veli¢ine 1 cm’ i stavljene u 13%
otopinu natrijeva hipoklorita, NaClO, kako bi se unutar 24 sata uklonile organske
komponente. Zatim su kosti ispirane kipu¢om demineraliziranom vodom te suSene na 105 °C.
Osusene kosti toplinski su obradene na 400°C (brzina zagrijavanja 10°C/min) dva sata kako

bi se dobio kalcijev karbonat u obliku kalcita (Slika 10).

ARAGONIT KALCIT

—

zarenje,
400°C

NaClO, 13%

—

ispiranje
sufenje, 105°C

Slika 10. Postupak dobivanja kalcita, CaCO; obradom sipine kosti.

U demineraliziranu vodu dodana je odgovaraju¢a koli¢ina stroncijeva nitrata, kalcijeva
karbonata i1 uree fosfata kako bi omjer (Ca+Sr)/P iznosio 1,67, te se reakcija provodila
sljede¢ih 5 dana pri 50 °C (Slika 11), uz 1 dan starenja pri sobnoj temperaturi (23 °C).
Pripremljeni kalcijevi fosfati supstituirani su s 1, 5 1 10 mol% stroncijeva iona. Ne-
supstituiran CaP sustav pripremljen je na isti nacin, bez dodatka stroncijeva nitrata. Nakon

sinteze pripremljeni CaP odvojeni su filtracijom i suSeni 24 sata na sobnoj temperaturi.
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Slika 11. Sinteza kalcijeva fosfata iz kalcijeva karbonata (kalcit) i uree fosfata.

3.2.3. Priprema kompozitnih materijala

Kitozan je otopljen u 0,40 % -tnoj otopini octene kiseline te je potom filtriran. U otopinu
kitozana (1,1 wt%) dodana je odgovarajuca koli¢ina pripremljenih CaP (0, 1, 51 10 mol% Sr)
kako bi udio dodanih kalcijevih fosfata u otopini kitozana bio 30 ws%. Nakon dodatka
odredenog udjela kalcijeva fosfata u kitozan, CaP su dispergirani unutar polimerne matrice

pomocu ultrazvucne kupelji tijekom 5 minuta.

3.2.4. Priprema poroznih struktura

Uzorci su smrznuti pri -33°C u Petrijevim zdjelicama. Zatim su uzorci uronjeni u smjesu
neotapala (NaOH/EtOH, volumni omjer 1:1) pri temperaturi od -33 °C tijekom 12 sati, Sto
omogucuje neutralizaciju zaostale kiseline u uzorcima. Uzorci su zatim uronjeni u 96% etanol
pri -33 °C, kako bi se tijekom 12 sati omogucilo ispiranje uzoraka od NaOH. Zatim su
uronjeni u 96% etanol pri sobnoj temperaturi, te nakon 12 sati isprani su demineraliziranom
vodom kako bi se uklonio zaostali etanol. Uzorci su zatim ponovno zamrznuti pri -33 °C, te
liofilizirani (Slika 12a) kako bi se iz njih uklonila prisutna voda i kao produkt dobio

kompozitni materijal kitozana i kalcijeva fosfata visokoporozne strukture (Slika 12b).
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" b)
Slika 12. Liofilizator (a) i pripremljen kompozitni materijal kitozana i kalcijeva fosfata nakon
liofilizacije (b).

3.3. Metode karakterizacije

3.3.1. Infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovim transformacijama

Dobiveni praskasti 1 kompozitni uzorci karakterizirani su infracrvenom spektroskopskom
analizom s Fourierovom transformacijom (FTIR). FTIR spektri snimljeni su ATR-FTIR
Bruker Vertex 70 spektrometrom s dijamantnim kristalom (slika 13). Spektri su snimani 32
puta u apsorpcijskom reZimu i rasponu mjernog podru&ja od 4000 do 400 cm™ s rezolucijom

od 4 cm™ pri 20 °C.

Slika 13. ATR-FTIR Bruker Vertex 70 spektrometar.
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3.3.2. Kvalitativna rendgenska difrakcijska analiza

Mineralni sastav sintetiziranih 1 zarenih prasaka odreden je rendgenskom difrakcijskom
analizom, XRD pomo¢u difraktometra Shimadzu XRD-6000 s CuKa (1.5406 A) zradenjem
pri 40 kV i1 30 mA, u mjernom podrucju kuteva 3°-60° za sintetizirane uzorke, te 20°-70° za
zarene uzorke brzinom snimanja od 0,2°/10s. Difraktometar Shimadzu XRD-6000 prikazan je
na slici 14. Kako bi se omogucilo odredivanje udjela amorfnog kalcijeva fosfata, u praske

pripremljenih kalcijevih fosfata umijesano je 5,0 wt% silicija, koji je koriSten kao standard.

Slika 14. Shimadzu XRD-6000 difraktometar.

Pomoc¢u racunalnog softvera DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0 odredeni su parametri
elementarnih celija HAp-a, OCP-a i fS-TCP-a, koriste¢i Rietveldovu metodu. KoriSten
strukturni model HAp-a preuzet je iz istrazivanja Veselinovié i sur.'”’, model OCP-a iz

' model B-TCP-a iz istraZivanja Hoshikawa i sur.** te model

istrazivanja Espanol i sur.'’
stroncijeva karbonata, (SrCOs) iz istraZivanja Strommea i sur.'””. Ralunati su parametri
elementarne celije, faktori okupancije te duljina veze. Pozicije P, O i H drzane su

konstantnim, $to je omogucilo preciznije odredivanje okupancija pozicija Ca.
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3.3.3. Pretrazna elektronska mikroskopija

Morfologija nastalih kristala Sr-supstituiranih CaP 1 pripremljenih kompozitnih materijala
kitozana 1 CaP analizirana je pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM). Prije same
mikroskopije uzorke je potrebno napariti u uredaju za naparivanje (Slika 15a), koji uzorke
izlaze utjecaju plazme zlata tijekom 45 (praSkasti uzorci) i 90 sekundi (kompozitni uzorci)
kako bi se osigurala njihova vodljivost. Koristen je pretrazni elektronski mikroskop TESCAN

Vega3SEM Easyprobe pri energiji elektronskog snopa od 10 kV (Slika 15b).

Slika 15. a) Napariva¢ (Quorum), b) pretrazni elektronski mikroskop TESCAN Vega3SEM
Easyprobe.

3.3.4. Masena spektroskopija s induktivno spregnutom plazmom

Kemijski sastav uzoraka utvrden je masenom spektroskopijom s induktivno spregnutom
plazmom, ICP-MS, pomoc¢u instrumenta Perkin Elmer ICP-MS ELAN DRC-e (Slika 16).
Pripremljeni kalcijevi fosfati (100 mg) otopljeni su u 1 mL vodene otopine nitratne kiseline

(c =1 mol/dm®), HNO3, &iji je volumen poveéan na 10 mL dodatkom ultradiste vode.
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Slika 16. Istrument Perkin Elmer ICP-MS ELAN DRC-e.

3.3.5. Odredivanje ukupnog organskog ugljika

Sadrzaj ugljika u sintetiziranim praScima utvrden je uredajem za odredivanje ukupnog
organskog ugljika, Shimadzu TOC V-Series (Slika 17). Prasci su otopljeni u vodenoj otopini
sumporne kiseline (¢ = 1 mol/dm®), H,SO,, iz koje je prethodno uklonjen ugljikov dioksid,

CO,.

Slika 17. Uredaj Shimadzu TOC V-Series.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Preliminarno istrazivanje sinteze kalcijeva fosfata iz biogenog izvora

Cilj preliminarnog istraZivanja je sintetizirati sustav kalcijeva fosfata iz kalcijeva oksida
pripremljenog iz sipine kosti te utvrditi koje faze kalcijeva fosfata nastaju. U cilju je pribliziti

se kemijskom i faznom sastavu prirodnog mineralnog tkiva.

Intenzitet (s.j.)

N S

35 40 45 50 55 60 65 70
26 (°)

Slika 18. Difraktogram uzorka sipine kosti Zarene na 900°C

Prema ICDD bazi podataka (eng/l. The International Centre for Diffraction Data) difrakcijski
maksimumi na pozicijama 26 = 37,46°; 53,92°; 64,14° 1 67,37° pripadaju kalcijevu oksidu,
CaO (kartica CaO, ICDD 48-1467). Time je dokazano da je iz sipine kosti Zarenjem dobiven

kalcijev oksid, koji je koriSten za daljnju sintezu kalcijevih fosfata.
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4.1.2. Infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovim transformacijama

Na slici 19 prikazan je FTIR spektar sintetiziranog kalcijevog fosfata dobivenog iz biogenog
kalcijevog oksida. Pojavljuju se karakteristiéne vrpce za PO, skupine na: v;=1095 cm™,
v3=1026 i 959 cm™, v4=600 i 560 cm™”, v,=560 cm™ '®. FTIR spektar takoder pokazuje
karakteristine vrpce za COs> skupine pri v»-870, vs-1420 i v3-1459 cm™, &iji polozaji
upuéuju na B-tip supstitucije PO4>" s COs> skupinama, koja je karakteristi¢na za prirodno
mineralno tkivo™'?”. Supstitucija sa COs> ionima dogodila se zbog sinteze kalcijevog fosfata
pri atmosferskim uvjetima kod kojih je doslo do otapanja CO, iz zraka u vodenom mediju.
Vrpea na 629 cm™ karakteristi¢na je za OH™ skupinu u kristalnoj resetki hidroksiapatita'®.
Dobiveni rezultati FTIR spektroskopije upucuju na nastajanje karbonatnog hidroksiapatita
(CHAp). Medutim kako bi se potvrdilo nastajanje CHAp-a potrebno je analizirati dobiveni

kalcijev fosfat pomocu rendgenske difrakcijske analize.

Apsorbancija(s.j.)
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Slika 19. FTIR spektar kalcijeva fosfata sintetiziranog iz biogenog kalcijeva oksida.
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4.1.3. Rendgenska difrakcijska analiza

Difraktogram kalcijeva fosfata, sintetiziranog iz biogenog kalcijeva oksida prikazan na slici
20 pokazuje karakteristicne difrakcijske maksimume za hidroksiapatit (ICDD 09-0432).
Daljnjom obradom podataka pomoc¢u Rietveldove metode uz dodatak 5,0 wt% -silicija (ICDD
27-1402) kao standarda utvrdeno je da se uzorak sastoji od 88,6 wt% hidroksiapatita i 11,4
wt% amorfnog kalcijevog fosfata. Pripremljen je dvofazni sustav amorfnog kalcijevog fosfata
i karbonatnog hidroksiapatita (supstitucija B-tipa). Danas se sve vise istrazuju dvofazni,
trofazni 1 viSefazni sustavi kalcijevih fosfata za primjene u inzenjerstvu kosanog tkiva. Uz
hidroksiapatit vazni kalcijevi fosfati za takve sustave su oktakalcijev fosfat (OCP), amorfni
kalcijev fostat (ACP), a- 1 f-trikalcijev fosfat (o 1 f-TCP). ViSefazni sustavi ne razlikuju se
znacajno od jednofaznih sustava po mehanic¢kim, fizikalnim ili kemijskim svojstvima, ve¢ po
in vivo resorpciji. Kombinacijom razli¢itih kalcijevih fosfata brzina resorpcije implantata

moze se prilagoditi prema ko§tanom o$teéenju ili starosti pacijenta'®*'*>.

| HAp 88,6 wr%
ACP 11,4 wi%
+ 5 wi% Si

—

e —

e ——— e
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20 30 40 50 60 70
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Slika 20. Rietveldova analiza difraktograma kalcijeva fosfata, sintetiziranog iz biogenog

Intenzitet (s.].)

kalcijeva oksida. Snimljeni difraktogram prikazan je crveno, a racunski plavo. Krivulja ispod
difraktograma predstavlja razliku izmedu snimljenog i raunskog difraktograma (R, < 10 %,
Rexp < 3%). ICDD podaci polozaja difrakcijskih maksimuma hidroksiapatita 1 silicija
(standard) prikazani su na dnu slike.
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Na slici 21 prikazan je difraktogram kalcijeva fosfata sintetiziranog iz biogenog kalcijeva
oksida toplinski obradenog na 1200 °C. Rietveldovom metodom uz dodatak 5,0 wt% silicija
kao standarda utvrdeno je da se uzorak sastoji od 74,1 wt% hidroksiapatita, 3,8 wt% amorfnog
kalcijeva fosfata, 4.7 wt% o-trikalcijeva fosfata (ICDD 70-0364), 17,4 wt% p-trikalcijeva
fosfata (ICDD 09-0169). Stehiometrijski hidroksiapatit ima Ca/P omjer 1.67 te je vrlo stabilan
do 1200 °C. Na temperaturama >1200 °C dolazi do nastajanja S-TCP faze, a na

temperaturama od 1400-1550 °C dolazi do nastajanja a-TCP faze'®

. Kristalizacijom a- 1 f-
TCP pri 1200 °C upuéuju da je nastao nestehiometrijski hidroksiapatit. Osim FTIR
spektroskopijom utvrdene ugradnje COs”> iona (B-tip susptitucije PO,>" s CO5*" skupinama),
moze se pretpostaviti da je kristalizaciji nestehiometrijskog hidroksiapatita doprinjela i
prisutnost drugih iona koji se nalaze u biogenom izvoru koji je koristen kao prekursor za Ca®"
ione. Moze se pretpostaviti da su koriStenjem biogenog izvora sintetizirane kalcij fosfatne
faze (HAp 1 ACP) po sastavu blize prirodnom mineralnom koStanom tkivu, ¢iji su glavni

sastojci hidroksiapatit s manjkom kalcijeva iona i 1-30 wr % ACP*.

HAp 74.1 wr%
: a-TCP 4,7 wt%
. A-TCP 17,4 wt%
| ACP 3.8 we%
.; +5 wi% Si
|

Intenzitet (s.j.)
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Slika 21. Difraktogram kalcijeva fosfata sintetiziranog iz biogenog kalcijeva oksida toplinski
obradenog na 1200 °C. Snimljeni difraktogram prikazan je crveno, a racunski plavo. Krivulja
ispod difraktograma predstavlja razliku izmedu snimljenog 1 raunskog difraktograma (R, <
10 %, Rexp < 3%). ICDD podaci polozaja difrakcijskih maksimuma hidroksiapatita, a- 1 S-

trikalcijeva fosfata i silicija (standard) dani su na dnu slike.
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prisutnu supstituciju COs> ionima. Koli¢ina CO;-supstitucije moze se povecati koristenjem
kalcijeva karbonata kao prekursora Ca®" iona. Zbog nize pH vrijednosti vodene otopine
kalcijeva karbonata nego li kalcijeva oksida, moguca je precipitacija oktakalcijeva fosfata uz

hidroksiapatit i amorfni kalcijev fosfat.

4.2. Karakterizacija Sr-supstituiranih CaP praSaka

Pripremljeni kalcij-fosfatni sustavi supstituirani stroncijevim ionima karakterizirani su FTIR
analizom, XRD analizom, SEM-om, a kemijski sastav odreden je masenom spektroskopijom s

induktivno spregnutom plazmom, ICP-MS te odredivanjem ukupnog organskog ugljika, TOC.

4.2.1. Infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovim transformacijama

FTIR spektri (Slika 22) pripremljenih CaP sustava supstituiranih s 0, 1, 5 i 10 mol% Sr**
ionom oznaceni su CaP_0Sr, CaP 1Sr, CaP 5Sr i CaP_10Sr. Uocene su karakteristi¢ne
fosfatne (PO4) vrpce na valnim duljinama 1021 1 1078 cm’ (v4, asimetricno rastezanje P-O
veze), 562 1 598 cm™ (vg,vibracije savijanja O-P-O veze) 1 964 cm’ (vy, simetri¢no rastezanje
P-O veze). Vrpca na 626 cm™ upuéuje na OH skupinu koja je karakteristi¢na za HAp. Uo&ene
vrpce PO,> i OH™ skupina karakteristiéne su za nastajanje hidroksiapatita'®”. Povecanjem
molarnog udjela supstituiranog Sr** iona dolazi do pomicanja vrpci PO, skupina prema
nizim valnim duljina kao §to su prethodno opisali Bigi i sur.”'. Apsorpcijske vrpce na 522,
911, 1116 i 1192 ecm™ pripisuju se HPO4> skupini koja upucuje na stvaranje ACP i/ili OCP
faze! 07108

Apsorpcijske vrpee pri valnim duljinama 873 cm™ (v, asimetri¢no savijanje),1408 i 1452 cm™
(vs, asimetri€no rastezanje) karakteristi¢ne su za CO;5” skupinu, te polozaji vrpca upuéuju na

B-tip supstitucije. B-tip susptitucije karakteristi¢an je kod prirodnog mineralnog tkiva>'®.
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Slika 22. FTIR spektri pripremljenih kalcijevih fosfata CaP 0Sr, CaP_1Sr, CaP 5Sr i
CaP_10Sr.

4.2.2. Rendgenska difrakcijska analiza

Difraktogrami ne-supstituiranih (CaP_0Sr) i Sr-supstituiranih (CaP_1Sr, CaP_5Sr, CaP_10Sr)
CaP sustava prikazani su na slici 23. Difraktogram svakog pojedinog CaP sustava pokazuje
karakteristi¢ne pikove HAp 1 OCP faze, te karakteristi¢ne pikove silicija (standard). Dodatni
pikovi karakteristicni za stroncijeve spojeve ne pojavljuju se niti u jednom difraktogramu CaP
sustava supstituiranih Sr** ionom, 3to upucuje na uspje$nu supstituciju stroncijem. Maseni
udio (Tablica 3) ACP-a je podjednak u CaP_0Sr (28,3 wt%), CaP_1Sr (31,3 wt%) 1 CaP_5Sr
(29,1 wt%) uzorcima. Jedino u uzorku s najve¢im udjelom stroncija (CaP_10Sr) dolazi do
porasta udjela ACP faze na 41,2 wt%. Vec¢i udio ACP faze ukazuje na promjene u sustavu
koje mogu biti rezultat ograniGene supstitucije Sr** ionom pri vi§im koncentracijama. ACP je
poZeljna faza u materijalima za regeneraciju kostanog tkiva, medutim njegov maseni udio u
pripremljenom sustavu tesko je kontrolirati. Nadalje, udio OCP-a ne mijenja se znacajno
izmedu kalcijevih fosfata s razli¢itim udjelima Sr** iona i iznosi ~42 wt%. Nedavna
istrazivanja pokazala su da su i ACP i OCP prekursori za formiranje prirodne mineralne faze.

Agregacija Ca(HPO4);" kompleksa poletni je korak koji se odvija u fazi prije nukleacije.
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Zatim dolazi do otpustanja H' iona ili vezanja Ca>" iona, $to dovodi do nukleacije te taloZenja
sferiénih Eestica ACP-a koje se sastoje od Cay(HPO4)s> kompleksa. Iz sferi¢nih Sestica ACP-a
pocinju se formirati vrpce OCP-a s manjkom kalcija. Promjer vrpce je oko 1,4 nm i ne moze
se detektirati XRD analizom. Nastale se vrpce transformiraju u vece ploc¢ice OCP-a, koje
prelaze u plocCice hidroksiapatita s manjkom kalcija (CDHAp). Mineralna faza kosti moze
sadrzavati 1-30 wt% ACP-a, koji moze povoljno djelovati na brzinu obnavljanja koStanog
tkiva®>'™. Sirina pikova OCP i HAp faze upucuje na nisku kristalnost, koja je karakteristi¢na

za prirodno mineralno tkivo.
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d) CaP_10Sr
16.000 ; HAp 17,6 wi%
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Slika 23. Difraktogrami a) ne-supstituirin?)g( )(CaP_OSr) 1 stroncijem supstituiranih; b)
CaP _1Sr, c) CaP 5Sr, d) CaP 10Sr kalcij fosfatnih sustava. Snimljeni difraktogrami
prikazani su crveno, a raCunski plavo. Krivulja ispod difraktograma predstavlja razliku
izmedu snimljenog i racunskog difraktograma (R, < 10 %, Reyp < 3%). ICDD podaci poloZaja

difrakcijskih maksimuma hidroksiapatita, OCP-a i silicija (standard) dani su na dnu slike.

Rezultati izracuna dimenzija jedini¢ne ¢elije hidroksiapatita i oktaklcijeva fosfata ovisno o
udjelu stroncija prikazani su u Tablici 3. Dolazi do povecanja a = b osi u hidroksiapatitu, dok
se ¢ os ne mijenja znacajno. Rezultat toga je povecanje volumena jedinicne Celije s
529,6925 A® za 0% Sr do kona&nih 538,2464 A* za 10 % Sr. U kristalnoj resetci oktakalcijeva
fosfata dolazi do povecanja svih parametara elementarne Celije, a rezultat toga je i povecanje
volemena jedini¢ne éelije OCP-a od 1220,9606 A’ do kona¢nih 1233,5943 A’ (CaP_10Sr).
Povecanje parametara elementarne resetke hidroksiapatita i oktakalcijeva fosfata posljedica je
zamjene manjeg Ca’” iona (fcgr = 0,100 nm) veéim Sr* ionom (rs; ** =0,113 nm)¥.
Povecanje parametara elementarne ¢elije 1 izostanak pikova stroncijevih spojeva dokaz je
djelomi¢ne supstitucije Ca’" iona sa stroncijevim u nastalim kalcij-fosfatnim fazama.

. v . e v, . , . v .. + . ve . .
Medutim, ne moZe se isklju¢iti moguca djelomi¢na adsorpcija Sr*" iona na povrsini kristala
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HAp-a i OCP-a. Zbog boljeg razumijevanja mehanizma supstitucije i1 predvidanja brzine
otpustanja iona in vivo, od iznimne je vaZnosti odrediti da li su Sr*" ioni zaista supstituirali
Ca®" ione ili su se smjestili u vakacije u kristalnim re§etkama ili su se apsorbirali na povr§inu

kristala.

Tablica 3. Maseni udjeli (wt%) i1 parametri elementarne ¢elije hidroksiapatita i oktakalcijeva
fosfata u ne-supstituiranom (CaP_0Sr) i Sr-supstituiranim (CaP_1Sr, CaP_5Sr, CaP_10Sr)

kalcij-fosfatnim uzorcima.

HAp
- HAp (wt%)  ACP (wt%) a(A) b (A) c(A) V (A%
27,8 28,3 9,41369 9,41369 6,90197 529,6925
26,0 31,3 9,43005 9,43005 6,88380 530,1351
29,4 29,1 9,46036 9,46036 6,89567 534,4684
17,6 41,2 9,49446 9,49446 6,89461 538,2464
OCP
- OCP (wt%)  ACP (wt%) a(A) b (A) ¢ (A) Vv (A%
43,9 28,3 19,69511 9,53534 6,85167 1220,9606
42,7 31,3 19,70591 9,54063 6,85980 1223,4897
41,5 29,1 19,72191 9,55317 6,87736 1229,1811
41,2 41,2 19,73528 9,57108 6,88204 1233,5943

Prema istraZivanju Matsunage i Murate''" stroncijev ion supstituira Ca®" ion na pozciji Cal u
HAp-u, zbog niZe energije supstitucije u odnosu na Ca2 poziciju. Sr** ionu pogodnija je
supstitucija na poziciju Cal jer je ona prostorno veca. Energija supstitucije pozicije Cal niza
je jer je veza Cal-O dulja (0,246 nm) od veze Ca2-O (0,241 nm). Sr*" se u kristalnu reetku
OCP-a supstituira na pozicije Ca3, Ca4, Ca7 i Ca8. Pozicije Ca3 1 Ca4 nalaze se u
hidratiziranom sloju te zbog toga zahtijevaju niZe energije supstitucije iako su prostorno te
pozicije manje. Pozicije Ca7 1 Ca8 povoljne su za supstituciju zbog vece duljine veze Ca-O.

Zbog veceg broja Ca pozicija, u kristalnu reSetku OCP-a moze se supstituirati veci udio
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Sr’'iona nego li u kristalnu resetku HAp-a. Poveéanjem koncentracije Sr*” iona, energije
supstitucije dodatno se smanjuju, Sto rezultira povecanjem stupnja Sr-supstitucije na

. ... 45
navedenim pozicijama™.

Kako bi se odredila njihova toplinska stabilnost, uzorci su zareni na 1200 °C 1 analizirani
pomocu XRD analize. Difraktogrami Zarenih ne-supstituiranih (CaP_0Sr 1200) i Sr-
supstituiranih (CaP _1Sr 1200, CaP _5Sr 1200, CaP _10Sr 1200) uzoraka prikazani su na
slici 24. Na difraktogramima svih toplinski obradenih uzoraka pojavljuju se karakteristicni
maksimumi p-TCP-a. Kristalizacija p-TCP-a ukazuje da je doSlo do razgradnje
nestehiometrijskog HAp-a i OCP-a. U preliminarnim istrazivanjima dobiveni CaP_0Sr sustav,
sintetiziran iz biogenog CaO, nakon toplinske obrade sadrzavao je HAp, a-TCP i f-TCP faze.
Dobiveni CaP_OSr sustav, sintetiziran iz biogenog CaCOs;, nakon toplinske obrade u
potpunosti se sastoji od f-TCP faze. Razlog potpune razgradnje nestehiometrijskog HAp-a i
OCP-a u cisti f-TCP posljedica je jo§ veée nestehiometrije u prethodno formiranom
trofaznom sustavu HAp-a, OCP-a i ACP-a.

Pikovi stroncijevih spojeva ne pojavljuju se u uzorcima CaP_1Sr i CaP_5Sr, §to dodatno
potvrduje ugradnju stroncija u reSetke HAp-a i OCP-a. Medutim, na difraktogramu uzorka
CaP_10Sr pojavljuje se pik stroncijeva karbonata, SrCOs, iz ¢ega se moze zakljuciti da je 10
mol% Sr previse da se sav ugradi u f-TCP pa se visak Sr** iona adsorbira na povrsinu kristala.
Tijekom toplinske obrade adsorbirani stroncij oksidira u SrO koji stajanjem na zraku veZze na
sebe CO; 1 prelazi u SrCOs. Takoder je za pretpostaviti da je zbog nastajanja ve¢eg masenog
udjela ACP faze u uzorku CaP_10Sr veéi dio Sr** iona ostao u amorfnoj fazi te je nakon

toplinske obrade nastao SrCO; (Tablica 4).
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Slika 24. Difraktogrami a) ne-supstituiranog (CaP_0Sr 1200) 1 stroncijem supstituiranih; b)
CaP_1Sr 1200, c¢) CaP_5Sr 1200, d) CaP 10Sr 1200 kalcij fosfatnih sustava toplinski
obradenih na 1200 °C. Snimljeni difraktogrami prikazani su crveno, a racunski plavo.
Krivulja ispod difraktograma predstavlja razliku izmedu snimljenog i1 racunskog
difraktograma (Ryp < 10 %, Reyp < 3%). ICDD podaci polozaja difrakcijskih maksimuma f-
TCP, SrCOs1 Si (standard) dani su na dnu slike.
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U tablici 4 prikazani su parametri elementarne Celije f-TCP-a u toplinski obradenom ne-
supstituiranom CaP_0Sr 1200 i Sr-supstituiranim (CaP_1Sr 1200, CaP_5Sr 1200,
CaP_10Sr _1200) CaP sustavima. Dolazi do povecanja a = b i ¢ osi, a kao rezultat toga i
volumena ¢elije od pocetnih 3519,1591 A (CaP _0Sr 1200) do 3550,9417 A’
(CaP_10Sr_1200). Do porasta parametara elementarne ¢elije dolazi do zbog ve¢ spomenute
zamjene Ca’" jona sa Sr*" iona veéeg radijusa. Ca’" ion u strukturi f-TCP-a zauzima pet
pozicija, pri ¢emu je pozicija Ca4 djelomi¢no okupirana (0,5). Istrazivanja Kannan i sur.
potvrduju dobivene rezultate da se Sr*" ion u strukturi f-TCP-a supstituira na pozicijama Cal,
Ca2, Ca3 i1 Ca4. Ca4-0 veza najduza je veza u strukturi f-TCP-a, te je stoga najpogodnija za
supstituciju vec¢ih iona (Sr*"). Najkracéa veza je Ca5-O te je zbog toga Ca5 pozicija nije

L . 2. 4
pogodna za supstituciju veéeg Sr** iona*>>.

Tablica 4. Maseni udjeli (wt%) 1 parametri elementarne ¢elije f-TCP-a u toplinski obradenim
ne-supstituiranom  CaP_0Sr 1200 i  Zzarenim  Sr-supstituiranim  (CaP_1Sr 1200,

CaP 5Sr 1200, CaP_10Sr 1200) CaP.
B-TCP

ey A bR e V)
CaP_0Sr_1200 88,6 11,4 10,42847 10,42847 37,36519  3519,1591
CaP_1Sr_1200 85,5 14,5 10,43379 10,43379 37,63744  3522,9652
CaP_5Sr 1200 78,1 21,9 10,45219 10,45219 37,40247  3538,7134
CaP_10Sr_1200 73,6 24,3 10,46383 10,46383 37,44826  3550,9417

Na slici 25 prikazane su duljine veza u kristalnoj resetci HAp-a, OCP-a i f-TCP-a izmedu

kalcija i kisika.
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Slika 25. Prosjecna duljina veze (nm) izmedu pozicije kalcija i najblizeg susjednog atoma

kisika u HAp-u, OCP-u i f-TCP-u u ovisnosti o molarnom udjelu Sr-supstitucije (m0l%).

Duljina veze Cal-O u strukturi HAp- se poveéava kako se poveéava molarni udio Sr** iona.
Nasuprot tomu, duljina veze Ca2-O opada poveéanjem molarnog udjela Sr** iona. U strukturi
OCP-a duljina veza izmedu Ca(3,6)-O opada poveéanjem molarnog udjela Sr**, dok duljina
ostalih Ca-O veza raste. U f-TCP-u duljina svih Ca-O veza raste povecanjem stupnja Sr-

supstitucije, osim veze Ca5-0, ¢ija duljina ostaje gotovo nepromijenjena.

4.2.3. Analiza mikrostrukture sintetiziranih CaP prasaka pomocu pretrazne elektronske

mikroskopije

Pretraznim elektronskim mikroskopom proucavana je morfologija ne-supstituiranog
(CaP_0Sr) i Sr-supstituiranih (CaP_1Sr, CaP_5Sr, CaP 10Sr) kalcij fosfatnih uzoraka
(Slika 26). Kristali OCP-a u obliku su plocica, dok se kristali HAp-a javljaju u nekoliko

4,112

oblika, primjerice cvijeta, rozete, ploCice, sfere te pahuljice™ °. Na mikrografijama
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prikazanim na slici 26. vidljivo je da su kristali HAp-a u obliku plocica, koje tvore nakupine u
obliku cvijeta (,,pustinjske ruze*). Pove¢anjem udjela stroncija u uzorcima, veli¢ina kristala se
smanjuje. Dobiveni rezultati se podudaraju s onima Martiziaha i sur. te Boaninia i sur., koji su
pokazali da smanjenje veli¢ine kristala HAp-a i OCP-a upucuju na visi udio stroncija u

uzorcima, buduéi da stroncij inhibira rast kristala HAp-a i OCP-a''*!".

(© (d)
Slika 26. Mikrografije mikrostrukture pripremljenih kalcijevih fosfata: a) CaP_OSr, b)
CaP_1Sr, c¢) CaP_5Sr, d) CaP_10Sr. Skala: 5 um.

4.2.4. Analiza kemijskog sastava sintetiziranih CaP prasaka pomo¢u metoda ICP-MS i TOC

Kemijski sastav uzoraka (Tablica 5) analiziran je ICP-MS metodom kojom su izracunati
molarni udjeli supstitucije Ca*" sa Sr**, Na” i Mg®" ionima. Udio molarne supstitucije fosfatne
skupine, PO,*" s CO;” skupinom odreden je iz ukupne koncentracije ugljika odredene pomoéu
TOC metode. Prisutnost elemenata u tragovima ocekivana je u ne-supstituiranom uzorku,
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CaP_O0Sr te u Sr-supstituiranim uzorcima, CaP_1Sr, CaP_5Sr, CaP_10Sr. Prisutnost stroncija
u nedopiranom uzorku (CaP_0Sr) rezultat je sinteze iz biogenog izvora (sipine kosti), jer su
prema istraZivanju stroncij, natrij i magnezij izvorno prisutni u sipinoj kosti''*. U uzorku
CaP_0Sr uz 0,49 mol% stroncija, prisutno je 1 2,80 mol% natrija te 0,89 mol% magnezija.
Zbog veé prisutnih 0,49 mol% stroncija u CaP_0Sr uzorku, udio Sr*” u Sr-supstituiranim CaP
je veéi od teoretski ocekivanog dodavanjem Sr(NO;),.

Mg-supstituirani CaP sprje¢avaju osteoporozu, povecavaju gustou kostiju te poticu
proliferaciju i proizvodnju ALP-a, enzima odgovornog za proces mineralizacije®.
Na-supstituirani CaP poboljSavaju osteoinduktivna svojstva i povecavaju toplinsku stabilnost.
Na® ion je jednovalentan, za razliku od dvovalentnog Ca®" iona. Zbog toga, prema
Paulingovim pravilima, mora do¢i do kompenzacije naboja kako bi se zadovoljila elektricka
neutralnost’’. Ona se postize nastajanjem hidrogenfosfatne skupine, HPO,>. Kona¢ne pH
vrijednosti nakon sinteze su 7,60 (CaP 0Sr), 7,20 (CaP_1Sr), 6,85 (CaP 5Sr) 1 6.40
(CaP_10Sr). Vidljivo je da zbog pada pH vrijednosti i kompenzacije naboja HPO4* skupinom
dolazi do precipitacije OCP faze.

Buduéi da se kao prekursor Ca®" iona koristio CaCOs, olekivana je supstitucija fosfatne
skupine, PO,, karbonatnom skupinom CO;>, §o je prethodno utvrdeno FTIR
spektroskopijom. Molarni udjeli COs> skupine u kontroli i CaP uzorcima su podjednaki, dok s
poveéanjem udjela stroncija raste i udio COs> skupine u Sr-supstituiranim CaP, kao §to je
prethodno opisano u literaturi®. Osim iz koristenog prekursora, CO;> ioni se mogu biti
prisutni u reakcijskom mediju otapanjem CO, iz zraka kao §to je dokazano u preliminarnim
istraiivanjimam. CO32'skupina moze supstituirati OH™ skupinu (A-tip supstitucije) ili PO,
skupinu (B-tip supstitucije). B-tip supstitucije je povoljniji kako bi se §to bolje imitirala CO3>
-supstitucija koja se odvija u prirodnom kostanom tkivu®®. Ca/P omjer ne-supstituiranih i
supstituiranih CaP razlikuje se od teoretskog omjera (1.67) zbog razliCitih faza CaP i
koncentracija elemenata u tragovima. Zbog elemenata u tragovima koji su prisutni u biogenim
izvorima, CaP sintetizirani iz biogenih izvora bolje su prihvaceni u ljudskom tijelu, kao

rezultat njihove fizioloske i kemijske sli¢nosti s mineralnom fazom ljudske kosti.*
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Tablica 5. Kemijski sastav i Ca/P omjer uzoraka kontrole, ne-supstituiranog (CaP_0Sr) 1 Sr-

supstituiranih uzoraka (CaP_1Sr, CaP_5Sr, CaP_10Sr).

_ CaP_0Sr | CaP_1Sr | CaP _5Sr | CaP_10Sr
ST eo(m101%) : . 1.0 5.0 10,0
Stexp(m01%) 0,02 0,49 1,68 5,92 10,49
Na (mol%) 0,03 2.80 1,84 1,78 1,57
Mg (mol%) 0,86 0,89 0,79 0,66 0,45

CO” (mol%) 7,00 7,93 4,53 11,24 14,75

Ca/P (mol/mol) 1,68 1,56 1,80 1,61 1,56

4.3. Karakterizacija kompozitnih poroznih 3D struktura

4.3.1.Analiza kompozitnih uzoraka infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim

transformacijama

Rezultati FTIR spektroskopije nosaca na temelju kitozana (polimerna matrica) i Sr-
supstituiranih CaP (anorganska faza) prikazani su na slici 27. Uzorak s dodatkom ne-
supstituiranog, CaP_0Sr, u kitozansku maticu oznacen je kao CHT/CaP_0Sr, s dodatkom CaP
supstituiranog s 1mol% Sr*" iona CHT/CaP_1Sr, 5mol% Sr*" iona CHT/CaP_5Sr i 10mol%
Sr*" iona CHT/CaP_10Sr. Kao kontrolni materijali koristeni su: nosa¢ kitozana bez dodane
anorganske faze (CHT) i nosac kitozana s dodatkom CaP dobivenog iz sintetskog kalcita
(CHT/CaP_k).

Pripremljeni kompozitni materijali posjeduju karakteristicne vrpce za kitozan uz vrpce koje
pripadaju prisutnosti kalcij fosfatne faze: karakteristi¢ne fosfatne (PO,>) vrpce na 564 cm’™
(v4), 600 cm™ (v4) i 1030 cm™ (v 3) §to ukazuje na postojanje hidroksiapatita kao anorganske
komponente. Dodatno, karakteristi¢na vrpca za OH™ skupinu koja se nalazi u kristalnoj resetki
HAp-a pojavljuje se na 634 cm™ '®. Karakteristi¢ne vrpce za hidrogen fosfatnu skupinu
(HPO4®) koje se nalaze u strukturi OCP i ACP faze nisu uofene. Razlog tomu je
transformacija OCP 1 ACP faze u termodinamicki stabilnije stanje HAp tijekom neutralizacije

nosaca u otopini NaOH/EtOH kako je prethodno opisano'*®'%*!12,
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Kitozan pokazuje karakteristiéne vrpce od 3665 do 3022 cm™ koje odgovaraju vrpcama
karakteristiénim za amino (NH) i hidroksilne (OH) skupine, vrpce na 2916 em™ i 1334 cm™
odgovaraju CH vezi, dok su vrpce amidne skupine (CO-NH) na 1565 cm™'. Vrpca na 1419
cm” odgovara OH vezi, dok podrugje valnih brojeva od 1066 do 893 cm™ odgovara C-O vezi
prstena. Valna vrpca na 1654 cm™ karakteristi¢na je za C=0 vezu, a podrugje od 663 do 420

-1 115,116
cm” odgovara C-O-C vezi ™ .

Apsorbancija(s.j)

/ L
T T 74 T 1T T 1 T
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Slika 27. FTIR spektri sintetiziranih kompozitnih uzoraka: a) CHT, b) CHT/CaP k, c)
CHT/CaP_0Sr, d) CHT/CaP_1Sr, e) CHT/CaP_5Sr, f) CHT/CaP_10Sr.

4.3.2. Analiza mikrostrukture kompozitnih 3D uzoraka pretraznom elektronskom
mikroskopijom

Organsko-anorganski kompozitni nosaci nastali su umijeSavanjem CaP u polimernu matricu
kitozana. Slike 28-30 prikazuju morfologiju pripremljenih nosaca kitozana i kalcijevih fosfata
supstituiranih Sr*" ionom analiziranih pretraznim elektronskim mikroskopom. Kao kontrolni
uzorci koriSteni su: nosa¢ kitozana bez dodane anorganske faze (CHT) i nosa¢ kitozana s

dodatkom CaP dobivenog iz sintetskog kalcita (CHT/CaP_k).
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Nosac koji ne sadrzi CaP u svojoj polimernoj matrici (Slika 28) pokazuje visokoporoznu
strukturu, a pore su medusobno povezane kroz cijeli volumen uzorka. Veli¢ina pora je u
rasponu od 50-200 pm. Visokoporozne strukture su bitne za bolji prijenos hranjivih tvari i
kisika kroz nosa¢. Kompozitni uzorci zadrzavaju visokoporoznu strukturu kao i kod ¢istog
kitozana (slike 29-30). Kristali HAp-a homogeno su rasporedeni unutar polimerne matrice.
Medutim, mogu se uociti aglomerati krsitala kroz uzorak velicine do 40 pum. Daljnja
istrazivanja biti ¢e usmjerena na pripremu poroznih nosaca bez aglomeriranih kristala HAp-a.
Razbijanje aglomerata provest e se tretiranjem kompozitnih suspenzija utrazvuc¢nom kupelji

kroz odredeni vremenski period.

7%
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ESO wm

Slika 28. Morfologija 3D nosaca kitozana (CHT). Skala: 200 i 50 pum.
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Slika 30. Morfologija 3D nosaca uzorka CHT/CaP_10Sr. Skala: 200 1 50 pm.
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5. ZAKLJUCAK

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je moguce sintetizirati viSefazne 1 supstituirane
kalcijeve fosfate iz biogenog izvora, metodom precipitacije pri blagim uvjetima u vodenom
mediju. NajviSe istrazivani kalcijevi fosfati su apatit s manjkom kalcijeva iona (CDHA),
oktakalcij fosfat (OCP) i amorfni kalcijev fosfat (ACP).

Prisutnost stroncijeva iona rezultira njegovom ugradnjom u kristalnu reSetku CDHA, OCP-a,
ali 1 u kristalnu reSetku f-TCP-a, dobivenog Zarenjem pripravljenih prasaka pri 1200 °C.
Kako su sintetizirane faze kalcijeva fosfata topljivije u odnosu na stehiometrijski
hidroksiapatit, moguce je od njih pripraviti resorbiraju¢i materijal za biomedicinsku primjenu.
Pripravljene su visokoporozne 3D biorazgradive kompozitne strukture od pripremljenih
stroncijem supstituiranih kalcij-fosfatnih prasaka i kitozana kao polimerne matrice, $to je vrlo

vazno za bolji prijenos hranjivih tvari i kisika kroz cijeli volumen nosaca.
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8. SAZETAK

Sinteza metalnim ionima supstituirane kalcij fosfatne biokeramike u polimernoj matrici

kitozana za biomedicinsku primjenu

Gudelj Ana, Zadro Karla

Kalcijevi fosfati skupina su spojeva koji se koriste kao materijali u inZenjerstvu koStanog
tkiva koje za cilj ima pripraviti optimalan materijal koji odgovara svim trazenim uvjetima,
Preliminarnim istrazivanjem utvrdeno je nastajanje kalcijevog oksida dobivenog iz biogenog
izvora, sipine kosti, iz kojeg je zatim sintetiziran kalcij fosfatni sustav. Nakon utvrdivanja
najpovoljnijeg prekursora Ca®" iona, kalcijevi fosfati (CaP) supstituirani stroncijevim ionima
(0, 1, 51 10 mol%) pripremljeni su metodom taloZenja, a kao prekursor kalcijeva iona koristen
je kalcit dobiven iz biogenog izvora (sipina kost). Sastav dobivenih uzoraka utvrden je
rendgenskom difrakcijskom analizom i infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim
transformacijama. Rezultati rendgenske difrakcijske analize dodatno su obradeni pomocu
racunalnog programa DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0. Kemijski sastav odreden je pomocu
masene spektroskopije s induktivno spregnutom plazmom, a morfologija kristala proucavana
je pretraznim elektronskim mikroskopom. Uzorci su toplinski obradeni pri 1200 °C kako bi se
utvrdila njihova toplinska stabilnost. Pripremljeni CaP sastoje se od hidroksiapatita (HAp),
oktakalcijevog fosfata pentahidrata (OCP) 1 amorfnog kalcijevog fosfata (ACP), a toplinski
obradeni uzorci od fS-trikalcijevog fosfata (8-TCP) i ACP-a. Uz supstituciju Ca®>" sa Sr**
ionima, dolazi i do supstitucije s Mg”>", Na” i COs> ionima kao rezultat koristenja biogenog
izvora. Povecanjem udjela stroncija dolazi do povecanja parametara jedinicne celije u
dobivenim CaP zbog supstitucije ionom veceg ionskog radijusa. Stroncij se u HAp-u nalazi na
Cal poziciji, u OCP na Ca3, Ca4, Ca7 i Ca8 pozicijama, a u f-TCP-u na Cal, Ca2, Ca3 i Ca4
pozicijama. Dobiveni uzorci umijeSani su u kitozan (CHT), biopolimer koji se koristi u
kostanom inzenjerstvu. CHT zamjenjuje nosa¢, odnosno organski dio prirodnog koStanog
tkiva, dok su CaP anorganski dio. Nakom umijeSavanja strukture su zamrznute, neutralizirane
te liofilizirane. Za odredivanje sastava dobivenih spuzvi snimljen je FTIR, a morfologija je

promatrana pretraznim elektronskim mikroskopom.

Kljuéne rijeci: kalcijev fosfat, biogeni izvor, stroncij, supstitucija, kitozan
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9. SUMMARY

Synthesis of calcium phosphate bioceramic substituted with metal ions in chitosan matrix for

biomedical applications
Gudelj Ana, Zadro Karla

Calcium phosphates (CaPs) are used as inorganic compounds in materials for bone tissue
engineering. The main goal is to synthetize a material (scaffold) that is chemically and
structurally similar to natural bony tissue. Calcium oxide synthetized from biogenic source,
cuttlefish bone, was obtained in preliminary research and therefore cuttlefish bone was used
to synthetize calcium phosphate system. After the most suitable precursor of Ca*" ions was
determined, strontium substituted CaPs (0, 1, 5, and 10 mol%) were prepared by wet
precipitation method. Calcite was obtained from biogenic source (cuttlefish bone) and was
used as a precursor of calcium ion. Composition of prepared samples was determined by X-
ray diffraction (XRD) analysis and Fourier-transform infrared spectroscopy. Results of XRD
analysis were additionally processed by computer software DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.
Chemical composition was determined by inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS), while crystal morphology was observed with a scanning electron microscope
(SEM). Samples were heat treated at 1200°C to determine thermal stability. Prepared CaPs
are composed of hydroxyapatite (HAp), octacalcium phosphate pentahydrate (OCP) and
amorphous calcium phosphate (ACP), while heat treated samples of f-tricalcium phosphate
(8-TCP) and ACP. Along with substitution of Ca** with Sr*" ions, substitution with Mg®", Na"
and COs> ions occurred, as a result of using biogenic source. Along with Sr-substitution level,
lattice parameters increase in as-prepared CaPs, due to larger ionic radius of substituted Sr**
jon. The Sr** ion occupies Cal site in HAp, sites Ca3, Ca4, Ca7, Ca8 in OCP and Cal, Ca2,
Ca3, Ca4 sites in S-TCP. The obtained powders were dispersed into chitosan (CHT) matrix,
biopolymer often used in bone tissue engineering. CHT replaces bone scaffold, organic part of
natural bone tissue, while CaP is an inorganic part. Obtained organic-inorganic suspensions
were frozen, neutralized and lyophilized. Scaffoldss were analysed by FTIR to determine the

composition, and morphology was observed by scanning electron microscopy.

Keywords: calcium phosphate, biogenic source, strontium, substitution, chitosan
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