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SAZETAK

InZenjerstvo kosStanog tkiva interdisciplinarno je podruc¢je koje razvija materijale i
metode za lijeCenje, popravljanje i zamjenu oStecenog koStanog tkiva. Bioaktivno staklo je
materijal Kkoji pokazuje odlicna svojstva za primjenu u inZenjerstvu koStanog tkiva.
Bioaktivnost, osteoinduktivnost i osteoproduktivnost svojstva su koja mu omogucuju
stvaranje direktne veze s tkivom. Reakcijom bioaktivnog stakla u fizioloskom okruzenju
dolazi do razgradnje stakla i otpuStanja iona koji poti¢u okoStavanje i aktiviraju bitne gene.
Optimiranjem  karakteristika bioaktivnog stakla poput sastava, mikrostrukture i
makrostrukture moze se znaCajno utjecati na bioaktivna svojstva materijala. Posebice je
zanimljiva raznolikost u sastavu S§to se tiCe odabira kemijskih elemenata, udjela i
koncentracija pojedinih komponenata, koji se pazljivo optimiraju kako bi se postigla zeljena
svojstva. Ovim zavr$nim radom dan je uvid u strukturu i svojstva bioaktivnih stakala koja se
primjenjuju u podru¢ju inzenjerstva kostanog tkiva, a osobito onih koja imaju najvazniju

ulogu u stvaranju direktne veze s koStanim tkivom.

Kljuéne rije€i: inZenjerstvo tkiva, bioaktivna stakla, bioaktivnost.



Biological activity of bioactive glasses in the field of tissue engineering

ABSTRACT

Bone tissue engineering is an interdisciplinary field that develops methods to treat,
repair, and replace damaged bone tissue. Bioactive glass is a material that shows excellent
properties for use in bone tissue engineering. Bioactivity, osteoinductivity and
osteoconductivity are properties that enable it to form a direct bond with the tissue. The
reaction of bioactive glass in a physiological environment leads to the degradation of glass
and the release of ions that promote ossification and activate relevant genes. By optimizing
the characteristics of bioactive glass, such as composition, microstructure and macrostructure,
the bioactive properties can be significantly influenced. The variety in the composition is
particularly interesting as regards the selection of chemical elements, the ratio and
concentration of individual components, which are carefully optimized in order to achieve the
desired properties. This paper provides insight into the structure and properties of bioactive
glasses that are used in the field of bone tissue engineering, especially those that play the most

important role in creating a direct bond with bone tissue.

Key words: tissue engineering, bioactive glasses, bioactivity.
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1. UVOD

Bioaktivna stakla (biostakla) donijela su znafajan doprinos inZenjerstvu tkiva
primjenom kao okosnice za obnovu kostanog tkiva, posebice kod kostanih defekata kao
posljedice teskih ozljeda, tumora, prirodenih anomalija i bolesti. Bioaktivno staklo razvija se
kao trodimenzijska porozna struktura koja pruza podrsku za rast, proliferaciju i diferencijaciju

stanica. Smatra se kako bioaktivna stakla utjeu na stanice na sljedece nacine:

1) njihova povoljna povrsina potice apsorpciju proteina iz tjelesnih tekuéina i vezanje
stanica
2) slobodni ioni iz procesa otapanja u reakciji s tjelesnom teku¢inom utjeCu na

proliferaciju, diferencijaciju i aktivaciju gena.

Glavna zadaca u inzenjerstvu materijala za primjernu kao nadomjestaka kostanom tkivu, bilo
da se radi o biostaklu ili bilo kojem drugom materijalu, je optimirati kemijski sastav, znacajne
toplinske i okolisne procesne parametre (pH vrijednost, lokalni ionski sastav i koncentraciju,
protok tjelesnih tekucina, brzinu razgradnje prikladnu vrsti i zahtjevima koStanog tkiva,
adsoprciju proteina, prisutnost odredenih faktora rasta i sl.) prikladne za fiziolosko okruzenje
u kojemu ¢e se materijal na¢i ugradnjom. lzvanredna svojstva poput bioaktivnosti,
osteokonduktivnosti, osteoinduktivnosti, ali 1 antibakterijskog djelovanja te izostanka
genotoksi¢nosti ¢ine ovaj materijal odliénim kandidatom za primjenu u inZenjerstvu koStanog
tkiva. Za razliku od klasi¢nih, inertnih biomaterijala, bioaktivno staklo stvara direktnu vezu s
tkivom prilikom razgradnje u fizioloSkom okruZenju. Uslijed navedene razgradnje, dolazi do
otpusStanja iona cija prezasic¢enost uzrokuje talozenje hidroksiapatita na povrSini stakla te
utjeCe na procese okoStavanja i aktivaciju bitnih gena. Prethodno navedenu razgradnju vazno
je kontrolirati, buduc¢i da se njome otpuSta niz iona esencijalnih za organizam, poput
natrijevih, kalcijevih, magnezijevih kationa te fosfatnih i silikatnih aniona. Osim toga, brzina
razgradnje vrlo je znacajan ¢imbenik bioaktivnosti jer bi brzina trebala odgovarati brzini rasti

kosti in vivo.

Ovaj literaturni pregled usmjeren je na strukturu i svojstva bioaktivnih stakala koja se
primjenjuju u podru¢ju inZenjerstva koStanog tkiva, a o0sobito onih Kkoji imaju najvazniju

ulogu u stvaranju direktne veze s kostanim tkivom.



2. OPCI DIO

InZenjerstvo tkiva relativno je novija disciplina bioinZenjerstva koja je procvat
dozivjela 1990-ih godina, nastojec¢i doskociti problemu manjka donora tkiva i organa. Prema
definiciji dvaju predvodnika, Vacantija i Langera [1], inzenjerstvo tkiva je ,,interdisciplinarno
podrucje koje primjenjuje znanja iz inzenjerskih i prirodnih znanosti s ciljem razvoja
bioloskih nadomjestaka za obnavljanje, odrzavanje i poboljSanje funkcije oStecenog tkiva ili
cijelog organa“. InZenjerstvo koStanog tkiva posebno je podrucje unutar inZenjerstva tkiva
koje se bavi kreiranjem ko$tanog nadomjestka, 3D okosnice (engl. scaffold), koja se ugraduje
na mjesta kriticnih kosStanih defekata koji se ne mogu samostalno zalijeciti. Okosnice sluze
kao predlozak za stvaranje tkiva (graft), a na njih se mogu nasaditi stanice, npr. mati¢ne, koje
to tkivo stvaraju, potpomognute bioloski aktivnim signalnim molekulama poput faktora rasta,
citokina i dr. Uzgoj graftova se provodi u in vitro uvjetima, tj. bioreaktorima, u kojima je
mogucée odrzavati idealne uvjete i regulaciju rasta stanica kako bi se dobilo tkivo
odgovarajuce kvalitete. Nakon in vitro uzgoja graft se ugraduje na mjesto ostecenja kosStanog
tkiva pacijenta [2], [3].

Kostani sustav klju¢ni je dio anatomije tijela kao mehanicka potpora tijelu 1 zastita
bitnih organa poput plu¢a, mozga i srca. Stoga je vrlo bitno, ukoliko dode do defekta 1 gubitka
kosti, biti u moguénosti kostano tkivo zamijeniti ili obnoviti. Pritom je osobito vazno uzeti u
obzir podrucje primjene okosnice, kao i Kkarakteristike pojedinca (dob, anamneza, fizicko
stanje i razina aktivnosti) [4]. U posljednje vrijeme, intenzivno se istrazuju materijali koji su
po svom sastavu sli¢ni prirodnoj anorganskoj sastavnici kosti, tj. mineralu hidroksiapatitu,
formule Caio(PO4)s(OH)2. Sto je materijal sli¢nije strukture, morfologije i funkcije kosti, to je

bolja konsolidacija materijala s okolnim tkivom.

Materijali koji se koriste za popravak ili zamjenu Zivog tkiva nazivaju se biomaterijali,
a njihova je glavna karakteristika biokompatibilnost, odnosno svojstvo da materijal bude
prihvacen od organizma, da ispunjava namjenu te da nema toksi¢no ili koje drugo Stetno
djelovanje na organizam. S obzirom na karakteristike materijala razlikujemo tri generacije

biomaterijala.

Prva generacija biomaterijala predstavlja sinteticke materijale ¢iji je cilj smanjenje
imunoloske reakcije na materijal kao strano tijelo. To je postignuto odabirom inertnih
materijala koji podlijezu gotovo neznatnim promjenama prilikom izlaganja fizioloskom

okruZenju, tj. ne mijenjaju svoja fizicka 1 kemijska svojstva. KoriSteni su materijali poput



metala i metalnih legura (titanij, nehrdajuci Celik, Co-Cr), keramike metalnih oksida (Al2Os3,
ZrO7) i1 polimera. Medutim, iako su takvi materijali pruzali zadovoljavaju¢u mehanic¢ku
potporu, s vremenom se pokazalo kako imaju problema s povezivanjem s okolnim tkivom,

razgradnjom uslijed korozije i otpuStanjem metalnih iona u tkivo [5].

Sezdesetih godina 20. st., razvija se pristup temeljen na obnovi tkiva, a s time i razvoj druge
generacije materijala za koje je nadeno da u kontaktu s okolnim ko$tanim tkivom tvore ¢vrstu

kemijsku vezu.

Istrazuju se 1 primjenjuju materijali poput keramickih bioaktivnih prevlaka, bioaktivnog
stakla, staklo-keramike i biorazgradljivih polimera (poli(glikolna kiselina), poli(mlije¢na
kiselina)). Unutar ove generacije materijala razvijeni su prvi bioaktivni materijali, definirani
kao ,,materijali koji uzrokuju specifi¢an bioloski odgovor na medufaznoj povrsini materijala

koji rezultira stvaranjem veze izmedu tkiva i materijala“ [6].

Bioaktivno staklo je prvi materijal koji je pokazao sposobnost vezanja s kosti. Razvijen je na
Sveucilistu u Floridi 1969. godine pod vodstvom Larry-a Hencha i njegovih suradnika.
Glavna hipoteza za istrazivanje biostakla bila je Henchova pretpostavka da materijal koji ima
sposobnost stvaranja hidroksiapatitnog sloja, glavne sastavnice kostanog minerala, vjerojatno
nece uzrokovati odbacivanje od strane organizma [7]. Ovo staklo, masenih sastava 45% SiOs,
24,5 % CaO 24,5% Na20 i 6% P20s, registrirano je kao Bioglass®, a specifi¢no je po tome
Sto je pokazalo jacinu povezanosti s kosti na tolikoj razini da navedenu vezu nije moguce

prekinuti bez puknuca kosti [7].

Hench i Paschall razvili su metodologiju in vivo i in vitro testova i objasnili detaljan
mehanizam vezivanja bioaktivnog stakla s kosti, koristeci razlicite sastave bioaktivnih stakala
(silikatnih, boratnih i fosfatnih) [8]. OpSirnije ¢e o samom mehanizmu vezanja biti rije¢i u

daljnjim poglavljima ovog rada.

Provedena su i ispitivanja mehanickih svojstava koja su pokazala kako je strukturna ¢vrstoca
izmedu biostakla i kosti nalik ¢vrsto¢i kosti domacina. Time je otvorena moguénost primjene

biostakala kao potencijalnih prevlaka metalnih i keramickih implantanta [9].

Osamdesetih godina 20. stoljeca razvijene su prve klinicke primjene, pod okriljem Wilsonove
studije vezanja biostakla s mekim tkivom [10]. Zbog mehanickih razli¢itosti izmedu tvrdog,
krutog i krhkog stakla i fleksibilnog mekog tkiva, primjena biostakala kod mekih tkiva

predstavljala je izazov. U navedenoj studiji, biostaklo je koriSteno kao primarni materijal te se



pokazalo kako implantati koji koriste biostaklo nisu izazvali negativan imunoloski odgovor u

smislu pokazivanja toksi¢nosti.

Ovo istrazivanje postavilo je znanstvene temelje za odobravanjem prvih klini¢kih upotreba
biostakla. Godine 1985., Ameri¢ka agencija za nadzor hrane i lijekova odobrila je prvu

klini¢ku primjenu biostakla, a radilo se o protezi srednjeg uha.

Sljedeca kronoloska prekretnica u razvoju biostakla predstavlja Wilsonovo istrazivanje 1993.
godine [11]. Provedeno je na majmunima Erythrocebus patus, izabranima zbog anatomske
slicnosti ¢ovjeku. BuSenjem alveolarne kosti majmuna simulirani su prirodno nastali defekti,
koji su zatim napunjeni bioaktivnim staklom razli¢itih sastava i raspodjele veli¢ina Cestica.
Navedeno istrazivanje pokazalo je kako bioaktivno staklo ima obnavljaju¢e djelovanje na
alveolarnu kost i periodontalni ligament. Takoder, znacajno je §to je u usporedbi s
biokeramickim materijalima koriStenim u istrazivanju poput hidroksiapatita i trikalcijevog
fosfata, bioaktivno staklo imalo vecu brzinu popunjavanja defekata. Navedeno zapazanje
Wilson pripisuje osteokonduktivnom svojstvu biostakla. Osim toga, bioaktivno staklo, kao i
hidroksiapatit, ima sposobnost vezanja s kolagenom u vezivnom tkivu, medutim biostaklo se
znatno brze veze. Ovo istrazivanje usmjerilo je znanstvenike prema razvoju bioaktivnog
stakla u obliku Cestica umjesto dotadasnjih monolita koji su se pokazali nepogodnim zbog
teske prilagodljivosti anatomiji. Upravo takav materijal razvijen je 1995. godine pod nazivom
Novabone®. Krajem 20. st. odobren je na americkom i europskom trziStu, a primjenu je

pronasao kod parodontalnih bolesti gdje je pokazao odli¢ne klinicke performanse.

Opcenito, devedesete godine 20. st. razdoblje su u kojem je razvijeno mnogo klini¢kih
upotreba bioaktivnih stakala poput onih u lijeCenju onkoloskih bolesnika, zacjeljivanja rana,
kod os$tecenja perifernih Zivaca i slicno. Svakako, proSirenju primjene bioaktivnih stakala
pogodovao je razvoj sol-gel tehnike, o kojoj ¢e vise biti rije¢i u daljnjim dijelovima rada, a
koja je omogucila proizvodnju stakla u mnogim raznim oblicima poput staklenog vlakna,
pjenastog stakla i prevlaka. Rezultati istrazivanja provedenog 1991. god. [12] kljucni su za
razvoj ove tehnike, budu¢i da pokazuju kako bioaktivno staklo pripravljeno sol-gel metodom

prosiruje raspon sastava bioaktivno stakla.

Nadalje, istrazivanje Oonishi-ja i sur. [13] pokazuje utjecaj razliCitih biomaterijala
(bioaktivno staklo, bioaktivna keramika i bioaktivno staklo-keramika) iste veli¢ine Cestica na

femoralnoj hrskavici zeca obzirom na brzinu stvaranja kosti. Rezultati su pokazali kako



razli¢iti materijali poti¢u u razli¢itoj mjeri obnovu kosti, od ¢ega bioaktivno staklo djeluje u
najvecoj mjeri.

U tre¢oj generaciji biomaterijala, inzenjerstvo tkiva okre¢e se molekularnom krojenju
materijala druge generacije u porozne strukture koje mogu aktivirati gene potrebne za
pobudivanje obnove kostanog tkiva. Svakako, za razvoj takvih materijala neophodno je
prvenstveno detaljno istraziti bioloSki aspekt i ograni¢avajuce faktore na toj razini, a zatim 1
dizajnirati materijale koji ¢e svojom strukturom 1 svojstvima zadovoljiti traZzene kriterije.
Smatra se kako idealna okosnica mora zadovoljavati niz uvjeta: biokompatibilnost,
ostekonduktivnost i osteoproduktivnost, mehanicka svojstva, zadovoljavajuéu poroznost za

rast tkiva i vaskularizaciju [14].

Pocetkom 21. st., odgovoreno je na jedno od najrelevantnijih nedoumica o stimulativnom
mehanizmu biostakla na molekularno-bioloskoj razini pod okriljem in vitro istrazivanja
Xynosa i suradnika [15]. Utvrdeno je kako otopljeni ioni kalcija i silicija iz biostakla imaju
stimulirajuce 1 kontroliraju¢e djelovanje na stani¢ni ciklus. Tijekom ovog razdoblja, ali i u
proteklom dijelu 21. st. napravljena su mnoga istrazivanja koja daju uvid u bioloski aspekt

djelovanja bioaktivnog stakla na stani¢noj razini, no ona nisu zari$na to¢ka ovog rada.

S aspekta inZenjerstva materijala, ovo stoljece obiljeZilo je nastojanje razvoja metoda priprave
bioaktivnih stakla koja ¢e omoguciti postizanje pogodnih poroznih struktura. Primjerice,
Sepulveda i suradnici 2001. godine u svome radu [16] daju temelje za popularizaciju

bioaktivne pjene kao produkt kombinacije sol-gel tehnike i tehnike pjenjenja.

Razvijaju se i metode poput bottom up sol-gel metode kojim se izbjegava nepozeljno
sinteririranje ili metoda naglog hladenja taljenjem kojom se ono kontrolira [17].

Kako bi se poboljsala inace slaba mehanicka svojstva, u zadnjih desetak godina razvijaju se i
kompozitni materijali biostakla i polimera, kao npr. Zelatine, kitozana, poliestera [18]-[20].
Takoder, u strukturu biostakla ugraduju se i komponente s terapeutskim djelovanjem [21].



2.1. Struktura stakla

Iako se, poput kristala, staklo sastoji od osnovnih gradevnih jedinica i trodimenzijske

je strukture, izostaje mu periodicki raspored atoma i nema uredenosti dalekog dosega. Prema

Zachariasenu i njegovoj teoriji mreze [22] prostorno neuredena beskona¢na mreza u staklu

gradena je od malih poliedara, npr. SiO4 — tetraedra u SiO> staklu, s kisikovim atomima u

vrhovima preko kojih se poliedri povezuju.
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Slika 1. Struktura stakla [23]

a) oksid ili spoj tezi tvorbi stakla kada lako tvori malene poliedre kao osnovne gradevne

jedinice,

b) dva takva poliedra ne smiju imati vise od jednog zajednickog ugla,

¢) anion, npr. 0%, SZ ili F, smije biti povezan s najvise dva centralna atoma poliedra. Na taj

nacin anioni tvore mostove izmedu sva poliedra,

d) broj uglova poliedra mora biti <6,

e) najmanje tri ugla poliedra moraju preko mosnih aniona biti povezani sa susjednim

poliedrima.



Osim toga, svi kationi koji sudjeluju u izgradnji stakla mogu se podijeliti na:

a) mrezotvorce (Si, B, P, Ge, As1dr.)
b) modifikatore mreze (Na, K, Ca, Ba, i dr.)
c) intermedijerne katione (Al, Mg, Zn, Pb i dr.).

Oksidi modifikatora i intermedijernih kationa mogu stabilizirati mrezu ili dodatno
naru$iti mrezu, te se njihovim udjelom u odnosu na mrezotvorca moZze utjecati na brojna

svojstva stakla.

Gradevna jedinica mrezotvorca (F) i kisika naziva se Q" - jedinica, gdje n predstavlja
broj premoscujuéih kisika. Kisik prema svojoj elektronskoj konfiguraciji ima Sest valentnih
elektrona, zbog ¢ega moze tvoriti kovalentne veze s dva atoma mrezotvorca, ili pak jednu
kovaletnu vezu sa atomom mrezotvorca i jednu ionsku vezu s modifikatorom mreze.
Dodatkom modifikatora mreze (M), oksida pretezito veceg koordinacijskog broja (6 1 vise) s
jednim valentnim elektronom, dolazi do promjena koje se o¢ituju smanjenom polimerizacijom
mreze. Pritom dolazi i do promjena u karakteru veza unutar mreze, gdje premoscujuci kisik iz
kovalentne veze stvara nove veze ionskog karaktera s novonastalim kationima modifikatora

koji su kisiku donirali valentni elektron, a kisik posljedi¢no prelazi u nepremoséujudi kisik:
F-O-F + M*0% )>F-0 - M?" ... "'O-F

Ova promjena uocljiva je i u samoj geometriji mreze, budu¢i da se njihova geometrija
depolimerizacijom mijenja iz tetraedarske trodimenzijske strukture mreze u lancastu, planarnu
strukturu, pa sve do pojedinacnih tetraedarskih osnovnih jedinica. To se ocituje smanjenjem
kvaternith premoS$c¢ujuc¢ih atoma, tj. atoma povezanih kovalentnom vezom s atomima
mrezotvorca, a povecanjem nepremoscujucih atoma. Pri tome se eksponent Q broja smanjuje,
kao sto je vidljivo na slici 2 gdje su plavo oznaceni nepremoscujuéi, a crno premoscujuci
atomi kisika. No, vazno je napomenuti kako se n broj takoder mijenja i drugim promjenama u

sastavu, tlaku ili temperaturi [24].



Slika 2. Nomenklatura Q" jedinica za tetraedarski koordinirane katione [24]

lako su nastale ionske veze slabije od kovalentne veze, presudne su u stabilizaciji
stakla, budu¢i da novonastale elektrostatske interakcije stabiliziraju naboj sveukupne
strukture, a poZeljne su i u procesima ionske izmjene i otpuStanja iona unutar tjelesne
tekucine. U prilog tome govori ¢injenica kako u 4S5S biostaklu, samo trecinu atoma kisika

¢ine nepremoscujuéi atomi [25].

Uzevsi u obzir da je staklo neravnotezno stanje koje postoji samo u odredenom
rasponu temperatura, bitno je dobro poznavati i istraziti to podrucje. Postoje razliciti
strukturalni modeli, poput onih usmjerenih na koordinacijski broj, vrstu ili jainu veze, ili pak
direktno Coloumbove sile izmedu kationa i aniona, koji tumace moguénost stvaranja stakla, a

samim time i na¢ine postizanja odredenih pozeljnih svojstava.

Hill je smatrao kako je moguce predvidjeti bioaktivnost odredenog bioaktivnog stakla
prema njegovom sastavu 1 strukturi. Pri tome je strukturu smatrao osobito vaznom, povezujuci
bioaktivnost fosfatnih i fosfosilikatnih stakala s tzv. povezano$¢u mreze (engl. Network
connectivity, NC). Povezanost mreze predstavlja stupanj polimerizacije silikatne mreze, a
opisuje se prosjeénim brojem premoscujucih atoma kisika po jedinici mreZotvorca (primjerice

silicija) danom formulom:

_ 4'*Si02+6*P205—2*(M20+M’20)
NCs; = S0, 1)




gdje su M20 i M"20 modifikatori mreze [26]. Obzirom da je mrezotvorac silicij, pretpostavlja

se maksimalno cetiri premosc¢ujuca atoma kisika po atomu silicija.

Povezanost mreze za bioaktivna stakla naj¢eS¢e iznosi izmedu 2 i 3, a kako bi staklo bilo

bioaktivno, smatra se da NC vrijednost mora iznositi izmedu 1,9 i 2,6 [27], [28].

2.2. Bioaktivno staklo

Bioaktivno staklo je viSekomponentni sustav sastavljen od razli¢itih udjela oksida i to
najéeS¢e mrezotvoraca poput SiO2, P20s i B2O3. Topljivost biostakla ovisi o udjelima glavnih

komponenti, kao i o modifikacijama kojima se ciljano utjece i na ostala svojstva biostakla.

Prvo komercijalizirano biostaklo 45S5Bioglass® karakterizira visoka bioaktivnost,
zbog Cega se u primjeni zadrzalo sve do danas, bez obzira na razvoj brojnih novih sastava.
Osim osnovnih komponenti, SiO>—-Na>O—-CaO, u 45S5 Cesto se dodaju oksidi alkalijskih i
zemnoalkalijskih metala poput MgO, K20, CaF, ali i prijelaznih metala poput Al,Oz i FeO.

Ovisno o vrsti bioloskog odgovora koji poticu, bioaktivni materijali se mogu opcenito

podijeliti u dvije kategorije [29]:

Klasa A: bioaktivnost se oc€ituje osteokonduktivnim (izvanstani¢ne reakcije) |

osteoproduktivnim djelovanjem (unutarstani¢ne i izvanstanicne reakcije)
Klasa B: bioaktivnost se o¢ituje samo osteokonduktivnim djelovanjem.

Bioaktivno staklo ima osteokonduktivno svojstvo, vezujuéi se s ¢vrstim tkivom i stimulirajuci
rast koStanog tkiva na njegovoj povrsini, ¢ime pruZa funkciju nosaca kao strukturne podrske
za prodiranje kostanog tkiva [30]. Osteoproduktivno djelovanje ocituje se stimulacijom rasta
novog koStanog tkiva na materijalu koji se ne nalazi na samoj povrSini izmedu kosti i
implantata, a specifi¢no je po tome Sto omogucuje vezivanje i s mekim 1 s Cvrstim tkivom

[31].

Za razliku od standardnih, kristaliénih krutina, staklo nema jednozna¢nu i1 jedinstvenu
temperaturu taljenja, ve¢ se njegov prelazak iz krutine u kapljevinu (Staklasti prijelaz) zbiva u
odredenom rasponu temperatura definiran kao stakliste (Tg) [32]. Ovo svojstvo ima znacajan

utjecaj na mehanicka i procesna svojstva, ali i na razgradnju i biolosku aktivnost stakala.



Razgradnjom bioaktivnog stakla u tjelesnoj tekucini dolazi do stvaranja sloja biomimeti¢og
apatita kemijski slicnog mineralnoj komponenti kostane matrice, koji poti¢e adheziju,
umnozavanje i razvoj kostanih stanica. Ovi procesi omoguéuju bioaktivnhom staklu stvaranje
direktne kemijske veze s kosti. Pokazalo se kako su produkti otapanja ioni kalcija, kalija,
magnezija, natrija i fosfata koji se ve¢ prirodno nalaze u ljudskom tkivu te pomazu U procesu

okostavanja i vaskularizacije.

2.3. Mehanizam vezivanja biostakla s kosti

Interakcije bioaktivnog stakla i organizma dijele se na izvanstani¢ne i unutarstani¢ne.
Kod izvanstani¢nih reakcija, dolazi do vremenski ovisne modifikacije povrSine koja prethodi
adsorpciji proteina i vezanju stanica. Nakon adsorpcije proteina, novonastali ligandi povezuju
se sa staniénim povrSinskim receptorima i uzrokuju adheziju stanice i odredeni stani¢ni

odgovor, §to ¢ini unutarstani¢ne reakcije.

Poznato je kako bioaktivno staklo u organizmu inducira vremenski ovisnu
modifikaciju povrSine. Osnovni procesi koje se odvijaju tijekom izvanstani¢ne reakcije
biostakla s tkivom jesu ionska izmjena, otapanje i taloZenje. Hench [33] je mehanizam

reakcije biostakla u organizmu opisao sljede¢im koracima:

1. Pod utjecajem difuzije dolazi do ionske izmjene iona alkalijskih metala s vodikovim i

oksonijevim ionima iz otopine:
Si-O-Na"+ H"+ OH - Si-OH" + Na'(aq) + OH"
2. Dolazi do stvaranja silanolnih skupina kao posljedice pucnja Si-O-Si veza:
Si-O-Si + H,0 — Si-OH + OH-Si

3. Susjedne silanolne skupine medusobno se povezuju i kondenziraju, a kasnije 1

polimeriziraju, ¢cime nastaju siloksanske strukture:
Si—OH + Si-OH — Si-0-Si + H20

4. Novonastale strukture stvaraju trodimenzijsku mrezu i nastaje sloj silikagela na povrsini.

5. Disocirani ioni alkalijskih metala i fosfatni ioni iz fizioloske otopine taloze se na povrsini

silikagela i stvaraju amorfni sloj CaO—P,0Os, prekursor kristaliénog hidroksiapatita.
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6. Amorfni sloj s hidroksidnim, karbonatnim i fluoridnim ionima iz otopine stvara sloj

hidroksiapatita.

7. Novonastali apatitni sloj zahvaljujuci osteoproduktivnom svojstvu potice adsorpciju faktora

rasta na povrsini i aktivaciju makrofaga.

8. Djelovanje makrofaga potiCe migraciju mati¢nih stanica i stanica kosStanih progenitora i

vezanje za apatitni sloj.

9. Maticne stanice i stanice kosStanih progenitora razvijaju se u osteogene stanice, osnovne

vrste stanica kosStanog tkiva.

10. Kreiranje kostane matrice talozenjem kolagena tipa 1.

11. Kolagen i hidroksiapatitni kristali u koStanoj matrici se mineraliziraju.
12. Dolazi do rasta kosti i razgradnje bioaktivnog stakla.

Medutim, novija istrazivanja [34] ukazuju kako se fizikalno-kemijski procesi i stani¢no
posredovane reakcije ne odvijaju medusobno posljedi¢no, ve¢ paralelno s ciljem stvaranja
reakcijskog sloja.

z
<
_ @ RAST KOSTI I RAZGRADNJA BIOSTAKLA 12 %
= R ¥

©— - MINERALIZIRANJE KOSTANE MATRICE 11 g
©— KREIRANJE KOSTANE MATRI CE 0 S
o — RAZVOJ KOSTANIH STANICA 9 9
7z & - - wn
g e =
e — _ A VEZANJE MATICNIH STANICA ZA APATITNISLOJ 8 %

- - -
AKTIVACIJA MAKROFAGA 7 T o
FORMIRANJE APATITNOG SLOJA 6 8
------ %
192]
FORMIRANJE AMORFNOG FILMA CaO- P:0s 5 Z
P < - >N
: NASTAJANJE SLOJA SILIKAGELA NA POVRSINI 4 &
o — - S R :
POLIKONDENZACIJA IZ Si-OH U 8i-0-Si 3 5
O — " 3
STVARANJE SILANOLNIH SKUPINA 1612 g
0 :
175]

Slika 3. Stupnjevi reakcijskog mehanizma [35]
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2.4. Odredivanje bioaktivnosti

Eksperimentalno, bioaktivnost se mjeri kao udio nastalog hidroksiapatita in vitro,

odnosno kao udio stvorene kosti in vivo [36].

Za in vivo testiranja znacajni su koraci 6 — 11 opisani u poglavlju 2.3. Mehanizam
vezanja s kosti, buduci da upravo u tim koracima dolazi do stvaranja veze bioaktivnog stakla s
tkivom, ali i njegove apsorpcije. Testiranja in vivo provode se na zivotinjskim modelima c¢ija
anatomija nalikuje ljudskoj, najcesce Stakorima i zeCevima. Bioaktivno staklo implantira se u
organizam pri ¢emu se prati njegova interakcija s okolnim tkivom (tjedno ili mjese¢no).
Pritom se najces¢e primjenom rentgenskih metoda analizira integracija i stvaranje kosti oko
implantata, pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM) proucava morfologija biostakla,
spektrometrom rentgenske fluorescencije uz disperziju energije (EDXRF) daje uvid u sastav
biostakla i mineralizaciju okolnog tkiva, a metodama histoloske analize prouc¢ava debljina
nastalog sloja hidroksiapatita, umnoZzavanje stanica i opéenito odgovor tijela na ugradnju

biostakla kao implantata.

Medutim, iz etickih, regulatornih i ekonomskih razloga glavni se fokus stavlja na
istrazivanja in vitro. Stovise, pokazalo se kako su rezultati mjerenja otpustanja iona in vitro u
korelaciji sa stvaranjem reakcijskog sloja promatranog in vivo [37]. Rezultati brojnih
istrazivanja pokazuju slinosti u brzini Stvaranja mineralizirane izvanstani¢ne matrice s
brzinom rasta kosti in vivo [38]. Testovi in vitro provode se uranjanjem bioaktivnih stakala u
otopine koje simuliraju fiziolosko okruzenje. UobiCajena metoda predstavlja koriStenje
simulirane tjelesne tekucine (engl. Simulated Body Fluid (SBF)), koja se sastoji od osnovnih
anorganskih komponenti ljudske krvi, kationa natrija, kalija, magnezija i kalcija te kloridnih,
hidrogenkarbonatnih, hidrogenfosfatnih i sulfatnih aniona, u koncentracijama slicnim krvnoj
plazmi [39]. Nakon uranjanja, najznacajniji procesi za istrazivanja in vitro predstavljaju
koraci 1 — 5 opisani u poglavlju 2.3. Mehanizam vezivanja s kosti , odnosno koraci koji
prethode kristalizaciji sloja kalcijeva fosfata u hidroksiapatitnu strukturu. Prema opisanom
mehanizmu reakcije biostakla u organizmu, evidentno je kako uslijed reakcije biostakla dolazi
do otpustanja iona, ali i promjena u sastavu otopine kojom je okruzeno bioaktivno staklo kao
posljedice ionske izmjene i promjene pH vrijednosti. Nakon odredenog vremena (najcesce 3,
7, 14, 21 dana) odreduje se prisutnost nastalog hidroksiapatita razmatranjem promjena na

razini stakla, to¢nije povrsinskoj morfologiji (metodom pretrazne elektronske mikroskopije) i
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tezini stakla, ali i promjenama otopine, u vidu promjena u pH vrijednosti i koncentraciji iona
(najcesce kalcija i fosfora) u otopini u svrhu odredivanja kinetike stvaranja hidroksiapatita
[40]. Ovakav oblik testiranja karakteriziraju staticki uvjeti, a koristi se kada zelimo dobiti uvid
u samu reakciju 1 ponasanje bioaktivnog stakla, s prednos¢u lakog kontroliranja uvjeta.
Medutim, tjelesna tekucina u ljudskom organizmu je u stalnoj cirkulaciji radi odrzavanja
homeostaze i odvijanja nuznih biokemijskih procesa za funkcioniranje stanica i tkiva.
Cirkulacija tjelesnih tekucéina znatno se razlikuje primjerice u koStanoj srzi, gdje je

uspostavljena dobra cirkulacija, od slabe cirkulacije u zubnoj pulpi.

Ovisno o0 mjestu u organizmu, razlikuju se i pH vrijednost, koncentracija odredenih
iona i nutrijenata te mikrobiom. Stoga je, kako bi se u eksperimentima $to bolje simulirali
stvarni uvjeti u organizmu, potrebno istrazivanja provoditi u dinamickim uvjetima koji
odgovaraju onima u kojima ¢e se biostaklo implantirati. Usporedno istrazivanje in vitro
Zhang-a i suradnika [41] u statickim i dinamickim uvjetima pokazalo je kako u statiCkim
uvjetima, uslijed loSih hidrodinamickih uvjeta za proces difuzije, dolazi do visoke pH
vrijednosti i stvaranja neravnomjernog reakcijskog sloja, dok je u dinamic¢kim uvjetima
navedeni sloj homogen. Siekken i suradnici [42] istrazivali su utjecaj dinamike izmjenjivanja
koncentracije iona u otopini na stvaranje reakcijskog sloja. Rezultati pokazuju kako bilo koja
promjena u lokalnoj koncentraciji iona u otopini utje¢e na otpustanje iona iz bioaktivnog
stakla i nastajanje reakcijskog sloja. Porastom lokalne koncentracije iona u otopini, smanjuje
se otapanje stakla i nastajanje reakcijskog sloja. Takoder, Cestice bioaktivnog stakla na
vanjskoj povrSini znatno brZze reagiraju nego u unutra$njosti materijala, a smatra se kako je

razlika u gibanju fluida posljedica takve neuniformne reakcije.

2.4.1. Cimbenici koji utje¢u na na bioaktivnost

Kao $to je ve¢ ranije spomenuto, na biolosku aktivnost direktno utjeCe nastajanje
apatitnog reakcijskog sloja. Obzirom da apatitni sloj nastaje kemijskom reakcijom Cestica
stakla s ionima iz okolne otopine, bila ona odredena biomimeti¢ka otopina poput SBF-a ili
tjelesna tekuc¢ina u samom organizmu, logi¢no se namece kako je potrebno razmotriti okolinu
i uvjete u kojima se navedena reakcija odvija. Konkretnije, smatra se kako na bioaktivnost u
najvecoj mjeri utje¢u svojstva bioaktivnih stakala i okolisni uvjeti predodredeni otopinom u

koju se bioaktivna stakla uranjaju, kao $to je prikazano na slici 4.
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Slika 4. Cimbenici koji utje¢u na bioaktivnost materijala in vitro [43]

1) Utjecaj sastava i strukture

Bioaktivno staklo kao materijal dozvoljava brojne varijacije u sastavu i strukturi.
Medutim, osobito je slozeno optimirati ova dva parametra. Nekada se dodatkom odredenih
spojeva mogu poboljsati odredena svojstva, dok ¢e se istovremeno druga pogorSati. Takav
slu¢aj poznat je kod zamjene kalcijevog oksida u bioaktivnom staklu s magnezijevim
oksidom. Rezultati istrazivanja pokazuju kako se ovakvom zamjenom poboljsava izdrzljivost
stakla, no dolazi do negativhog djelovanja na bioaktivna svojstva [43]. Dodatkom
modifikatora mreze poput magnezija, raste broj nepremoscujuc¢ih kisika, ¢ime se otvara
mreza, medutim omogucavajuci pritom prodor vode u strukturu. Time se remeti proces ionske
izmjene, a posljedi¢no i stvaranje apatitnog sloja [37]. Osim toga, moze doci i do pretjeranog
izluc¢ivanja iona alkalijskih metala, potencijalno u toksi¢nim koncentracijama. Nasuprot tome,
dodatak nekih iona moze pozitivno djelovati na bioaktivnost, povecavajuéi terapijski raspon,

Sto je detaljnije opisano u poglavlju 2.6.
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Kod konvencionalnih bioaktivnih stakala u sustavu SiO>—Na>O—-CaO-P20s,
bioaktivnost se moze poboljsati podesavanjem omjera kalcija i fosfora na otprilike 1.67,
koliko iznosi njihov omjer u hidroksiapatitu [44]. Obzirom da biomimetic¢ki sloj apatita
nastaje upravo kao posljedica otpustanja ovih iona, priblizavanjem omjera Ca/P onome u
koStanom mineralu, poboljSat ¢e se biomimetika. Pokazalo se kako udio fosfora u staklima
ima znacajan utjecaj na bioaktivnost. Postoje dvije faze u 45S5 staklu: silikatna faza i
samostalna fosfatna faza u obliku ortofosfata. Modificirajuéi ioni u razli¢itom se omjeru
raspodjeljuju izmedu ove dvije faze i kontroliraju brzinu otapanja stakla. Porastom fosfora u
45S5 tipu stakla, dolazi do stvaranja klastera ortofosfatnin Q% tetraedara sa silikatnom
mrezom U Q% i Q% jedinice uslijed stvaranja P—O-Si veza i posljedi¢no smanjenja
bioaktivnosti. Medutim, postoji li dovoljno modificirajuéih iona za izjednacavanja naboja Q%
tetraedara i1 depolimerizaciju silikatne mreze, dodatak fosfora povecati ¢e bioaktivnost.
Opéenito se smatra kako, uz uvjet prevladavanja ortofosfatnih Q% jedinica fosfora te
odrzavanje adekvatne polimerizacije silikatne mreze, porastom udjela fosfora bioaktivnost

raste, neovisno o nacinu priprave [45].

Kao S§to je ve¢ ranije spomenuto, povezanost mreze (NC) u vezi je s bioaktivnoscu
stakla te se smatra kako gornja granic¢na vrijednost iznosi 2,4, dok se pri ve¢im vrijednostima
smanjuje bioaktivnost. UporiSte navedene korelacije obrazlozeno je mehanizmom otapanja
stakla. Otapanjem stakla dolazi do pucanja Si—O-Si veza, nastanka silanolnih skupina i
posljedi¢ne polimerizacije. Porastom povezanosti mreze, raste broj premoscujucih kisika,
odnosno broja Si—O-Si veza, pri ¢emu je potrebno vise energije kako bi doslo do pucanja
navedenih veza, a raste i polimerizacija koja u prevelikoj mjeri inhibira nastajanje apatitnog
sloja na povrsini bioaktivnog stakla [46]. Polimerizacija u prevelikoj mjeri je nepoZeljna jer se
njome zatvara mreza stakla, ¢ime se smanjuje pristup kalcijevim i natrijevim ionima tijekom

ionske izmjene u otopini te prodor vode.

Odrzavajuéi vrijednost povezanosti mreze konstantnom, zamjena kalcijevog oksida
natrijevim oksidom pokazuje povecanu topljivost, a zamjenom kalcija stroncijem pojacava se
stvaranje apatitnog sloja. Takoder, dodavanje male koli¢ine fluorida pri istim uvjetima (stalna
vrijednost NC) poti¢e nastanak apatitnog sloja. S druge strane, zamjena kalcijevih iona
magnezijevima uzrokuje smanjeno stvaranje apatitnog sloja i povecanje povezanosti mreze.
Opcenito, pokazalo se kako prisutnost iona alkalijskih metala nije presudna za bioaktivnost,
buduci da se brzina stvaranja apatita ne razlikuje znacajno kod stakla s prisutnim ionima

alkalijskih metala i onima bez njih [26].
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Sastav ima znacajan utjecaj i na brzinu razgradnje. Modificiranje brzine razgradnje je
vazno jer bi ona trebala odgovarati brzini rasta kosti in vivo. Cest je slucaj, pogotovo kod
boratnih i fosfatnih bioaktivnih stakala, prebrzo otapanje [47], [48]. U vidu sastava, na brzinu
se moZe utjecati dodatkom onih jedinica u strukturu koje povecavaju povezanost mreze,
budu¢i da je poznato kako stakla s boljom povezano$cu mreze sporije Stvaraju apatitni sloj.
Isto se moze postici i dodatkom modifikatora u obliku oksida, primjerice Al,O3 [49]. Stakla
istog sastava, ali razli¢itog udjela pojedinih komponenti, mogu pokazati razlicitu bioaktivnost

pa ¢ak i do mjere da neka uopée nece reagirati s tkivom (slika 5).

Si0,

Bi oikii_ vha
Inertna

Resorptivna
Ceravital

A/W-Ca0.5i0;
Visok udio P:Os

Ca0 Nema stvaranja stakla Na,0

Slika 5. Ternarni dijagram sposobnosti vezanja s tvrdim i mekim tkivom u ovisnosti o sastavu

Si02-Na,O—Ca0-P,0s sustava uz pripadajuce vrijednosti indeksa bioaktivnosti (Ig) [50]

S obzirom na sposobnost vezanja s tkivom u ovisnosti o sastavu, biostakla se dijele na tri
kategorije [29]:

. Bioaktivna; vezu se s kosti, a neka i s mekim tkivom: 35 — 60 mol.% SiO2, 10 — 50
mol.% CaO, 5 — 40 mol.% NaxO

. Bioaktivna; do resorpcije dolazi izmedu 10 — 30 dana: >50 mol.% SiO2, <10 mol.%
CaO, <35 mol.% Na20

. Nisu bioaktivna, prakticki inertna: >65 mol.% SiO>
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2) Kristali¢nost

Prilikom dobivanja biostakla, posebna se paznja obraca na izbjegavanje kristalizacije
tijekom sinteze ili tijekom daljnje obrade na visokim temperaturama. Vrlo je delikatno
optimirati u kojoj ¢e mjeri staklo kristalizirati, buduéi da se kristalizacijom dobiva mehanicki
povoljniji i stabilniji materijal (staklo-keramika), no naustrb smanjenja bioaktivnosti [51].
Razlog tome je Sto ¢e amorfna struktura puno brze otpustati ione od uredene kristalne
strukture. Pokazalo se kako dodatak SiO; smanjuje teznju kristalizaciji, no time se smanjuje
brzina razgradnje i bioaktivnost. lako se smatra kako je pozeljna NC vrijednost do 2,4, stakla
unutar tog podruc¢ja karakteriziraju odredena nestabilna podrucja (engl. ,,floppy regions*)
uslijed lokalnih varijacija u strukturi sa smanjenom povezanos¢u, koja im posljedi¢no
omogucava nukleaciju i kristalizaciju. Opcéenito, oCekuje se kako ¢e teznja kristalizaciji
znacajno varirati u ovisnosti o povezanosti mreze. Pokazalo se kako porastom polimerizacije
mreze dolazi do porasta razlike izmedu temperature kristalizacije i temperature staklatog
prijelaza, ¢ime se smanjuje teZnja kristalizaciji. Znacajan utjecaj na kristalizaciju ima i udio
alkalijskih metala, pri ¢emu se za izbjegavanje kristalizacije preferira manji udio iona

alkalijskih metala [52].

3) Poroznost i specifi¢na povrsina

Opcenito je poznato kako su poroznost i specifi¢na povrSina izravno povezani.
Povecanjem poroznosti, raste i specificna povrSina, ¢ime se ostvaruje veca dodirna povrSina
za interakciju tekuéine s bioaktivnim staklom. U aspektu bioaktivnih stakla kao nosaca,
odnosno okosnice za razvoj tkiva, Supljine pruzaju dodatan prostor za nakupljanje stanica i
Sirenje krvnih zila. Medutim, povecana poroznost naruSava mehanicku ¢vrstocu stakla, stoga
je bitno razmotriti mjesto ugradnje bioaktivnih stakala i kakva mehani¢ka svojstva ono
zahtijeva. Istrazivanja brzine otapanja pokazuju kako se stakla s neporoznom povrSinom

sporije otapaju i u manjoj mjeri poti¢u stvaranje apatitnog sloja [53].

4) Koncentracija iona u otopini

Za metode odredivanja bioaktivnosti in vitro, koriste se biomimeticke otopine koje
simuliraju fizioloske uvjete, pri ¢emu se naj¢esée imitira sastav tjelesnih tekuc¢ina. Koriste se
otopine poput tris-puferirane otopine, simulirane tjelesne tekuéine i medija za uzgoj stanica, a

svaka od njih ima razliciti sastav. Svojstva otopine koja najznacajnije utjecu na bioaktivnost
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jesu sastav otopine, pH vrijednost i kapacitet pufera [54]. Ova svojstva znatno utje¢u na

kemijske reakcije otapanja i taloZenja.

5) Omjer povrSina/volumen i oblik uzorka

Prema Sepulvedi i sur. [53], brzina otapanja, a posljedi¢no i bioaktivnost moze se
kontrolirati velicinom cestica, vrstom stakla i volumnim udjelima komponenti. Ovi ¢imbenici
znatno utjeCu na specifiénu povrSinu uzorka, a samim time i na omjer povrsine i volumena.
Sto su Cestice manje veliGine, veca je sveukupna specifiéna povriina. Time se poveéava i
reakcijska povrSina, $to promovira nastajanje apatitnog sloja. Istrazivanja pokazuju kako pri
viS§im omjerima povrsine i volumena dolazi do naglog porasta pH vrijednosti kao posljedice
izmjene iona koji su odgovorni za nastanak tankog apatitnog sloja. Pri nizim omjerima
povrsine 1 volumena, dolazi do nastanka znatno kvalitetnijeg sloja apatita, uz manju promjenu
pH vrijednosti [55]. Neka istrazivanja in vivo ¢ak pokazuju kako bi debljina uzorka
bioaktivnog stakla trebala biti dvostruko deblja od njegovog reakcijskog sloja [56]. Kako bi se
postigli razli¢iti oblici i veli¢ine Cestica, a posljedi¢no i specifi¢ne povrSine, Kkoriste se
razliCite metode priprave bioaktivnih stakala. Primjerice, rezultati usporedne fizikalne
karakterizacije stakala pripravljenih taljenjem i sol-gel metodom pokazuju kako stakla
dobivena sol-gel metodom imaju znatno vecu poroznost te skoro 100 puta vecu specifi¢nu

povrsinu [57].

2.5. Vrste bioaktivnih stakala
2.5.1. Silikatna stakla

SiO2 kao osnovni staklotvorac silikatnih stakala vazan je sudionik metaboli¢kih

procesa koji se odvijaju pri stvaranju i kalcificiranju koStanog tkiva.

Specifi¢nost silikatnih stakla je ravnoteZa koja se uspostavlja izmedu razli¢itih Q jedinica, a

prikazana je sljedeCom jednadZbom:
Qsi" 2Qsi MV +Q g ™D (3)

Postizanje ravnoteze pozeljno je jer se time omogucava stabilnost, a osim toga poznavanje
ravnoteze omogucuje odredivanje raspodjele Q jedinica koja ima znatnu ulogu u strukturnoj

analizi kojom se mogu predvidjeti i bioaktivna svojstva biostakla.
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Kod bioaktivnijih spojeva prevladavaju Q? jedinice, a kod onih niZe bioaktivnosti Q3
jedinice [36]. Takoder, udio SiO2 ima vazan utjecaj na bioaktivnost. Pokazalo se kako stakla s
42 — 53 mas.% SiO; dobivena taljenjem ostvaruju vezu s kosti i mekim tkivom u roku od
nekoliko dana. Povecanjem udjela SiO, raste potrebno vrijeme za vezanje, a izostaje
sposobnost vezanja s mekim tkivom. Tako bioaktivnim staklima s 54 — 60 mas.% SiO; treba 2
— 4 tjedna za vezanja s kosti uz nemoguénost vezanja s mekim tkivom, a kod onih s masenim

udjelom vec¢im od 60% SiO2 nema nikakvog vezanja s kosti te je bioinertno [38].

Primjena sol-gel metode omoguéila je dobivanje biostakla znatno povoljnijih
svojstava, poput veée Cisto¢e i homogenosti, ve¢e bioaktivnosti, pripravu i obradu pri nizim
temperaturama. Osim toga ova metoda omogucuje i dobivanje biostakla u obliku tankog
filma, $to omogucava prevladenje metalnih i dentalnih implantata. Primjenom ove metode
moze Se povecati udio SiOz u biostaklu. Povecanjem udjela SiO2, povecava se i koli¢ina
nastanih silanolnih skupina koje ¢e postati nukleacijska mjesta za stvaranje apatita, ¢ineci
staklo bioaktivnijim. Takoder, primjenom ove metode dobivaju se stakla porozne strukture,
Sto uzrokuje znatno povecanje u specifi¢noj povrsini i posljedi¢no brze otapanje [58]. Odli¢nu
inacicu silikatnih stakala predstavljaju mezoporozna silikatna stakla, ¢ija su fizikalna svojstva
I bioaktivnost znatno poboljsana, a njihova primjena razmatra se u vidu sustava za dostavu

lijeka u organizam [59].

Glavni nedostatak silikatnih biostakala je problem s kristalizacijom koji je moguce
izbje¢i povecanjem temperaturnog intervala tijekom obrade stakla. Time se omogucava
dovoljno vremena i dovoljno niska temperatura za stvaranje amorfnog sloja, a izbjegava
kristalizacija. Kako bi se doskocilo tome, pribjegava se modificiranju sastava. Povecanjem
broja komponenata stakla mogu se bolje kontrolirati njegova svojstva, obzirom da svaka
komponentna unosi svoja ve¢ postojeca svojstva, poput brzine razgradnje, mehanickih
svojstava 1 odredenog djelovanja na organizam 1 tkivo. Takoder, dodatak odredene
komponente moze imati i sinergijsko djelovanje s nekom drugom komponentom te se
opcenito povecanjem broja komponentni povecava broj parametara koji se moraju i mogu
kontrolirati [60]. Od modifikatora mreze, dodaju se najcesce natrij, kalcij i magnezij u obliku
oksida. Povecanje udjela SiO2 smanjuje teznju Kkristalizaciji i ¢ini strukturu stabilnijom
povecanjem povezanosti silikatne mreze, no dolazi do smanjenja brzine razgradnje sto moze
nepovoljno utjecati na procese difuzije i razgradnju stakla. Tom problemu se pristupa na nacin

da se nastoji odrzati ista povezanost mreze zamjenom kalcija i natrija drugim modifikatora

19



mreze. Pokazalo se da to¢no odredeni udjeli alkalijskih metala proSiruju interval obrade, bez

znacajnog utjecaja na bioaktivnost [61].

Glavni nedostatak silikatnih stakala je njihov dugi period razgradnje, budu¢i da
vrijeme potrebno kako bi se potpuno uklonilo iz organizma iznosi 1 do 2 godine, $to moze
ograni¢iti bioaktivnost i ometati proces zacjeljivanja [62]. Stoga se znanstvenici okrecu

dopiranju te drugim staklotvorcima poput bora i fosfora.

2.5.2. Boratna stakla

Boratna stakla su stakla ¢iji je staklotvorac B2Os, a gradevne jedinice su [BOs]
skupine, trigonske planarne strukture. Medusobnim povezivanjem triju jedinica nastaju
Sesteroclani prsteni [63], Koji ¢ine osnovnu strukturu boratnog stakla kao $to je vidljivo na
slici 6(a).

Kod ¢istih boratnih stakala, koordinacijski broj bora iznosi tri. Dodatkom alkalijskih
metala dolazi do porasta koordinacijskog broja (4) uslijed djelovanja bora kao Lewisove
kiseline, pri ¢emu bor prima elektronski par s kisika i prelazi u tetraedarsku [BO4] jedinicu s

delokaliziranim nabojem, kao $to je vidljivo na slikama 6(b)-(e).

(a) (b) (©) ?

(d) (e)

@ ik
) trigonski bor
) tetracdarski bor

Slika 6. Osnovne strukturne boratne jedinice; (a) Sesteroclani prsten, (b) triborat, (c)
diborat, (d) tetraborat, (e) pentaborat [63]
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Ve¢ je ranije u radu spomenuto da kation alkalijskog metala stabilizira naboj boratnih
iona. Porastom koncentracije iona alkalijskih metala, pri vise od 20 mol.% alkalijskih oksida,
dolazi do promjena u koordinaciji strukturnih jedinica, no izostaje ocCekivano Stvaranje
nepremosc¢ujucih kisika. Posljedica toga je povecana povezanost mreze, a s time i porast
viskoznosti. Ova specificnost naziva se boratna anomalija, a uzro¢nik je porasta staklista i

smanjenja koeficijenta toplinskog Sirenja boratnih stakla [64].

Boratna stakla s dodatkom kalcijevih oksida, kada se nadu u okolini bogatoj fosfatnim
iona (tjelesna tekucina), imaju mogucénost talozenja u hidroksiapatit i kalcijeve spojeve poput
kalcijevog karbonata. Istrazivanja pokazuju kako okosnice na bazi kalcijevog karbonata u
odnosu na hidroksiapatitne u vecoj mjeri promoviraju okoStavanje [65]. Razgradnja
kalcijevog karbonata in vivo brza je od razgradnje hidroksiapatita, §to je izrazito povoljno
budu¢i da je kalcijev karbonat takoder prekursor hidroksiapatita. Na talozenje kalcijevog

karbonata moze se utjecati dodatkom elemenata u tragovima poput bakra, cinka i stroncija

[66].

Za razliku od silikatnih stakala, prilikom reakcije boratnih stakala s otopinom, ne

dolazi do boratnog sloja, ve¢ direktno nastaje sloj hidroksiapatita na povrsini stakla.

Istrazivanja [67]-[69] pokazuju slabu kemijsku otpornost boratnih stakala sastava
6Na20 - 8K>0 - 8MgO - 22Ca0 - 18xB20s - (54-18x)SiO> - 2P.0Os mol%, gdje je x jednak
0,1,2 ili 3, uslijed ¢ega u fizioloSkom mediju (0.02 M otopina K2HPO4), nakon niza reakcija
talozenja 1 otapanja, fosfatni ioni iz otopine reagiraju s kalcijevim ionima 1 nastaje
hidroksiapatit. Pokazalo se kako je navedena reakcija znatno brza nego kod silikatnih stakala,
iako su te reakcije po mehanizmu sli¢éne onima kod silikatnih stakala. Medutim, pokazalo se
kako je talozenje u hidroksiapatit potpuno za ¢ista boratna stakla (stakla koja ne sadrze SiO>)
zbog izostanka difuzijskog sloja kod boratnih stakala, ¢ime raste i pH otopine. Porastom
udjela SiO. u boratnom staklu smanjuje se talozenje hidroksiapatita, a dolazi do stvaranja
filma bogatog SiO> [67].

lako je bor jedan od esencijalnih minerala, pojedini sastavi boratnih bioaktivnih
stakala pokazuju citotoksi¢nost in vitro pri statickim uvjetima, i to u koncentracijama iznad
0,65 mM boratnih iona. Medutim, toksi¢no djelovanje je moguce izbjeéi prevlacenjem
boratnih stakala slojem hidroksiapatita ¢ime se smanjuje lokalna koncentracija boratnih iona u

otopini prilikom razgradnje biostakla [70].
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2.5.3. Fosfatna stakla

Cista fosfatna stakla su manje zna¢ajna od silikatnih ili borosilikatnih zbog male
kemijske otpornosti 1 visoke higroskopnosti, pa se u vecoj mjeri proizvode stakla koja su
kombinacija fosfatnih, silikatnih, boratnih i drugih osnovnih stakala na taj nafin se mogu

ocCuvati vrijedna svojstva fosfatnih stakala, a istovremeno posti¢i bolja kemijska otpornost.

Uobicajena metoda priprave fosfatnih stakala je taljenje fosfata u obliku prasaka,
oksida ili karbonata pri temperaturama izmedu 800 1 1300°C, ovisno o sastavu, a ponekad i
direktno iz fosforne kiseline. U zadnje vrijeme, veci fokus stavlja se na razvoj fosfatnih
stakala dobivenih sol-gel metodom, koju je potrebno jo§ doraditi kako bi se izbjegla krhkost

koja karakterizira silikatna stakla pripravljena ovom metodom [71].

Kod fosfatnih stakala glavni staklotvorac je P2Os, odnosno osnovne gradevne jedinice
Su [POg4] tetraedri koji su medusobno povezani preko tri premosc¢ujuca atoma kisika, dok je

Cetvrti atom kisika povezan s atomom fosfora dvostrukom vezom, kao $to je vidljivo na slici
7.
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Slika 7. Osnovna struktura fosfatnih stakala [71]

Njihova struktura najvise ovisi o0 udjelu P20s, ali i o modifikatorima mreze (CaO,
Na20), pa tako postoje ultrafosfatna, metafosfatna i polifosfatna stakla. Ultrafosfatna stakla

imaju > 50 mol.% P20s i karakterizira ih dvodimenzijska i trodimenzijska fosfatna mreza.
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Polifosfatna stakla sastoje se od < 50 mol.% P20s, a strukturu im ¢ine fosfatni prstenovi i
lanci. Metafosfatna stakla sadrze tocno 50 mol.% P2Os te se sastoje od beskona¢no mnogo
prstena povezanih u lanac, no zbog poteskoca u postizanju ovako striktnog udjela,
metafosfatna stakla su zapravo dugolancana polifosfatna stakla. Osim ovih, postoje i inverzna
(pirofosfatna) stakla, koja sadrze manje od 33,33 mol.% P20Os, no njihova struktura je u
odnosu na ostale znatno poremeéena te ju &ine ortofosfatne (POs*) i pirofosfatne (P.07%)

skupine u interakciji s kationima modifikatora mreze (Ca®*, Na*).

Glavni razlog zasto fosfatna stakla mogu na¢i primjenu kao biomaterijali je njihova
sposobnost otapanja na netoksi¢ne produkte. Udio P.Os utjece i na topljivost, koja znatno
raste poveéanjem udjela P2Os. Otapanjem fosfatnih stakala dolazi do snizenja pH vrijednosti,
efekta koji se znatno pojacava $to je udio P2Os u staklu veci. Smanjenjem pH vrijednosti raste
brzina razgradnje, stoga je za kontrolirano otpustanje vazno odrzavati pH neutralnim. To se
provodi optimiranjem omjera stakla i otopine, uvjeta izmjene otopine te kapacitetu pufera
otopine. Osim toga, otpustanje se moze kontrolirati putem modifikatora, obzirom da je
poznato kako ve¢i omjer naboja prema veli¢ini kationa smanjuje topljivost [72]. Pokazalo se
kako vrijeme razgradnje za fosfatna stakla iznose izmedu nekoliko sati i nekoliko tjedana,
ovisno o sastavu [62]. Primjerice, istrazivanjima kojima je odredivana topljivost polifosfatnih
stakala, jasno je uoc¢ena njihova proporcionalna korelacija, buduéi da se smanjenjem molnog
udjela P20s s 50 % na 45 % koli¢ina otopljenih oksida (P20s) smanjila za dva reda veli¢ine
[73]. Medutim, osobito je problemati¢na prebrza topljivost fosfatnih stakla, pogotovo
polifosfatnih gdje je udio fosfata ve¢i od 45 mol.%, buduéi da je brzina otapanja prevelika

kako bi odgovarala brzini rasta kosti, uzrokujuéi pritom prenagle promjene u pH vrijednosti.

Posebno su za kosStano inzenjerstvo zanimljiva stakla u sustavu CaO-Na>O-P.Os zbog
slicnosti sa sastavom anorganske komponente kosti. Ova stakla karakterizira jednoliko
otapanje u vodenim otopinama [74] prilikom ¢ega se otpuStaju ioni koji se nalaze u
organizmu (kalcijevi i fosfatni ioni) koji poti¢u taloZenje hidroksiapatita, za razliku od
jednostavnijih silikatnih stakala gdje dolazi do selektivnog izlucivanja (engl. leaching).
Medutim, i ovaj sustav stakala karakterizira pretjerana topljivost, koja osobito raste zamjenom

kalcija natrijem, te opéenito porastom udjela alkalijskih metala.

Rezultati niza istrazivanja in vitro i in vivo govore u prilog povecanju bioaktivnosti kod
stakala koja sadrze fosfor. Medutim, zahvaljuju¢i mogucénosti ugradivanja iona poput

stroncijevih, cinkovih i fluoridnih u njihovu strukturu, njihova potencijalna primjena nije
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zamijecena samo u vidu implantata, ve¢ i u prevenciji infekcija i lijeCenju rana, buduci da

navedeni ioni pokazuju terapeutski efekt.

2.6. Dopiranje biostakla

S ciljem modifikacije i poboljsanja specifi¢nih svojstava biostakla (reaktivnosti, brzine
otapanja i otpustanja iona), biostaklo se moze dopirati, odnosno u njegovu strukturu unijeti
modificiraju¢i oksidi, najcesce alkalijskih metala, ovisno o zeljenoj primjeni. Pokazalo se
kako se, osim koriStenja kalcija i fosfora koji su sastavni dio anorganske faze kosti i ucestale
komponente biostakla, dodavanjem iona u tragovima poput stroncija, cinka, srebra, bakra i
magnezija takoder moze pozitivno djelovati na bioaktivnost. Mnogi od ovih metala Cine i

elemente u tragovima vaznim za pravilno funkcioniranje organizma.

Stroncij ima moguénost ugradivanja u kristalnu resetku hidroksiapatita, do ¢ega dolazi
prilikom njegovog otpustanja u otopinu iz biostakla dopiranog stroncijem uslijed procesa
ionske izmjene, a $to se pokazalo narocito pogodnim zbog terapeutskog i anabolitiCkog

djelovanja stroncija na koS$tane stanice i Stvaranje kosti in vivo [75].

Magnezij kao zemnoalkalijski metal pokazuje ve¢ prije spomenuto djelovanje na
polimerizaciju mreze. Osim toga, u masenim udjelima preko 1,2% dodanog magnezija,
povecava se debljina povrsinskog sloja silikagela te usporava kristalizacija [76]. Mali ionski
polumjer magnezija utjeCe na povecanje jakosti elektricnog polja. Prema Dietzelu, kationi s
poveéanom jakosti elektricnog polja u moguénosti su Stvarati snaznije veze, Sto rezultira

stabilnijom amorfnom strukturom, otpornijom na kristalizaciju hladenjem [77].

Prema proturjecnim rezultatima brojnih istraZivanja, utjecaj cinka na bioaktivnost jo$
uvijek je predmet dvojbe. Tako su brojnim istrazivanjima dokazana pozitivna djelovanja cinka
na koStani metabolizam, postoje i ona kojima se pokazalo kako dodatak cinka nema nikakav
znacajan ucinak (u koncentracijama od 0,20, 0,65 i 2,62 mg/L), pa ¢ak i inhibicijski efekt.
Prema istrazivanjima Haimija i suradnika [78], stakla dopirana cinkom ostvaruju sporiji profil
razgradnje. Istrazivanja provedena koriStenjem bioloskih medija poput Dulbeccovog
minimalnog esencijalnog medija (engl. Dulbecco's Minimal Essential Medium, DMEM) i
simulirane tjelesne tekucine (SBF) pokazuju kako stakla dopirana cinkom u bioloskim

medijima izazivaju pojacano stvaranje sloja kalcijevog fosfata.
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Sto se prijelaznih metala ti¢e, bakar se isti¢e kao kljutan element u procesu stvaranja
krvnih Zila. Navedeni proces ima znac¢ajnu ulogu u procesu okostavanja, upravo zbog Cega se
bakar ugraduje u bioaktivna stakla [79]. Osim toga, kao osobito povoljno svojstvo pokazalo se
sinergijsko antibakterijsko djelovanje u kombinaciji sa kalcijem, standardnom komponentom
biostakla [80].

Srebro se takoder pokazalo kao predmet interesa zbog poznatog antibakterijskog
djelovanja. Zbog navedenog, razmatraju se primjene bioaktivnih stakla dopiranih srebrom u
oblogama za rane [81]. Medutim, optimiranje koncentracije srebra i tehnika obrade takvih

stakla jo$ uvijek je predmet istrazivanja.

Feromagnetsko svojstvo Zeljeza primjenjuje se u inZenjerstvu koStanog tkiva za
lijecenje raka kostiju, prilikom ¢ega se principom magnetske indukcije dovodi toplina kako bi
se povecala temperatura tkiva i prouzrokovalo uniStenje tumorskih stanica. Biostakla dopirana
zeljezom razmatraju se za ovu primjenu buduci da se uslijed toplinskog djelovanja ne djeluje
samo na tumorske, ve¢ 1 sve ostale stanice okolnog tkiva, pa tako i1 koStane, a obnavljajuca
svojstva bioaktivnog stakla mogu pomo¢i u njihovom obnavljanju. Osim toga, pokazalo se
kako dodatak Zeljeza u fosfatno-silikatna stakla uzrokuje smanjenje temperature kristalizacije,
kao i toplinske stabilnosti [82]. Medutim, vrlo je vazno kontrolirati otpustanje Zeljeza obzirom

na njegovo citotoksi¢no djelovanje.

Zlato je takoder element koji se razmatra za koriStenje u biostaklu 1 njegovom
dopiranju, no ima potencijalno citotoksi¢no djelovanje. Naime, nanocestice zlata pokazuju
citotoksi¢no djelovanje pri promjerima izmedu 1 — 2 nm [83]. lako se ne radi o dopiranju,
koriStenje nanocestica zlata veéeg promjera U biostaklu povecalo je specifi¢nu povrsSinu [84]

bioaktivnog stakla te posljedi¢no pozitivno djelovalo i na osteokonduktivost [85].
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3. ZAKLJUCAK

Svojstva  bioaktivnog stakla poput bioaktivnosti, osteoproduktivnosti i
ostekonduktivnosti ¢ine bioaktivno staklo odli¢nim kandidatom za primjenu u inzenjerstvu
kostanog tkiva. Osim toga, odlikuju se raznolikos¢u u sastavu $to se ti¢e odabira kemijskih
elemenata, udjela 1 koncentracija pojedinih komponenata, $to im omogucéuje bolje
kontroliranje i postizanje zeljenih svojstva. Reakcijom biostakla u fizioloSkom okruzenju
dolazi do vremenski ovisne modifikacije povrSine, pri cemu se otpusStaju ioni kljucni za
kontroliranje procesa okoStavanja i aktivacije bitnih gena te dolazi do stvaranja

hidroksiapatitnog sloja. Nastali hidroksiapatitni sloj pruza direktnu vezu s tkivom.

Dva su klju¢na uvjeta kako bi materijal bio bioaktivan: prisutnost silanolnih i drugih
hidroksilnih skupina koje sluze za nukleaciju hidroksiapatita te prezasi¢enost kalcijevim i
fosfatnim ionima u blizini povrSine materijala. Kada se navedeni uvjeti postignu, ¢imbenici
poput kemijskog sastava, mikrostrukture i makrostrukture mogu utjecati na bioaktivnost u

smislu ubrzavanja ili usporavanja procesa kristalizacije.

Obzirom da se fizioloski uvjeti znatno razlikuju ovisno o0 mjestu u organizmu, vrlo je
bitno razmotriti ne samo svojstva materijala, poput prethodno navedenog sastava te mikro- i
makrostrukture, ve¢ i uvjete u kojima ¢e se materijal na¢i ugradivanjem u zivi organizam.
Pritom se uzima u obzir protok okolne tjelesne tekué¢ine, koncentracija iona, prokrvljenost, pH
vrijednost, dostupnost nutrijenata i sli¢no. Sve navedeno ukazuje kako je dizajniranje i
optimiranje bioaktivnih stakala kompleksan proces koji ukljuuje uzimanje u obzir niz
parametara uz provedbu brojnih ispitivanja in vivo i in vitro s ciljem dobivanja materijala kao

okosnice za primjene u inZenjerstvu kostanog tkiva.
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