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SAZETAK

InZenjerstvo kosStanog tkiva je brzo rastu¢e podrucje istrazivanja kojemu je cilj pripraviti
kostanu okosnicu koja §to bolje oponasa prirodno kostano tkivo. Pripravljeni materijal mora
zadovoljiti sve trazene uvjete, kao $to su biokompatibilnost, bioaktivnost, osteoinduktivnost,
biorazgradivost, ne smije biti toksian i izazivati upalne reakcije, te mora pruzati dobru
mehanicku potporu. Nadalje, mora biti slicne strukture i kemijskog sastava kao 1 ljudska kost.
Jedan od potencijalnih materijala je visokoporozna kompozitna okosnica na temelju kitozana 1
hidroksiapatita (CS/HAp), koja zadovoljava trazene uvjete. Stoga je cilj ovog rada sintetizirati
hidroksiapatit iz biogenih izvora, koji sadrZe elemente u tragovima od klju¢ne vaznosti za rast
kostanog tkiva, a zatim iz pripremljenog hidroksiapatita iz razli¢itih biogenih izvora i kitozana
pripremiti kompozitne okosnice.

Kao biogeni izvori koriStene su ljuske jajeta, sipina kost 1 ljuSture Skoljaka. Dobiveni
hidroksiapatit pripremljen je metodom kemijskog talozZenja, a karakteriziran je infracrvenom
spektroskopijom s Fourierovim transformacijama (FTIR) i rendgenskom difrakcijskom
analizom (XRD). Dobiveni difraktogrami analizirani su Rietveldovom metodom uto¢njavanja
pomocu racunalnog programa DIFFRAC. SUITE TOPAS V.5.0. Morfologija kristala ispitana
je pretraznim elektronskim mikroskopom (SEM), a kemijski sastav uzoraka odreden je
pomocu masene spektroskopije s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS). Pripremljeni
uzorci hidroksiapatita umijeSani su u polimernu matricu kitozana (CS/HAp) te su
pripremljene visokoporozne kompozitne okosnice metodom ,,smrzavanje-geliranje®.
Dobivene kompozitne okosnice karakterizirane su FTIR metodom, a morfologija je istrazena
SEM analizom. BioloSka karakterizacija okosnica provedena je mjerenjem citotoksi¢nosti
okosnica na ljudskim embrionalnim bubreZznim stanicama tijekom 3 dana, te odredivanjem
zivotne aktivnosti nasadenih stanica tijekom 7 dana.

Utvrdeno je da se pripremljeni praSkasti uzorci sastoje od hidroksiapatitna i amorfne faze, te
da je prisutna supstitucija Sr*, Mngr i Na" ionima. Dobivene okosnice CS/HAp
visokoporozne su strukture povezanih pora, a kristali HAp-a homogeno su rasporedeni unutar
matrice kitozana. Visoka vijabilnost stanica upucuje na necitotoksi¢nost uzoraka, te dobru

zivotnu aktivnost stanica tijekom 7 dana.

Kljuéne rijeci: biogeni izvor, elementi u tragovima, hidroksiapatit, kitozan, okosnica



SUMMARY

Synthesis of composite scaffolds based on polymer and calcium phosphates obtained from
biogenic sources

The main goal of bone tissue engineering is to synthesize a material that mimics natural bony
tissue, respectively its structure and chemical composition. A potential material is a
chitosan/hydroxyapatite (CS/HAp) composite scaffold, due to its properties, such as
biocompatibility, bioactivity, osteoinductivity, biodegradability and mechanical support. The
aim of this study is to synthesize biomimetic hydroxyapatite from biogenic sources, which
contain various trace elements crucial for bone growth, and prepare composite scaffolds based
on HAp powders and chitosan.

As biogenic sources, hen eggshells, cuttlefish bone and seashells were used. HAp powders
were prepared by wet precipitation method, while their composition was determined by
Fourier-transform infrared spectroscopy and X-ray diffraction (XRD) analysis. Crystal
morphology was studied by scanning electron microscopy (SEM) and chemical composition
of powders was determined by coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Prepared
powders have been dispersed into chitosan matrix, and composite CS/HAp scaffolds were
prepared by freeze-gelation technique. Obtained CS/HAp scaffolds were analysed by FTIR,
while morphology was studied by scanning electron microscopy. Biological evaluation of
composite scaffolds was also conducted, by MTT and Live/dead assay.

It was found that prepared powders are composed of hydroxyapatite (HAp) and amorphous
calcium phosphate (ACP). Substitution with trace elements (Sr*, Mg2+ i Na") occured, as a
result of using biogenic sources as precursors of Ca®" ions. The structure of CS/HAp scaffolds
was highly porous, with well interconnected pores and HAp crystals homogeneously
dispersed in chitosan matrix. MTT assay has shown no toxicity of CS/HAp scaffolds, while

Live/dead assay has shown good viability and proliferation of seeded cells.

Keywords: biogenic source, chitosan, hydroxyapatite, scaffold, trace elements
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1. UVOD

Posljednjih desetlje¢a doslo je do intenzivnog razvoja inzenjerstva kostanog tkiva, ¢iji je cilj
razviti usadke koji ¢e oponasati prirodno kostano tkivo. KoStana oboljenja i oSte¢enja (artritis,
rahitis 1 osteoporoza) znatno smanjuju kvalitetu Zivota, a zbog sve duljeg zivotnog vijeka ljudi
sve je veéa potreba za odgovarajuéim usadcima '. Medutim, dosad razvijeni usadci mogu
uzrokovati brojne zdravstvene rizike, kao §to su potreba za naknadnim kirurSkim zahvatom,
rizik od infekcija, prijenosa bolesti i imunoloskih reakcija . InZenjerstvo tkiva nastoji razviti
usadak slican prirodnom kosStanom tkivu, koji mora zadovoljavati brojne uvjete, kao $to su
biokompatibilnost, bioaktivnost, povoljna mehanitka svojstva te biorazgradivost *. Kako bi to
bilo moguce, potrebno je detaljno poznavati kemijski 1 fazni sastav, mehani¢ka svojstva,
strukturu i biologke procese koji se odvijaju u prirodnom kostanom tkivu *.

Kost se sastoji od ~ 70 % anorganske tvari, ~ 20 % organske tvari, a ostatak jest voda.
Najzastupljenija anorganska tvar je hidroksiapatit, HAp (Ca;o(PO4)s(OH),), a najzastupljenija
organska tvar je protein kolagen °. Hidroksiapatit je kalcijev fosfat (CaP), mineral koji se
Cesto koristi u inzenjerstvu koStanog tkiva zbog svojih brojnih prednosti kao Sto su
bioaktivnost, biokompatibilnost, osteoinduktivnost, mehanic¢ka potpora te kemijska sli¢nost
mineralnoj fazi koStanog tkiva. NajceS¢e se koristi za proizvodnju okosnica, filera,
bioaktivnih premaza i kao dio sustava dostave lijekova °. U strukturi bioloskog HAp-a nalaze
se brojni elementi u tragovima, primjerice Mg®", Na", K", Zn*", Sr*', CI', F, koji imaju
pozitivan utjecaj na obnavljanje kostanog tkiva. Supstitucija navedenih iona u kristalnu
reSetku HAp-a mozZe utjecati na njegovu toplinsku stabilnost, parametre elementarne celije,
morfologiju, kristalnost i fazni sastav, Sto moze znacajno poboljSati njegova bioloska svojstva
7. Zbog toga se sintetski HAp &esto podvrgava supstitucijama raznim ionima, u cilju §to
vjernijeg oponaSanja prirodnog kostanog tkiva pri izradi usadaka ¥ U veéini dosadasnjih
istrazivanja HAp je dobiven sintetskim putem, raznim metodama od kojih su najvise koriStene

i metoda kemijskog talozenja ''. Medutim, u

sol-gel metoda °, hidrotermalna metoda
sintetskom HAp-u ne nalaze se elementi u tragovima, koji, kao $to je ve¢ navedeno, znacajno
poboljsavaju svojstva HAp-a. Stoga se u posljednje vrijeme sve viSe istrazuje mogucnost
sinteze HAp-a iz biogenih izvora, primjerice koralja, ljusaka jajeta, ljuStura skoljaka i sipine
kosti, u ¢ijem se sastavu ve¢ nalaze elementi u tragovima, §to omogucuje postizanje boljih
fizikalno-kemijskih svojstava usadaka '2. Osim toga, ovakav pristup smatra se ekoloski

prihvatljivim, buduci da se koli¢ina bio-otpada smanjuje i reciklira B,



U posljednje vrijeme sve vecu paznju pri izradi usadaka privlace kompozitni materijali koji se
sastoje od dvije faze: biokeramicke, koja omogucuje bioaktivnost i mehanicku otpornost, te
polimerne, koja osigurava poroznost okosnice i njenu razgradivost in vivo, te fleksibilnost.
Kombinacijom biokeramicke 1 polimerne faze znacajno se poboljsavaju bioloSka 1 mehanicka
svojstva kompozitnog biomaterijala '*. Kao biokeramitka faza najeé¢e se koristi CaP
biokeramika, posebice HAp, dok se za polimernu fazu Cesto koristi biopolimer kitozan,
prirodan polimer dobiven od biopolimera hitina, koji je netoksic¢an, biokompatibilan i
biorazgradiv. Kitozan posjeduje antibakterijska, antigljivicna i antimikrobna svojstva, bez
izazivanja upalne reakcije ljudskog organizma . Osim $to predstavlja matricu za kristalne
Cestice HAp-a, kitozan omogucuje pripremu visokoporozne trodimenzionalne strukture koja
je kljuéna za odvijanje biokemijskih i bioloskih procesa u koStanom tkivu, primjerice
prijenosa hranjivih tvari i kisika '®. Takoder, visokoporozna struktura omoguéuje interakcije

izmedu usadaka i prirodnog kostanog tkiva nuZnu za uspjesnu vaskularizaciju .

Cilj ovog rada je sintetizirati visokoporoznu kompozitnu okosnicu dobivenu od
hidroksiapatita pripremljenog iz tri razli¢ita biogena izvora (ljuske jajeta, sipine kosti i
ljusture Skoljaka) i kitozana, te istraziti fizikalno-kemijska i bioloSka svojstva pripremljenih

okosnica.



2. TEORIJSKI DIO
2.1 INZENJERSTVO KOSTANOG TKIVA

Inzenjerstvo koStanog tkiva je interdisciplinarno podrucje koje koristi znanja iz podrucja
biologije, fizike, kemije i medicine, u cilju napretka u razvoju kostanih usadaka '®. Jedan od
problema s kojima se medicina danas susre¢e su koStana oStecenja, koja mogu nastati kao
posljedica artritisa, prijeloma te koStano-miSi¢nih bolesti. Zahvaljujuéi istrazivanjima u
podrucju inzenjerstva kosStanog tkiva, dokazano je da primjena kosStanih usadaka omogucuje

brzu obnovu kostanog tkiva '*. Princip funkcioniranja inZenjerstva tkiva prikazan je na slici 1.

Princip inZenjerstva tkiva

mﬂ
biopsija
stanica

uzgoj
stanica
ugradnja okosnice

» “ -
-d* 4

uzgoj stanica na

gL
2

Slika 1. Princip funkcioniranja inZenjerstva tkiva *°.

Kako bi razvoj kosStanih usadaka bio mogué, potrebna je prethodna izolacija stanica
biopsijom. Zatim se stanice, odnosno tkivo, uzgaja in vitro na okosnici, te se potom ugraduje

u tijelo pacijenta (in vivo).

Za razvoj koStanih usadaka u inzZenjerstvu koStanog tkiva koriste se biomaterijali, Cija je
osnovna uloga podrzati stvaranje novih koStanih stanica (osteogeneza), kako bi se potaklo
brze obnavljanje kosti. Biomaterijali moraju biti biokompatibilni, odnosno ne smiju izazivati

alergijske, toksi¢ne ili kancerogene reakcije u ljudskom tijelu *'. Najée$é¢e koristeni

3



biomaterijali su biorazgradivi polimeri te bioaktivna keramika, medu kojom se isti¢e kalcij-
fosfatna (CaP) biokeramika. Njihova zadaca je oponasati kemijske karakteristike te povrsinu
kostanog tkiva, kako bi se mogle izraditi proteze i koStane okosnice Sto sli¢nije prirodnom
kostanom tkivu *'. Okosnica je trodimenzionalna matrica ¢ija je uloga omoguc¢iti mehanicku i
strukturnu potporu za stvaranje novog tkiva. Stvaranju novog koStanog tkiva prethodi
migracija, vezanje, proliferacija 1 integracija stanica, stoga okosnica mora biti
biokompatibilna, imati veliku specificnu povrSinu i mikrostrukturu koja oponasa strukturu
prirodnog koStanog tkiva te zadovoljavaju¢a mehanicka svojstva. Mikrostruktura okosnice
mora biti visokoporozna, kako bi se omogucila integracija i vaskularizacija tkiva, te protok
kisika i hranjivih tvari **. Postoje razligite vrste okosnica, ali sve vecu pozornost privlade
organsko/anorganske kompozitne okosnice, koje su gradene od polimera i biokeramike.
Dobivaju se spajanjem dvaju ili viSe razliCitih materijala, s jasnom granicom faza. Na taj
na¢in dobiva se materijal kombiniranih svojstava njegovih komponenata, mehanicka
otpornost i biorazgradivost polimera te bioaktivnost keramike komponente '*. Ono $to ove
materijale izdvaja od konvencionalnih metalnih 1 keramickih materijala je moguénost
biorazgradnje. Ovakva okosnica ugraduje se na oSteCeno podrucje, te se s vremenom
razgraduje, a zamjenjuje ju novonastalo kostano tkivo. Brzina razgradnje okosnice mora biti
jednaka brzini nastajanja novog kostanog tkiva, jer bi u suprotnom moglo do¢i do naprezanja i
pucanja okosnice ili tkiva. Zbog sposobnosti biorazgradnje, kirurSki zahvat uklanjanja

ovakvih okosnica nije potreban ***.

2.2 KALCIJEVA FOSFATNA BIOKERAMIKA

Biokeramicki materijali mogu se u inzenjerstvu koStanog tkiva koristiti samostalno, ili kao dio
kompozitnog materijala s polimerima. Svojstva koja odlikuju biokeramicke materijale su
tvrdoca, otpornost na trosenje te biokompatibilnost. NajizraZeniji nedostaci biokeramike su
mala gustoca i niska ¢vrstoca, zbog Cega se ona ne koristi za izradu okosnica koje ¢e biti
izloZzene velikim naprezanjima. Biokeramika se stoga koristi za izradu usadaka koji su
namijenjeni za koStana oSte¢enja s manjim optereCenjima, primjerice za ispunu oStecenih
kosti u ortopedskoj i oralnoj kirurgiji te za presvlake dentalnih usadaka i metalnih proteza >°.

Najistaknutija vrsta biokeramike je CaP biokeramika, koja ima Siroku primjenu u biomedicini,
a najpoznatiji predstavnici su hidroksiapatit (HAp), amorfni kalcijev fosfat (ACP),
oktakalcijev fosfat pentahidrat (OCP), te a- i fS-trikalcijev fosfat (a- 1 f-TCP). Fizikalna



svojstva CaP-a su slaba topljivost u vodi, dobra topljivost u kiselim 1 netopljivost u bazi¢nim
otopinama. Poznavanje topljivosti CaP-a pri odredenim pH vrijednostima od iznimne je
vaznosti, jer topljivost znacajno utjeCe na ponasanje biokeramike in vivo. Poznavanje krivulja
topljivosti CaP omogucuje prilagodavanje brzine razgradnje, kako bi ona bila jednaka brzini
stvaranja novog kostanog tkiva. To se moze posti¢i stvaranjem viSefazne CaP biokeramike,
koja ima bolji stupanj resorpcije nego pojedinagna faza *°. Prednosti CaP su stabilnost,
mogucénost proizvodnje u velikim koli¢inama i dostupnost. HAp i f-TCP najmanje su topljivi
CaP te se zbog toga komercijalno koriste za proizvodnju kostanih okosnica na temelju CaP

biokeramike.

Cesto istrazivan kompozitni materijal sastoji se od HAp-a koji poti¢e rast novih kostanih
stanica 1 omogucava nastanak ¢vrste veze izmedu tkiva i usadka, te od biopolimera koji
osigurava fleksibilnost. Da bi priprava takvog materijala bila Sto uspjesnija potrebno je
temeljito poznavati svojstva pojedinih komponenata, kako bi se pripremila okosnica §to

sli¢nija prirodnom kostanom tkivu, s zadovoljavaju¢im regeneracijskim svojstvima *°.

2.3 HIDROKSIAPATIT

Hidroksiapatit s masenim udjelom od 60-70 % predstavlja temeljnu mineralnu fazu kosti.
Formula hidroksiapatita je Ca;o(PO4)¢(OH),, dok molarni omjer kalcija i fosfora iznosi
Ca/P = 1,67. Molarni omjer je vazan, jer u slucaju njegovog odstupanja, pri toplinskoj obradi
materijala moze doc¢i do pojave drugih CaP i kalcijeva oksida.
Moguca su dva slucaja:

1. molarni omjer Ca/P manji je od 1,67; dolazi do nastajanja a- ili f-TCP.

2. molarni omjer Ca/P ve¢i je od 1,67; dolazi do nastajanja kalcijevog oksida (CaO) i

hidroksiapatitne faze.

Kristalna reSetka hidroksiapatita heksagonske je simetrije, a parametri elementarne celije
iznose a = b = 9,41369 A, ¢ = 6,90197 A. Postoji nekoliko razli¢itih pozicija na kojima se
nalaze atomi kalcija 1 kisika. Od deset kalcijevih atoma Cetiri se nalaze na poziciji Cal, dok se
njih Sest nalazi na poziciji Ca2. Na pozicijama O1 1 O2 nalazi se po jedan kisikov atom, dok

se na poziciji O3 nalaze dva kisikova atoma, u prostornoj grupi P63/m *’. Na slici 2 prikazana



je kristalna reSetka HAp-a s oznaCenim pozicijama kalcijevih atoma dobivena pomocu

racunalnog programa DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.

Slika 2. Struktura kristalne reSetke hidroksiapatita dobivena pomocu racunalnog programa

DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.

HAp je mineral ionskog karaktera, te se u njegovu kristalnu strukturu mogu ugraditi razlic¢iti
ioni Cija je uloga pospjesiti biokemijske funkcije HAp-a. Ioni se mogu ugraditi na pozicije
kalcijevih (Ca’") iona, te na pozicije fosfatnih (PO4>) i hidroksilnih (OH) iona. Ionske
supstitucije utjecu na svojstva HAp-a kao $to su stabilnost, topljivost, morfologija kristala te
parametri elementarne ¢elije. Medutim, kristalna reSetka HAp-a 1 nakon supstitucije ostaje u
istoj prostornoj grupi %’
Na pozicijama kalcijevih iona najéesée dolazi do supstitucije Zn**, K*, Mg®", Mn**, Na" i Sr**
ionima, dok na poziciji PO4> najéeiée dolazi do supstitucije karbonatnim (CO;”) ionima.
Supstitucija karbonatnim ionima moze se dogoditi na dvije pozicije u strukturi HAp-a:

1. A-tip supstitucije; pri kojem CO5> supstituira OH

2. B-tip supstitucije; pri kojem CO3” supstituira PO,

Supstitucija karbonatnim ionima odvija se u prirodnom koStanom tkivu prema B-tipu
supstitucije, koji se stoga uvijek nastoji posti¢i prilikom ugradnje CO5” iona, kako bi se §to

bolje imitirali procesi koji se odvijaju u prirodnom koStanom tkivu.

Danas se HAp dobiva na razli¢ite nacine, koji se mogu podijeliti u tri skupine:
1. mokri postupci priprave (hidroliza, hidrotermalna metoda, kondenzacija, metoda

kemijskog talozenja)



2. suhi postupci priprave
3. postupci kondenzacije prekursora u plinovitoj fazi (isklju€ivo za pripravu tankih

HAp filmova na odgovaraju¢im supstratima)

Medutim, sintetski HAp dobiven nekim od gore navedenih postupaka ipak se razlikuje od
bioloSkog hidroksiapatita. Bioloski HAp niske je kristalnosti i malih dimenzija kristala (50 x
25 x 2 nm), a u svojoj strukturi ve¢ sadrzi razli¢ite elemente u tragovima, koji izostaju kod
sintetskog HAp-a. U tablici 1 navedeni su elementi u tragovima uz odgovarajue masene

udjele koji se nalaze u mineralnoj fazi kosti i zubi.

Tablica 1. Elementarni sastav prirodnog kogtanog tkiva i zubi 2*.

KOST CAKLINA | DENTIN

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

Dokazano je da upravo elementi u tragovima imaju klju¢nu ulogu u nastajanju, rastu i razvoju
novih koStanih stanica, te da je pomocu njih moguce poboljsati bioloSka i mehanicka svojstva
i prilagoditi brzinu razgradnje materijala ».

HAp je jedan od najcesce koriStenih oblika CaP biokeramike, upravo zbog njegove kemijske i
strukturne sli¢nosti s mineralnom fazom prirodnog kostanog tkiva, Sto ga ¢ini dobrim

kandidatom za primjenu u inZenjerstvu kostanog tkiva °

. Zbog njegove prilagodljive
strukture podlozne supstitucijama, moguce je sintetizirati materijale specifi¢nih svojstava, §to
je od velike vaznosti za Siroku primjenu. Zbog toga je velik broj istrazivanja usmjeren na
razvoj HAp-a supstituiranog bioloski znacajnim ionima koji imaju sposobnost potaknuti rast
novog kostanog tkiva. U posljednje vrijeme to se nastoji posti¢i pripremom HAp-a iz

biogenih izvora, koji u sebi ve¢ sadrzi brojne bioloski znacajne ione.



2.3.1 Hidroksiapatit dobiven iz biogenih izvora

HAp dobiven iz biogenih izvora koji sadrze elemente u tragovima pokazuje veci stupanj
biokompatibilnosti, osteoinduktivnosti, bioaktivnosti te poboljSana mehanicka svojstva, zbog
Gega se moguénost njegove primjene aktivno istrazuje >'. Biogeni izvori bogati kalcijem, kao
Sto su ljuske jajeta, koralji, sipina kost, Skoljke, sastoje se vecinskim dijelom od kalcijeva
karbonata, CaCOs3, iz kojega se hidrotermalnom reakcijom ili metodom kemijskog taloZenja
dobiva HAp *'. Dodatna prednost koristenja biogenih izvora za sintezu HAp-a je smanjenje
koliCine otpada i recikliranje, Sto pridonosi smanjenju onecis¢enja okolisa te se sinteza HAp-a

iz biogenih izvora smatra ekologki prihvatljivim pristupom > '*.

2.3.1.1 Hidroksiapatit dobiven iz ljusaka jajeta

Svake godine milijuni tona ljusaka jajeta diljem svijeta zavrSavaju u otpadu. Buduéi da se
ljuska jajeta sastoji od ~ 94 % CaCO;, ~ 1 % MgCOs i ~ 5 % organske tvari te je lako
dostupan i jeftin materijal, ona se smatra dobrim izvorom kalcijevih iona i aktivno se istrazuje
za sintezu HAp-a *%. Adeogun i suradnici uspje$no su iskoristili ljuske kokogjeg jajeta kako bi
sintetizirali HAp metodom kemijskog taloZzenja. Rendgenskom difrakcijskom analizom
(XRD, engl. X-Ray Diffraction) utvrdeni su pikovi karakteristicni za HAp, dok su
infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim transformacijama (FTIR, engl. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) potvrdeni odzivi karakteristi¢ni za fosfatnu, hidroksilnu i
karbonatnu skupinu, koji pripadaju karbonatnom HAp-u. Dodatno, potvrdena je prisutnost
elemenata u tragovima kao Sto su kalij, magnezij 1 Zeljezo, koji imaju kljucne uloge u
bioloskim procesima ''. Geng i suradnici sintetizirali su hidrotermalnom metodom HAp i
HAp supstituiran stroncijem koriste¢i ljuske jajeta kao prekursor Ca*" iona. Supstitucija
stroncijem uzrokovala je nizu kristalnost 1 smanjenje specificne povrSine. Medutim, oba
uzorka pokazala su poboljSana bioloska svojstva u odnosu na HAp pripremljen iz sintetskog

prekursora, posebice Sr-supstituirani HAp '°.

Padmanabhan 1 suradnici pripremili su
kompozitne okosnice na temelju HAp-a dobivenog iz ljusaka jajeta i kolagena te ih usporedili
s okosnicama od kolagena bez dodatka HAp-a. XRD analizom 1 transmisijiskim eletronskim
mikroskopom (TEM, engl. Transmission Electron Microscopy) potvrdena je prisutnost
nanoCestica HAp-a unutar kolagenske matrice, a dobiveni uzorci su visokoporozni.

Kompozitni uzorak pokazao je bolja mehanicka svojstva, te se smatra dobrim materijalom za

potencijalnu primjenu u biomedicini .



2.3.1.2 Hidroksiapatit dobiven iz sipine kosti

Drugi biogeni izvor od interesa je sipina kost, jer se u HAp-u pripremljenom iz sipine kosti
nalaze elementi u tragovima (Sr*", Mg®" i Na") klju¢ni za regeneraciju kostanog tkiva **. HAp
dobiven iz sipine kosti pokazao je vecu biokompatibilnost u odnosu na HAp dobiven iz
sintetskog prekursora *°. Istrazivanjem Milovac i suradnika utvrdena je moguénost relativno
jednostavne metode dobivanja HAp-a iz sipine kosti hidrotermalnom metodom *°. Na slici 3
prikazana je struktura sipine kosti nakon sinteze HAp-a, te nastali kristali HAp-a u obliku

cvjetace.

Na slici 3 vidljivo je da je nakon sinteze HAp-a hidrotermalnom metodom ocuvana
visokoporozna struktura s dobrom povezano$¢u pora, §to je bitno za uspjeSan prijenos
hranjivih tvari i kisika. Morfologija nastalih kristala HAp-a je u obliku cvjetate *°. Nadalje, in
vivo istrazivanja pokazuju da HAp dobiven iz sipine kosti pojaano potie regeneraciju kosti,
u odnosu na sintetski HAp, zbog ¢ega ovako dobiven HAp predstavlja velik potencijal za
primjernu u inZenjerstvu kostanog tkiva *>. Ressler i suradnici sintetizirali su iz sipine kosti
metodom kemijskog taloZenja viSefazni CaP koji se sastoji od karbonatnog hidroksiapatita s
manjkom kalcijeva iona (engl. calcium deficient hydroxyapatite, CDHAp), OCP-a i ACP-a te
HAp, zbog cega je moguce dobiti materijal veéeg stupnja bioresporpcije, koji je bitan za
biomedicinske primjene **. Pozeljne biologke karakteristike HAp-a dobivenog iz sipine kosti
potvrdene su istrazivanjem Rocha i1 suradnika, u kojem su rezultati in vitro istrazivanja

pokazali visok stupanj biokompatibilnosti, bioaktivnosti i vaskularizacije kostanog tkiva *'.



2.3.1.3 Hidroksiapatit dobiven iz ljustura Skoljaka

Uz ljuske jajeta i sipinu kost, tre¢i biogeni izvor koji se Cesto istrazuje za sintezu HAp-a su
ljusture Skoljka. Wu 1 suradnici sintetizirali su HAp iz ljustura kamenica (lat. Ostrea edulis),
uz prethodno mljevenje i potom zarenje. Dokazali su da se pove¢anjem temperature Zarenja
povecava i kristalnost uzorka, veli¢ina kristala i Ca/P omjer *’. Takoder, HAp dobiven iz
Skoljaka sintetiziran je mikrovalnom radijacijom koja je jednostavna i brza metoda za koju je
potrebna mala koli¢ina energije. Dobiveni HAp pokazuje vecu razinu bioaktivnosti i
biokompatibilnosti od sintetskog HAp-a **. Kumar i suradnici sintetizirali su karbonatni HAp
iz ljustura dagnji, $to je od vaznosti za oponaSanje kemijskog i strukturnog sastava bioloskog
apatita °°. Pal i suradnici sintetizirali su Sr-supstituirani HAp dobiven iz ljustura $koljaka
hidrotermalnom metodom. Povecanjem koncentracije stroncija uofena su poboljSanja

mehanickih svojstava pripremljenog HAp-a *.

Zbog navedenog, supstitucije odredenih metalnih iona u kristalnu reSetku hidroksiapatita
pozeljne su zbog bioloskih svojstava tako pripremljenih materijala. Medutim, kako bi
supstitucija bila moguca, veli¢ina iona mora biti pogodna uz sposobnost strukture da se
prilagodi odredenom stupnju deformacije. Goldschmidtova pravila govore kako ion jednog
elementa moze zamijeniti neki od atoma kristalne reSetke samo kada se njihovi radijusi ne
razlikuju za visSe od 15%, uz prethodno zadovoljenu elektricnu neutralnost. Ako je
supstituiran heterovalentni ion, mora do¢i do kompenzacije naboja, $to se postize daljnjom
supstitucijom nekih od iona u kristalnoj reSetci. Rendgenskom difrakcijskom analizom i
Rietveldovom metodom uto¢njavanja moguce je potvrditi uspjeSnost supstitucije i1 prisutnost
odredenog iona jer ¢e do¢i do promjene parametara elementarne ¢elije. Naime, supstitucijom
iona manjeg radijusa do¢i ¢e do smanjenja duljine stranica elementarne ¢elije,a supstitucijom

iona veéeg radijusa do njihovog povecanja *'.
2.3.2 Hidroksiapatit supstituiran stroncijem

Stroncij je prirodno prisutan u ljudskom tijelu, odnosno u mineralnoj fazi kosStanog tkiva,
posebice u metabolicki aktivnim dijelovima **. Koncentracija stroncija opada starenjem kosti,
a njegova koncentracija u novonastaloj kompaktnoj kosti moze biti do Cetiri puta veca nego u
starijoj kompaktnoj kosti **. Povoljni uginci stroncija na kostani sustav intenzivno se istrazuju

u posljednjih nekoliko godina. Naime, stroncij ima dvojni mehanizam djelovanja kojim
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omogucuje povecanje kostane mase 1 njene Cvrstoce uz poticanje nastajanja kostanog tkiva, te
inhibira resorpciju kostiju. Nastanak novog kostanog tkiva stroncij potie pozitivnim
utjecajem na proliferaciju osteoblastnih stanica, a resorpciju sprjecava inhibiranjem aktivnosti
osteoklastnih stanica **. Dodatno, prisutnost Sr** iona sprjetava apoptozu (smrt kostanih
stanica) **. Zbog navedenih povoljnih u&inaka stroncija, stroncijem supstituirani HAp ima
potencijal za primjenu u inZenjerstvu koStanog tkiva. Radijus Sr*" iznosi 0,113 nm, dok
radijus Ca”" iznosi 0,100 nm, §to predstavlja neznatnu razliku *°. Supstitucijom Ca*" iona Sr**
ionom dolazi do deformacija elementare ¢elije, do promjene u veli¢ini kristala i povecanja
topljivosti, koja je bitna pri postupnom otpustanju iona u okolno tkivo *’. Povoljni u¢inci Sr**
iona iskoriSteni su za lije¢enje koStanih bolesti. Naime, na trzistu se ve¢ nalazi lijek, stroncijev
ranelat, koji se koristi za sprjecavanje osteoporoze, a dokazano je da upotreba lijeka smanjuje

vjerojatnost fraktura kod pacijenata koji boluju od te bolesti **.
2.3.3 Hidroksiapatit supstituiran magnezijem

Maseni postotak magnezija u ljudskom tijelu iznosi 0,6 %, a ¢ak 65 % ukupnog magnezija
nalazi se u kostima i zubima *°. Magnezij je od kljune vaznosti za funkcioniranje ko§tanog
sustava, a nedostatak magnezija u tijelu moZe uzrokovati osteoporozu . Nadalje, magnezij
potice proliferaciju kostanih stanica i povecava gustocu kostiju, te se upravo zbog toga sve
vide istraZivanja usmjerava na supstitucije HAp-a magnezijevim ionima, Mg*" °'. Najesce
metode priprave Mg-supstituiranog HAp-a su sol-gel postupak, metoda kemijskog talozenja te
mikrovalna sinteza potpomognuta surfaktantima °. HAp supstituiran Mg>" ionima postaje
(0,069 nm) manji je od radijusa Ca*" iona (0,100 nm), zbog &ega nakon supstitucije dolazi do
smanjenja parametara elementarne Celije. Elementarna ¢elija se uslijed supstitucije deformira,
Sto dovodi do povecane topljivosti uzorka pri fizioloskim uvjetima, te do smanjenja
kristalnosti 2. Smanjenje veliine Cestica kao rezultat supstitucije rezultira povecanjem
specificne povrSine Cestica, zbog ¢ega su premazi Mg-supstituiranog HAp-a povoljniji nosaci
proteina i/ili lijekova ** >*. Nadalje, Mg-supstituirani HAp koristi se i u obliku cementa, gdje

+ . . . .y . vy e . . oy
se Mg®" ioni koriste za pobolj$anje mehanickih svojstava i stani¢nog odgovora .
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2.3.4 Hidroksiapatit supstituiran cinkom

Cink je od velike vaznosti za ljudsko tijelo, odnosno njegov razvoj, jer ima klju¢nu ulogu u
nekoliko fizioloskih procesa. Udio cinka u tijelu varira od 0,0126 do 0,0217 wt%, jer se
tijekom Zivota sastav ljudske kosti mijenja, te dolazi do otpustanja odredene koli¢ine cinkovih
iona, Zn*". Ti ioni poti¢u djelovanje stanica osteoblasta, a inhibiraju djelovanje stanica
osteoklasta te na taj nacin sprje€avaju smanjenje gustoée kostiju *°. Nadalje, enzimi poput
alkalne fosfataze (ALP) koriste Zn’" ione kako bi tijelo moglo obavljati svoje regularne,
strukturalne 1 kataliticke procese. ALP klju¢an je enzim za proces mineralizacije tkiva koji
regulira razinu fosfata, u svrhu stvaranja neutralno/alkalnog okruzenja pogodnog za proces
mineralizacije °’. Zn*" ioni poveéavaju aktivnost stanica te posjeduju antibakterijska svojstva.
Radijus Zn”*" iona (0,074 nm) manji je od radijusa Ca’" iona (0,100 nm), a rezultat
supstitucije je smanjenje parametara elementarne ¢elije °°. Kako se koncentracija Zn®" iona u
uzorku povecava, dolazi do smanjenja toplinske stabilnosti i1 kristalnosti Zn-supstituiranog
HAp-a *. Zn-supstituirani HAp moZe se sintetizirati na nekoliko nagina, medu kojima su
najznacajniji sol-gel postupak, hidrotermalna metoda, metoda kemijskog talozenja i metoda

ionske izmjene .

Sol-gel postupak pogodan je za pripravu Zn-supstituiranog
hidroksiapatitnog premaza koji se koristi na metalnim protezama zbog antibakterijskih
svojstava cinka ®'. Koncentracija cinka potrebna da bi premazi posjedovali antibakterijska

svojstva mora biti veéa od 1000 ppm *.

2.3.5 Hidroksiapatit supstituiran natrijem

Udio natrija u prirodnom ko3tanom tkivu iznosi ~ 1 wr%. Na' ioni poboljsavaju
osteoinduktivna svojstva, odnosno svojstva koja poti¢u diferencijaciju stanica u koStane
stanice. Nadalje, natrij ima znacajnu ulogu u metabolitiCkim procesima i resorpcijskom
procesu tkiva, stoga je supstitucija Ca’* s Na' ijonima poZelina. Posljedica

Na-supstitucije jest poveéanje parametara eclementarne celije ©.

Metodom kemijskog
talozenja sintetiziran je Na-supstituiran sustav CaP koji se sastojao od dvije faze, HAp 1
B-TCP ®. Istrazivanjima je utvrdeno da Na-supstituiran dvofazni sustav CaP odlikuju bolja
bioloSka svojstva (brze obnavljanje koStanog tkiva) u usporedbi sa CaP sustavom koji nije

R 4. .
supstituiran Na' ionima.
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2.3.6 Hidroksiapatit supstituiran karbonatom

Karbonat je u bioloSkim apatitima, odnosno u samom ljudskom tijelu, prisutan u velikom
masenom postotku (4-8 wt%), zbog Cega je supstituent od interesa za potrebe biomedicinske

primjene HAp-a.

Slika 4. Apatitna struktura duz c-osi. Prikazani su poloZaji COs> ovisno o tipu supstitucije
(A ili B). PO4” prikazani su tetraedrom, svjetlije sfere prikazuju Cal, tamnije sfere Ca2,

najmanje sfere OH", a CO;” prikazani su trignoskom geometrijom .

Supstitucijom CO;> ionom narufava se elektriéna neutralnost, te stoga mora doé¢i do
kompenzacije naboja, Sto se kod A-tipa supstitucije postize vakancijama, a kod B-tipa
supstitucije vakancijama i supstitucijom Na* ionima ®°. Buduéi da se supstitucija COs> ionima
u prirodnom koStanom tkivu odvija prema B-tipu supstitucije, on je pozeljan pri sintezi
sintetskog HAp-a za biomedicinske primjene, u cilju oponaSanja prirodnog mineralnog tkiva.
Supstitucija COs;*" ionima uzrokuje promjene parametara elementarne Celije, naime, kod
A-tipa supstitucije dolazi do povecanja osi a te do smanjenja osi ¢, dok ¢e B-tip supstitucije
uzrokovati obrnute rezultate. Osim tipa supstitucije, na promjenu parametara elementarne
éelije utje¢e i koncentracija CO;> iona. COs-supstituirani HAp moZe se sintetizirati pomoéu
nekoliko metoda, kao §to su sol-gel postupak, metoda kemijskog taloZenja, hidrotermalna
metoda, mikrovalno taloZenje i metoda ionske izmjene. Dobiveni COs-supstituirani HAp
smanjene je kristalnosti, Sto rezultira pove¢anom topljivosti i smanjenjem termalne stabilnosti
uzorka ®°. Zbog navedenih povoljnih u¢inaka na kostani sustav, supstitucija HAp-a COs>

ionima Cesto se primjenjuje za biomedicinske primjene HAp-a.
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2.4 BIOPOLIMERI

InZenjerstvo tkiva posebnu paznju posvecuje razvoju organsko/anorganskih kompozitnih
okosnica, koje su najceS¢e gradene od polimera i biokeramike. Uloga polimera u ovakvom
materijalu je osigurati mehaniCku otpornost te biorazgradivost. Osim toga, da bi biopolimeri
bili pogodni za regeneraciju koStanog tkiva, oni moraju biti biokompatibilni, imati sposobnost

.. e , . . 6
bio-integracije i omoguéavati pripremu porozne strukture ©’.

Polimere mozemo podijeliti na prirodne 1 sintetske:
1. Prirodni polimeri
a) polisaharidi — hitin, kitozan, alginat, celuloza, Skrob, derivati hijaluronske
kiseline
b) proteini — kolagen, fibrin gelovi, soja, svila, Zelatina

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

Navedeni polimeri su biokompatibilni Sto zna¢i da ne izazivaju upalne reakcije nakon
usadivanja u tijelo domacina. Uz biokompatibilnost, za primjene u inZenjerstvu kosStanog
tkiva biopolimer mora imati moguénost razgradnje in vivo °*. Razgradnja in vivo omogucuje
da se biopolimer koristi kao sustav za kontrolirano otpustanje lijekova ili kao okosnica .
Okosnice izradene od sintetskih biopolimera imaju zadovoljavaju¢a mehanicka svojstva, a
bioloski su inertne. Iako je obrada sintetskih biopolimera jednostavnija, jer ih je lakSe
kontrolirati i oblikovati, prirodni biopolimeri znatno su biokompatibilniji te pospjeSuju
mineralizaciju kostanog tkiva. U slucajevima vecih kostanih oSte¢enja kod kojih nije moguca
samoobnova, tkivo se moze obnoviti pomocu okosnica koji poticu proliferaciju i
diferencijaciju stanica. Prirodni biopolimeri se bez izazivanja toksi¢nih reakcija i upalnih
procesa prilagodavaju mjestu ugradnje, na kojem ¢e se nakon odredenog vremena stvoriti
novo kostano tkivo ¢’. Nedavna istraZivanja pokazala su kako su biokompatibilnost i
biorazgradivnost svojstva koja materijalu daju znacajnu prednost pri izboru materijala za
okosnicu, zbog Cega su prirodni biopolimeri najpovoljniji odabir. U inZenjerstvu koStanog
tkiva koriste se neki biljni 1 zivotinjski biopolimeri, od kojih su najpoznatiji 1 najceSce

koristeni kitozan i hitin "°.
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2.4.1 Kitozan

Kitozan se ucestalo koristi u inzenjerstvu koStanog tkiva upravo zbog svoje sposobnosti
stvaranja visokoporoznih, trodimenzionalnih okosnica . Kitozan je linearni polisaharid
sastavljen od jedinica N-acetil D-glukozamina, a sastoji se od tri tipa reaktivnih funkcionalnih

skupina, a to su amino skupina te primarna i sekundarna hidroksilna skupina (slika 5).

OH OH OH
HO O |o O lo O
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
- -n

Slika 5. Struktura isje¢ka makromolekule kitozana "'

Kitozan se dobiva od prirodnog biopolimera hitina, odnosno njegovom djelomi¢nom
deacetilacijom (DD > 65%). Kao Sto je ve¢ navedeno, hitin je biopolimer prirodnog
podrijetla, $to znaci da njegov sastav i fizikalno-kemijska svojstva mogu varirati, a samim
time varirat ¢e 1 sastav i fizikalno-kemijska svojstva kitozana i to na nacin koji je tesSko
predvidjeti ”'. Kitozan je topljiv u razrijedenim kiselim otopinama kojima je pH vrijednost
niza od 6. U tom slucaju se amino skupina protonira te postaje pozitivno nabijena, Sto kitozan
¢ini topljivim u vodi. U slu¢aju pH vrijednosti viSe od 6, amino skupina se deprotonira, §to
rezultira gubitkom naboja te polimer postaje netopljiv. Osim o pH vrijednosti otopine,
topljivost kitozana ovisi i o metodi priprave 1 stupnju deacetilacije. Razrijedena octena
kiselina je najceS¢e otapalo za kitozan, a moZze se koristiti 1 klorovodi¢na te dusi¢na kiselina.
Kitozan nakon otapanja postaje molekula pozitivnog naboja, zbog ¢ega reagira s negativnim
dijelovima stani¢ne membrane. Rezultat je reorganizacija membrane te otvaranje zgusnutih
proteina, zbog Cega je propusnost stanicne membrane kitozana povecana. Povecanje broja
amino skupina omogucuje bolju interakciju kitozana i stanica. Mogucnost biorazgradnje
kitozana jedna je od njegovih najvecih prednosti. Naime, razgradnjom kitozana unutar tijela
domacina nastaju oligosaharidi koji nisu toksi¢ni, te se mogu dalje razgradivati unutar

organizma ili izlu¢iti iz tijela *. Jo§ jedna od prednosti koristenja kitozana je njegova
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kemijska priroda koja otvara mogucénosti za brojne kovalentne i ionske izmjene koje zatim

omoguéuju znatne prilagodbe bioloskih i mehanickih svojstava ',
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

Za dobivanje kalcijevih oksida, CaO potrebnih za sintezu HAp koriSteni su:

e kalcijev karbonat, CaCOs_ (T.T.T d.o.0.)
e kalcijev karbonat, CaCOs3, dobiven iz sipine kosti (Sepia officinalis L.)
e kalcijev karbonat, CaCO3, dobiven iz ljusaka jajeta

e kalcijev karbonat, CaCOs3, dobiven iz ljuStura Skoljaka (Trachycardium egmontianum

L)

Za sintezu HAp-a koristen je:

e amonijev dihidrogenfosfat, NH4H,PO,, (Lach:Ner)

Za pripravu kompozitnih okosnica koriSteni su:

e kitozan, M,,= 310 000-375 000g/mol, DD > 0,75 (Lach:Ner)
e octena kiselina, CH;COOH (99,8 %), (Sigma-Aldrich)

e natrijev hidroksid, NaOH, (Honeywell/Fluka)

e ctanol, CH3;CH,OH, (KEFO)

Za karakterizaciju materijala koriSteni su:

¢ nitratna kiselina, HNO;, (Ultra-Pure, Sigma-Aldrich)

e silicij, Si (standard), (Sigma-Aldrich)

e ctanol, CH3;CH,OH, (KEFO)

e fizioloska otopina puferirana fosfatom (PBS), (Gibco)

e DMEM medij (engl.Dulbecco’s modified Eagle’s culture medium), (Sigma-Aldrich)
e fetalni govedi serum, (Capricorn Scientific)

e penicilin/streptomicin, (Lonza)

¢ hidrofobne plocice od polistirena s jazicama, (Coming-Sigma-Aldrich)
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e tetrazolijeva sol, (3-(4,5-dimetil tiazol)-2,5-difenil tetrazol bromid), (Sigma-Aldrich)
e dimetil sulfoksid, DMSO, (Sigma-Aldrich)

3.2 SINTEZA MATERIJALA

3.2.1 Dobivanje kalcijevog oksida iz biogenih izvora

Kalcijev oksid, CaO, dobiven je iz sintetskog i biogenog kalcijevog karbonata (sipina kost,
ljuske jajeta i1 Skoljke). Kako bi se iz biogenih izvora uklonila sva organska tvar i dobio CaO,
ljuske jajeta, sipina kost, i Skoljke su ispirane, usitnjene i zarene na 700 °C tijekom Cetiri sata.

Sintetski CaO dobiven je zarenjem sintetskog CaCOs pri istim uvjetima.

3.2.2 Sinteza hidroksiapatita

HAp je sintetiziran otapanjem dobivenih uzoraka CaO u demineraliziranoj vodi. Zatim je
dodana odredena koli¢ina amonijeva dihidrogenfosfata (NH4H,PO4) kako bi omjer Ca/P
iznosio 1,67. Sinteza HAp-a provodila se tri dana pri temperaturi od 60 °C, uz dan starenja pri
sobnoj temperaturi. Dobiven je wuzorak sintetskog hidroksiapatita (HAp), uzorak
hidroksiapatita iz ljuske jajeta (HAp e), sipine kosti (HAp c¢) 1 Skoljki (HAp s). Dio
pripremljenih uzoraka je toplinski obraden pri 1200 °C.

3.2.3 Priprema kompozitnih okosnica od hidroksiapatita i kitozana

Odredena koli¢ina kitozana otopljena je u 0,40 %-tnoj otopini octene kiseline kako bi se
dobila 1,2 wt% otopina kitozana. Zatim su dodane odgovarajuce koli¢ine HAp, HAp e,
HAp c 1 HAp_s kako bi udio HAp-a u otopini kitozana iznosio 30 wt%. Zatim su CS/HAp
suspenzije ohladene na 4 °C, izlivene u Petrijeve zdjelice 1 smrznute na -30 °C tijekom osam
sati. Uzorci su potom uronjeni u smjesu neotapala (NaOH/EtOH, volumni omjer 1:1) na
temperaturi od -30 °C tijekom 24 sata, kako bi se potaknulo geliranje kitozana i neutralizirala
zaostala kiselina u uzorcima. Zatim je uslijedilo uranjanje uzoraka u 96%-tni etanol pri
temperaturi od -30 °C tijekom 24 sata kako bi se omogucilo ispiranje uzoraka od NaOH.
Nadalje, uzorci su ispirani demineraliziranom vodom kako bi se uklonio zaostali etanol te

ponovno smrznuti i liofilizirani kako bi se iz njih uklonila prisutna voda. Kao produkt je
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dobivena kompozitna okosnica CS/HAp visokoporozne strukture. Na slici 6 shematski je

prikazana sinteza CS/HAp kompozitne okosnice.

ljuske jajeta

1ju§ture skoljaka

sipine kosti

sinteza
hidroksiapatita
<— <— 00,0
0 O

CS/HAp | CS/HAp olopina
kompozitna suspenzija kitozana
okosnica

odredivanje
citotoksi¢nosti i
vijabilnosti stanica

O hidroksiapatit @® HEK 293 stanice
Slika 6. Shematski prikaz sinteze CS/HAp kompozitnih okosnica i njihove pripreme za

biolosku evaluaciju.

3.3 METODE KARAKTERIZACIJE

3.3.1 Elementarna analiza

Masena spektroskopija s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) koriStena je za
odredivanje kemijskog sastava uzorka, a provedena je pomocu instrumenta Perkin Elmer
ICP-MS ELAN DRC-e. Svaki uzorak (100 mg) otopljen je u 1 mL vodene otopine nitratne

kiseline, HNOs, (¢ = 1 mol/dm’), &iji je volumen zatim poveéan na 10 mL, dodatkom

ultraciste vode.
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3.3.2 pH vrijednost

Konacna pH vrijednost suspenzija mjerena je pomocu Schott CG 842 pH-metra, koristeci

BlueLine 14 elektrodu preciznosti 0,01, pri sobnoj temperaturi.

3.3.3 Kvalitativna rendgenska difrakcijska analiza

Mineralni sastav dobivenih kalcijevih oksida odreden je rendgenskom difrakcijskom
analizom, XRD, pomo¢u difraktometra Shimadzu XRD-6000s Cu K, (1.5406 A), zracenjem
pri 40 kV i1 30 mA, u mjernom podrucju kuteva 35°-70°, s brzinom snimanja od 0,02°/0,6s.
Mineralni sastav pripremljenih i toplinski obradenih prasaka hidroksiapatita, u koje je
umijeSan silicij (5 wt%) kao standard, odreden je takoder XRD analizom, u mjernom podrucju
kuteva 20°-70°, s brzinom snimanja 0.02°/3s.

Kvantitativni fazni sastavi pripremljenih uzoraka odredeni su racunalnim programom
DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0., koriste¢i Rietveldovu metodu uto¢njavanja. Strukturni
model HAp-a koji je koriSten u racunalnom programu preuzet je iz istrazivanja Veselinovi¢ 1

73

suradnika 7, model B-TCP-a iz istrazivanja Yashima i suradnika '* i model a-TCP-a iz

istrazivanja Mathew i suradnika .

3.3.4 Infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovim transformacijama

Pripremljeni HAp 1 kompozitne okosnice CS/HAp karakterizirane su infracrvenom
spektroskopskom analizom s Fourierovom transformacijom (FTIR), pomocu ATR-FTIR
Bruker Vertex 70 spektrometra s dijamantnim kristalom. Spektri su snimani ukupno 32 puta u
apsorpcijskom rezimu pri 20 °C, u rasponu mjernog podru¢ja od 4000 do 400 cm™ s

rezolucijom od 4 cm’™.

3.3.5 Pretrazna elektronska mikroskopija

Morfologija pripremljenih kompozitnih okosnica CS/HAp analizirana je pretraznom
elektronskom mikroskopijom (SEM), pomoc¢u mikroskopa TESCAN, Vega3 EasyProbe, pri
energiji elektronskog snopa pd 11 keV. Prije samog mikroskopiranja okosnice su naparene

smjesom zlata i paladija tijekom 90 sekundi.
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3.3.6 Poroznost

Poroznost CS/HAp okosnica odredena je pomocu Arhimedovog zakona. Svaka okosnica
uronjena je u etanol, gustoce p = 0,789 g/cm’, pri sobnoj temperaturi. Poroznost okosnica (%)
raCunata je kao omjer volumena pore (Vpora) 1 ukupnog volumena okosnice (Vcs/map), prema

jednadzbi (1):

%
Poroznost (%) = ﬁ (1)

Uzorci okosnica su prethodno izrezani u cilindricne oblike promjera (D) 6 mm i visine
(H) ~ 1 mm. Uzorci (n = 5) su izvagani u suhom stanju (W,). Nadalje, nakon uranjanja u
etanol pri uvjetima vakuuma, suvisna tekucina je uklonjena te su uzorci ponovno izvagani

(We). Volumen pore izracunat je prema jednadzbi (2):

_ We— Wy

Vpora B Petanol (2)
Gustoca cilindri¢no oblikovanih uzoraka izracunata je prema jednadzbi (3):

— Wa
Pcs/nap = (D/2)2xH (3)

3.4 BIOLOSKA KARAKTERIZACIJA

3.4.1 Nasadivanje stanica

Pripremljene okosnice CS/HAp izrezane su u cilindri¢ne oblike promjera (D) 6 mm 1 visine
(H) ~ 1 mm te sterilizirane u 96% etanolu tijekom 24 sata. Nakon sterilizacije, uzorci su tri
puta ispirani PBS otopinom (fosfatno puferirana fizioloska otopina) i zatim ostavljeni u
DMEM mediju (engl. Dulbecco’s modified Eagle’s culture medium) uz dodatak 10 %
fetalnog govedeg seruma i 1 % penicilina/streptomicina, tijekom 24 sata pri 4 °C. Idu¢i dan,
uzorci okosnica su premjesteni u mikrotitarske plocice s 96 bunarcic¢a (engl. 96-well plate).

Ljudske embrionalne bubrezne stanice (HEK 293, engl. human embryonic kidney 293)
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nasadenene su na pripremljene okosnice (0,5 x 10> stanica/okosnica) i inkubirane pri 37 °C u

atmosferi zraka s 0,05 atm CO,.

3.4.2 Citotoksi¢nost

Potencijalna citotoksi¢nost odredena je MTT metodom. Nakon 1 i 3 dana uzgoja proveden je
MTT test uz (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5,-difeniltetrazol bromid). Mjerenje je provedeno
na Citacu mikrotitarskih ploc¢ica ThermoLabSystems MultiskanEX Reader pri valnoj duljini

od 570 nm. Analiza je provedena u triplikatima.

3.4.3 Zivotna aktivnost

Zivotna aktivnost stanica istraZzena je ,.live/dead* metodom. Nakon 1 i 7 dana uzgoja okosnice
su ispirane PBS-om, a zatim tripsinizirane i neutralizirane s medijem. Uzorci sa stanicama su
centrifugirani (300 x, 5 minuta). Nakon uklanjanja supernatanta, nakupina stanica ispirana je
PBS-om i inkubirana s 200 pdm® boje razrijedene 1000 puta u PBS-u. Nakon inkubacije,
otopina je prenesena u mikrotitarsku plocicu s 96 bunarcica 1 analizirana na Citatu GlowMax-

Multi Promega koriStenjem fluorescentnih filtera. Analiza je provedena u kvadriplikatima.

3.4.4 Statisti¢ka analiza

Svi podaci bioloskih testiranja prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Statisticka analiza provedena je pomoc¢u jednosmjerne analize varijance (ANOVA) kako bi se
utvrdila razina znacajnosti izmedu grupa. Vrijednost p < 0,05 smatra se statisticki znacajnom,

dok se vrijednost p < 0,1 smatra statisticki visoko znacajnom.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

CaP biokeramika istrazuje se u okviru inZenjerstva kostanog tkiva. Medu CaP biokeramikom
isti¢e se hidroksiapatit (HAp), zbog slicnosti prirodnom mineralnom tkivu. Mineralna faza
kostanog tkiva sastoji se od 60-70 wt% HAp-a, uz koji se nalaze 1 brojni elementi u tragovima
kao §to su Mg*", Na', St*", Fe’", K*, Zn*" i dr., koji pozitivno utjetu na obnavljanje kostanog
tkiva °. Zbog brojnih pozitivnih uéinaka navedenih iona na obnavljanje koitanog tkiva, u
posljednje vrijeme naglasak je na biomimetickom pristupu, u kojem se HAp sintetizira iz
biogenih izvora koji ve¢ prirodno posjeduju elemente u tragovima. Biogeni izvori mogu se
razlikovati po svom kemijskog sastavu, pa je tako in vivo istrazivanje koje su proveli Lee i
suradnici pokazalo brze nastajanje koStanog tkiva primjenom HAp-a dobivenog iz ljusaka
jajeta nego iz ljustura $koljaka . Razlog tomu je razli¢it udio elemenata u tragovima u

razli¢itim biogenim izvorima.

4.1 KARAKTERIZACIJA HIDROKSIAPATITA DOBIVENIH IZ BIOGENIH IZVORA

4.1.1 Mineraloski sastav pripremljenih uzoraka

Dobiveni difraktogrami nakon toplinske obrade CaCOj; pri 700 °C iz sintetskog i biogenih
izvora sadrze karakteristicne pikove za CaO (CaO, ICDD No. 82-1691). Dobiveni CaO dodan
je u demineraliziranu vodu te je dolo do nastajanja kalcijeva hidroksida (Ca(OH),) .

Dodatkom NH4H,PO4 pri 60 °C sintetiziran je HAp prema jednadzbi (4):

10Ca(OH), + 6NH,H,PO; — Cayo(PO4)s(OH), + 6NH; + 18H,0 ' 4)

Na slici 7 prikazani su difraktogrami pripremljenih uzoraka HAp-a dobivenih iz biogenih i
sintetskog izvora. Usporeduju¢i eksperimentalno dobivene difraktograme s ICDD
standardima, utvrdeno je da svaki od difraktograma pokazuje pikove karakteristicne za HAp
(ICDD 09-0432), te karakteristicne pikove silicija (ICDD 27-1402) koji je koriSten kao

standard.
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Slika 7. Difraktogrami pripremljenih praSaka dobivenih iz biogenih izvora (HAp e, HAp c,
HAp_s) i kontrolnog praSka dobivenog iz sintetskog izvora (HAp). Snimljeni difraktogrami
prikazani su crveno, a raunski plavo. Krivulja ispod difraktograma predstavlja razliku
izmedu snimljenog i racunskog difraktograma (Ry,< 11 %, Rexp< 3 %). ICDD podaci polozaja

difrakcijskih maksimuma HAp-a i silicija (standard) dani su na dnu slike.

Rietveldovom metodom utoc¢njavanja uz HAp utvrdena je prisutnost amorfnog kalcijevog
fosfata, ACP (Tablica 3). Najve¢i maseni udio amorfne faze jest u uzorku dobivenom iz
Skoljaka, HAp s (35,96), dok je najmanji udio amorfne faze uocen u uzorku dobivenom iz
sipine kosti, HAp c (11,38). U uzorku dobivenom iz ljusaka jajeta, HAp e, udio amorfne faze
iznosi 24, 48 %, dok u uzorku dobivenom iz sintetskog izvora iznosi 14,41 %. U prirodnom
mineralnom tkivu udio amorfne faze varira u rasponu 1-30 % ukupne mineralne mase, dok je
ostatak nisko kristalni CDHAp supstituiran razli¢itim ionima. Konacna vrijednost pH
suspenzija pri sobnoj temperaturi iznosi 10.41 + 0.06, Sto pogoduje talozenju HAp-a i

ACP-a 8,
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Tablica 2. Mineraloski sastav pripremljenih uzoraka

Kvantitativna analiza (wt%)

HAp ACP

64,04 35,96
88,62 11,38
75,52 24,48
85,59 14,41

4.1.2 Infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovim transformacijama

Slika 8 prikazuje FTIR spektre pripremljenih uzoraka hidroksiapatita, dobivenih iz biogenih
(HAp_s, HAp ¢, HAp e) i sintetskog izvora (HAp). FTIR spektri su prikazani u rasponu od
400-1550 cm™, zbog toga §to na valnim duljinama veéim od 1550 cm™ nisu uodene znacajne
vrpee. Uzorci posjeduju apsorpcijske vrpce karakteristiéne za fosfatnu skupinu (PO4’) pri
1026 i 1091 cm™ (vs, asimetriéno rastezanje P—O veze), 561 i 601 cm™ (v4, asimetricne
vibracije savijanja O—P—O veze) i na valnoj duljini 961 cm™ (v, simetri¢no rastezanje P—-O
veze), koje se mogu pripisati HAp fazi. Apsorpcijske vibracije savijanja pri 632 cm™
karakteristi¢ne su za OH™ skupinu HAp-a *°. Apsorpcijske vrpce pri 870 cm™ (v,, asimetrino
savijanje), 1416 i 1455 cm’ (vs, asimetri¢no rastezanje) karakteristicne su za karbonatnu,
COs, skupinu, $to nam ukazuje da je doslo do supstitucije unutar resetke HAp-a, odnosno da
je PO,> skupina supstituirana COs> ionima. PoloZaji apsorpcijskih vrpca upuéuju na B-tip
supstitucije karakteristi¢an za bioloki apatit . Buduéi da su prasci pripremljeni iz CaO,
CO;”-supstitucija je o&ekivana, obzirom na visoku reaktivnost polazne komponente i
prisutnost ugljikovog dioksida u procesu sinteze pri atmosferskim uvjetima *°. Karbonatni
ioni su najbrojnija vrsta iona u mineralnoj fazi koStanog tkiva, s masenim udjelom od

4-8 wt%, stoga je CO5s>-supstitucija poZeljna *.
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Slika 8. FTIR spektri pripremljenih prasaka (HAp s, HAp ¢, HAp e, HAp).
4.1.3 Kemijski sastav pripremljenih uzoraka

Kemijski sastav uzoraka odreden je pomocu ICP-MS analize, a rezultati su prikazani u
tablici 3. Svi uzorci HAp-a pripremljeni iz biogenih izvora sadrze elemente u tragovima koji
se prirodno nalaze u mineralnoj fazi kostanog tkiva, a to su Na®, Sr*" i Mg®". Uzorak HAp-a
dobiven iz sintetskog izvora ne sadrzi natrijeve ione, a prisutan je znacajno nizi udio molarne
supstitucije Sr** ionima (0,01 mol%), dok je molarni udio Mg*" iona (0,40 mol%) usporediv s
onima iz uzoraka dobivenih iz biogenih izvora. Najveéi udio Mg®" iona (1,40 mol%) prisutan
je u uzorku HAp-a dobivenom iz ljusaka jajeta, HAp_e, dok je najveéi udio Na' (0,74 mol%) i
Sr** (0,49 mol%) iona prisutan u uzorku HAp-a dobivenom iz sipine kosti, HAp c. MozZe se
primijetiti da su udjeli molarne supstitucije Mg*", Na* i Sr*" ionima zna&ajno vi§i u uzorcima
HAp eiHAp c, nego li uuzorku HAp s. Visi udio magnezija u uzorku dobivenom iz ljusaka
jajeta rezultat je toga Sto se ljuska jajeta sastoji od ~ 95 % CaCOs, organske komponente 1

~1% magnezijeva karbonata (MgCO3) *%.
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Tablica 3. Rezultati ICP-MS analize pripremljenih uzoraka

Supstituenti (mol%) Ca/P
Uzorak (mol/mol)

Sr Na Mg Al Fe
HAp_s 0,20 0,34 0,26 0,07 0,07 1,58

SNe 049 074 0,60 0,06 0,08 1,48
SN 012 013 1,40 0,05 0,06 1,55

0,01 0,00 040 0,05 0,02 2,08

Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem Lee i suradnika, u kojem je udio Mg*" iona visi
u HAp-u dobivenom iz ljusaka jajeta nego u onom dobivenom iz ljustura $koljaka '°.
Aragonitna struktura sipine kosti stabilizirana je Sr*" ionima te je najve¢i molarni udio Sr**
iona u uzorku dobivenom iz sipine kosti, HAp ¢, rezultat toga *'. Dobiveni rezultati dodatna
su potvrda prethodnim istrazivanjima, koja pokazuju da se koristenjem biogenih izvora moze
sintetizirati HAp supstituiran bioloski znadajnim elementima. Prisutnost Mg”" iona od
iznimne je vaznosti u ranoj fazi mineralizacije kosti, jer on povecava gusto¢u kostiju i
sprje¢ava osteoporozu, te poti¢e proliferaciju i sintezu ALP-a, koji je odgovoran za proces
mineralizacije >'. Nadalje, magnezij posjeduje antitumorska i antibakterijska svojstva, koja
smanjuju rizik od upalne reakcije **. Sr*" ioni klju¢ni su za stvaranje nove kosti jer poticu
aktivnost osteoblasta, a inhibiraju aktivnost osteoklasta **. Prisutnost Na" iona poboljsava
osteoinduktivna svojstva i povecava toplinsku stabilnost pripremljenih CaP materijala *'.
Okosnice od HAp-a koji sadrzi elemente u tragovima imaju sposobnost dugorocnog
otpustanja bioloski znacajnih iona koji pospjesuju oporavak kosti i pokazuju visoku razinu
bioaktivnosti i osteoinduktivnosti **. Ca/P omjer uzoraka dobivenih iz biogenih izvora nizi su
nego Ca/P omjer stehiometrijskog HAp-a (1,67), §to je u skladu s oc¢ekivanjima. Razlog tomu
je prisutnost elemenata u tragovima u pripremljenom HAp-u iz biogenih izvora. Dobiveni
rezultati poklapaju se s Ca/P omjerom CDHAp-a, koji iznosi ~1,5, a nalazi se u ljudskoj kosti
8 Suprotno o&ekivanjima, Ca/P omjer HAp-a dobivenog iz sintetskog CaO iznosi 2,08, dok

je ocekivan iznos bio 1,67. Jedan od moguéih razloga je veci udio kalcija i nizi udio fosfata

zbog prisutne supstitucije CO3> skupinama.
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4.2 KARAKTERIZACIJA KOMPOZITNIH OKOSNICA

4.2.1 Morfologija kompozitnih okosnica CS/HAp

Organsko-anorganske kompozitne okosnice pripremljene su umijeSavanjem pripremljenih
uzoraka HAp-a u polimernu matricu kitozana. Slika 9 prikazuje morfologiju pripremljenih
kompozitnih okosnica analiziranih pretraznim elektronskim mikroskopom. Mikrostrukture
uzoraka CS/HAp e, CS/HAp c, CS/HAp_s i CS/HAp visokoporozne su strukture povezanih
pora te homogene raspodjele HAp-a u obliku sfera unutar polimerne matrice kitozana.
Poroznost pripremljenih okosnica iznosi 60,81 = 0,09 % u CS/HAp e, 60,24 + 0,07 % u
CS/HAp c, 58,41 £ 0,04 % u CS/HAp s i 57,02 = 0,01 % u CS/HAp. Visokoporozna
struktura od klju¢ne je vaznosti za uspjeSan prijenos hranjivih tvari i kisika kroz okosnicu,
moguénost srastanja tkiva te interakciju izmedu tkiva i okosnice ' *. Analizom poroznosti

nije utvrdena znacajna razlika izmedu okosnica.

CS/HAp e

g X
P 7)‘,. /

Slika 9. Morfologija pripremljenih kompozitnih CS/HAp okosnica dobivenih iz sintetskog

izvora i razli¢itih biogenih izvora. Skala: 200 1 20 pm.
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4.2.2 Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama kompozitnih okosnica

Rezultati FTIR spektroskopije kompozitnih okosnica na temelju hidroksiapatitnih prasaka
(anorganska faza) i kitozana (polimerna matrica) prikazani su na slici 10. Spektri su prikazani
u rasponu od 400 do 1750 cm™, buduéi da na valnim duljinama veé¢im od 1750 cm™ nisu
uodene znaajne vrpce. Vrpce karakteristiéne za kitozan nalaze se pri 1654 cm™ (C=0 veza
amidne skupine) te pri 1568 cm™ (CO-NH veza amidne skupine). Vrpce pri 1421 cm™ i 1323
cm™ karakteristiéne su za vibracije hidroksilne (OH) skupine i C—H veze unutar prstena.
Vrpea pri 1377 em™ odgovara metilnoj (CH3) skupini, a podruéje valnih brojeva 1025 — 1151
cm” C—O—C vezi *®. Osim vrpca karakteristi¢nih za kitozan, na FTIR spektru pojavljuju se i
vrpee karakteristiéne za HAp, na valnim duljinama 564 cm™ (v4), 600 cm™(vy), i 1028 cm™
(v3), koje odgovaraju fosfatnoj skupini (PO4”) i pri 631 cm™ koje odgovaraju hidroksilnoj
(OH) skupini.
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Slika 10. FTIR spektri sintetiziranih kompozitnih uzoraka: CS/HAp s, CS/HAp c,
CS/HAp e, CS/HAp 1 kontrolnog uzorka: CS
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4.2.3 Bioloska karakterizacija

Bioloska karakterizacija kompozitnih okosnica CS/HAp provedena je na HEK 293 stani¢noj
liniji, kako bi se odredila citotoksi¢nost i vijabilnost stanica. Mitohondriji su kljucni
metabolicki organeli stanica, pa se njihova aktivnost moze smatrati direktnim pokazateljem
vijabilnosti stanica 1 proliferacije. Procjena aktivnosti mitohondrijskih stanica provedena je
MTT metodom. Na slici 11 prikazana je vijabilnost HEK 293 stani¢ne linije nasadene na

CS/HAp, CS/HAp e, CS/HAp c i CS/HAp_s okosnice nakon 1 i 3 dana uzgajanja.

Tijekom prvog dana eksperimenta vijabilnost stanica nasadenih na okosnice pripremljene iz
razli¢itih biogenih izvora ne razlikuje se znacajno. Nakon perioda inkubacije u trajanju od tri
dana, dosSlo je do rasta vijabilnosti stanica u svim okosnicama, medutim znacajan rast
primijecen je samo kod okosnice CS/HAp c. Nasuprot tomu, stanice nasadene na okosnicu
CS/HAp pokazuju najmanji rast vijabilnosti stanica. Primje¢en rast vijabilnosti stanica
nasadenih na okosnice dobivene iz biogenih izvora potvrduje mogucnost njihove primjene za

regeneraciju kostanog tkiva.
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Slika 11. Citotoksi¢nost CS/HAp okosnica dobivenih iz razli¢itih biogenih izvora nakon 1 i 3

AR ¥
o‘"\& o%\y
dana uzgajanja HEK 293 stani¢ne linije Znacajna razlika u odnosu na CS/HAp: * (p <0,1).

Procjena zivotne aktivnosti stanica provedena je ,live/dead” metodom nakon 1 1 7 dana
uzgajanja (slika 12). Kompozitne okosnice CS/HAp e, CS/HAp c i CS/HAp_ s pokazuju visu
vijabilnost stanica tijekom sedam dana uzgajanja nego li okosnica CS/HAp. Kod okosnice
CS/HAp c primijecen je znacajan rast vijabilnosti, dok je okosnica CS/HAp e pokazala

statisticki visoko znacajnu razliku u rastu vijabilnosti stanica nakon sedam dana uzgajanja.
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Slika 12. Kvantifikacija Zivih stanica na pripremljenim okosnicama CS/HAp, CS/HAp_e,
CS/HAp c i1 CS/HAp s, odredena ,,live/dead* metodom. Znacajna razlika u odnosu na

CS/HAp: **(p <0,05), * (p <0,1).

Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjima Kim i suradnika, gdje je stupanj proliferacije
stanica znacajno visi u uzorku HAp-a dobivenog iz sipine kosti, u odnosu na uzorak dobiven
iz sintetskog HAp-a *°. Nadalje, Lee i suradnici proveli su istraZivanje kojim je dokazano da
HAp dobiven iz ljusaka jajeta pokazuje bolja bioloska svojstva u odnosu na HAp dobiven iz
ljustura $koljaka. Razlog tomu je visi udio Mg®" iona u HAp-u dobivenom iz ljusaka jajeta,
koji dovodi do viSeg stupnja regeneracije kostanog tkiva '°. Najveéi stupanj proliferacije
stanica zapazen je kod uzorka dobivenog iz sipine kosti, CS/HAp ¢, zbog najvise
koncentracije Sr** iona, koji potiu nastajanje koitanog tkiva, a sprjeGavaju njegovu
razgradnju in vivo, zbog Cega se koriste pri tretiranju osteoporoze *'. Nizi stupanj vijabilnosti
stanica nasadenih na uzorak CS/HAp s moze biti rezultat znacajno nizih koncentracija
elemenata u tragovima u HAp-u dobivenom iz ljuStura Skoljaka, u usporedbi s onim

dobivenim iz ljusaka jajeta 1 sipine kosti.
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5. ZAKLJUCAK

Kompozitne okosnice izradene od bioaktivne keramike i biorazgradivog polimera obec¢avajuci
su materijal za primjenu u inzenjerstvu kostanog tkiva. Dokazano je da prisutnost elemenata u

tragovima u kristalnoj reSetci hidroksiapatita znacajno poboljSava bioloSka svojstva okosnice.

e Uspjesno je pripremljen multi-supstituiran hidroksiapatit iz razlicitih biogenih izvora,
metodom kemijskog taloZenja u vodenom mediju, pri blagim uvjetima sinteze.

e Prednost koristenja biogenih izvora, kao Sto su ljuske jajeta, sipina kost i ljusture
Skoljaka jest njihova dostupnost, prisutnost elemenata u tragovima i1 ekoloska
prihvatljivost.

e Pripravljene su visokoporozne trodimenzionalne kompozitne okosnice od
pripremljenih hidroksiapatitnih uzoraka dobivenih iz biogenih izvora i kitozana kao
polimerne matrice, $to je od klju¢ne vaznosti za bolji prijenos hranjivih tvari i kisika
kroz ¢itav volumen okosnice.

e Primijeen je pozitivan utjecaj Sr** i Mg®" iona, koji su prisutni u ljuskama jajeta i

sipinoj kosti, na vijabilnost stanica.
Pripremljene kompozitne okosnice imaju potencijal za primjenu u inzenjerstvu kosStanog

tkiva, no potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se mogla potvrditi moguénost njihove

primjene u biomedicinske svrhe.
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