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SAZETAK

Kosti svih kraljeznjaka su prirodni kompozitni materijali, gradeni od karbonatnog
hidroksiapatita koji zauzima 65 % ukupne koStane mase, a ostatak mase su organske tvari i
voda. U prirodni karbonatni hidroksiapatit ugradeni su mnogobrojni metalni ioni u razli¢itim
masenim postotcima. Mnoga istrazivanja usmjerena su na dopiranje hidroksiapatita cinkovim,
stroncijevim i magnezijevim ionima u svrhu povecanja osteogenih svojstava umjetno dobivenih

materijala za primjene u inzenjerstvu kostanog tkiva.

U ovom radu objasnjena je vaznost sinteze metalnim ionima dopiranog hidroksiapatita za
primjene u inzenjerstvu kosStanog tkiva. Objasnjena su svojstva, kristalna struktura, nacin
sinteze, uloga u organizmu te mehanizam supstitucije hidroksiapatita cinkovim, stroncijevim i

magnezijevim ionima.

Kljuéne rije€i: inZenjerstvo kostanog tkiva, hidroksiapatit, dopiranje



SUMMARY

The bones of all vertebrates are natural composite materials, where one of the components
is carbonate hydroxyapatite. Carbonate hydroxyapatite amounts to 65 % of total bone mass,
with the remaining mass formed by organic matter and water. Natural carbonate hydroxyapatite
is doped with different metal ions at different mass percentages. Many studies have been
focused on doping hydroxyapatite with zinc, strontium and magnesium ions to increase
osteogenic properties of artificially made materials for the applications in bone tissue

engineering.

This paper explains crystal lattice of hydroxyapatite, synthesis method, biological role
and the mechanism of hydroxyapatite doped with zinc, strontium and magnesium ions.
Additionally, explains the importance of the doped hydroxyapatite synthesis for bone tissue

engineering.

Key words: bone tissue engineering, hydroxyapatite, doping



1. UvOD

Gubitak kostiju tijekom traume te potrebni kiruski zahvati, ¢esto dovode do kriti¢ne
veli¢ine defekata kostiju za ¢iji je oporavak potrebna ugradnja zamjenskih dijelova.
Komplikacije povezane s konvencionalnim metodama presadivanja (imunoloska reakcija,
odbacivanje implantata, potreban dodatni kiruski zahvat vadenja implantata itd.) dovele su do
istrazivanja i razvoja bioloski aktivnih okosnica. PoboljSanje bioloske aktivnosti i mehanicke
¢vrsto¢e kosti mogu se posti¢i primjenom okosnica od biokeramike [1]. Biokeramika je
biokompatibilna i bioloski aktivna uz mogucénost direktnog vezanja na prirodno kostano tkivo.
Najcesce koristena biokeramika u inZenjerstvu kostanog tkiva su kalcijevi fosfati (CaP) od kojih

je najpoznatiji hidroksiapatit [2].

Hidroksiapatit je anorganska komponenta prirodnog kostanog tkiva, koja ¢ini 65 %
njegove ukupne mase. Koristi se u biomedicini za izradu okosnica za kontrolirano otpustanje
lijekova i inzenjerstvu kostanog tkiva. Hidroksiapatit povecava biokompatibilnost, biolosku
aktivnost i osteogena svojstva umjetno dobivenih materijala. U inzenjerstvu kostanog tkiva
koristi se kao punilo, premaz na metalnim implantatima ili anorganska komponenta unutar
polimerne matrice. Sinteza hidroksiapatita, koji oponaSa prirodnu strukturu karbonatnog
hidroksiapatita, izazov je zbog mnogobrojnih prisutnih anionskih i kationskih supstitucija
unutar njegove kristalne strukture [3]. Anionsko i kationsko dopiranje kristalne strukture utjece

na morfologiju, stabilnost, topljivost, mehanicka i1 bioloska svojstva sintetskog hidroksiapatita

[4].



2. OPCI DIO

2.1. InZenjerstvo koStanog tkiva

Inzenjerstvo tkiva (engl. tissue engineering) je interdisciplinarno podrucje koje
primjenjuje nacela inzenjerstva i prirodnih znanosti, poput biologije i kemije, za razvijanje
bioloskih nadomjestaka koje bi vratile, zadrzale ili poboljsale funkciju tkiva. Razne bolesti,
traume i oSteCenja koStanog tkiva potakla su razvoj inZenjerstva kosStanog tkiva (engl. bone
tissue engineering). Mnoga istrazivanja usmjerena su na razvoj strategija stvaranja novog
kostanog tkiva koje ukljucuju ubrizgavanje stanica pacijenta ili donora na oSte¢eno mjesto tkiva

(1) i primjenu umjetno stvorenih okosnica (2).

1. Dopusteno je ubrizgavanje samo onih stanica koje osiguravaju potrebnu funkciju i
umnazanje stanica prije ubrizgavanja. Prednost ove metode je minimalni kirurski
zahvat, a ogranicenja ukljucuju neuspjeh ubrizganih stanica da zadrze svoju funkciju u
primatelju, imunolosko odbacivanje i primjena na koStanim oSteCenjima malih

dimenzija.

2. Regeneracija kostanog tkiva umjetno dobivenim okosnicama moguéa je ugradnjom
okosnice na oSte¢eno mjesto u cilju usmjeravanja regeneracije kosStanog tkiva (stanice
domacdina migriraju i razmnoZavaju se na okosnici) ili okosnice sluZze kao nosaci
prethodno umnozenih i nasadenih stanica. Okosnice mogu biti gradene od prirodnih
(kolagen, fibrin, kitozan, zelatina) ili sintetskih polimera (polimlijecna Kkiselina,

poliglikolna kiselina, poli(e-kaprolakton)) [5, 6].

Posljednjih godina intenzivno se istraZuje stvaranje idealne koStane okosnice koja bi
zamijenila ostecen dio kostanog tkiva [7]. Okosnica namijenjena za inzenjerstvo kostanog tkiva
mora biti izgradena od biokompatibilnog i biorazgradivog materijala koji ¢e osigurati
mehanicku potporu [8]. Koncept inZenjerstva kostanog tkiva pomocu umjetno dobivenih
okosnica temelji se na izolaciji mati¢nih stanica pacijenta, poticanju njihove proliferacije uz
faktore rasta i nanocestice kalcijsko-fosfatnih faza te ugradnji stanica u polimernu okosnicu
(slika 1.). Tako pripremljena okosnica ugraduje se u oStecen dio kostanog tkiva kako bi se

potakla njegova obnova.
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Slika 1. Koncept provedbe inZenjerstva kostanog tkiva [8].

Mnoga istrazivanja usmjerena su na in situ sintezu hidroksiapatita unutar polimerne
matrice kao materijala za regeneraciju kostanog tkiva, zbog njegove kemijske sli¢nosti s

anorganskom fazom (karbonatnim hidroksiapatitom) prirodnog mineralnog tkiva.



2.2. Grada Kkostiju

Kosti kraljeznjaka prirodni su kompozitni materijali, gradeni od karbonatnog
hidroksiapatita (CHA) koji zauzima 65 % ukupne ko$tane mase, a ostatak ¢ine kolagen i voda.
Molekule kolagena tvore vlakna, makroskopske strukture, izmedu kojih se nalaze nanokristali
CHA [2]. Kristali CHA daju kosti ¢vrstocu dok vlakna kolagena daju fleksibilnost [9].
Kompaktan dio kosti tvori tvrdi vanjski sloj (kortikalan) koji pruza snaznu potporu ljudskom
tijelu. Vece je gustoce 1 ¢ini 80 % ukupne mase kostiju. SpuZzvasti (trabekularan) dio kosti
sastoji se od malih prostornih Supljina u kojima se izmjenjuju hranjive tvari [10]. Na slici 2. je

prikazana struktura kosti pri razli¢itim uvecanjima, od makroskopske do nanometarske razine.
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Slika 2. Struktura kosti pri razli¢itim uvecanjima [11].

Kalcij fosfatna faza prirodnog koStanog tkiva je karbonatni hidroksiapatit s manjkom
kalcijeva iona (engl. calcium-deficient hydroxyapatite, CDHA) s omjerom Ca/P oko 1,5 dok
stehiometrijskom hidroksiapatitu odgovara omjer Ca/P = 1,67 [13]. Struktura prirodnog CDHA
supstituirana je razliitim ionima, a koli¢ina supstituiranih iona krece se od vec¢ih (COsz', Na*,

Mg?*, K*, Sr?*, F7, CI") do manjih udjela (Zn?*, Cr?*, Co?*, Mn?*, SiOs*) [12].



Prisutnost kationa i aniona u strukturi reSetke hidroksiapatita potice vezanje stanica,
proliferaciju osteoblasta i normalnu funkciju metabolizma kostanog tkiva [14]. U tablici 1.

prikazan je kemijski sastav CDHA.

Tablica 1. Kemijski sastav prirodnog karbonatnog hidroksiapatita s manjkom kalcijeva
iona [12].

Element ‘ Ca P COs Na K Mg Sr Cl F

wt/% | 36,6 17,1 4,8 1,0 0,07 0,6 0,6 0,05 0,1

Element ‘ Zn Cr Co Mn Si

Ppm ‘39,0 0,33 <0,025 0,17 500

Iako koStane stanice ¢ine manji dio volumena same kosti, one su presudne za njihovu
funkciju. Unutar koStanog tkiva nalaze se Cetiri vrste stanica (osteoblasti, osteociti, osteoklasti
I osteogene stanice) [9]. Proces nastajanja kostanog tkiva zapoCinje aktivacijom osteoblasta.
Osteoblasti sintetiziraju i otpustaju kolagensku matricu, potrebnu za nastajanje osteoida
(organske matrice kostanog tkiva). U zadnjem stadiju nastajanja koStanog tkiva, osteoid
mineralizira kontroliranim taloZenjem karbonatnog hidroksiapatita. Osteoblasti ostaju
zarobljeni unutar mineralne faze te se razvijaju u osteocite koji kontinuirano zadrZzavaju
aktivnost stvaranja kosti. Istovremeno, osteoklasti razaraju postojece kostano tkivo stvarajuci
Supljine u koje se luci nova kostana matrica. Dinamicki proces stvaranja i razgradnje kosti
objasnjava rast tijekom razvojnih faza tijela, ¢uvajué¢i oblik i konzistenciju te omogucujuéi

regeneraciju nakon loma [2].



2.3. Hidroksiapatit

Apatiti su skupina spojeva opce formule M10(XOa)sZ2, gdje je M kation, a XO4 i Z su
anioni. Ime svakog apatita ovisi 0 kemijskim elementima i skupinama M, X i Z. Kemijska
formula stehiometrijskog hidroksiapatita je Cai0(POs)e(OH). s Ca/P omjerom 1,67.
Hidroksiapatit kristalizira u heksagonskoj jedini¢noj ¢eliji (slika 3.) s parametrima celije
a=b=9418Aic=6,884 A

Slika 3. Kristalna reSetka hidroksiapatita [15].

Hidroksiapatit je pogodan biomaterijal za regeneraciju koStanog tkiva zbog
biokompatibilnosti, bioloske aktivnost, sposobnosti direktnog vezivanja na prirodno kostano
tkivo, poticanja osteokonduktivnih svojstava umjetno dobivenog materijala i daljnjeg rasta
kostanog tkiva [1, 16, 17]. Biokompatibilnost i bioloska aktivnost hidroksiapatita ¢ine ga
dobrim materijalom za koStane nadomjeske kao punilo, premaz ili anorganska faza u

polimernoj matrici.

Kako bi se poboljsala fizikalno-kemijska i mehanicka svojstva hidroksiapatita,
istrazivanja su usmjerena na modificiranje njegove strukture dopiranjem razli¢itim metalnim

ionima kako bi se po kemijskom sastavu pribliZio prirodnom karbonatnom hidroksiapatitu.



Istrazivanja su pokazala da dopiranjem strukture hidroksiapatita metalnih iona dolazi do
promjene parametara kristalne resetke, kristalini¢nosti te drugih fizikalnih i kemijskih svojstava
[18].

Struktura hidroksiapatita pogodna je za ionske supstitucije i stvaranje nestehiometrijskog
hidroksiapatita s manjkom kalcijeva iona, ¢iji je Ca/P omjer nizi od 1,67. Sto je Ca/P omjer
blizi 1.67, veca je stabilnost hidroksiapatita, dok sa smanjenjem omjera dolazi do povecanja
topljivosti i bioaktivnosti. Tako se struktura i svojstva hidroksiapatita priblizavaju onima
prirodnog karbonatnog hidroksiapatita [17]. Kalcijev ion unutar kristalne reSetke
hidroksiapatita mogu supstituirati ioni Pb?*, Sr?*, Mg?*, Fe?*, Mn?*, Ba?*, Co?*, Ni?*, Cu?*,
Zn?*, Na*, K*, Li*, fosfatni ion supstituiraju COs® ili SiO4*, dok hidroksidni ion supstituiraju
F i CI ioni [19].

2.3.1. Metode dobivanja hidroksiapatita

Veliki broj dosadasnjih istrazivanja usmjeren je na metode priprave hidroksiapatita koje

se mogu podijeliti u nekoliko skupina:
Mokre metode
1. kemijsko talozenje
2. hidrotermalna metoda
3. sol-gel metoda
4. emulzijska metoda

Prednost mokrih metoda je moguénost kontrole morfologije i velicine Cestica dok su
nedostaci niske temperature tijekom sinteze, zbog kojih se smanjuje stupanj kristalnosti i

povecava mogucnost precipitacije drugih kalcij fosfatnih faza.

Kemijsko talozenje ili metoda precipitacije je najjednostavnija mokra metoda ¢ija je
prednost relativno velika koli¢ina dobivenog produkta u vodenom mediju. Reakcija
precipitacije hidroksiapatita iz prekursora kalcijevih i fosfatnih iona uvjetovana je pH
vrijednostima i niskom temperaturom (40-100°C). Zbog uvjeta sinteze kao produkt se dobiva

hidroksiapatit niske kristalnosti [20].



Temperatura, pH i koncentracija prekursora moraju biti kontrolirani kako bi nastao
homogeni produkt. Kako bi se povecao udio Kristalne faze istalozenog kalcijevog fosfata,
potrebna je naknadna toplinska obrada.

Kao izvor kalcijeva iona, Ca?*, naj¢esée se koristite kalcijev hidroksid (Ca(OH),) i
kalcijev nitrat (Ca(NOs)), a fosfatnog iona, PO+, fosfatna kiselina (HsPO4) i diamonijev
hidrogenfosfat ((NH4)2HPO4). U posljednjem koraku, dobivena suspenzija se ispire, filtrira i
susi [21]. Prednost metode precipitacije je moguénost in situ sinteze hidroksiapatita unutar
polimerne matrice §to rezultira homogenom raspodjelom nanocCestica unutar dobivene

okosnice. Na slici 4. prikazan je postupak dobivanja hidroksiapatita metodom kemijskog

talozenja.
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Slika 4. Dobivanje hidroksiapatita metodom kemijskog talozenja [21].

Hidrotermalna metoda, uz metodu kemijskog talozenja, je najkoriStenija metoda za
pripravu hidroksiapatita. Zbog visoke temperature i tlaka koji se primjenjuju ovom metodom
dobiveni stehiometrijski hidroksiapatit ima visoku kristalnost [22]. Hidrotermalna metoda ¢esto
se koristi za prevodenje prirodnih bioloSkih struktura (npr. sipina kost, koralj, kost morske
zvijezde) u hidroksiapatit uz ocuvanje prirodne visokoporozne strukture [20]. Sipina kost je
prirodan materijal zadovoljavajuce veli¢ine i povezanosti pora. O¢uvanje porozne strukture
sipine kosti vazno je za potencijalnu primjenu kao nadomjestak kosStanom tkivu kako bi se
omogucila difuzija kisika, hranjivih tvari i metaboli¢kog otpada kroz pripremljenu okosnicu
[23]. Uz poroznu strukturu, hidroksiapatit dobiven iz biogenih izvora, sadrzi karbonatne i
metalne ione unutar kristalne strukture, koji se nalaze u biogenom prekursoru. Dobivanje
hidroksiapatita sintezom iz biogenih izvora ukljucuje toplinsku ili kemijsku obradu pri kojoj se
uklanjaju organske tvari iz biogenog izvora (Slika 5.) [21]. U pripremljene strukture moguce je
naknadno impregnirati polimer kako bi se poboljSala mehanicka svojstva pripremljenog

hidroksiapatita.



Tako pripremljen hidroksiapatit bolje je prihvaéen od strane ljudskog tijela zbog sli¢nih
fizikalno-kemijskih svojstava kao prirodni hidroksiapatit [20]. Dodatno, koristenje biogenih
izvora je ekonomicno i ekoloski prihvatljivo. Medutim, ova metoda se ne moze koristiti za in
situ sintezu hidroksiapatita unutar polimerne matrice zbog uvjeta sinteze pri kojima dolazi do

degradacije polimera.

UKLANJANJE HIDROTERMALNA
ORGANSKE MATRICE + Pog' METODA

< TOPLINSKOM ILI
1 KEMIJSKOM OBRADOM

Slika 5. Dobivanje hidroksiapatita iz biogenih izvora [21].

Prednosti sol-gel metode su niska temperatura sinteze te veéa homogenost
stehiometrijskog hidroksiapatita velike povrsine [20]. Prva faza je stvaranje ,,sola“ tj. disperzija

krutih Cestica (koloida) u kapljevini.

Prekursori (metalni alkoksidi i metalne soli, npr. kalcijev nitrat, Ca(NO3). i fosforov V-
oksid, P4010) se mehani¢ki mijesaju u otapalu pri pH vrijednosti koji onemoguéuje talozenje.
Reakcijama hidrolize i polikondenzacije monomerne jedinice se povezuju i tvore veze M — O
— M unutar soli $to uzrokuje povecanje viskoznosti i nastajanjem ,,gela“ [21, 22]. Sol-gel
metoda sastoji se od mijeSanja prekursora u vodenom ili organskom otapalu pri ¢emu se prati
starenje od sobne prema viSim temperaturama. Nakon toga slijedi geliranje, susenje na vrucoj
ploc¢i te uklanjanje organskih ostataka toplinskom obradom, kako bi se dobio konacan produkt,

hidroksiapatit [21]. Na slici 6. prikazan je postupak dobivanja hidroksiapatita sol-gel metodom.
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Slika 6. Dobivanje hidroksiapatia sol-gel metodom [21].

Emulzijska metoda provodi se pri niskim temperaturama uz mogucnost kontrole
morfologije i veli¢ine ¢estica hidroksiapatita. Prednost ove metode je sprjecavanje aglomeracije
Cestica hidroksiapatita uz koriStenje povrSinski aktivnih tvari. Veli€ina Cestica hidroksiapatita
ovisi o vrsti i koncentraciji povrSinski aktivne tvari. Medutim, zbog koriStenja dodatnih tvari

koje je potrebno naknadno ukloniti nije moguca in situ sinteza unutar polimerne matrice [20].

Suhe metode
1. Reakcije u ¢vrstom stanju
2. Mehanokemijske reakcije

Za razliku od mokrih metoda, kod suhih metoda ne Koristi se otapalo. Prekursori
kalcijevih i fosfatnih iona se usitnjavaju i homogeniziraju, a zatim toplinski obraduju na

visokim temperaturama (Slika 7.).
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Slika 7. Dobivanje hidroksiapatita suhim metodama [21].

Medutim, ova metoda se rijetko koristi zbog spore reakcije i moguénosti nastanka drugih
kalcij fosfatnih faza uz hidroksiapatit. Suhim metodama dobiva se hidroksiapatit uz prisutnost
drugih kalcij fosfatnih faza te se zbog lose ¢istoce produkta rijetko koriste [21]. Na slici 8.

prikazana je ucestalost koristenja pojedinih metoda dobivanja hidroksiapatita.

= Precipitacija

= Kombinacija metoda

= Hidrotermalna metoda

= Sinteza iz biogenih izvora

- = Sol-gel metoda
V Emulzijska metoda
Mehanokemijske reakcije
Hidroliza
Sonokemijske reakcije
Sagorijevanje prekursora

Piroliza

Reakcije u ¢vrstom stanju

Slika 8. Prikaz ucestalosti koristenja pojedine metode dobivanja hidroksiapatita [21].
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3. DOPIRANJE HIDROKSIAPATITA

Kako bi se poboljsala osteogena svojstva, farmaceutici i faktori rasta (BMP-2, engl. bone
morphogenetic protein-2) dodaju se u CaP. Medutim, novija istrazivanja pokazala su moguce
negativne posljedice takvih tvari primijenjenih za regeneraciju ko$tanog tkiva. Farmaceutici i
faktori rasta su naj¢esce adsorbirani na povrsini Cestica CaP i karakterizira ih brzo otpustanje u
okolno tkivo. Takve tvari uzrokuju rast kostanog tkiva na nezeljenom mjestu ili prebrzi rast
tkiva $to moze dovesti do oste¢enja zdravog tkiva prilikom naprezanja. Zbog navedenog, sve
se manje koriste faktori rasta i farmaceutici za poticanje osteogenih svojstava umjetno

dobivenih materijala za regeneraciju kostanog tkiva te se trazi zamjena tom pristupu.

Alternativni pristup je dopiranje strukture hidroksiapatita metalnim ionima prisutnima u
prirodnom hidroksiapatitu (npr. Na*, Mg?*, Zn?*, SiOs*", Sr?*). Elementi u tragovima su
neophodni za stvaranje, rast i obnavljanje prirodnog kostanog tkiva. Dosadasnja istraZivanja
pokazala su da elementi u tragovima potic¢u stvaranje faktora rasta BMP-2 na prirodan nacin
[24]. Dopiranjem strukture hidroksiapatita metalnim ionima pobolj$avaju se njegova fizikalno-
kemijska i mehanicka svojstva [18]. Hidroksiapatit ima moguénost supstitucije Ca%*, PO4> i
OH iona metalnim i nemetalnim ionima uz zadrzavanje heksagonske kristalne reSetke
prostorne grupe P63/m [25]. Mehanizam supstitucije ovisi o veli¢ini zamjenskog iona, kinetici
ionske izmjene i uvjetima reakcije [26]. Dopiranje hidroksiapatita metalnim ionima dovodi do
promjena parametara kristalne resetke, stupnja Kristalnosti, morfologije i topljivosti bez
promjene u simetriji [18]. Kalcijevi ioni u hidroksiapatitu pojavljuju se na dva razlicita
polozaja: Cal i Ca2 (Slika 9.), dok supstituirani metalni ioni mogu pretezno supstituirati jedan

od njih ili istovremeno oba [27].

S obzirom na razli¢ite polozaje koje zauzimaju atomi kalcija i kisika u prostornoj grupi
P6s/m, kemijska formula hidroksiapatita  Cai0(PO4)s(OH). moZze se pisati
CalsCa26(PO10203;)6(OH).. Tetraedar PO4* grupe tvori osnovnu strukturnu jedinicu, a
koordinacijom oko razli¢itih Ca polozaja definira CalO13023 metaprizmu i iskrivljeni
Ca20102034(0OH) poliedar [25].
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Slika 9. Cal i Ca2 polozaj kalcija u hidroksiapatitu [25].

Cink, stroncij i magnezij u prirodnom kostanom tkivu poti¢u osteogenezu (rast i
regeneraciju prirodnog kostanog tkiva). Zbog pozitivnog utjecaja na regeneraciju tkiva, sve je

vise istrazivanja usmjereno na dopiranje strukture hidroksiapatita metalnim kationima.
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3.1. Hidroksiapatit dopiran cinkom

Cink ima vaznu ulogu u metabolickom procesu prirodnog kostanog tkiva. Od ukupne
koli¢ine cinka u ljudskom tijelu 30 % se nalazi u koStanom tkivu. Nedostatak cinka u tijelu
dovodi do smanjenja gustoce koStanog tkiva §to povecava rizik od prijeloma i oSteé¢enja [18,
26, 28]. Dopiranje strukture hidroksiapatita cinkom (HAp-Zn) do 5 mol % povecavaju se
antibakterijska svojstva, dok vece koncentracije uzrokuju toksi¢nost materijala. Cink potice
mineralizaciju (taloZenje CaP) i stvaranje novog kostanog tkiva, a smanjuje njegovu resorpciju
[26]. Dopiranjem strukture hidroksiapatita cinkom poboljsavaju se fizikalno-kemijska svojstva
umjetno dobivenog materijala za primjene u biomedicini. Dolazi do promjene u morfologiji,
stabilnosti, topljivosti, mehanickim i bioloskim svojstvima. Veca topljivost HAp-Zn rezultira
brzim otpuStanjem Ca?" i Zn?" iona u okolno tkivo te tako povecéava biolosku aktivnost i

osteokonduktivna svojstva biomaterijala [4].

HAp-Zn najcescée se sintetizira metodom kemijskog taloZenja. Kao prekursor cinkova
iona koristi se cinkov oksid (ZnO) i cinkov nitrat heksahidrat (Zn(NOz). x 6H20), kalcijeva
iona kalcijeva luzina (Ca(OH)z), a fosfatnih iona fosfatna kiselina (HsPOs) i diamonijev
hidrogenfosfat ((NH4)2HPO4). Cinkov ion (0,74 A) ima maniji radijus od kalcijeva iona (0,99
A) te nakon supstitucije cinkovim ionom trebalo bi do¢i do smanjenja parametara elementarne
reSetke. Medutim, prema literaturi rijetko dolazi do smanjenja parametara elementarne ¢elije sa
sve ve¢im udjelom supstitucije cinkovim ionom [24]. U veéini istrazivanja dolazi do rasta
parametara elementarne ¢elije pove¢anjem udjela cinka, Sto se objasnjava supstitucijom OH"
grupa molekulama H>O [30]. Friederichs i sur. [26] su uz moguée Cal i Ca2 polozaje
supstitucije, iznijeli moguénost supstitucije cinkova iona na mjesto Supljina u strukturi
hidroksiapatita. PoloZaj na c osi koji se nalazi izmedu dva kisikova atoma naziva se 2b polozaj
te se, zbog malog radijusa cinkova iona, supstitucija moze dogoditi na tom mjestu u strukturi
hidroksiapatita (Slika 10.). Ukoliko dolazi do supstitucije na 2b poloZzaju, duljina c osi raste sve
vec¢im udjelom cinka u strukturi jer cinkov ion povecava udaljenost izmedu dva kisikova iona
uzduz osi. Sirenje ¢ osi utjede na kisikove atome PO4 grupe $to rezultira smanjenjem a 0si.
Ukoliko dolazi do supstitucije na 2b polozaj, rezultati infracrvene spektroskopske analize s
Fourierovim transformacijama (FTIR) pokazuju karakteristi¢nu vrpcu za O — Zn — O vezu pri
736 — 740 cmL,
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Medutim, prema Tang i sur. smanjenje a osi moze biti posljedica supstitucije cinkova
iona na Ca2 polozaju, gdje dolazi do pribliZzavanja cinkova i hidroksidna iona [43]. Na slici 10.
prikazana je supstitucija kalcijeva s cinkovim ionom na polozaju Cal (a) i supstitucija cinka na

2b polozaju uzduz c osi (b).

a)
‘ ° Ca
Zn ° o)
9 & o P
{0 | & o m
b)

Slika 10. Supstitucija kalcijeva s cinkovim atomom na Cal polozaju (a) i 2b polozaju

duz c osi izmedu dva kisikova atoma (b) [26].

Cinkovi ioni inhibiraju kristalizaciju hidroksiapatita, a kataliziraju nastajanje drugih Zn-
CaP faza [29]. Povecanjem koncentracije cinka, pikovi na difraktogramu dobiveni XRD
analizom (engl. X-ray diffraction) postaju siri, zbog smanjenja kristalini¢nosti povecanjem
udjela cinka u strukturi hidroksiapatita. Sve ve¢im udjelom cinka u strukturi hidroksiapatita
smanjuje se Ca/P omjer te se na taj na€in priblizava Ca/P omjeru prirodnog hidroksiapatita koji
iznosi oko 1,50 [4, 13, 29]. Deepa i sur. [30] pokazali su da HAp-Zn ima inhibirajuéi u¢inak na
razvoj bakterija u odnosu na HAp te se kao takav moze koristiti kao premaz metalnih

nadomjestaka, smanjujuci rizik upalnih reakcija i njihova odbacivanja [18].
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3.2. Hidroksiapatit dopiran stroncijem

Zhog fizikalne i kemijske sli¢nosti kalciju, najveca koli¢ina stroncija u tijelu nalazi se u
kostanom tkivu gdje je 0,035 % Ca?* supstituirano Sr?* ionom. Mnoga istrazivanja usmjerena
su na dopiranje strukture hidroksiapatita stroncijem zbog boljih fizikalno-kemijskih i bioloskih
svojstava u odnosu na ¢isti, nedopirani hidroksiapatit. In vitro istrazivanja pokazala su da
stroncij povecava vezanje, proliferaciju i diferencijaciju osteoblasta te smanjuje aktivnost
osteoklasta. Iz tog razloga biokeramika dopirana stroncijem potice stvaranje kostanog tkiva i
smanjuje njegovu resorpciju. Zbog navedenih svojstava stroncij ima klju¢nu ulogu u rastu kosti

te se Koristi za lijeCenje osteoporoze U obliku stroncijeva renalata [31, 32, 36].

Vecina istrazivaca svojim su rezultatima pokazali da poveé¢anjem koncentracije stroncija
dolazi do povecanja parametara reSetke a i ¢, dok stupanj kristalini¢nosti opada [34]. Zbog
veéeg ionskog radijusa stroncija (1,12 A) u odnosu na kalcij (0,99 A), veca je udaljenosti Sr —
O u Sr1013023 i Sr20102034(OH) poliedru. Duljina Cal — O1 veze nedopiranog
hidroksiapatita iznosi 2,40 A, Cal - 022,43 A, a Ca2 — 0 2,33 A. Duljina Sr1 - 01i Srl1 - 02
veze stroncijem dopiranog hidroksiapatita iznosi 2,54 A, a Sr2 — O veze 2,66 A. Kao rezultat
dulje veze dolazi do porasta parametara elementarne ¢elije hidroksiapatita sa povecanjem udjela
stroncija u strukturi. Pri nizim koncentracijama stroncij zauzima Cal polozaj (do 3,5 %), a pri
vec¢im koncentracijama (> 6 %) zauzima Ca2 polozaj. Zauzimanje polozaja stroncija povezano
je s geometrijom Cal i Ca2 polozaja [25]. Na slici 11. shematski je prikaz supstitucije
stroncijevim ionom na Cal i Ca2 polozaju. Supstitucija je prikazana na dva na¢ina: bo¢no (a) i

odozgo (b).
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Slika 11. Prikaz supstitucije Srl i Sr2 polozaja bo¢no (a) i odozgo (b) [25].

Istrazivanja pokazuju da se stroncij moze uspjesno dopirati u strukturu hidroksiapatita do
15 mol % [33]. Hidroksiapatit koji je dopiran stroncijem je najcesce sintetiziran metodom
kemijskog taloZenja i sol-gel metodom. Kao prekursor stroncijevog iona koristi se stroncijev
nitrat (Sr(NO3)2) i stroncijev oksid (SrO), kalcijeva iona kalcijev nitrat (Ca(NOs)2), a fosfatnih
iona diamonijev hidrogenfosfat ((NH4)2HPQO4) [25, 31]. Topljivost hidroksiapatita raste, a
toplinska stabilnost se smanjuje s povecanjem koli¢ine stroncija zbog naruSene kristalne
strukture. Ugradivanjem stroncija u hidroksiapatitnu strukturu dolazi do formiranja Cistog, ali

nestehiometrijskog hidroksiapatita s niskim Ca/P omjerom [35].
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3.3. Hidroksiapatit dopiran magnezijem

Magnezij je jedan od bitnih elemenata za Zive organizme. Njegova koli¢ina u kostima i
zubima je 60 - 65 % ukupne koli¢ine magnezija u ljudskom tijelu. Preostalih 35 - 40 %
magnezija nalazi se u miSi¢cnom tkivu, Ziv€anim i drugim mekim tkivima te tjelesnim
teku¢inama. Magnezij sudjeluje u aktivnosti misi¢a, zivéanog sustava, odrzavanju zdravlja
kostiju (smanjenje rizika osteoporoze) te odrzavanju stabilnih otkucaja srca. Nedostatkom
magnezija u organizmu nije moguca potpuna adsorpcija kalcija $to rezultira smanjenjem
gusto¢e kostiju i nastanka osteoporoze. Unato¢ niskim koncentracijama u kosti (0.72 wt.%)
magnezij ima odlucujuéu ulogu u njegovom metabolizmu. Prema literaturi, upotreba
magnezijem supstituiranih CaP za regeneraciju kostanog tkiva osigurati ¢e se brzi i ué¢inkovitiji

oporavak ostecene kosti [37].

Struktura hidroksiapatita sa supstituiran magnezijem na Ca2 polozaju stabilnija je nego li
na Cal poloZaju zbog nize energije. Supstitucija magnezija uzrokuje smanjenje parametara
¢elije zbog Cega dolazi do promjene u kutovima reSetke koje pridonose promjeni P63/m

simetrije [40]. Na slici 12. prikazana je supstitucija magnezija na Cal (a) i Ca2 (b) polozaju.

Mg2

Slika 12. Supstitucija magnezija na Cal (a) i Ca2 (b) polozaju [40].
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Prema literaturi, istraZivanja se naj¢eS¢e provode do 10 wt% supstitucije magnezijem.
Manji radijus magnezija (0,72 A) od radijusa kalcija (0,99 A) uzrokuje smanjenje parametara
elementarne celije hidroksiapatita. Zbog povecanja brzine nukleacije smanjuje se veli¢ina
kristala, to jest stupanj kristalnosti. Prisutnost atoma manjeg radijusa (magnezij i cink) inhibira
kristalizaciju i smanjuje veli¢inu kristala. Magnezijem dopiran hidroksiapatit povecava
proliferaciju i aktivnost osteoblasta, dok njegov nedostatak utjece na sve faze metabolizma kosti
uzrokujuéi prestanak rasta i krhkost kostiju te smanjenje aktivnosti osteoblasta i osteoklasta
[38, 41, 42]. Najcesce metode dobivanja magnezijem dopiranog hidroksiapatita su kemijska
precipitacija i sol-gel metoda. Kao prekursor magnezijevog iona koristi se magnezijev nitrat
heksahidrat (Mg(NOs). x 6H20) i magnezijev klorid (MgCl.), kalcijeva iona kalcijev nitrat
(Ca(NO:s)2), a fosfatnih iona diamonijev hidrogenfosfat ((NH4)2HPO4) [38, 39].
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4. ZAKLJUCAK

Prisutnost metalnih kationa u hidroksiapatitu poboljsava fizikalno-kemijska i bioloska
svojstva materijala za regeneraciju kostanog tkiva. Dopiranje strukture hidroksiapatita

metalnim ionima alternativa je materijalima u koje se dodaju farmaceutici i faktori rasta.

Dodatno, koriStenjem prekursora iz biogenih izvora (morski izvori) struktura
hidroksiapatita dopirana je ionima prisutnima u moru. Glavni problem metalnih kationa u
strukturi hidroksiapatita je koncentracija, koja ako je previsoka moze biti toksi¢na i negativno

utjecati na okolno tkivo.

Tesko je odrediti na kojem poloZaju dolazi do supstitucije metalnih kationa u kristalnoj
resetki hidroksiapatita. Polozaj osim o wvrsti i veliini iona, ovisi i o uvjetima sinteze
(temperatura, tlak, pH). Daljnja istrazivanja moraju biti usmjerena na odredivanje optimalnog
udjela supstitucije i najviSa koncentracije metalnih kationa koja nema negativan utjecaj na

okolno tkivo i pacijenta.
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