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SAZETAK

Lomovi, oStecenja i razne deformacije kostiju uslijed bolesti ili traume, mogu rezultirati
sporim oporavkom, viSegodiSnjim zdravstvenim problemima i financijskim izdacima. Stoga,
zadaca inzenjerstva koStanog tkiva jest ponuditi nova rjeSenja u zacjeljivanju kostiju, poticuci
prirodni nastanak nove kosti. Zbog svoje biokompatibilnosti, moguénosti biorazgradnje,
osteoinduktivnosti i sli¢nosti s bioloskim apatitom, hidroksiapatit je najkoriSteniji materijal u
inzenjerstvu kosStanog tkiva. Kako selenij pokazuje antibakterijska i protutumorska svojstva te
je vazan u odrZavanju mineralne gustoce kostiju, cilj je sintetizirati kalcijev fosfatni sustav
koji sadrzi hidroksiapatit dopiran selenitnim ionima. Metodom precipitacije, iz vodene
otopine sintetizirani su uzorci kalcijevih fosfata dopirani s 0, 1, 51 10 % selenitnih iona, gdje
je koriSteni kalcit biogenog izvora. Uzorci su karakterizirani rendgenskom difrakcijskom
analizom, Rietveldovom metodom utoCnjavanja, infracrvenom spektroskopijom s
Fourierovom transformacijom te induktivno spregnutom plazmom sa spektrometrom masa.

Morfologija je prac¢ena uz pomo¢ pretraznog elektronskog mikroskopa.

Rezultati pokazuju uspje$no dopiranje kalcijevog fosfatnog sustava selenitom. Dopiranje
ovim ionima dovodi do formiranja aglomerata, gubitka prvobitne plocCaste strukture
hidroksiapatita i smanjenja kristalnosti uzorka. Sintetizirani uzorci su toplinski nestabilni.
Kod toplinske obrade pri 1200 °C, selenij ne zaostaje u uzorku, kristalnost sustava je veca

nego kod tek sintetiziranih uzorka, a stabilnost HAp faze raste pove¢anjem udjela dopiranja.

Kljucéne rijeci: inZenjerstvo koStanog tkiva, kalcijevi fosfati, hidroksiapatit, selenij



SUMMARY

Structural characterization of selenium substituted calcium phosphates by

Rietveld refinement method

Fractures, lesions and various bone deformations due to illness or trauma can result in slow
recovery, years of health problems and great financial costs. Therefore, the task of bone tissue
engineering is to offer new solutions in bone healing process by promoting the natural
formation of new bone. Due to its biocompatibility, biodegradability, osteoinductivity and
similarity to biological apatite, hydroxyapatite is considered the gold standard in the bone
tissue engineering. Selenium shows antibacterial and anticancer properties and is an essential
component in maintaining bone mineral density, so the aim of the research is to synthesize a
calcium phosphate system that contains hydroxyapatite doped with selenite. With
precipitation method from aquatic solution, calcium phosphate samples doped with 0, 1, 5 and
10 % selenite were synthesized, in which the used calcite was biomimetic. The samples were
characterized by X-ray powder diffraction, Rietveld refinement, Fourier transform infrared
spectroscopy and inductively coupled plasma mass spectrometry. The morphology was

determined by scanning electron microscope.

The results show successful doping of the calcium phosphate systems with selenite. The
doping of this system with selenite ions leads to the formation of agglomerates, the loss of the
original plate-like structure and decrease in crystallinity. Synthesized samples show lack of
thermal stability. When thermally annealed at 1200 °C, selenium does not lag behind,
crystallinity is improved compared to as-prepared samples, and stability of HAp correlates

positively with the selenite content.

Keywords: bone tissue engineering, calcium phosphates, hydroxyapatite, selenium
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1 UVOD

Zemlju nastanjuje sve starija populacija ljudi. Prema popisu stanovniStva iz 2011. godine,
38,8 % stanovniStva Republike Hrvatske starije je od 50 godina, to¢nije oko 1,66 milijuna, a
nesto vise od polovine ¢ine zene, oko 55,8 % [1]. Starije stanovniStvo zahtijeva odredenu
prilagodbu javnog zdravstva te Cesto u tom smislu predstavlja veliki financijski izdatak
drzave. U 2012. godini najces¢e ozljede 1 razlozi hospitalizacije, neovisno o dobi, bili su
razli¢iti prijelomi. Ipak, vidljivo je kako je zbog prijeloma primljeno daleko viSe osoba
starijih od 40 godina. Cak 94,2 % zaprimljenih pacijenata s prijelomom bedrene kosti, 87,1 %
s prijelomom rebara ili prsne kosti te 83,4 % s prijelomom zdjelice bilo je starije od 40 godina
[2]. Moze se zakljuciti kako su prijelomima podloznije osobe starije od 40 godina, a u
Hrvatskoj one ¢ine oko 40 % stanovniStva. Razlog tome je biolosko starenje kostiju kojim
dolazi do gubitka koStane mase $to dovodi do razvitka osteoporoze. Osteoporoza se dijeli na
onu uzrokovanu starenjem, kojom su jednako pogodeni muskarci i Zene, te osteoporozu
uzrokovanu nedostatkom estrogena koja pogada Zene u postmenopauzi [3]. Moze se zakljuciti
kako ¢e zene biti jace pogodene osteoporozom Sto se vidi i iz statisti¢kih podataka. Prosje¢no
svaka treca zena te svaki peti muskarac pati ili ¢e patiti od osteoporoze [4,5]. U 2000. godini
procijenjeno je oko 3,8 milijuna lomova u svijetu uzrokovanih osteoporozom, $to znaci trosak
od oko 31,7 milijardi eura. S obzirom na trend starenja stanovnistva, procjenjuje se da Ce taj
iznos do 2050. godine prije¢i 76 milijardi eura [4]. Osim lomova uslijed trauma ili smanjenja
mineralne gustoce kostiju, sve su ucestaliji i tumori koji metastaziraju na kostima, a mogu

uzrokovati deformacije i oStec¢enja kostanog tkiva [6].

Iz spomenutog, jasne su potrebe i1 zahtjevi stanovniStva prema medicini i znanosti. Na pitanje
kako poboljsati, pojednostaviti te ubrzati rast i zacjeljivanja koStanog tkiva, regenerativna
medicina uz pomo¢ inzenjerstva kostanog tkiva nudi odgovor. Kost je iznimni organ velike
samoregeneracijske sposobnosti, kojem je uslijed bolesti ili veéih oSteéenja potrebna
medicinska pomo¢. Interdisciplinarnim pristupom moguce je izgraditi usadak specifiénim
materijalima te rekreirati regeneracijski okolis, tvore¢i idealne uvjete za prirodnu regeneraciju
kostanog tkiva. U inZenjerstvu koStanog tkiva najviSe se koristi hidroksiapatit (HAp) zbog
svojih dobrih svojstava te velike slicnosti s anorganskim dijelom koStanog tkiva. Scopus baza
podataka u zadnjih 20 godina pokazuje sve vece zanimanje znanstvenika za HAp i njegove
potencijalne medicinske namjene [7]. Na slici 1. graficki je prikazan broj objavljenih radova

koji se bave istrazivanjem HAp-a u razdoblju od 1917. do 2019. godine.
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Slika 1. Graficki prikaz podataka iz Scopus baze o broju objavljenih radova na temu HAp za
razdoblje od 1917. do 2019. godine

Anorganski dio, osim apatita, sadrzi brojne elemente u tragovima koji su bitni za normalnu
funkciju kostiju, zbog cega cisti HAp nije dovoljan za uspjeSnu regeneraciju [8]. Stoga su
mnoga istrazivanja usmjerena prema sintezi i karakterizaciji HAp-a dopiranog raznim ionima
koji se prirodno nalaze u strukturi kosti. Svrha ovog rada je sintetizirati kalcijev fosfatni
sustav koji ¢e sadrzavati HAp-a dopiran selenijem te pratiti promjene nastale uslijed
dopiranja. Selenij je esencijalni mikronutrijent zasluzan za odrzavanje homeostaze i
mineralne ravnoteze, a eksperimentalno je potvrdeno njegovo antibakterijsko, antivirusno i
protutumorsko djelovanje [9-11]. Selenij se prema mnogim istraZivanjima pokazao kao dobar
protivnik osteoporoze, tumora i drugih oboljenja koStanog tkiva $to bi u kombinaciji s
osteoinduktivnim svojstvima HAp-a moglo biti od pomo¢i pacijentima, ponajvise onima
starije zivotne dobi [12—-14]. Kostani usadak bi pruzao potporu na mjestu loma i omogucio
prirodne regenerativne uvjete za brze zacjeljivanje. S vremenom se nadomjestak postepeno
razgraduje te se na njegovom mjestu razvija novo kostano tkivo. Osteoinduktivna svojstva
HAp-a ubrzala bi zacjeljivanje dok bi selenij omogucio smanjenje oksidativnog stresa te
vratio 1 odrzao mineralni balans, cuvajuéi time novo kostano i okolno tkivo od degenerativnog

propadanja uslijed starenja ili bolesti.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 LOKOMOTORNI SUSTAV

Sustav organa odgovoran za strukturu i stabilnost tijela, zaStitu unutarnjih organa te
sposobnost kretanja naziva se miSi¢no-kostani ili lokomotorni sustav. Lokomotorni sustav
sastoji se od miSi¢a 1 kostura, koji podrazumijeva kosti, ligamente, tetive, hrskavice i
zglobove. MisSi¢i djeluju kao kontraktilne poluge vezane za kosti pomocu tetiva. Kosti su u
tom smislu krute poluge koje se medusobno povezuju zglobovima, a ucévrSéene su
ligamentima koji odrzavaju stabilnost cijelog kostura. Hrskavice su glatko, elasti¢no tkivo
koje moze imati zaStitnu i gradevnu ulogu. Nalaze se na krajevima kostiju ¢ime smanjuju
mehanicka ostecenja u zglobovima te izgraduju neke dijelove tijela kao Sto su nos, uska,

dusnice i dr. [15].

2.1.1 Kosti i koStano tkivo — grada i uloga

Kosti, neovisno od ostatka kostura, imaju druge vazne uloge. Velike kosti sadrze koStanu srz
koja omogucuje proizvodnju crvenih i bijelih krvnih stanica, a zbog svog mineralnog sastava i
morfologije, imaju vaznu ulogu u skladiStenju minerala te regulaciji mineralnog balansa u

krvozilnom sustavu [15,16].

Kost je gradena iz dvije morfoloski razliCite vrste tkiva, ¢vrstog niskoporoznog (kortikalnog) i
spuzvastog visokoporoznog (trabekularnog) kostanog tkiva. Na slici 2. moze se vidjeti kako
kortikalno tkivo izgraduje vanjski, dok trabekularno unutarnji dio kostiju. Visokoporozna
unutrasnjost kosti vazna je za nesmetano odvijanje dinamickih bioloskih procesa nastajanja,
rasta te obavljanja funkcije koStanih stanica. SloZeni sustav koStanog tkiva izgraduje nekoliko
vrsta kosStanih stanica koje su distribuirane u matrici kolagenskih vlakana (oseina) na €ijoj se

povrsini nalaze kristali anorganskih soli [15,17].

Poznate su Cetiri vrste koStanih stanica: osteociti, osteoblasti, osteoklasti i osteogene stanice
(slika 2.). Osteoblasti su kostane stanice odgovorne za rast i razvoj kosti. Stvaraju matricu
kolagena i anorganske soli koji se naposljetku kalcificira oko stanice. Zarobljeni osteoblast
mijenja strukturu i postaje osteocit, stanica zrele kosti koja je ujedno i najcesci tip koStane
stanice. Osteociti su zasluzni za odrZavanje mineralnog balansa pomocu raznih enzima.
Jedine koStane stanice koje se mogu dijeliti su osteogene stanice. Osteogene stanice su

nediferencirane s visokom mitotickom aktivno$¢u koje diferenciranjem postaju osteoblasti.

3



Posljednja vrsta stanica su osteoklasti koji se nalaze na povrSini kostiju. Osteoklasti su
viSenukleinske stanice koje potjecu od bijelih krvnih stanica, a u dinamickoj su ravnotezi s
osteoblastima. Sluze resorpciji koja se dogada uslijed oStecenja, ozljeda, potrebe za

mineralima ili starosti [16,17].

SPUZVASTO
KOSTANO TKIVO

0
1)
()
"

i

it

. KRISTALI
HIDROKSIAPATITA

(/i KOLAGENSKO
VLAKNO

OSTEOCITI OSTEOBLASTI OSTEOGENE STANICE OSTEOKLASTI

Slika 2. Shematski prikaz grade kostiju

2.1.2  Struktura kosti

Kostano tkivo sloZena je matrica unutar koje se nalaze koStane stanice. Matricu Cini
kompozitni materijal sacinjen od organskog i anorganskog dijela. Organski dio matrice
vec¢inski ¢ini kolagen, vlaknasti protein prosjecne duzine 300 nm, koji sadrzi oko 1000
aminokiselina. Vlakno se sastoji od dva a; i jednog a2 polipeptidnog lanca koji se sintetiziraju
unutar osteoblasta, stvarajuc¢i trostruku heliksnu strukturu prokolagenske molekule.
Sintetizirane prokolagenske molekule izlucuju se i grupiraju, tvoreéi kolagensko vlakno.
Organski dio izgraduje nekoliko vrsta kolagena od kojih je vecinski kolagen tipa I, koji ¢ini
oko 90 % ukupnog kolagena. Osim kolagena, kosti sadrze i druge proteine poput fibronektina,
osteopontina, osteokalcina i koStanog sialoproteina (BSP) te proteoglikane. lako nekolagenski
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proteini i proteoglikani ¢ine svega 10 % ukupne organske mase, imaju vaznu funkciju pri

diferencijaciji osteoblasta, mineralizaciji, vezanju stanica i reoblikovanju kosti [17,18].

Anorganski dio koStanog tkiva, prirodni apatit, sastoji se od mnogih anorganskih soli te
doprinosi ukupnoj masi i1 ¢vrstoci kosti. Zahvaljujuéi velikoj koncentraciji soli, matrica sluzi
kao ionski rezervoar tijela u kojem je smjesteno oko 99 % kalcija, 85 % fosfora te izmedu 40 i
60 % natrija 1 magnezija ukupnih tjelesnih zaliha. Na vlaknima i u Supljinama kolagenskog
vlakna ioni formiraju kristalne strukture, najceS¢e u obliku kalcijevih fosfata, a mogu
sadrzavati i druge kemijske vrste poput magnezijeva hidroksida, fluorida i sulfata, ako su isti

prisutni prilikom kristalizacije [18-20].

2.1.3  Prirodni apatit

Prirodni apatit smjesa je razli€itih kristalnih struktura od kojih je glavni mineral hidroksiapatit
(HAp) koji ¢ini preko 60 % anorganskog dijela te vitlokit (WH, Ca;sMg2(HPO4)2(POs)12) koji
¢ini oko 20 % [20,21]. HAp koji izgraduje kosStano tkivo razlikuje se od stehiometrijskog
HAp-a (Caio(PO4)s(OH)2) koji se moze pronaci u prirodi ili sintetizirati. Veli¢ina kristala
prirodnog HAp-a moZe varirati izmedu 30 i 300 A, dok je stehiometrijski geoloski HAp
daleko ve¢i. Pomocu mikroskopa atomskih sila, Eppell i suradnici odredili su prosjecne
dimenzije kristala prirodnog apatita u kosti goveda: 12 nm x 10 nm x 0.61 nm, gdje je oko
98 % kristala bilo tanje od 2 nm [22]. PovrSinski atomi u nanometarskom kristalu HAp-a
nemaju zadovoljen broj veza Sto ih €ini kemijski reaktivnijima nego HAp mikro i makro
dimenzija. Njihova reaktivnost neophodna je za interakciju s organskim dijelom matrice,

narocito u ranom razvoju i regeneraciji koStanog tkiva [8,23].

Znacajna je i razlika u njihovom kemijskom sastavu. Za razliku od stehiometrijskog, HAp
koji izgraduje kosti sadrzi veliku koli¢inu karbonatnih i hidrogenfosfatnih aniona te mnoge
katione supstituirane na mjesto kalcija, dok je koli¢ina hidroksilnih iona niska. Zbog tih
razlika, ispravnije je koristiti naziv karbonatni hidroksiapatit s manjkom kalcija ili
jednostavno apatit. Naziv apatit odnosi se na skupinu spojeva ¢ija kemijska formula ima
izgled M10(Z0O4)6X2, gdje je M bilo koji, najces¢e dvovalentni kation. Na mjestu ZO4 najcesce
se nalaze fosfati, karbonati ili sulfati, a X, predstavlja karbonate, fluoride, kloride ili

hidroksilne ione [24].

Udio hidroksilnih iona varira s obzirom na uredenost i kristalnost nanocestica apatita. Pasteris

1 suradnici pokazali su kako Zzivotinjski organizam ima sposobnost proizvodnje nanocestice
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apatita koje su bogate hidroksilnim ionima, ali i apatita s manje ili nimalo hidroksilnih iona
[25]. Udio hidroksilnih iona, a posljedicno i kristalnost, kontrolirana je ugradnjom
karbonatnih iona. Nanokristalini¢ni apatit s manjkom hidroksilnih iona pronalazi se u dentinu
1 kostima, dok se kristali apatita s ve¢om koli¢inom hidroksilnih iona nalaze u zubnoj caklini
[23,25]. Udio karbonatnih iona varira izmedu 3 i 9 %, gdje je koncentracija karbonata u
kostima gotovo dvostruko vec¢a nego u zubnoj caklini [8,25-28]. Elliott i suradnici pokazali
su kako koncentracija karbonata pozitivno korelira s topljivos¢u, Sto objasnjava njegovu vecu
koncentraciju u apatitu koStanog tkiva koje ima sposobnost resorpcije, kao i1 nisku
koncentraciju u apatitu cakline koja je kemijski otporna [29]. Osim karbonata i1 hidroksilne
skupine, prirodni apatit sadrzi znaCajan udio fosfata 1 hidrogenfosfata. Prisustvo
hidrogenfosfata u apatitu nedvojbeno je dokazano, ali njihov polozaj i udio u apatitu ljudskog
kostanog tkiva i dalje nije jednozna¢no objaSnjen. Voneuw i suradnici pokazali su kako se
hidrogenfosfatni ioni u kortikalnoj kosti zdrave dvogodiSnje ovce formiraju na povrsini
kristala u amorfnom povrSinskom sloju debljine izmedu 0,8 i 4 nm [30]. Odredeni udio
hidrogenfosfatnih iona gotovo je jednak udjelu fosfatnih iona Sto se vidi iz odredene kemijske
formule: Ca7;5(PO4)2,8(HPO4)2,6(CO3)0,6(OH)o,2. Tim radom potvrdena su prijasnja ispitivanja
medu kojima je P-31 NMR-om odredeno da je vec¢inski udio hidrogenfosfata smjeSten na
povrsini nanokristala, dok se fosfatni ioni nalaze u unutrasnjosti kristalne strukture [31]. U
istom radu otkriveno je kako se udio fosfatnih i hidrogenfosfatnih iona smanjuje sa starosti
kristala apatita, odnosno starosti Zivotinje, Sto moze objasniti slozenost odredivanja to¢nog
sastava kostiju. Osim staro$¢u, sastav i kristalnost apatita mijenja se s bioloskim zahtjevima
tkiva kojeg izgraduje. Detektirani hidrogenfosfatni ioni mogu odgovarati i fazi oktakalcijevog
fosfata (OCP), Cag(HPO4)2(POs)s - 5SH20 koji je prekursor u sintezi bioloskog apatita
[30,32,33].

Nadalje, zbog spomenutih razlika u strukturi, prirodni apatit u odnosu na stehiometrijski HAp
ima nedostatak kalcijevih iona §to ¢e se odraziti i na Ca/P omjer. Ca/P omjer prirodnog apatita
iznosi 1,55, dok je taj omjer za stehiometrijski HAp 1,67 [29]. Uslijed starosti i bolesti kao §to
je osteoporoza, dolazi do smanjenja omjera Ca/P u prirodnom apatitu §to odgovara gubitku

mineralne gustoce kostiju, naroc€ito kalcija [34,35].

Prirodni apatit ima sposobnost supstitucije elemenata, stoga je velika paZznja usmjerena prema
identifikaciji 1 kvantifikaciji stranih iona, odnosno mikro elemenata i elemenata u tragovima.
Kako se radi o elementima koji ¢ine manje od 0,1 % sustava, potrebno je dati poseban

naglasak na odabir metode analize koja ima odgovarajuce granice kvantifikacije i detekcije za
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dani element. Zbog niskih udjela, ali ponajviSe zbog razli¢itosti dostupnih uzoraka koStanog
tkiva, koncentracije elemenata u literaturi nerijetko znacajnije variraju [36—40]. Spomenuto je
kako sastav varira sa starosti uzorka, stoga nije neobi¢na razlika u vrijednostima elemenata
kod mladog, starog ili posthumno prikupljenog kostanog tkiva. Potrebno je uzeti u obzir i
geografsko podrucje s kojeg je uzorak tkiva prikupljen. Primjerice, neki elementi u tragovima
koji se mogu prona¢i u koStanom tkivu, kao Sto je Ziva, nisu esencijalni te je njihovo
podrijetlo iz okoliSa, naj¢eS¢e uneseno hranom i pi¢em. Za aluminij i olovo smatra se kako se

godinama taloze u koStanom tkivu $to ¢e takoder utjecati na ishod analize [38].

Makro elementi koStanog tkiva su kalcij (oko 37 %), ugljik (oko 4,8 %), fosfor (oko 17 %) te
kisik 1 vodik, a njihova glavna uloga je izgradnja koStanog tkiva tvorbom mineralne okosnice
[29]. Tako malih udjela (> 1 %), bitnu funkciju imaju i mikro elementi te elementi u tragovima
koji sudjeluju u razvoju, metabolizmu te odrzavanju homeostaze koStanog tkiva. Neki od
mikro elemenata i elemenata u tragovima koji se nalaze u koStanom tkivu su: natrij, kalij,
zeljezo, bakar, magnezij, cink, bor, selenij, stroncij i mangan [39,41-45]. Natrij je
ekstracelularni element koji sudjeluje u mnogim metabolickim procesima u ljudskom tijelu pa
tako 1 u koStanom tkivu. Prema istraZzivanjima, povecani unos soli korelira s resorpcijom
kostanog tkiva kod Zena u postmenopauzi. Suprotno tome, kalij koji je intracelularni element
- protuteza natriju, pokazuje smanjenje resorpcije koStanog tkiva [46,47] te poboljSanje
apsorpcije kalcija u koStanom tkivu [48]. Magnezij je jedan od bitnih mikro elemenata s
ulogom kofaktora mnogih enzima povezanih sa sintezom ATP-a, lipida, proteina, nukleinskih
kiselina 1 dr. Nedostatak magnezija nepovoljno utjece na cjelokupni organizam, naroc€ito na
kostano tkivo gdje dolazi do stimulacije aktivnosti citokina, povecavanja broja osteoklasta, te
smanjenja broja osteoblasta. Rezultat je povecana resorpcija kostanog tkiva te usporen rast i
razvoj kostanog tkiva [49]. Za stroncij nije sigurno radi li se o esencijalnom elementu, no
istrazivanja pokazuju njegov pozitivan ucinak na rast koStanog tkiva inhibicijom
osteoklastogeneze i resorpcije [50]. Sli¢an u¢inak na odrzavanje mineralnog balansa koStanog
tkiva pokazuje i selenij €iji ¢e utjecaj biti potanko objasnjen neSto kasnije. Cink je takoder
jedan od izrazito vaznih esencijalnih elemenata koji stimulira rast, razvoj i mineralizaciju
kostanog tkiva. Njegov nedostatak uzrokuje deformacije u rastu koStanog tkiva, slaba
biomehanicka svojstva kostiju, smanjenje mineralne gustoce te razvoj osteopenije [51]. Slican
ucinak ima nedostatak bakra koji uzrokuje metabolicke bolesti i defekte kosStanog tkiva [52].
Nedostatak Zeljeza ne samo da uzrokuje anemicnost te Ceste upale, ve¢ i smanjene koli¢ine

prokolagena tipa I, S§to pospjeSuje resorpciju kosStanog tkiva [53]. Bor se ne smatra



esencijalnim elementom, ali utjece na aktivnost mnogih enzima, a njegov nedostatak smanjuje
sposobnost regeneracije koStanog tkiva [54]. Istrazivanja pokazuju sli¢an utjecaj mangana,
¢iji nedostatak rezultira poremec¢ajem u radu kosStanih regulatornih hormona i enzima [55].
Svi spomenuti izvori literature ukazuju na to da i male oscilacije u udjelima mikro elemenata i
elemenata u tragovima mogu narusiti homeostazu i1 imati velike posljedice za zdravlje

kostanog tkiva.

2.2 BOLESTI KOSTANOG TKIVA

Kost, kao 1 svaki drugi organ, moze podle¢i razli¢itim oboljenjima i traumama. Ortopedija je
grana medicine koja se bavi dijagnozom, korekcijom, prevencijom i lijeCenjem skeletnih
deformacija, tj. poremecaja cijelog lokomotornog sustava. Kada govorimo o bolesti kostiju,

mozemo ih ugrubo podijeliti na skoliozu, lomove, metabolicke bolesti te rak kostiju.

Skolioza je bolest koja uzrokuje bocnu zakrivljenost kraljeznice, najceS¢e uz rotaciju

kraljezaka, a pojavljuje se tijekom rasta u ranijoj adolescentskoj dobi [17].

S obzirom na to da je kost relativno ¢vrst materijal, do lomova moze do¢i uslijed velikog
pritiska izazvanim traumom, ali i kod relativno malog pritiska ako se radi o oslabljenoj kosti
zbog metabolickog poremecaja ili stresa. Potonji se Cesto javlja kod sportaSa, najéesce kao

posljedica istrosenosti zglobova [56].

Metabolicki poremecaji ili bolesti kostiju, degenerativne su bolesti koje se najcesée javljaju
kod starije populacije. Radi se o poremecaju cvrstoée kostiju, obicno uzrokovanog
nedostatkom vitamina D i1 minerala (kalcij 1 fosfor) ili nepravilnostima kod koStane mase ili
strukture. Gubitak mase kostiju dio je normalnog procesa starenja, no bolesti i lijekovi mogu
ubrzati taj proces. Najpoznatija bolest ovog spektra jest osteoporoza, koja, ako se ne lijeci,
dovodi do lomova i deformacije kostiju, invalidnosti te smrti. U dana$nje vrijeme, statistike
ukazuju kako gotovo ne postoji osoba starija od 40 godina koja nema neki oblik poremecaja
metabolizma kostiju. Statistike za Europu kazu kako je u samo deset godina broj pacijenata sa
slomljenim kukom zbog osteoporoze skocio za 70 %, a godisnji troskovi lijecenja iznose oko
150 milijuna eura. Nakon 50. godine Zivota, svaka druga Zena te svaki Sesti muskarac imat ¢e
prijelom kosti zbog metaboli¢kog poremecaja. Osim nacina Zivota, na razvoj bolesti utjece
dob 1 spol. Ovoj bolesti podloznije su Zene u postmenopauzi nego djeca, muskarci ili zene u

reproduktivnoj dobi [4,17,57]. Od ostalih sli¢nih oboljenja valja spomenuti osteomalaciju 1



rahitis, bolesti omekSavanja kostiju koje su uzrokovane poremecajem u primarnoj
mineralizaciji koStanog tkiva. Osteopenija, sliéno kao osteoporoza, ukazuje na smanjenu
gustocu kostanog tkiva, no moze biti urodena pa se ne smatra boles¢u. Tu su i1 osteonekroza,
odumiranje koStanog tkiva zbog nedovoljne vaskularizacije, Pagetova kroni¢na bolest koja se

manifestira kao pretjerana resorpcija kostanih stanica i mnoge druge [17,58].

Tumori koStanog tkiva dijele se na benigne i maligne. Neki od benignih tumora su osteoid
osteom 1 osteoblastom koji se mogu ukloniti kirurSki. Kod malignih tumora razlikuju se tzv.
primarni 1 sekundarni tumori. Pod sekundarne tumore ubrajaju se metastaze koje se Sire na
kosti iz tumora ostalih organa. Takve tumorske stanice na kostima izgledaju i ponasSaju se kao
stanice organa iz kojeg su potekle. Primarni tumor ili sarkom je tumor koji je nastao u
kostanim stanicama. Tumori nastali u koStanoj srzi, kao Sto su leukemija, mijelom i limfom
ne smatraju se sarkomima ve¢ krvnim tumorima. Najpoznatiji i najucestaliji sarkomi su
osteosarkom 1 hondrosarkom. Osteosarkom javlja se ¢es¢e kod mlade populacije te nesto
ucestalije kod muskaraca, dok je svega oko 10 % bolesnika u starije zivotne dobi. S druge
strane, hondrosarkom je najceS¢a vrsta sarkoma koja se javlja kod starije populacije, a rizik od
obolijevanja raste nakon 40. godine zivota [59]. Sarkomi Cine svega 1 % ukupnog broja

sluc¢ajeva tumora, dok je taj postotak daleko ve¢i za sekundarne tumore [6].

2.3 REGENERATIVNA MEDICINA

Kost je jedan od rijetkih organa, uz jetru i kozu, koji ima sposobnost potpune spontane
regeneracije kod manjih oSte¢enja. Kostano tkivo je jedino tkivo koje prilikom regeneracije
ne mijenja svoj prvobitni oblik niti ostavlja oziljke [60]. Unato¢ izuzetnoj sposobnosti
samoregeneracije koStanog tkiva, vece traume 1 metabolicka oboljenja narusavaju
regeneracijski potencijal. Regenerativna medicina nastaje kao odgovor na spomenuti problem
te joj je cilj kombinacijom biologije, kemije, inZenjerstva materijala i klinicke medicine
ponovo stvoriti 1 odrzati prirodne regenerativne procese koji ¢e dovesti do prirodnog oporavka
oste¢enog ili oboljelog tkiva. Zamisao regenerativne medicine podrazumijeva tri temeljne
komponente koje se medusobno preklapaju. Komponente, tzv. regenerativne trijade su:

stanice, terapija i biomaterijali, a prilagodavaju se tkivu koje se Zeli regenerirati [61-63].

Za potrebu regeneracije tkiva mogu se koristiti diferencirane stanice istog tipa kao i ciljano
tkivo ili mati¢ne stanice. Kod diferenciranih stanica nema bojazni o diferenciranju u nezeljenu

vrstu, a moguénost malignih transformacija je smanjena zbog ¢ega se smatraju sigurnijima.

9



Medutim, diferencirane stanice presadivanjem prolaze fenotipske modulacije te je za njihovo
prikupljanje neophodno oste¢enje zdravog tkiva. Prednost mati¢nih i progenitornih stanica je
njihova dostupnost i varijabilnost, §to je ujedno i mana zbog spomenutog rizika od malignih

transformacija [62].

Druga temeljna komponenta regenerativne medicine je okoli§, odnosno terapija koja ce
ciljano stvoriti regenerativno okruZzenje. Kada je regeneracija prirodno potaknuta, obnova
tkiva podrazumijeva kompliciranu kaskadu preklapaju¢ih dogadaja koji su kontrolirani
lokalnim podrazajima na oSteenom mjestu. Signali podrazaja zapocCinju okupljanje
progenitornih stanica koje kroz niz koraka diferencijacije na kontrolirani nacin sazrijevaju.
Progenitorne stanice se dijele te izlu€uju izvanstani¢nu matricu koja stvara povoljan uvjet za
pocetak regeneracijskog procesa. Regeneracijska medicina pokuSava imitirati te uvjete

stvaranjem umjetnog okoliSa raznim faktorima rasta [62].

Posljednja komponenta regenerativne medicine su biomaterijali. S ciljem stvaranja uvjeta §to
sliénijih  prirodnom okruzenju, regenerativna medicina osmiSljava 1 izgraduje
trodimenzionalne okosnice koje imitiraju gradu organa kombinacijom razli¢itih materijala.
Vecina novijih istrazivanja usmjerena je prema resorbilnim okosnicama c¢ija je funkcija
privremeno ponuditi trodimenzionalni predlozak za stanice koje se mogu smjestiti u porama i

sintetizirati izvanstaniénu matricu, a resorpcijom predloska dolazi do postepenog

zamjenjivanja mladim funkcionalnim tkivom [62,63].

2.3.1 InZenjerstvo koStanog tkiva

Inzenjerstvo kostanog tkiva (BTE, engl. bone tissue engineering) grana je regenerativne
medicine koja zahtijeva poznavanje i razumijevanje strukture i mehanizama kostiju. Uloga
BTE jest razviti strategiju zastite i lijeCenja oStecenog koStanog tkiva, Cije oSteCenje je vece
od kriti¢ne veli¢ine pa ju tkivo ne moze samostalno regenerirati. Strategije BTE moguce je
ugrubo podijeliti na: a) zamjenu oSteCenog koStanog tkiva kompozitnom okosnicom, b)
koristenje kombinacije razli¢itih mati¢nih stanica, ¢) nanomedicinsko lijeCenje defekata i
infekcije, te d) koristenje nanookosnica i magnetskog polja [64]. Ukratko, zamjena oSte¢enog
kostanog tkiva okosnicom zahtjeva sintezu biokompatibilne kompozitne okosnice koja ¢e biti
osnova za razvoj novog kostanog tkiva. Mati¢ne stanice na mjestu oStecenja koStanog tkiva
pomazu u regeneraciji, no mogu se koristiti samo za manja oStecenja pa se ¢eS¢e koriste u

kombinaciji s okosnicama. Nanomedicinsko lijeCenje ukljucuje nanocCestice, najcesce s
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antibakterijskim svojstvima, koje sluze kao nosaci za protuupalne lijekove. Cilj je lijeCenje
infekcija koje su nastale zbog oSte¢enja, a mogu usporiti ili sprijeciti regeneraciju tkiva.
Inovativna metode koja koristi magnetske nanocestice i magnetsko polje za cilj ima stvaranje
koridora za stanice, okosnice i faktore rasta koji ¢e pod utjecajem magnetskog polja
omoguciti minimalno invazivnu i brzu regeneraciju oStecenja, a glavna je prednost bolja
vaskularizacija nego u slucaju velikih kompozitnih okosnica [65]. Zajednicko svim
nabrojanim BTE strategijama jest: a) biokompatibilna okosnica koja je Sto sli¢nija prirodnoj
kosti, b) osteogene stanice koje ¢e sintetizirati matricu kostanog tkiva, ¢) morfogeni signali
koji usmjeravaju diferencijaciju stanice prema pozeljnom fenotipu te d) dobra vaskularizacija

koja ¢e omoguciti potrebnu opskrbu mladog tkiva nutrijentima [61].

Budu¢i da funkcionalnost kosti ovisi o strukturi kostanog tkiva, biokompatibilne okosnice se
sintetiziraju s nanometarskim komponentama. Svojstva poput hidrofilnosti i hidrofobnosti
materijala od velike su vaznosti jer utjeu na adsorpciju proteina i stanica, a u konacnici
diktiraju proliferaciju i diferencijaciju. Okosnica bi trebala imitirati spuzvasto kosStano tkivo,
$to unosi dodatni zahtjev pri izboru materijala. Velika poroznost spuzvastog tkiva ne samo da
omogucava distribuciju stanica, ve¢ pospjesuje vaskularizaciju i1 opskrbu mladog tkiva
nutrijentima. KoriSteni materijali za okosnicu ne smiju izazivati imunoloSku reakciju, a kako
se radi o dijelu potpornog sustava, neophodna je mehani¢ka stabilnost i kontrolirana
razgradnja. Idealna brzina razgradnje odgovarala bi brzini rasta novog koStanog tkiva, §to
ovisi o brojnim parametrima, kao Sto su svojstva nosaca, vrijednosti pH okoline, mjestu

ugradnje i dr. [61-63,66,67].

Prema podrijetlu materijala okosnice se mogu podijeliti na prirodne, umjetne i kombinirane.
Umjetni materijali koji se koriste za okosnice najcesce su alfahidroksilni esteri (PLA i PGA)
ili keramike (HAp i f-trikalcijev fosfat (-TCP)). Okosnice nacinjene od umjetnih materijala
pokazuju dobra mehanicka svojstva koja je jednostavno kontrolirati, ali predstavljaju izazov
pri nizim vrijednostima pH zbog pada stabilnosti te slabe biokompatibilnosti. Okosnice
nacinjene od prirodnog materijala, kao §to su fibrin, kolagen, alginat, koralj i kitozan,
biokompatibilne su, no kod njih cesto izostaju potrebna mehanicka svojstva, a postoji i
bojazan o prijenosu bolesti zbog izvora materijala i njegove obrade [62,63]. Zbog sinergijskog
ucinka, najces¢e koriSteni biomaterijali su kombinirani materijali: osteoinduktivni i hibridni
materijali, kopolimeri, mjeSavine polimera, kompoziti polimera i keramike, napredni

hidrogelovi te imunomodulatori [61,62].
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2.3.2 Biokeramika

Keramicki materijali ciljano razvijeni za upotrebu kao medicinski i dentalni implantati,
zajednickim imenom nazivaju se biokeramika. NajceS¢e koriStena biokeramika jest
aluminijev 1 cirkonijev oksid te kalcijevi fosfati (CaP). Neki CaP su posebno zanimljivi
materijali u BTE jer imaju veliku sli¢nost s anorganskim dijelom dentalnog i koStanog tkiva.
Njihova biokompatibilnost o€ituje se u interakciji s osteogenim stanicama. Naime, ve¢inom
su to osteoinduktivni materijali, $to znaci da ¢e prilikom interakcije s osteogenim stanicama
do¢i do pojacavanja njihovog diferencijacijskog te proliferacijskog potencijala osteoblasta, $to

¢e rezultirati brzom regeneracijom oSte¢enog tkiva [61,63].

Cijeli proces ovisi o vrsti CaP-a, odnosno omjeru kalcija i fosfata, njihovoj kristalnosti te
Cisto¢i faza. Hidroksiapatit s nedostatkom kalcija (CDHAp) predstavlja bioaktivni CaP
sloZene strukture. Njegov omjer kalcija i fosfata nalazi se izmedu 1,50 i 1,67, no vrijednosti
mogu varirati. CDHAp je zanimljiv materijal za BTE jer je izuzetno sli¢an prirodnom apatitu
koji se nalazi u kostima. Klju¢na razlika $to kost sadrzi mnogobrojne elemente u tragovima, a
koje sintetski CDHAp ne sadrzi. Osim CDHAp-a, razlikujemo 1 amorfni kalcijev fosfat (ACP)
koji je slican CDHAp-u te oktakalcijev fosfat (OCP) i tetrakalcijev fosfat (TTCP). Vazno je
spomenuti i HAp te S-TCP koji pokazuju osteoinduktivna svojstva uz afinitet prema vezanju

za prirodno kostano tkivo [61,63,68—70].

2.4 HIDROKSIAPATIT

Prirodni apatit u prethodnom dijelu definiran je kao visoko supstituirani karbonatni HAp s
manjkom kalcija, nanometarske veli¢ine i niske kristalnosti [8,28]. Kako sintetski HAp ima
dobra osteoinduktivna svojstva, biokompatibilan je, netoksic¢an, stabilan te slican prirodnom
apatitu, mnoga istrazivanja u BTE usmjerena su upravo prema sintezi, karakterizaciji i

bioloSkim ispitivanjima modificiranog HAp-a kojim se nastoji imitirati prirodni apatit [70].

Stehiometrijski HAp ima kemijsku formulu Caio(PO4)s(OH)2, a njegova kristalna resetka je
prikazana na slici 3. Kristalna resetka pripada heksagonalnoj P63/m prostornoj grupi s
dimenzijama resetke: a = 9,432 A i ¢ = 6,881 A. Kao $to je vidljivo na slici 3., ukupno deset
kalcijevih iona zauzima dvije vrste polozaja, x =1/3 y=2/3,z=0tex=1/4,y =1,z = 1/4,
dok atom fosfora zauzima polozaj x = 2/5, y = 1/3 i z = 1/4. Kalcijevi ioni smjeSteni su tako da
formiraju kanal ¢ije je srediste ¢ os, tzv. anionski kanal. Unutar tog kanala moZze se smjestiti
klor, fluor ili hidroksilna skupina. HAp unutar anionskog kanala sadrzi hidroksilne skupine na
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polozaju z = 1/4 i z = 3/4. Zbog relativno male udaljenosti O—H veze i radijusa vodika,
pojedinacni polozaji kisika i vodika neznatno variraju od polozaja skupine. Preostali atomi
kisika koji pripadaju fosfatnoj skupini zauzimaju tri polozaja; x = 1/3, y = 1/2, z = 1/4, zatim x

=3/5,y=12,z=1/4,ix=1/3,y=1/4,z=0[23,71-73].

Ca2+

=

e . o
AN £ . :

Slika 3. Shematski prikaz kristalne reSetke HAp
(@-kalcij, @-kisik,  -vodik, © -fosfor)

Proces supstitucije stranih iona u kristalnu reSetku izvor je vakancija, distorzije kristalne
reSetke, defekata, promjene sastava, a posljedicno i promjene svojstva HAp-a. Stoga,
kontroliranom supstitucijom stranih iona moguce je sintetizirati HAp slicnog sastava i
svojstava bioloSkom apatitu [8,28,70]. Prvi zahtjev u takvoj sintezi jest supstitucija karbonata
u reSetku HAp-a. Kod A tipa supstitucije, karbonatni ion supstituira se na mjesto hidroksilnog

iona u kristalnoj reSetci, stvarajuci kristalnu strukturu s manjkom OH™ iona:

Caio(PO4)s(OH)2 + CO3*” = Caio(PO4)s(CO3) +2 OH- (1)
Ako karbonatni ion supstituira na polozaj fosfatnih iona, supstitucija se naziva B tipom [28]:
Caio(PO4)s(OH): + 2 CO3?~ = Cag(PO4)4(CO3)2(OH): + 2 PO4*~ + Ca** (2)

Koji mehanizam supstitucije ¢e se dogoditi, ovisi o vrsti 1 koli€ini supstituirajuc¢eg iona. Jedini

uvjet je postivanje neutralnosti naboja kristalne strukture [8,23,28]. Kako se ulaskom
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dvovalentnog karbonatnog iona u kristalnu reSetku apatita na mjesto fosfata generira pozitivni
naboj, potrebno je otpustiti jedan kalcijev i1 hidroksilni ion koji ¢e omoguciti neutralnost. B tip
supstitucije zastupljeniji je, a tim mehanizmom Cesto se supstituiraju i drugi ioni, primjerice
hidrogenfosfati i seleniti. B tipom supstitucije karbonatnih i hidrogenfosfatnih iona formira se
CDHAp kemijske formule Cajox(HPO4/CO3)x(PO4)s-x(OH)2.x koji je kemijski slican

prirodnom apatitu.

Ovisno o uvjetima sinteze (temperatura, vrijednost pH), iz istih prekursora moguce je
sintetizirati razne faze CaP-a. Mehanizam nastanka prirodnog apatita nije u potpunosti
razjasnjen, no mnoga istrazivanja ukazuju kako ona nije direktna, ve¢ proizlazi iz dva
prekursora: OCP 1 ACP faze. OCP je metastabilna faza vrlo sli¢ne strukture HAp-u, a ¢ija je
sinteza, narocito u fizioloSkom mediju, brza od sinteze HAp-a. Nakon sinteze OCP-a, dolazi
do njegove termodinamicki povoljne transformacije u krutom stanju sporom ireverzibilnom in
situ hidrolizom. Zbog reakcije u krutom stanju, za vrijeme hidrolize dolazi do ugradnje
defekata 1 stranih iona ¢ime se mijenjaju kemijski sastav, struktura, kristalnost i specificna
povrsina. U posljednjem koraku nastali CDHAp niske kristalnosti starenjem kristala poprima
sastav 1 strukturu prirodnog apatita [8,30,32,33]. Da amorfna faza ima ulogu u formiranju
apatita, dokazali su Eanes i Meyer, ¢iji rezultati pokazuju da ACP faza prolaskom kroz proces
starenja mijenja svoju strukturu, sastav i morfologiju, postajuci sve slicnija OCP fazi koja na
ve¢ opisani nacin prelazi u prirodni apatit [74]. Ipak, novija istrazivanja pokazuju kako ACP u
prisustvu vlage sluzi kao prekursor za nastanak nanokristalinicnog CDHAp-a, bez uo¢avanja
OCP faze [75,76]. Ove razlike u rezultatima mogu se objasniti time da se ACP na pH
vrijednostima iznad 9 transformira direktno u HAp, dok je u podru¢ju 7 < pH < 9 prekursor

OCP faze [77].

Svaka modifikacija kristalne strukture ima utjecaj na morfologiju kristala, a ona utje¢e na
regeneraciju tkiva [78—81]. Izgled kristala moze se modificirati uvjetima sinteze, odnosno
podesavanjem koncentracije, temperature, disperzijskog sredstva, vrijednosti pH,
prekursorima 1 sl. [33,78,79,82]. Prema literaturi, kristali HAp-a dobiveni precipitacijom
opisuju se kao tanki plocasti kristali s tendencijom formiranja manjih aglomerata u obliku

cvijeta ruze [83-86].
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2.5 SELENIJ - ESENCIJALNI ELEMENT U TRAGOVIMA

Selenij je metaloidni element periodnog sustava elemenata, atomskog broja 34, koji pripada
16. skupini. Rijetko se pronalazi u osnovnom stanju, najce$¢e u obliku anorganskih soli
(seleniti i selenati) te kao organski selenij. Selenij ¢ini svega izmedu 107 i 10° % Zemljine

kore, §to je prosje¢no oko 90 pg po kilogramu zemlje [87].

Selenij je jedan od najvaznijih esencijalnih mikro nutrijenata u ljudskom organizmu, a nalazi
se u obliku organskog selenija i mora se unositi hranom. Do sada je identificirano 25 proteina
koji se prirodno nalaze u ljudskom organizmu, a u svojim aktivnim mjestima sadrze
selenocistein. Na stani¢noj razini, selenij je vazan sudionik mnogih metaboli¢kih procesa,
naj¢eS¢e u ulogama antioksidansa, protein chaperon-a, enzima u metabolizmu hormona
Stitnjace te neutralizatora toksi¢nih tvari koje mogu biti unesene u organizam, primjerice
kadmij, ziva 1 arsen [10,88,89]. Profil koncentracije selenija i njegova djelovanja na
organizam ima U oblik, $to znaci da je mala razlika izmedu koncentracija selenija koje imaju
pozitivni utjecaj na organizam i onih koje stvaraju zdravstvene probleme. Odredene koli¢ine
selenija neophodne su za normalno funkcioniranje ljudskog organizma. Visoke koncentracije
su toksi¢ne, a niske su povezane sa smrtnosti, slabim imunitetom i smanjenjem kognitivnih

sposobnosti [9—11,13,88].

Prema istrazivanjima, osobe s koncentracijom selenija veCom od 122 pg/L nisu pokazivale
nikakve prednosti od uzimanja dodataka prehrani koji su sadrzavali selenij, stoga je zakljucak
da takve osobe niti ne bi trebale uzimati suplemente selenija [90,91]. Nasuprot tome, osobe s
niskom razinom selenija (ispod 85 pg/L) najcesce su bili bolesnici s kroni¢nim, ponekad
akutnim stanjima, koji su kontroliranim uzimanjem suplemenata selenija kroz odredeno
vrijeme pokazali pozitivne pomake, od podizanja imunoloskog sustava te odgovora na zarazu
polio virusom [92] i HIV-om [93], povecanja pokretljivosti spermatozoida kod musSkaraca
smanjene plodnosti [94], znacajnog smanjenja bolova u zglobovima oboljelih od artritisa [95],
do smanjenje ukupne smrtnosti od raznih vrsta tumora za oko 50 % te smanjenje obolijevanja
od razli¢itih vrsta karcinoma za do ¢ak 63 % [90]. Druga istrazivanja pokazuju pozitivne
utjecaje u borbi protiv razliCitth virusnih i bakterijskih infekcija, naglih promjena
raspoloZenja, poremecaja u radu Stitnjace, epilepsije te degenerativnih mozdanih i

kardiovaskularnih oboljenja [9,11,96-99].
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2.5.1 Selenij u kostanom tkivu

Ljudske kosti sadrze prosjecno izmedu 0,1 i 0,6 mg selenija po kilogramu kosti, $to ¢ini oko
16 % ukupnog selenija u ljudskom tijelu [36,100]. Klju¢ne uloge selenija u kostima su zastita
od oksidativnog stresa, o€uvanje homeostaze kostiju i odrZzavanje mineralne gusto¢e. Mnogi
su molekularni mehanizmi kojima selenij to ostvaruje, a glavni su putem selenoproteina,
redoks ciklusa, oponaSanja metionina selenometioninom te modifikacijom tiolnih proteina.
Fizioloski efekti ovih mehanizama naj¢eS¢e su stani¢na signalizacija, angiogeneza,
proliferacija, antioksidacijska zaStita, apoptoza uzrokovana kaspazom, smanjenje upalnih
procesa, deaktivacija osteoklasta, poboljSana imunoloska funkcija stanice i dr. [12]. Dvije
glavne grupe enzima kojima selenij djeluje u kostima su glutation peroksidaza (GP) i
tioredoksin reduktaza (TrxR). Enzim GPx1 glavni je antioksidativni enzim u osteoklastima
reguliran estrogenom, inhibitorom osteoklastogeneze, dok TrxR1 enzim s vitaminom D3

sinergijskim u¢inkom pokazuje izuzetna diferencirajuca svojstva osteoblasta [12,101].

Zhang 1 suradnici pokazali su kako postoji pozitivna korelacija izmedu umetanja
selenocisteina u selenoprotein i razvoja kostiju, a sam transport selenija u kosti ovisi o
selenoproteinu P [101]. Selenoprotein P je u mnogim istrazivanjima doveden u korelaciju s
mineralnom gusto¢om kostiju. Beukhof i suradnici otkrili su pozitivnu korelaciju izmedu
selenija, selenoproteina P i ukupne mineralne gustoée kostiju kod starijih muSkaraca, a
rezultati nisu varirali promjenom parametara kao $to su tjelesni maseni indeks, tjelesna
sprema kandidata, dob, jesu li ispitanici oboljeli od dijabetesa (i kojeg tipa), koriste li lijekove
te jesu li pusSaci [102]. Sli¢no su pokazali Hoeg i suradnici [14]. Koncentracija selenija
negativno korelira s aktivno$¢u koStanih stanica, a pozitivno s mineralnom gusto¢om kostiju

kod zdravih Zena u postmenopauzi.

Prema literaturi 1 dostupnim podacima te pretpostavkama utemeljenim na njima, selenij moze
biti od velike pomo¢i u BTE. Mnoga postojeca ispitivanja pokazala su obecavajuce rezultate.
Primjerice, Turan i suradnici pokazali su kako se heparinom izazvana osteoporoza kod kuni¢a
ucinkovitije lije¢i kombinacijom natrijeva selenita 1 vitaminima C i E, nego lijeCenjem s
vitaminima C 1 E, bez selenija [13]. Egrise i suradnici dokazali su da kod Stakora nedostatak
selenija rezultira slabijim razvojem jedinki druge generacije, §to je povezano s poremecajem
metabolizma kostiju te osteopenijom [103]. Sli¢no istrazivanje proveli su Montero i suradnici
gdje su uocili kako suplementi selenija mogu usporiti osteopeniju nastalu uslijed nedostatka

estrogena [104].
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Neka istrazivanja pokazuju povezanost tumora i razine selenija. Zachara i suradnici pokazali
su kako pacijenti oboljeli od razli¢itih tumora imaju smanjenu razinu selenija u organima
odakle potjee tumor, ali i u kostima, neovisno o tipu tumora [100]. Primjerice, za tumor
dojke poznato je kako Cesto metastazira na kosti gdje dolazi do degradacije koStanog tkiva
uslijed aktivacije osteoklasta. Metastaze djeluju inhibirajuée na osteoblaste, ¢ime sprjecavaju
njihovu diferencijaciju i izgradnju kostiju. Istrazivanje Chena i suradnika pokazalo je kako
dodatkom selenija u prehranu, dolazi do blokiranja klju¢nih enzima, ¢ime se sprje¢ava upalni

odgovor osteoblasta na metastazu te se ublazava degradacija koStanog tkiva [105].

2.6 HIDROKSIAPATIT DOPIRAN SELENIJEM

Prednosti supstituiranog HAp-a u BTE te vaznost selenija 1 prednosti njegove suplementacije,
namecu ideju o kombinaciji selenija i HAp-a s ciljem dobivanja aktivne biokeramike koja
posjeduje antibakterijska, antivirusna i protutumorska svojstva, poboljSanu osteoinduktivnost,
proliferacijsko 1 diferencijacijsko djelovanje te sposobnost odrzavanja mineralne gustoce
kostiju. Dvije su mogucnosti sinteze HAp-a dopiranog ionima selenija: taloZzenjem iz otopine
i ionskom izmjenom [86]. Kao izvor selenijevih iona najcéeS¢e se koriste selenijeve soli:
seleniti (SeO3%) i selenati (SeO4>). Veé je spomenuto kako se dopiranjem HAp-a mogu
dogoditi dvije vrste supstitucija, Sto znaci da u teoriji postoje dvije opcije za supstituciju
Se03?, odnosno SeO4>. Istrazivanja pokazuju kako se obje vrste uspje$no supstituiraju B

tipom, odnosno na polozaj fosfata, kao $to je to prikazano na slici 4.
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Slika 4. Shematski prikaz dopiranja HAp-a selenitnim ionom na polozaj fosfatnog iona

Supstitucija SeO3*” moze se prikazati kemijskim jednadzbama na viSe nacina [83,106,107]:

Ca10o(PO4)s(OH): + 2 SeO32 = Cao(PO4)4(Se03)2(OH)s + 2 PO + Ca2* 3)
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Caio(PO4)s(OH)2 + SeO3%~ = Cag(P04)s5(Se03)(OH): + PO4*~ + Ca*" + OH~ 4)
Cag(PO4)s(CO3)2(OH)2 + 2 SeO3* = Cag(PO4)4(CO3)(SeO3)(OH). + COs* &)

Moguénost supstitucije na polozaj fosfata, umjesto na polozaj hidroksilne skupine je u samoj
prirodi skupina. Obje skupine su veli¢inom i geometrijom sli¢nije fosfatima nego hidroksilnoj
skupini. Selenati i fosfati imaju tetraedarsku geometriju, dok je selenit trigonske piramidalne
geometrije. Supstitucijom mozZe do¢i do promjena u parametrima jedinicne celije koji se
mogu pratiti putem rendgenske difrakcijske analize praha (XRD), gdje ¢e pomak pikova faza
biti usko povezan sa supstitucijom stranog iona. Kako je u ovom radu provedena supstitucija
fosfata selenitnim ionima, osim XRD, koristena je i infracrvena spektroskopija s Fourierovom
transformacijom (FTIR). U FTIR spektrima supstituiranih CaP faza moguce je vidjeti vrpcu
na oko 770 cm! koja pripada asimetri¢nom istezanju Se—-O veze u SeO3*" skupini [83,108].
Taj se podatak, uz podatak o promjeni parametara ¢elije, Cesto u literaturi koristi kao potvrda
o uspjeSnom dopiranju HAp-a selenitnim ionima. Zbog spomenutog naruSavanja kristalne
strukture uslijed supstitucije, dolazi do gubitka klasi¢ne kristalne morfologije HAp-a, a
dopirani sustav okarakteriziran je mnogobrojnim velikim aglomeratima sferi¢nih cestica

amorfnog izgleda [83—86,109].

Uskokovi¢ 1 suradnici u svom istrazivanju ispitali su antibakterijska, protutumorska i
osteoinduktivna svojstva takvog sustava [86]. HAp dopiran selenijem pokazao se vrlo
ucinkovitim u borbi protiv viSe vrsta bakterija (E. coli, S. aureus, S. enteritidis), a njegovo
djelovanje ovisilo je o koli¢ini selenija. Dokazano je smanjenje broja stanica osteosarkoma
koje korelira s poveéanjem koli¢ine selenija, a rezultati su pokazivali znacajnu razliku u
odnosu na kontrolne grupe i grupe koje su tretirane isklju¢ivo HAp-om. Funkcija zdravih
stanica nije ni na koji nafin bila poremecena, S§to sugerira potencijalno selektivno
protutumorsko djelovanje. Isto istrazivanje pokazuje i pove¢ano osteoinduktivno djelovanje.
Ekspresija mRNA BGLAP3 proteina bila je veca u diferenciranim MC3T3-E1 osteoblastima
koji su tretirani HAp-om dopiranim selenijem nego u stanicama koje su tretirane ¢istim HAp-
om. Antibakterijska svojstva potvrdena su i1 drugim istrazivanjima [107,110]. Wang i
suradnici dali su potvrdu protutumorskog svojstva svojim istrazivanjem u kojem HAp dopiran
selenijem, po ugradivanju na oSte¢eno mjesto nakon kirurSkog odstranjivanja osteosarkoma,
inducira apoptozu preostalih tumorskih stanica [111]. Istrazivanje je provodeno in vitro i in
vivo, a pretpostavljaju da izlaskom selenija iz kristalne reSetke dolazi do generiranja

reaktivnog kisika te aktivacije apoptoze ovisne o kaspazi, Sto dovodi do inhibicije rasta
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tumora uz minimalnu toksi¢nost okolnog tkiva. Yanhua i suradnici dobili su sli¢ne rezultate
kod lije¢enja tumora jetre, gdje je uoCena nekroza tumorskog tkiva nakon tretiranja s

nanocesticama HAp dopiranog selenijem [112].

Oledzka 1 suradnici ispitivali su kompozitne okosnice polimernog materijala sa selenijem
dopiranim HAp-om, koje bi se mogle koristiti kao nadomjesci kod pacijenata s tumorom
kostiju lica [113]. Rezultati ukazuju na nisku toksi¢nost, moguénost kontroliranog otpustanja
lijeka, kao i1 dobra fizikalna svojstva te odgovaraju¢u brzinu razgradnje okosnice. Takoder se
istrazuju 1 nanocestice selenijem dopiranog HAp-a u svrhu dostave lijekova, gdje rezultati

pokazuju netoksi¢nost te precizno i kontrolirano otpustanje lijeka [109,114].
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 DOBIVANIJE KALCITA IZ SIPINE KOSTI

Izvor kalcijeva karbonata (CaCOs3) potrebnog za sintezu CaP sustava je sipina kost (Sepia
Officinalis L.) iz Jadranskog mora. Sipina kost ocisti se od svih organskih ostataka i necisto¢a
tako da se manji komadi kosti (1-2 cm?) tretiraju 24 h vodenom otopinom natrijeva
hipoklorita. Kosti se ispiru vrelom destiliranom vodom te suse na 105 °C [115]. Kako bi se
dobiveni aragonit preveo u kalcit, uzorak se toplinski obraduje na 400 °C u trajanju od 2 h,

brzinom zagrijavanja 10 °C min .

3.2 SINTEZA SELENIJEM DOPIRANIH KALCIJEVIH FOSFATA

Sintetizirana su Cetiri uzorka CaP-a dopiranih razli¢itim udjelima selenija (0, 1, 51 10 %).
Sinteza zapocCinje otapanjem odredene mase natrijeva selenita (Na2SeOs - SH20, 99,0 %,
Sigma-Aldrich) u destiliranoj vodi, uz konstantno mijeSanje pri 30 °C. Nakon otapanja
NaxSeOs - 5SH»0, dodaje se odgovarajuca koli¢ina CaCOs pri 40 °C. Nakon jednog sata i
dobre disperzije CaCO3, dodaje se urea fosfat (CO(NH2). - H3PO4, > 98,0 %, Sigma-Aldrich)
pri 50 °C. KoriStene mase prekursora za sintezu CaP-Se prikazane su u tablici 1., gdje je
koli¢ina koriStenih prekursora izracunata uz uvjet zadovoljavanja omjera Ca/(P+Se) = 1,67.
Sinteza se provodi Cetiri dana, a nakon zavrSetka, otopina se hladi na sobnu temperaturu
(25 °C) 1 filtrira. Istalozeni CaP-Se uzorci suse se na sobnoj temperaturi preko no¢i. Uzorci se

karakteriziraju te toplinski obraduju pri 1200 °C.

Tablica 1. Mase prekursora koriStene u sintezama CaP-Se

prekursori CaP-Se0 CaP-Sel CaP-Se5  CaP-Sell
m(NaxSeOs - 5H20)/g - 0,0079 0,0393 0,0785
m(CaCOs)/g 0,4981 0,4981 0,4981 0,4981
m(CO(NH,): - H;PO4)/g | 0,4718 0,4671 0,4482 0,4246

20



3.3 KARAKTERIZACIJA

3.3.1 pH metar

Vrijednosti pH otopina za vrijeme sinteze mjerene su pH metrom Schott CG 842, Blue Line
14 elektroda, pH raspona 0-14, preciznosti 0,01. Vrijednost pH mjerene su 1 h nakon svakog
dodatka prekursora, svakih 24 h od dodatka posljednjeg prekursora te nakon zavrsetka sinteze

1 hladenja otopina na 25 °C.

3.3.2 Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Sintetizirani uzorci prije 1 nakon toplinske obrade karakterizirani su infracrvenom
spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (FTIR). Spektri su snimani instrumentom
ATR-FTIR Bruker Vertex 70 s dijamantnim kristalom. Analiza je provedena pri

20 °C u mjernom podrucju od 400 do 4 000 cm™! s 32 o¢itanja i rezolucijom 4 cm™.

3.3.3 Rendgenska difrakcijska analiza i Rietveldova metoda uto¢njavanja

Za analizu mineraloskog sastava, uzorci se mijeSaju s polikristalinicnim silicijevim
standardom NIST SRM 640e u masenom udjelu od 5 %. Odredivanje sastava pripremljenih
uzoraka, prije 1 nakon toplinske obrade, provedeno je rendgenskom difrakcijskom analizom
(XRD) na Shimadzu XRD-6000 instrumentu s CuKo zraenjem pri 40 kV i 30 mA.
Sintetizirani uzorci analizirani su u mjernom podru¢ju 3° < 260 > 60°, dok su toplinski
obradeni uzorci analizirani u mjernom podrucju 20° < 26 > 70°, oba pri brzini snimanja od
0,2 °/ 10 s. Za obradu podataka Rietveldovom metodom uto¢njavanja koristen je softverski
paket DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0. pomo¢u kojeg je odreden udio pojedinih faza u
ukupnom uzorku te parametri jedini¢nih ¢elija. Za obradu rezultata, koristeni su strukturalni
parametri HAp koje su opisali Veselinovi¢ i suradnici [116], strukturalni parametri OCP koje
su opisali Espanol i suradnici [117] te strukturalni parametri B-TCP koje su opisali Yashima i
suradnici [118]. Polozaji Ca, P, O i H odrzavani su fiksnima za sva uto¢njavanja. TeZinski
profilni R faktor (Rwp) 1 o€ekivani R faktor (Rexp) koriSteni su kako bi se odredila uspjesnost
poklapanja eksperimentalnih podataka i izraCunatih vrijednosti. Rezultati su prihvaceni uz

uvjet Ryp <10 % 1 Rexp < 3 %.
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3.3.4 Pretrazni elektronski mikroskop

Utjecaj dopiranja selenitnih iona na morfologiju CaP-a ispitan je analizom uzoraka pomocu
pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM), instrumentom TESCAN Vega 3 SEM
Easyprobe, s energijom elektronskog snopa od 10 keV. Uzorak za analizu izlagao se plazmi

zlata i paladija u trajanju od 60 s.

3.3.5 Induktivno spregnuta plazma sa spektrometrijom masa

Elementarna analiza sintetiziranog CaP-Se sustava provedena je induktivno spregnutom
plazmom sa spektrometrom masa na Perkin Elmer ICP-MS ELAN DRC instrumentu. Uzorak
za analizu pripremio se tako da se 100 mg sintetiziranog praha otapa u 1 mL vodene otopine

HNO:s. Dobivena otopina prije analize razrjeduje se ultrac¢istom vodom na 10 mL.
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4 REZULTATII RASPRAVA

4.1 VRIJEDNOST pH OTOPINE

U tablici 2. prikazane su vrijednosti pH otopina izmjerene za vrijeme pripreme reakcijske
smjese 1 sinteze. Na;SeO3; i CaCOs reakceijsku smjesu postavljaju u bazno podrucje. Veca
koli¢ina SeOs>" daje luznatiju otopinu. Dodatkom CO(NH.), - H3POs dolazi do snizavanja
vrijednosti pH za 3 do 5 pH jedinica. Ve¢ prvog dana sinteze, vrijednost pH raste u neutralno

ili blago bazno podrucje. S odmakom vremena, vrijednost pH sve se manje mijenja.

Tablica 2. Vrijednosti pH otopina za vrijeme sinteze CaP-Se

1h nakon 1h nakon 1h nakon

dodatka  dodatka dodatka 1.dan 2.dan  3.dan 4.dan 4. dan
Se03*~ CaCOs PO/ (50°C) (50°C) (50°C) (50°C) (25°C)
(30 °C) (40 °C) (50 °C)

CaP-Sel - 9,86 5,20 7,51 7,78 7,99 7,97 8,08
CaP-Sel 7,80 9,04 5,40 7,70 7,89 7,75 7,19 7,33
CaP-Se5 8,64 9,18 4,60 6,95 7,82 7,94 8,01 8,00
CaP-Sel0 9,30 9,37 6,24 8,16 8,46 8,60 8,63 8,63

Fosfati se dodaju u otopinu ¢ija je vrijednost pH oko 9. Nakon dodatka PO4*~ vidljiv je pad
vrijednosti pH u blago kiselo podrucje, §to je povoljan uvjet za sintezu dikalcijevog fosfata
dihidrata (DCPD). Osim pH vrijednosti, prisustvo ,stranih® iona moZze dodatno potaknuti
transformaciju ACP faze u DCPD. U blago kiselim uvjetima (5 < pH < 6) DCDP hidrolizira u
OCP fazu ili direktno u HAp [77,119]. S obzirom na uocCene promjene vrijednosti pH,
pretpostavlja se da ¢e ve¢ prvog dana sinteze do¢i do sinteze ACP, DCPD i OCP. Kako je
sinteza podeSena da koli¢ina prekursora odgovara omjeru Ca/(P+Se) = 1,67, a HAp je
termodinamicki stabilniji produkt, kroz period od 4 dana ocekuje se da ¢e dio sintetiziranog
ACP-a, OCP-a i DCDP-a biti transformiran u HAp fazu. Odmicanjem sinteze, vrijednost pH
raste u neutralno do blago bazno podrucje, izmedu 7,33 i 8,63, u kojem HAp ima slabu
topljivost [119]. Kako je DCPD relativno nestabilan u odnosu na OCP i HAp fazu, ocekuje se
njegova potpuna transformacija. Zbog porasta vrijednosti pH i nestabilnosti OCP-a na pH
viSem od 7, oCekuje se kako ¢e se nastali OCP u potpunosti transformirati u HAp fazu [120].
S druge strane, prisustvo stranih iona moze utjecati na stabilnost OCP-a, $to ¢e 1 utjecati na
kona¢ni mineraloski sastav produkta. U precipitiranim uzorcima o¢ekuju se HAp i ACP faze.
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4.2 INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA S FOURIEROVOM TRANSFORMACIJOM

Na slici 5. prikazan je FTIR spektar dobiven analizom sintetiziranih uzoraka CaP-Se. 1z
spektara je vidljivo da se sve Cetiri krivulje, neovisno o dopiranju, ne razlikuju znacajno. Svi
uzorci pokazuju karakteristine vrpce za PO4*~ skupine koje se mogu pripisati HAp-u
(simetri¢no istezanje: 963 cm’!, asimetrino istezanje: 1036 i 1095 cm!, asimetri¢no
savijanje: 568 i 600 cm™! te simetri¢no savijanje: 475 cm™') [121]. Na prikazanim spektrima
vidljive su karakteristiéne vrpce za HPO4>~ skupine pri 1200, 1130, 920 i 540 cm™!, koje se
mogu pripadati drugim CaP fazama kao §to su OCP i ACP [21,122,123]. Vrpca HPO4* na
920 cm! Gesto se pripisuje isklju¢ivo OCP fazi [124]. Karakteristina vrpca na 630 cm!
moze se pripisati OH~ skupini HAp-a [78,84,121], dok vrpca na oko 1640 cm™' pripada
apsorbiranoj vodi [78,109]. Sve krivulje posjeduju karakteristicnu vrpcu za asimetri¢no
istezanje CO3?~ skupine na oko 1415 i 1450 cm™! te simetri¢no savijanje na oko 870 cm™!. Ti

polozaji ukazuju na B tip supstitucije, Sto je tipi¢no za bioloski apatit [21,121].
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Slika 5. FTIR spektar sintetiziranih CaP-Se uzoraka

2—

Karakteristicna vrpca na oko 770 ¢cm! pripada asimetri¢cnom istezanju SeOs*  skupine te

izostaje kod CaP-Se0 sustava. Dobiveni rezultat potvrda je uspjeSnog dopiranja CaP-a
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selenitnim ionima [83,108]. Vidljivo je da porastom koli¢ine SeO3>", raste intenzitet
pripadajuce karakteristicne vrpce. S druge strane, porastom udjela SeOs*, smanjuje se
intenzitet karakteristi¢nih vrpci HPO4?~ i PO4>~ skupina. S obzirom na to da SeOs* supstituira

na mjesto PO~

skupina, smanjenje intenziteta njegovih vrpci je ocekivano. Dodatno,
karakteristi¢ne vrpce HPO4?>~ skupine pri 1200, 920 i 540 cm™! dopiranjem se smanjuju te u
konac¢nici u potpunosti izostaju. Smanjenje intenziteta vrpci HPO4*~ skupine moze ukazivati

na njihovu supstituciju sa SeO3*~ ionima.

4.3 KEMIJSKI SASTAV

Kemijski sastav pripremljenih uzoraka odreden je ICP-MS metodom. U tablici 3. prikazani su
rezultati ICP-MS analize gdje je vidljivo kako Ca/(P+Se) omjer u svim uzorcima, osim kod
CaP-Sel, iznosi 1,67. Omjer Ca/(P+Se) uzorka CaP-Sel iznosi 1,80. Kolmas i suradnici
navode kako povecanje Ca/P omjera prilikom supstitucije moze ukazivati na neuspjeSnu
supstituciju SeO3>" u kristalnu reSetku, odnosno njihovu sorpciju na povrsinu kristala [125]. S
obzirom na to da je povecanje omjera vidljivo samo kod uzorka s najmanjom koli¢inom
dodanog SeOs*, ovo objaSnjenje nije najvjerojatnije. S obzirom na to da mnogi izvori
literature navode da Ca/P omjer CDHAp-a mozZe varirati ¢ak i izvan podrucja od 1,50 do 1,67,

pretpostavka je da nije doslo do sorpcije niti pogreske pri mjerenju [43,83,84,106].

Tablica 3. Rezultati ICP-MS analize sintetiziranih uzoraka CaP-Se

Ca/(P+Se) Se/(Se+P) M/(M+Ca)
(mol/mol) (mol%) (mol%)
teo exp exp Sr Mg Na
CaP-Se0 1,67 1,67 0,00 0,46 0,44 1,45
CaP-Sel 1,67 1,80 0,66 0,43 0,44 1,97
CaP-Se5 1,67 1,67 2,95 0,48 0,46 3,23
CaP-Sel0 1,67 1,68 5,78 0,50 0,44 3,49

Niti jedno dopiranje CaP-a selenitnim ionima nije bilo u potpunost uspjesno, a iskoristenja
variraju izmedu 57 1 66 %. Mogu¢i razlog tome su ogranicenja kristalne reSetke da supstituira
velike koli¢ine SeOs?, $to se pregledom literature moze i potvrditi. Kolmas i suradnici

supstituirali su HAp selenitnim ionima daleko nizim udjela; 0,1, 0,4, 0,8, 1,21 1,6 % [125].
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Njihova uspjes$nost dopiranja varirala je izmedu 75 1 98%. Sli¢na iskoriStenja za dopiranje
sustava s manje od 1% SeO3? dobili su Wei i suradnici [126]. Ipak, uz udjele SeO3*", uvjeti u
oba eksperimenta su drugaciji, koriSteni su bazi¢ni uvjeti te amonijev hidrogenfosfat i kalcijev
nitrat kao izvori fosfata i kalcija. Poznavaju¢i vezu izmedu sinteze odredenih CaP faza i
vrijednosti pH, uspjesSnost sinteze i dopiranja zasigurno ovisi o prekursorima te uvjetima
sinteze. Prema pregledu literature, spomenuti uvjeti pokazuju bolje dopiranje s veéim
iskoriStenjem i kod vecih udjela supstitucije. Lui i suradnici sintetizirali su HAp supstituiran s
1,2, 3,51 10 % SeO3> uz uspjeSnosti izmedu 63 i 84 % [83], $to je izmedu 6 i 24 %
uspjesnija supstitucija nego Sto je to dobiveno u ovom radu. Bitno je napomenuti da za
vrijeme sinteze HAp-a s kalcijevim nitratom dolazi do razvijanja toksi¢nih plinova NOx, zbog
¢ega treba biti posebno oprezan [66], ali i da nisu koriSteni biogeni izvori koji ve¢ u pocetku

sadrZe strane ione tj. elemente u tragovima.

U tablici 3. su, uz selenij, prikazana druga tri glavna elementa u tragovima, koji se pojavljuju
u CaP-Se uzorcima s veéim udjelima od svih ostalih elemenata u tragovima. Stroncij,
magnezij 1 natrij supstituiraju se na mjesto kalcija, stoga se njihov udio supstitucije racuna u
odnosu na kalcij. Udjeli supstitucije Na* iona rastu povecanjem udjela supstitucije SeO3*~

iona, $to je oc¢ekivano zbog koriStenja natrijevog selenita.

4.4 MINERALOSKI SASTAV

Provedbom rengenske difrakcijske analize sintetiziranih uzoraka te analizom dobivenih
difraktograma Rietveldovom metodom utoc¢njavanja, utvrden je toan mineraloSki sastav
sintetiziranih CaP-Se uzoraka. Za identifikaciju pojedinih faza koriStene su JCPDS
(International Centre for Diffraction) kartice za HAp (No. 09-0432), OCP (No. 79-0423) i
Si (No. 27-1402). Na slikama 6., 7., 8. 1 9. prikazani su dobiveni difraktogrami sintetiziranih
uzoraka CaP-Se0, CaP-Sel, CaP-Se5 i CaP-Sel0 s Braggovim pozicijama za HAp i OCP faze

te silicij (standard).
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Rezultati kvantitativne analize dobivenih difraktograma provedene Rietveldovom metodom
uto¢njavanja prikazani su u tablici 4. Dobiveni rezultati potvrduju prisutnost HAp-a u svim
pripremljenim uzorcima, dok je OCP faza prisutna u uzorcima CaP-Se0 i CaP-Sel, $to se
slaze s rezultatima FTIR spektara. Iako se pri ovim uvjetima sinteze ne ocekuje stabilnost i
precipitacija OCP, on nastaje zbog prisustva stranih iona. Naime, nestabilnost OCP-a raste
porastom vrijednosti pH, ali prisustvo iona kao §to su Na*, Sr* i Mg?" usporava transformaciju
amorfne faze u kristalnu, $to omogucuje formiranje manjeg udjela OCP-a uz smanjenu
transformaciju u HAp [74,120]. Kako se porastom koli¢ine SeO3>" smanjuje kona¢ni udio
OCP faze, moze se zakljuciti kako SeO3*" smanjuje stabilnost OCP-a, uz vrijednosti pH, te
pomice ravnotezu prema nastanku HAp-a. S obzirom na to da se dodatkom SeO3*~ smanjuju i
nestaju vrpce HPO4*~ na FTIR spektru, moguce je da SeOs3>" favorizira upravo ta mjesta za
supstituciju, §to je dodatni razlog smanjenja udjela OCP faze. Mnogi izvori literature
pokazuju da sintezom dopiranog CaP sustava SeOs*  ionom nastaje gotovo iskljucivo
selenitom dopirani HAp, uz izostanak OCP faze [85,125,127-129]. U svim spomenutim
istrazivanjima uvjeti sinteze su drugaciji pa se, osim prisustva SeOs* iona, vrijednosti pH
otopina za vrijeme sinteze odrzavaju na oko 10, §to onemogucuje nastanak OCP faze, a

prekursori su najc¢esce kalcijev nitrat te amonijev fosfat.

Tablica 4. Kvantitativni sastav CaP sintetiziranih sustava dopiranih selenitnim ionima

HAp (%) OCP (%)  ACP (%)

CaP-Se0 27,75 43,92 28,33
CaP-Sel 61,21 8,68 30,11
CaP-Se5 76,68 - 23,32
CaP-Sel( 77,85 - 22,15

Osim kristalnih faza HAp-a i OCP-a, sustav sadrzi i amorfnu fazu, ACP. Udio ACP-a u
CaP-Se uzorcima, za razliku od ostalih faza, ne pokazuje znacajne promjene. Veci udjeli
selenita u CaP sustavu dovode do smanjenja ACP faze za 4 do 5 %. Spomenut je utjecaj
porasta vrijednosti pH i prisutnost stranih iona na transformaciju ACP-a [77,119]. CaP-Se5 i
CaP-Sel0 sustavi imaju vi$u vrijednost pH otopine nego CaP-Sel te vecu koli¢inu SeOs*,
zbog Cega je ravnoteza pomaknuta prema transformaciji ACP-a u HAp, bilo direktno ili preko

OCP faze. Utjecaj SeO3* iona u ovom slucaju nije toliko izrazen kao kod OCP-a. Bitno je
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napomenuti da pripremljeni sustav predstavlja dobar kompozitni materijal za BTE s obzirom

na to da su ACP i OCP prekursori HAp-a pri fizioloSkim uvjetima [32,74].

Difraktogrami pokazuju blagi pomak pikova prema nizim vrijednostima u odnosu na ciste
faze, koji Zhang 1 suradnici objaSnjavaju promjenom parametara Celije, tocnije pove¢anjem
jedini¢ne Celije zbog supstitucije PO4*~ ve¢im SeOs3? ionima [127]. Ta tvrdnja potvrdena je
Rietveldovom metodom uto¢njavanja gdje su odredene vrijednosti parametara jedini¢ne Celije

za kristalne faze HAp-a i OCP-a te su prikazane u tablici 5. 1 tablici 6.

Tablica 5. Udjeli 1 parametri jedinicne celije HAp-a dobiveni Rietveldovom metodom

uto¢njavanja
HAp
©/% V/A3 alA c/A
CaP-Sel0 27,75 529,6889 9,41369 6,90193
CaP-Sel 61,21 531,6985 9,45101 6,87351
CaP-Se5 76,68 532,5647 9,45430 6,87991
CaP-Sel0 77,85 533,5591 9,45867 6,88640

U odnosu na CaP-Se0, CaP faze dopirane s 1, 5 i 10 % SeO3* pokazuju kontinuirano
povecanje parametra a i smanjenje parametra c, koji daljnjim porastom supstitucije raste.
Prema literaturi, utvrdeno je kako je mjesto PO4’~ jedino moguce mjesto za supstituciju
SeOs% skupine. Prosje¢na udaljenost P-O veze u PO4* iznosi oko 1,52 A [130] dok su
udaljenosti Se~O veze u SeO3> oko 1,70 A [131]. S obzirom na to da su i geometrije sli¢ne,
supstitucija je moguca, ali uz narusavanje kristalne strukture. Kolmas i suradnici pokazali su
kako supstitucijom SeO3* u strukturu HAp-a dolazi do naruSavanja kristalne strukture
uzrokovane znacajnom distorzijom, stvaranjem vakancija 1 slabih vodikovih veza s
hidroksilnom skupinom unutar anionskog kanala [132]. Drugim rije¢ima, ulaskom SeOs*>  u
strukturu dolazi do distorzije zbog njegove veli€ine, a s obzirom na duzu Se-O vezu, dolazi
do porasta parametra a i interakcije s okolnim ionima u strukturi, §to ¢e u konacnici
uzrokovati dodatne distorzije strukture. Zbog odrzavanja neutralnosti, kristalna resSetka ¢e biti
u deficitu s kalcijevim i hidroksilnim ionima, $to takoder uzrokuje odredeno naruSavanje
kristalne strukture te smanjenje parametra c¢ [84,125]. Smanjenje parametra ¢ moguce je

pojasniti smanjenjem utjecaja anionskog kanala, koji ¢ine kalcijevi ioni, a smjeSten je oko osi
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z koja je ujedno i njegovo srediSte te je paralelan s parametrom c. Nedostatkom kalcijevih
iona, smanjivat ¢e se utjecaj kanala te ¢e do¢i do poremecaja u ravnotezi elektrostatskih
privlacenja i odbijanja, §to rezultira smanjenjem vrijednost parametra c. Nastavi li se sustav
dopirati SeOs>~ ionom, zbog njegove visoke koncentracije u strukturi te odbojnih sila medu
Se03? i drugim prisutnim ionima, do¢i ¢e do ponovnog rasta parametara c¢. Dosada$nji
objavljeni radovi bavili su se sintezama selenitom dopiranog HAp-a s udjelima SeOs*" ispod
1 %, ali njihova istrazivanja pokazuju isti trend te potvrduju dobivene rezultate
[84,85,106,129]. Ovakva promjena parametara zasigurno ima utjecaj i na morfologiju gdje ¢e
kristali selenitom dopiranog HAp-a vjerojatno biti kra¢i po z osi u odnosu na ¢istu fazu, ali i

naru$ene kristalnosti, §to su potvrdili Liu i suradnici [83].

Tablica 6. Udjeli 1 parametri jedinicne celije OCP-a dobiveni Rietveldovom metodom

uto¢njavanja
OoCP
/% V/A3 a/A b/A c/A
CaP-Sel0 43,92 1220,9609 19,69510 9,53534 6,85168
CaP-Sel 8,68 1226,8974 19,71471 9,50559 6,89568

Dodatkom SeOs3* iona u CaP sustav, dolazi do promjena parametara jedini¢ne ¢elije OCP-a,
Sto je pokazatelj dopiranja te faze (Tablica 6). Porastom udjela SeO3?" iona, rastu parametri a
1 ¢, a smanjuje se parametar b. OCP je strukturno sli¢an HAp-u tako da je podrucje 0 <x < 1/4
gotovo identi¢no strukturi HAp-a, a vece razlike se nalaze u ostatku jedini¢ne celije. S
obzirom na to da je graden od istih elemenata kao HAp, supstitucija SeO3> iona u OCP bit ¢e
moguca isklju¢ivo na polozaju PO4*~ i HPO4> [133]. Zbog moguénosti supstitucije isklju¢ivo
na polozaj PO4* i HPO4* te poklapanja strukture uzduz 0 < x < 1/4 podrucja jedini¢ne ¢elije,
trend promjene parametara Celije zbog supstitucije SeO3* moze se poistovjetiti s prethodno
opisanom supstitucijom kod HAp-a. Prema trenutnom saznanju, nisu pronadeni radovi koji se

bave supstitucijom SeO3*" u strukturu OCP-a.

Povecanje koli¢ine SeO3*  u CaP sustavu dovodi do $irenja pikova difraktograma, odnosno
smanjenja kristalnosti uzorka. S obzirom na to da se udio ACP faze ne mijenja znacajno,
ovakvo smanjenje kristalnosti rezultat je naruSavanja kristalne reSetke zbog supstitucije

fosfata SeO3* ionom. Ista zapazanja u svojim istraZivanjima pokazali su Ma i suradnici te
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Zhang 1 suradnici [85,106]. Osim narusavanjem strukture zbog distorzije, Uskokovi¢ i
suradnici navode kako se pad kristalnosti moZe pojasniti utjecajem SeOs?~ na nukleaciju i rast
kristala HAp-a. Naime, uoCeno je kako iz otopine s ve¢im udjelima SeOs;* dolazi do
precipitacije HAp-a i bez dodatka baze, $to sugerira ulogu SeO3?” kao promotora nukleacije.
Promotor nukleacije povecat ¢e broj nukleacijskih srediSta, Sto ¢e u konacnici dovesti do
smanjene veli¢ine kristala 1 kristalnosti uzorka [86]. Smanjenje kristalnosti, neovisno od

razloga, imat ¢e utjecaj na morfologiju pripremljenih CaP-Se.

4.5 MORFOLOSKA STRUKTURA

Na izgled kristala utje¢u uvjeti sinteze kao §to su koncentracija, temperatura, vrijednost pH,
prekursori 1 sl. [33,78,79,82]. Kristali HAp-a dobiveni metodom precipitacije iz vodene
otopine imaju plocasti oblik, izduzen u smjeru c osi te su skloni aglomeraciji. Slicnog oblika
su kristali OCP-a, medutim, daleko manje veliine te s Cestom promjenom orijentacije rasta
[133]. U teorijskom uvodu spomenut je utjecaj supstitucije stranog iona na morfologiju
kristala, a kroz rezultate XRD-a vidljivo je kako su sustavi s ve¢im udjelima SeOs*~ davali
Sire 1 nize pikove. Takvi pikovi ukazuju na naruSavanje kristalnosti, a takva mikrostrukturna
promjena posljedi¢no ima promjenu na makro strukturi, odnosno morfologiji. Na slici 10.

prikazane su SEM mikrografije pripremljenih CaP-Se uzoraka.

Na prvoj mikrografiji uzorka CaP-Se0 vidljiva je karakteristina plocasta struktura HAp-a
kakvu opisuju mnogobrojni izvori literature [83—86], a vidljivi su i manji aglomerati u obliku
cvijeta uz prisustvo amorfne faze. Iduce tri mikrografije pokazuju da povecanjem udjela
SeO3? iona u sustavu kristali postaju sve manji, malobrojniji su, a zbog sve amorfnije
morfologije teze je uociti pojedine kristale. Ve¢ na mikrografiji CaP-Sel uzorka, iako je jo$
uvijek prisutan karakteristi¢ni plo€asti oblik HAp kristala te pokoji aglomerat u obliku cvijeta,
ukupna morfologija je amorfnija. Povecanjem udjela SeOs> iona dolazi do povecanja broja
aglomerata ¢ije su dimenzije ve¢e no kod CaP-Se0 uzorka, a dobivene kristalne strukture su
sve slabije definirane. Kod uzorka CaP-Sel0 prethodno spomenute karakteristi¢ne kristalne
strukture su izrazito rijetke i teSko uocljive. Morfologija supstituiranog CaP-Se sustava moze
se opisati kao sustav velikih aglomerata sferi¢nih Cestica uz pokoju naznaku plocaste kristalne
strukture. Kako se dodatkom SeOs? nije uocilo povecanje udjela ACP-a u uzorcima, SEM
mikrografije potvrduju pretpostavku o promjeni morfologije uslijed gubitka kristalnosti zbog

supstitucije SeO3> na mjesto fosfata, a koja uzrokuje distorziju cjelokupne kristalne strukture.
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Dobivene rezultate potvrduje literatura, gdje se morfologija selenijem supstituiranih CaP-a

opisuje aglomeratima sferi¢nih Cestica amorfnog izgleda [83—-86,109].

CaP-Se0 CaP-Sel

CaP-Se5 ~ CaP-Sel0

Slika 10. SEM mikrografije sintetiziranih CaP-Se uzoraka (skala: 5 pm)
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4.6 INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA S FOURIEROVOM TRANSFORMACIJOM
NAKON TOPLINSKE OBRADE

Kako bi se ispitala toplinska stabilnost pomo¢u FTIR spektroskopije, sintetizirani CaP-Se
uzorci toplinski su obradeni pri 1200 °C (slika 11.). S obzirom na drugaciji oblik i polozaj
vrpci, moze se zakljuciti da su tijekom toplinske obrade nastale nove CaP faze. Prema
literaturi, toplinskom obradom na temperaturi viSoj od 800 °C, HAp se raspada na stabilniji

B-TCP [134].
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Slika 11. FTIR spektar CaP uzoraka nakon toplinske obrade pri 1200 °C

Prilikom toplinske obrade dolazi do nastajanja tzv. f-TCP ramena, odnosno vrpci PO4*~ na
oko 947, 974 i 1120 cm™! [80,124,134]. Ono $to je prije toplinske obrade bila intenzivna

3~ skupine HAp-a na oko 1000 cm™!, na viSoj temperaturi postaje Siroki triplet

vrpca POq
daleko nizeg intenziteta i rezolucije s vrpcama na 1096, 1085 i 1056 cm™! [134]. Upravo ovaj
prosireni multiplet predstavlja karakteristi¢nu vrpcu f-TCP-a koja je produkt raznih savijanja
i istezanja PO4*~ skupine [135]. Dodatno, toplinskom obradom dolazi do pomaka PO4*~ vrpci

B-TCP-a, to¢nije, vrpca s 568 cm™! ima pomak na 550 cm™!, dok vrpca sa 600 cm™! ima lagani
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pomak na 605 cm™! i nastanak ,ramena“ [80,134,135]. Identi¢ni pomaci dogadaju se i s
vrpcama na oko 1036 i 1095 cm™! na 1030 i 1090 cm™! [80,134]. Nakon toplinske obrade ne
uocavaju se karakteristi¢ne vrpce za HPO4?~ skupine niti karakteristiéne vrpce CO3?~ skupine
na 870, 1415 i 1450 cm™'. Potonje se objaSnjava pucanjem veza te izlaskom CO3*~ u obliku

plinovitog COz iz kristalne reSetke [80,121].

Prema navedenom, moze se zakljuciti da je f-TCP vecinski produkt nakon toplinske obrade
CaP-Se0 1 CaP-Sel uzoraka. Prema Meejoou i suradnicima, na temperaturama iznad 1200 °C
dolazi do konverzije f-TCP u a-TCP, §to ¢e se u FTIR spektru odraziti pojavljivanjem vrpci
PO4* na 551, 585, 597, 613, 984, 1025 te 1055 cm™! [80,134]. Neke od tih vrpci vidljive su
na spektrima CaP-Sel 1 CaP-Se5, zbog cega se moze pretpostaviti da ¢e a-TCP biti
zastupljena faza u ta dva uzorka. S obzirom na to da je u pitanju samo druga modifikacija, ali
ne i razlika u kemijskim vezama, ne moze se sa sigurno$c¢u tvrditi razlika u udjelima TCP faza
samo na osnovi FTIR spektara. Kako ne postoje naznake a-TCP u CaP-Se0 uzorku,

pretpostavlja se da prisustvo SeO3* pridonosi konverziji 8-TCP u a-TCP.

Vrpca OH™ na 630 cm!, karakteristi¢na za HAp, vidljiva je na FTIR spektrima za CaP-Se5 i
CaP-Sel0 uzorke, zbog Cega se moze zakljuciti da ta dva uzorka sadrze HAp fazu. Kako je
intenzitet te vrpce veci kod CaP-Sel0 nego CaP-Se5 uzorka, pretpostavlja se kako porastom

supstitucije SeOs>~ dolazi do povecanja udjela HAp-a u toplinski obradenom uzorku.

Ni u jednom uzorku, bez obzira na supstituciju, ne zaostaju SeOs*". Tvrdnja proizlazi iz FTIR
spektra gdje izostaju karakteristicne vrpce za SeO3* skupinu. Wei i suradnici uocili su istu
pojavu, koju su potvrdili 1 endotermnim pikom prilikom DSC analize pri temperaturama
izmedu 900 i 1000 °C. Pik su pripisali raspadu SeOs*" skupine, a pretpostavljaju kako je

selenij iz sustava izaSao u obliku plinovitog SeO> [84].

4.7 MINERALOSKI SASTAV NAKON TOPLINSKE OBRADE

Mineraloski sastav toplinski obradenih uzoraka odreden je XRD analizom, a dobiveni
difraktogrami analizirani su Rietveldovom metodom uto¢njavanja. Za identifikaciju pojedinih
faza koristene su JCPDS kartice za HAp (No. 09-0432), f-TCP (No. 09-0169), a-TCP (No.
09-0348), CaO (No. 18-1467) 1 Si (No. 27-1402). Na slikama 12., 13., 14. 1 15. prikazani su
difraktogrami toplinski obradenih uzoraka CaP-Se0, CaP-Sel, CaP-Se5 i CaP-Sel0 s

Braggovim pozicijama za mineraloske faze i silicij (standard).
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Kako bi se utvrdio stvarni mineraloski sastav CaP sustava nakon toplinske obrade, provedena

je kvantitativna analiza difraktograma Rietveldovom metodom uto¢njavanja (tablica 7).

Tablica 7. Kvantitativni sastav CaP sintetiziranog sustava

B-TCP (%) o-TCP (%) HAp(%) ACP (%)  CaO (%)

CaP-Sel 88,64 - - 11,36 -
CaP-Sel 50,40 32,45 10,66 6,49 -
CaP-Se5 36,61 9,78 45,77 7,84 -
CaP-Sel0 3,08 4,11 87,88 4,69 0,24

Vidljivo je kako se CaP-Se0 uzorak, koji ne sadrzi SeOs? ione, za vrijeme toplinske obrade
ponasa kao 1 €isti nestehiometrijski HAp, koji obradom prelazi u stabilniji f-TCP [80]. Kod
dopiranih uzoraka, uz S-TCP fazu, dolazi do formiranja a-TCP faze koja je stabilnija TCP
faza iznad 1200 °C [134]. Dolazi do smanjenja udjela amorfne faze koja se pri povisenim
temperaturama transformira u kristalnu HAp-u fazu, a §to utjeCe na porast kristalnosti.
Povecanje kristalnosti uzoraka nakon toplinske obrade vidljivo je u izrazenim i uskim
pikovima. Za razliku od CaP-Se0, uzorci dopirani SeO3* pokazuju prisustvo HAp-a te se
njegov udio povecava s povecanjem udjela dopiranja. S obzirom na dobivene rezultate,
namece se pretpostavka kako ¢e se u CaP-Se sustavu veci dio energije trositi na pucanje
kemijskih veza SeOs*, konverziju u SeO: te reorganizaciju elemenata resetke. Time se
smanjuje raspoloziva energija za raspad HAp-a na a i f-TCP koji su termodinamicki stabilniji

pri 1200 °C, a konacni rezultat je povecana stabilnost HAp-a te veca kristalnost uzoraka.

Liu i suradnici toplinskom obradom CaP-Se pri 1100 °C uodili su zna¢ajnu reorganizaciju u
strukturi koja je dovela do povecanja kristalnosti sustava, stabilnosti HAp-a s povecanjem
udjela SeOs* te formiranje CaSeOs [83]. Wei i suradnici pokazali su kako se CaSeOs pri
temperaturi iznad 1100 °C raspada u CaO uz gubitak selenita u obliku plinovitog SeO-,
ponovno uz znacajnu reorganizaciju, ostvarivanje vece kristalnosti te stabilnosti HAp-a [126].
Prema literaturi, do nastajanja CaSeO3 faze moze do¢i pri visim koncentracijama SeO3?” iona,
koji se zbog nemoguénosti supstitucije apsorbiraju na povrSinu kristala formirajuc¢i CaSeOs, a
koji se toplinskom obradom raspada na plinoviti SeO2 i CaO [84,129,136]. 0,24 % CaO faze u
CaP-Sel0 uzorku rezultat je raspada CaSeOs faze pri temperaturi od 1200 °C, a CaSeOs faza

nije detektirana prije toplinske obrade u uzorku CaP-Sel0 vjerojatno zbog niskog udjela.
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5 ZAKLJUCAK

Pripremljeni su CaP sustavi supstituirani selenitnim ionima molarnih udjela od 0, 1, 51 10 %

iz biogenog izvora, sipine kosti.

e Moguce je pripremiti viSefazni CaP sustav na temelju HAp-a, OCP-a i ACP-a
metodom precipitacije iz biogenog izvora, pri blagim uvjetima sinteze.

e Koristenje sipine kosti, kao prekursora Ca’*' iona, rezultira multi-dopiranim CaP
sustavom, kemijski sliénim mineraloskoj fazi prirodnog kostanog tkiva.

e Selenitni ioni uspjesno su dopirani u kristalnu strukturu HAp-a i OCP-a.

e Dopiranje selenitnim ionima u strukturu HAp-a i OCP-a uzrokuje distorziju strukture i
stvaranje vakancija §to narusava kristalnost sustava.

e Pripremljeni CaP-Se uzorci nestabilni su pri 1200 °C, gdje selenitni ioni izlaze iz
strukture u obliku plinovitog SeO».

e Kiristalnost toplinski obradenih uzoraka veéa je u usporedbi s uzorcima prije toplinske
obrade.

e [S-TCP stabilna je faza toplinski obradenog CaP-Se( uzorka, dok a-TCP faza nastaje
kao produkt konverzije f-TCP-a pri 1, 51 10 % supstitucije selenitnim ionima. Udjeli
TCP faza smanjuju se povecanjem udjela supstitucije te dolazi do stabilizacije HAp

faze.

Dobiveni biomimeticki viSefazni sustavi dopirani selenitnim ionima predstavljaju obec¢avajuci
sustav za poboljSanje kemijskih 1 bioloskih karakteristika koStanih usadaka. Daljnja
istrazivanja ukljucivat ¢e analizu selektivnih protutumorskih svojstava na zdravim i

tumorskim ljudskim stanicama.
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7  ZIVOTOPIS

Klaudiia vankovic | <15k sk

obrazovanje pohadala je u Zagrebu u OS Stenjevec. Odli¢nim uspjehom zavriava
V. Gimnaziju u Zagrebu, polaganjem Drzavne mature 2013. godine. Visokoskolsko
obrazovanje nastavlja 2015. godine upisom sveuciliSnog preddiplomskog studija Kemija 1
inZzenjerstvo materijala na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije SveuciliSta u
Zagrebu. Stru¢nu praksu odradila je na Institutu Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu, u Laboratoriju za
molekulsku spektroskopiju. U sklopu stru¢ne prakse radila je na dva projekta, pod vodstvom
Marka Rozmana, dr.sc. s Instituta Ruder Boskovi¢ i prof.dr.sc. Sandre Babi¢ s Fakulteta
kemijskog inzenjerstva i tehnologije. Za rad Adsorpcija farmaceutski aktivnih spojeva na
ugljikove nanomaterijale osvojila je Rektorovu nagradu za individualni znanstveni rad 2018.
godine. Preddiplomski sveucili$ni studij Kemije i inZenjerstva materijala zavrSava iste godine
1 stjece titulu prvostupnice kemijskog inzenjerstva uz pohvalu Cum Laude s kategorizacijom
10 % najboljih studenata generacije, na temu zavr$nog rada Proucavanje sudbine peptidnih
lijekova u okolisu. U akademskoj godini 2018./2019. upisuje diplomski studij Primijenjene
organske kemije na istom fakultetu. Iste godine zapoc€inje istrazivanje i izradu diplomskog
rada pod vodstvom mentora prof.dr.sc. Hrvoja Ivankovi¢a na temu Strukturna karakterizacija
selenijem dopiranih kalcijevih fosfata Rietveldovom metodom utocnjavanja. 2020. godine
obavlja stru¢nu praksu u sklopu Erasmus+ programa. Mjesto rada je Interdisciplinary
Nanoscience Center u Aarhusu (Danska), gdje pod vodstvom prof.dr.sc. Jergena Kjemsa u
sklopu Nucleic Acid Nanotechnology grupe radi na temi modifikacije RNA strukture. Iste

godine, primila je stipendiju Grada Zagreba u kategoriji izvrsnosti.

Za vrijeme studiranja radila je kao demonstrator na Cetiri zavoda; Zavodu za termodinamiku,
strojarstvo 1 energetiku, Zavodu za organsku kemiju, Zavodu za fizikalnu kemiju i Zavodu za
analiticku kemiju. U svrhu popularizacije znanosti i Fakulteta, sudjelovala je u organizaciji i
izvedbi kemijskih radionica na Danima otvorenih vrata FKIT-a (2017. i 2018.) na Zavodu za
analiti¢cku kemiju, radionicama pod projektom ,,Prirodoslovna lepeza za mlade znanstvenike*
(2017.) te na Festivalu znanosti (2018.), sve pod vodstvom Daria Dabica, dr.sc.. Aktivno je
sudjelovala na 5. Simpoziju studenata kemije (PMF 2018.), Sajamu Ideja (FKIT 2018.) 1 XII
Medunarodnom susretu mladih kemijskih inZenjera (FKIT 2018), te na brojnim drugim
konferencijama kao pasivni sudionik. Clan je Studentske organizacije inzenjerstva materijala
(SOME) te Hrvatskog drustva kemijskih inZenjera (HDKI). Uz hrvatski jezik, aktivno se sluzi

engleskim, a pasivno njemackim jezikom.
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