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SAZETAK

Uocavanjem nedostataka do sada koriStenih konvencionalnih metoda lijeCenja koStanih
defekata te metoda priprava okosnica, nametnula se potreba razvoja novih materijala koji bi
potaknuli samoobnovu, odnosno regeneraciju kosti. Cilj inzenjerstva kostanog tkiva je pronaci
biomaterijal strukturno i kemijski slian prirodnom koStanom tkivu, te istraziti najpogodnije
metode priprave okosnica na temelju takvoga materijala. Kako bi neka okosnica mogla biti
koriStena U inZenjerstvu koStanog tkiva, mora biti pogodna za nasadivanje stanica, oponasati
poroznu mikrostrukturu prirodne kosti, imati mogucnost razgradnje pri tjelesnim uvjetima i pri
tome poticati regeneraciju tkiva te imati odgovaraju¢a mehanicka svojstva kako bi sluzila kao

potporanj okolnom tkivu.

Istrazivanja su pokazala kako kalcij fosfati pripravljeni iz biogenog izvora (koralji, Skoljke, ljuske
jaja, sipe i sl.) pokazuju svojstva sli¢na prirodnoj kosti. Naime, anorganska faza prirodnog
kostanog tkiva gradena je od nestehiometrijskog hidroksiapatita supstituiranog karbonatnim
(COs%) ionima s manjkom Kkalcijevih (Ca®") iona. Nadalje, na mjestu Ca?* iona prisutne su
supstitucije stroncijem, magnezijem, cinkom, natrijem, kalijem i dr. Biogeni prekursori u svojoj
strukturi sadrze navedene elemente u tragovima, te su stoga pozeljni u sintezi materijala za obnovu
kostanog tkiva jer poti¢u diferencijaciju mati¢nih stanica u osteoblaste i vaskularizaciju okosnice.
Do danas su provedena mnoga istrazivanja 0 ulozi silicija u regeneraciji kostanog tkiva. UocCena
je njegova vazna uloga u procesu osteogeneze te povezivanju lan¢anih molekula izvanstani¢ne

matrice.

U eksperimentalnom dijelu istrazivanja, pripravljeni su uzorci hidroksiapatita (HAp) iz sipine kosti
(aragonit, CaCQOs) uz prisutnost fosfatnih iona (PO4*), hidrotermalnom metodom. Potom su uzorci
impregnirani (3-aminopropil)trietoksisilanom (APTES) kao izvorom silicija na dva razlicita
nacina; (i) uzastopna impregnacija te toplinska obrada pri 1000 °C, (ii) impregnacija te toplinska
obrada pri 1000 °C nakon svake impregnacije. Pripravljeni uzorci karakterizirani su pomocu
rendgenske difrakcijske analize, Rietveldove metode uto¢njavanja pomoc¢u ra¢unalnog programa
DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0., infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom te
elektronske pretrazne mikroskopije. Nakon sinteze HAp-a hidrotermalnom metodom, porozna

mikrostruktura sipine kosti ostala je ocuvana. Impregnacijom APTES-a u visokoporoznu strukturu



HAp-a te toplinskom obradom tako pripremljenih uzoraka, dolazi do nastajanja novih kalcij

silikatnih faza, volastonita i larnita, te do nastajanja amorfne faze.

Kljuéne rije¢i: biomaterijali, okosnica, kalcij fosfati, kalcij silikati



SUMMARY

Synthesis of highly porous calcium silicate ceramics

It has been previously noticed that currently used conventional methods for bone defects
regeneration and synthesis of scaffolds do not meet current needs in bone tissue engineering (BTE)
applications. Therefore, there is a need for the development of new materials that could promote
bone regeneration. The main goal of BTE is to find biomaterial that structurally and chemically
resembles natural bone and to develop novel methods for its synthesis. If a biomaterial is to be
used in BTE, it has to meet certain requirements; it must promote cell adhesion, resemble the
microporous structure of natural bone tissue, biodegrade when immersed in body fluids, promote

regeneration and have required mechanical properties in order to support surrounding tissue.

Research has shown that calcium phosphates synthesised from biological sources (corals, oysters,
cuttlefish, etc.) better resemble natural bone tissue. Natural bone consists of nonstoichiometric
carbonated hydroxyapatite that is calcium deficient, and materials from biological sources are a
source of substitutional ions, essential for promotion osteogenesis and allowing normal function
of the tissue. Numerous studies are focused on the investigation of silicon and silicate ion

substitution due to its important role in extracellular matrix formation and osteogenesis.

In the experimental part, samples were prepared by cutting cuttlefish bone into small pieces and
hydrothermally converting them into hydroxyapatite with the presence of phosphate ions.
Afterward, samples were (i) continuously impregnated with (3-aminopropyl)triethoxysilane and
finally heat-treated at 1000 °C and (ii) impregnated and heat-treated after each impregnation at
1000 °C. Further, samples were analysed by X-ray diffraction, Fourier transformed infrared
spectroscopy, scanning electron microscopy, while Rietveld's refinement was carried out in
software DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0 to quantitatively analyse present phases. The results
have shown that the hydrothermal method converted aragonite into hydroxyapatite while the
microporous structure was preserved. Impregnation with (3-aminopropyl)triethoxysilane and
thermal treatment caused the formation of silicate phases; larnite and wollastonite. A great amount

of silicon was concentrated in form of an amorphous layer on the surface of samples.



Keywords: biomaterial, carrier, calcium phosphate, silicon, silicate ion
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1. UvOD

Kostana oboljenja te oSteCenja kosti jedna su 0d poteskoca koje najcesce prate osobe trece
zivotne dobi, kao i sportase. Primjeri naj¢esc¢ih kostanih oboljenja su artritis, rahitis, prijelomi
kostiju te osteoporoza, jedna od zastupljenijih bolesti tre¢e dobi [1]. Za navedena oboljenja
najée$¢e se upotrebljavaju autologne (presatke kosti samoga pacijenta) ili alogene presatke
(presatke kosti drugoga pacijenta) koji su skupi, povecavaju rizik postoperativne infekcije, mogu
izazvati imunolo$ku reakciju te u slucaju alografta, prijenos bolesti. Kao alternativa autolognim i
alogenim okosnicama smatrale su se inertne (metalne) okosnice koje pruzaju samo mehani¢ku
potporu. Stoga se pokuSava pronaci biomaterijal koji bi mogao nadomjestiti oSte¢eno koStano

tkivo, a zatim i potaknuti obnovu i rast novog kostanog tkiva [2,3].

InZenjerstvo koStanog tkiva interdisciplinarno je podrucje koje povezuje inzenjerstvo i
biomedicinske znanosti u cilju razvoja okosnica koje mogu obnoviti ili odrzati zdravu funkciju
tkiva te su kemijski, strukturno i funkcijski slicne prirodnom tkivu. Ova je interdisciplinarna grana
razvijena jo$ pocetku 20.-og stoljeca, dok su prve metode klini¢ki primijenjene u 60-im godinama

proslog stoljeca [1].

Prekretnica u inzenjerstvu kostanog tkiva bio je razvoj trodimenzionalnih okosnica na koje se
mogu nasadivati stanice izolirane iz Zivog organizma koje ¢e, potom, proliferirati, migrirati U
strukturu okosnice i tvoriti vaskularizirano kostano tkivo. Visokoporozne okosnice pripravljane su
od sintetskih materijala koji omogucuju prilagodbu svojstava okosnice, no, u posljednje vrijeme
sve su viSe poznate prednosti koriStenja materijala dobivenih iz biogenih izvora (visokoporozna
struktura, izvor kationa nuznih za normalnu funkciju koStanog tkiva) [1]. Svrha okosnice je
imitacija izvanstani¢ne matrice, ECM, (engl. extracellular matrix) koja je u dinami¢énom odnosu
sa stanicama te regulira vazne procese poput adhezije stanica, njihove migracije, proliferacije i
diferencijacije, pri ¢emu nasadene Stanice koriste okosnicu kao predlozak za stvaranje novog tkiva.
Da bi okosnica bila pogodna za rast tkiva, mora biti biokompatibilna, bioaktivna, biorazgradiva
pri fizioloskim uvjetima, netoksi¢na te mora imati odgovarajuca strukturna i mehanicka svojstava.
Takoder, brzina razgradnje okosnice in vivo mora odgovarati brzini nastajanja prirodnog kostanog
tkiva kako ne bi doslo do nepotpune obnove i do dodatnih naprezanja u tkivu [4]. Prirodno kostano

tkivo je kompozitni materijal koji se sastoji od anorganske komponente koja sa¢injava oko 60-70



% ukupne mase kosti te organske komponente i vode koje ¢ine preostali dio. Glavna sastavnica
organske komponente je kolagen tipa I, a anorganske kalcijev fosfat u obliku nestehiometrijskog
hidroksiapatita supstituiranog ionima; CO3?, F-, CI', Mg?*, Na*, K*, Sr?*, Zn?* i dr. Navedeni ioni
Su pozeljni u pripravi okosnica u inzenjerstvu kostanog tkiva jer pokazuju pozitivan utjecaj na
diferencijaciju mati¢nih stanica i obnovu kosStanog tkiva [5]. Dodatno, istrazivanja su potvrdila
vaznu ulogu silicija u nastajanju novog kostanog tkiva te mineralizaciji osteoida. 1z tog razloga,
kalcij silikati se smatraju pozeljnim fazama u okosnicama za primjene u inzenjerstvu kostanog

tkiva [6].



2. OPCI DIO

2.1. InZenjerstvo kostanog tkiva

Inzenjerstvo kostanog tkiva je interdisciplinarno podrucje koje ispreplice kemiju,
molekularnu i stani¢nu biologiju, klinicku medicinu, inZenjerstvo i znanost 0 materijalima te
koristi znanja o strukturi, svojstvima i metabolizmu kostanog tkiva kako bi se razvila pogodna
okosnica za regeneraciju kostanog tkiva. Cilj inzenjerstva koStanog tkiva je proizvesti
trodimenzionalnu okosnicu izradenu od sintetskog ili materijala iz prirodnog izvora koji ¢e
potaknuti stani¢ni odgovor na molekulskoj razini §to omogucuje obnavljanje i nastajanje novog

kostanog tkiva [2, 7].

Okosnica je trodimenzionalni biomaterijal na kojega se nasaduju stanice. Zeljena svojstva
okosnice su osteoindukcija i osteokondukcija. Osteoindukcija oznacava poticanje nastajanja novog
kostanog tkiva, proliferaciju i diferencijaciju stanica nasadenih na okosnicu u kostane stanice, dok
osteokondukcija opisuje svojstvo materijala okosnice da posluzi kao pogodna podloga za stanice,
njihovu adheziju, migraciju i vaskularizaciju (angiogenezu). Stanice, koje ¢e se nasaditi na
prethodno pripravljenu okosnicu, izoliraju se iz uzoraka tkiva donora dobivenih biopsijom. Svrha
nasadivanja stanica na okosnicu je poticanje nastajanja novog kostanog tkiva (osteogeneza) [7].
Osnovna svrha okosnice je oponasati izvanstani¢nu matricu, ECM ,( engl. extracellular matrix)
tkiva koje ¢e se zamjenjivati i regenerirati. ECM je dinami¢na trodimenzionalna mrezasta
struktura koju ¢ine biomolekule. ECM prolazi kroz konstantne procese remodeliranja koje regulira
enzimatska razgradnja, resorpcija koju provode osteoklasti te proizvodnja novog tkiva od strane
osteoblasta. Pozeljno je da sintetska okosnica ima svojstva $to sli¢nija prirodnoj ECM-i kako bi
nasadene stanice mogle ostvariti sve svoje vitalne funkcije [8]. Da bi se neka okosnica mogla

koristiti u inzenjerstvu kostanog tkiva, mora zadovoljavati;

- Biokompatibilnost: material ne smije imati negativan ucinak na okolno tkivo niti
organizam u cijelosti, ne smije izazivati imunolosku reakciju te produkti njegove
razgradnje ne smiju biti toksi¢ni. Stanice moraju ostvariti dobru adheziju na materijalu,

migrirati kroz cijeli volumen okosnice, proliferirati i diferencirati [9].



Razgradnja: cilj inzenjerstva koStanog tkiva je da koStano tkivo kojega stanice
proizvedu postepeno zamijeni ugradenu okoshicu koja se s vremenom razgraduje, pri
¢emu kinetika razgradnje okosnice mora odgovarati brzini kojom stanice proizvode
novo tkivo [7, 9].

Mehanic¢ka svojstva: ugradena okosnica treba imati mehanicka svojstva $to sli¢nija
onima tkivu koje zamjenjuje. Takoder, mora imati postojan oblik kako bi izdrzala
rukovanje i operativni zahvat ugradnje. Navedeni zahtjev je posebno vazan za
inzenjerstvo koStanog tkiva budu¢i da mehanicka svojstva zdrave kosti variraju ovisno
o0 spolu, dobi i tjelesnoj masi pacijenta. Vlac¢na ¢vrstoca iznosi od 50 do 150 MPa, a
Youngov modul od 7 do 30 MPa [10]. Nadalje, istrazivanja su pokazala kako se ista
vrsta stanica ponasa drugacije ovisno o tome je li nasadena na meku ili tvrdu podlogu
(okosnicu), pa je stoga od velike vaznosti da okosnica $to vjernije imitira mehanic¢ka

svojstva tkiva [9, 11].

Mikrostruktura okosnice: visoka poroznost okosnice nuzna je kako bi se omogucila
difuzija kisika, hranjivih tvari i faktora rasta do stanica te odvod metaboli¢kog otpada.
Povezanost pora omogucava migraciju stanica u okosnicu, dobru vaskularizaciju te
odvod produkata razgradnje materijala okosnice. Takoder, vazna je veli¢ina pora koje
moraju biti dovoljno velike kako bi stanice mogle migrirati kroz materijal, ali i
dovoljno male kako bi se omogucile interakcije izmedu stanica. Optimalan interval
veli¢ina pora okosnice za koStane stanice (osteoblaste) iznose od 200 do 650 um [7, 9,
12].

Visoki broj materijala zadovoljava preduvjete za uporabu u inZenjerstvu koStanog tkiva, te se
mogu podijeliti na biokeramiku, polimere iz prirodnog i sintetskog izvora te kompozitne
materijale. Polimeri iz prirodnih izvora su kitozan, alginat, kolagen, derivati hijaluronske kiseline,
svila i dr. Biokompatibilni su, bioaktivni te u klinickim studijama pokazuju minimalnu reakciju
imunoloskog sustava pacijenta. Sintetskim polimerima moguce je prilagoditi svojstva okosnice.
Modifikacijom strukture sintetskih polimera i funkcionalnih skupina na povrSini utje¢e se na

kinetiku degradacije te adheziju stanica. Neki od najcescih su poli(etilen-glikol), polimlije¢na
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kiselina, poli(e-kaprolakton) i dr. Naj¢eSc¢e koristeni biokeramicki materijali su kalcijevi fosfati,
tj. HAp i trikalcij fosfati (TCP, engl. tricalcium phosphate) koji pokazuju bioaktivnost i

biokompatibilni su zbog kemijske i strukturne sli¢nosti mineralnoj fazi kostanog tkiva [7, 9, 11].

2.2. Struktura kostanog tkiva

Kako bi se razumjeli zahtjevi koje okosnica mora ispunjavati da bi se mogla koristiti u

inzenjerstvu kosStanog tkiva, nuzno je razumjeti gradu i funkciju toga tkiva.

Kostano tkivo ima viSestruke funkcije u organizmu poput omogucavanja kretnji, zastite organa,
pruzanja mehani¢ke Cvrstoce, skladiStenja i odrzavanja homeostaze minerala te sadrzi
hematopoetsko tkivo koje proizvodi krvne stanice [2]. Kostano tkivo ¢ine stanice osteoblasti,
osteociti te osteoklasti. Osteoblastima je uloga proizvodnja i mineralizacija ECM-e, dok osteociti
nastaju ugradnjom osteoblasta u matricu te omogucavaju prijenos mehanoreceptorskih signala.
Osteoklasti su stanice ¢ija je bioloska uloga razgradnja kostanog tkiva, odnosno resorpcija [5].
Kostano tkivo je dinamicno, sklono stalnim strukturnim promjenama koje su odgovor na
metaboli¢ke, mehanicke ili endokrine podraZaje u organizmu. Prolazi kroz konstantne cikluse
resorpcije i regeneracije koje dovode do kemijske i strukturne promjene shodno biomehani¢kim
zahtjevima prema Wolfovom zakonu. Wolfov zakon ukazuje na prilagodbu kosti iznosu i smjeru
opterecenja koje je na njega primijenjeno, i to tako da dolazi do promjene strukture preslagivanjem
bez promjene mase kostanog tkiva. Prestankom djelovanja optereéenja, ponovno dolazi do
promjene strukture i smanjenja mehanicke ¢vrstoce kosti [13]. Navedeni su procesi sinergisticki
te odrzavaju homeostazu tkiva i organizma [2,5]. Mehanicke karakteristike kostanog tkiva su
visoka Cvrstoca 1 elasti¢nost, dok specificna porozna mikrostruktura omogucuje veliku mehanic¢ku
¢vrsto¢u uz $to manju masu. Mikroporoznu strukturu prirodnog kostanog tkiva karakterizira
povezanost pora te siroka raspodjela veli¢ina, prosjecne vrijednosti 300 nm (Slika 2a). S kemijskog
stajaliSta, kost se moZe promatrati kao kompozitni materijal kojeg sacinjava organski i anorganski,
odnosno mineralni dio. Pored kolagena tipa I, organski dio prirodne kosti ¢ine proteoglikani,
glikoproteini, elastin, fibronektin, laminin, faktori rasta i dr. Kolagen je molekula koja se sastoji
od tri peptidna lanca koja se povezuju u trostruku uzvojnicu ostavljajuéi Supljine u koje se

smjestaju minerali HAp-a nanometarskih dimenzija (Slika 2b). Kolagen daje elasti¢nost te



otpornost na tla¢no 1 vlaéno opterec¢enje, dok HAp ¢ini strukturu rigidnom i daje joj mehanicku
¢vrsto¢u. Nestehiometrijski HAp niske kristalnosti glavni je mineral anorganske komponente
kosti; supstituiran je kationima i anionima, ¢ija prisutnost i omjer varira ovisno o vrsti kostanog
tkiva i starosti organizma[5].
a) b)
Kristali hidrokstapatita
_ ¢ a; polipeptidni lanac

azpolipeptidnilanac

Protzini koji povezuju
s kristale
hidroksizpatitz

~

Slika 2. a) Prikaz porozne strukture prirodne kosti [14] i b) Shema ugradnje kristala

hidroksiapatita u trostruku uzvojnicu kolagena tipa I [5].

2.3. Biogeni izvori

lako su do sada razvijeni mnogi biomaterijali zadovoljavajuc¢ih svojstava, u klini¢ckim
studijama i dalje ne pokazuju dovoljno dobre rezultate da bi u potpunosti zamijenili uporabu
autolognih i alogenih presadaka. Stoga se sve veca pozornost pridaje istrazivanju mineralnih
struktura drugih zivih organizama, posebice morskih. Jos 1997. godine White je uoc¢io kako koralji
posjeduju trodimenzionalnu strukturu koja bi mogla posluziti u ortopediji [15]. Najveca je prednost
morskih organizama $to presadnjom mineralne faze njihova tkiva nema opasnosti od prijenosa
bolesti, kao S§to je to slucaj sa sisavcima. Mineralnu fazu tkiva morskih organizama ¢ini Kalcij
karbonat (CaCOz) u obliku kalcita ili aragonita koje ljudsko tkivo dobro prihvaéa, no najéesce se
prevode u kalcij fosfatnu biokeramiku pomocu metode precipitacije [16] ili hidrotermalne sinteze



[17]. Posjeduju visokouredenu nanostrukturu mineralne faze koju je vrlo teSko dobiti
laboratorijskim postupcima (Slika 1). lako mnogi morski organizmi proizvode biominerale,
najéesce istrazivane mineraloske strukture su one rakova, skoljkasa, koralja, algi, sipe i dr. Do sada
je razvijeno nekoliko komercijalno dostupnih okosnica na temelju morskih organizama sto je
dokaz njihove vaznosti u inzenjerstvu kostanog tkiva. Ewers [16] je ugradio preko 200 okosnica
dobivenih iz algi (Algipore®) i uoc¢io osteoindukciju te rast nove kosti u razdoblju od 6 mjeseci.
Tran i suradnici [18, 19] dugi niz godina provode klini¢ka ispitivanja okosnica pripravljenih od
koralja (ProOsteon®) koji je ugraden nesto manje od stotinu pacijenata radi rekonstrukcije lomova
kosti te pacijentima koji su bolovali od tumora kostiju. Uoceno je da potice osteogenezu i
resorpciju tumorskog tkiva. Iako se komercijalno jo$ ne koriste, okosnice temeljene na sipinoj
kosti privlace veliku pozornost. Sipina kost je gradena od aragonita, jedne od tri polimorfne
modifikacije CaCOs, kojega je moguce prevesti u HAp razlic¢itim laboratorijskim postupcima.
Sipina kost je visokoporozan materijal s veli¢inom pora od 200 do 600 um, biokompatibilna je,
osteokonduktivna te dostupna u cijelom svijetu. Uo¢eno je da HAp dobiven konverzijom iz
CaCOs, sadrzi zaostale CO3? ione kao supstitucije u strukturi te takav materijal pokazuje bolju

biokompatibilnost u in vivo i in vitro istrazivanjima u odnosu na stehiometrijski HAp [12].



Slika 1. SEM mikrografi komercijalno dostupnih okosnica pripravljenih iz biogenog izvora

a) ProOsteon® temeljen na koraljima [20], b) Algipore® temeljen na algama [21].

Leonapakul i suradnici [22] zarili su kucice puzeva (Pomacea canaliculata) kako bi dobili CaCO3
i kalcij oksid (CaO) koji su sluzili kao prekursori za dobivanje TCP-a i HAp-a. Uocili su kako je
navedena metoda pogodna za pripravu okosnice za uporabu u inZenjerstvu kostanog tkiva. Gunduz
i suradnici [23] pripravili su iz Skoljki morskog puza (Cerrithium vulgatum) kalcij fosfate
mehanokemijskom metodom pri temperaturama od 400 do 800 °C tijekom 4 h. U usporedbi s
hidrotermalnom metodom koja se obi¢no koristi za ovu svrhu, navedena metoda je jednostavna i
ekonomicna jer za nju nije potrebna skupa oprema te je sigurna za koriStenje. Agaogullari i
suradnici [24] pripravljali su kalcij fosfate na temelju morskih jezinaca (Brissus latecarinatus) na
dva naCina traze¢i alternativu hidrotermalnoj metodi. U prvoj metodi se za provedbu reakcije
koristila ultrasoni¢na kupelj, dok se u drugoj koristio vru¢i pladanj pri atmosferskim uvjetima.
Navedenim se metodama uspjesno provela konverzija aragonita u kalcij fosfate, obije su se metode
pokazale jednostavnije i ekonomicnije od hidrotermalne, a uporaba lako dostupnog morskog

organizma kao izvora aragonita ekoloski i ekonomski prihvatljiva [16].



2.4. Hidroksiapatit

Hidroksiapatit (HAp) je mineral iz skupine apatita te ima kompoziciju Cas(PO4)3sOH koja
se najcesce piSe Caio(PO4)s(OH)2 kako bi se istaknulo da se jedini¢na Celija sastoji od dvije
strukturne jedinke (Slika 3). Hidroksiapatit je kalcijev fosfat, sol fosfatne kiseline ¢iji se ioni
HPO.s* i POs* mogu pronaéi u zivim organizmima. Stehiometrijski HAp ima heksagonsku
jediniénu éeliju s parametrimaa =b = 9,418 Aic=6.884 A a = = 90°, y = 120°, te pripada
prostornoj skupini P63/m i ima molarni omjer Ca/P = 1,67. PO4* skupine su osnovna strukturna
jedinica, dok se ioni kalcija i kisika mogu nalaziti na razli¢itim poloZajima. Polozaj iona Ca?*
koordiniran je atomima kisika te od ukupno deset Ca®* iona, na polozaju Cal nalazi se njih Getiri,
dok se preostalih Sest nalazi na polozaju Ca2. Atomi kisika nalaze se na tri razli¢ita polozaja; jedan
na polozaju O1 te jedan u O2, dok se dva atoma kisika nalaze na polozaju O3. Na Slici 3. prikazana
je jedini¢na ¢elija HAp-a [25, 26].

Slika 3. Jedini¢na ¢elija hidroksiapatita [27].

Fleksibilna struktura HAp-a omogucava supstitucije Ca%*, PO4*> te OH" iona. Dio fosfatnih (PO4*
) iona HAp-a prirodnog kostanog tkiva supstituirano je karbonatnim ionom (COs®) pri ¢emu se
ovaj tip karbonatne supstitucije naziva tip B, dok tip A predstavlja supstitucija OH" skupina COs*
ionom. Moguéa je AB supstitucija u kojoj su istovremeno skupine PO+ i OH supstituirane CO3*
ionima. Ca?* ioni mogu se supstituirati drugim kationima (K*, Na*, Mg?*, Zn?*, Sr?* i dr.) dok je
OH" skupinu moguce supstituirati kloridnim (CI") i fluoridnim (F) ionima te se takve mineraloske

faze nazivaju klorapatit i fluorapatit. Prisutne supstitucije uzrokuju promjene parametara jedini¢ne
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¢elije, morfologije kristala, topljivosti i termalne stabilnosti. Medutim, simetrija kristalne resetke
ostaje oduvana, $to ukazuje na fleksibilnost strukture HAp-a. HAp supstituiran CO3z* ionima
Navedene su supstitucije u strukturi prirodnog HAp-a neophodne za normalnu funkciju kostanog
tkiva [28].

Zbog sli¢nosti prirodnom kostanom tkivu i dobrih mehanickih svojstava, sintetski HAp koristi se
1 istrazuje za uporabu u ortopediji i stomatologiji kako bi nadomjestio ostecenja i oboljenja kosti.
HAp je biokompatibilan $to je potvrdeno s nekoliko tipova stanica in vitro (osteoblasti, fibroblasti
i dr.) koje su pokazale dobru adheziju na materijal te proliferaciju [25, 28, 29]. U istraZivanju
Cheung i Haaka [30] in vitro uzgojem osteoblasta na poroznom nosacu uoc¢ena je proliferacija
stanica i nastajanje kolagena tipa I. Dodatno, uo¢ena je prisutnost alkalne fosfataze (ALP, engl.
alkaline phosphatase), metabolita koji ukazuje na aktivnost osteoblasta. Galgut i suradnici [31]
proveli su histolosko ispitivanje in vivo na pacijentima kojima su ugradene zubne okosnice
izradene od HAp-a. Nakon 40 tjedana uocena je resorpcija materijala i nastajanje osteoida, a nakon
80 tjedana uoc¢eno je novonastalo kostano tkivo. Osim navedenoga, HAp je netoksi¢an, ne izaziva
imunolosku reakciju organizma i pokazuje osteokonduktivna svojstva. No, uoceno je kako
stehiometrijski HAp ima lo$ija osteokonduktivna svojstva od supstituiranog HAp-a in vivo prema
istrazivanju Habibovi¢ i suradnika [32], te 1oSija od nanostrukturiranog HAp-a prema istrazivanju
Kattimani-a i suradnika [33]. Takoder, Ducheyne i suradnici uo€ili su zna¢ajno sporiju resorpciju

HAp-a u usporedbi s drugim kalcij silikatima [34].

Do sada je razvijeno nekoliko metoda priprave HAp-a, koje se mogu podijeliti u mokre i suhe
postupke. Suhi postupci ne koriste otapala, a u njih se svrstavaju reakcije u ¢vrstom stanju i
mehanokemijske reakcije. Nedostatak navedenih metoda je loSa difuzija u procesu i time
nejednolika svojstva kona¢no dobivenog materijala. Mokri postupci priprave su precipitacija,
hidroliza, sol-gel metoda, hidrotermalna i emulzijska metoda. Prednosti mokrih postupaka su
dobra kontrola morfologije kona¢nog produkta, a nedostatak je niska temperatura procesa ¢ime se

dobiva HAp niske kristalnosti [35].

Hidrotermalna metoda je jedna od najéesce koristenih metoda za pripravu HAp-a iz sintetskih i
prirodnih izvora. Osnova metode je reakcija u vodenoj otopini pri povisenom tlaku i temperaturi.

Regulacijom parametara, odnosno povisenjem temperature, smanjuje se udio drugih kalcij fosfata
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u kona¢nom materijalu $to poskupljuje proces u korist svojstava kona¢nog materijala [35]. Ova se
metoda Cesto koristi u prevodenju bioloSkih mineralnih struktura u HAp. Prirodne mineralne
strukture (Skoljke, sipina kost, alge, koralji) sadrze kompleksnu mikrostrukturu i izvor su iona koji
¢e sluziti kao supstitucije u konacnom materijalu [17]. Jedan od biogenih izvora CaCOz pogodan
za prevodenje u kalcij fosfate hidrotermalnom metodom je sipina kost (Sepia officinalis). Sipina
kost istrazuje se kao potencijalni materijal za primjenu u inzenjerstvu koStanog tkiva zbog
visokoporozne strukture te je prirodan izvor iona u tragovima koji ¢e se supstituirati u strukturu
HAp-a. Milovac i suradnici [36] pripravili su visokoporoznu okosnicu HAp-a iz sipine Kkosti
pomocu hidrotermalne metode te uo¢ili potpunu konverziju aragonita u HAp nakon 72 h procesa.
Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR, engl. Fourier-transform
infrared spectroscopy) ukazala je na supstituciju POs* iona s COs?, a elektronska pretrazna
mikroskopija (SEM, engl. scanning electron microscopy) ocuvanost Visokoporozne strukture
nakon hidrotermalne sinteze te nastajanje plocastih i igli¢astih kristala HAp-a. Almukarrama i
Yusuf [37] proveli su konverziju CaCOs skoljke kamenice (Crassostrea gigas) precipitacijskom
metodom u HAp supstituiran CO3?" ionima. Uocgeno je da supstitucija COs* ionima smanjuje
veli¢inu kristalita te kristalnost strukture Sto je potvrdeno rendgenskom difrakcijskom analizom
(XRD, engl. X-ray diffraction). Naime, usporedivsi maksimume stehiometrijskog HAp-a i HAp-a
supstituiranog COs? ionima, uocava se prosirenje difrakcijskih maksimuma. Asadollahzadeh i
suradnici [38] proveli su kalcinaciju kosti tune (Thunnus thynnus) toplinskom obradom pri
temperaturama od 600 do 900°C kako bi se uklonila organska komponenta te kako bi se dobili
kalcij fosfati. Uoceno je kako se ve¢om temperaturom procesa dobivaju veci kristali dikalcij
fosfata (CaHPQOs). Dobiveni kristali izlozeni su simuliranim tjelesnim tekué¢inama (SBF, engl.
simulated body fluid). Nakon 14 dana inkubacije uoceni su kristali HAp-a u obliku iglica i cvjetace,

dok je nakon 28 dana uocen deblji i gusci sloj kristala HAp-a na pripravljenim uzorcima.

2.5. Trikalcijev fosfat

Trikalcij fosfat (TCP, engl. tricalcium phosphate) je uz HAp najcesce istrazivan kalcijev
fosfat za potencijalne primjene u inzenjerstvu kosStanog tkiva. Pojavljuje se u tri polimorfne
modifikacije; p-TCP stabilan pri sobnoj temperaturi, a-TCP stabilan pri visokim temperaturama

iznad 1125°C te o'-TCP stabilan pri temperaturama iznad 1430 °C. Razlike u strukturama
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navedenih polimorfne modifikacija prikazane su na Slici 4. Zbog svojih povoljnih svojstava kao
Sto su resorpcija, biokompatibilnosti te osteoinduktivnosti, S-TCP i «-TCP polimorfne
modifikacije koriste u stomatologiji i ortopediji u obliku kompaktnih i poroznih blokova, granula
i prasaka [9, 39, 40].

a-TCP

Slika 4. Razlika u strukturi polimorfnih modifikacija trikalcij fosfata [39].

2.5.1. a-trikalcij fosfat

Kristalizira u monoklinskom kristalnom sustavu s parametrima jedini¢ne ¢elije a = 12,86
A b=2735A,¢c=1522 A a=y=90° p=126,35° te pripada P21/a prostornoj grupi. Gustoca a-
TCP-a je manja nego S-TCP-a te je uoceno kako se a-TCP brze resorbira pri fizioloskim uvjetima.
usporedbi s S-TCP-om. Ca?" ioni koordinirani su atomima kisika te zauzimaju 18 razli¢itih
poloZaja u kristalnoj resetci. Polozaji Ca6, Cal3 i Cal8 su pogodni za supstituciju divalentnim
kationima manjih ionskih radijusa, dok je supstitucija kationima veceg radijusa moguca na

polozajima Ca5, Ca8, Cal4 [39, 41].

Kako bi se ispitala potencijalna primjena u inzenjerstvu koStanog tkiva, svojstva a-TCP-a se
istrazuju in vitro te in vivo. Kihara i suradnici [42] proucavali su brzinu resorpcije okosnica na
temelju a-TCP-a u kostanim defektima kunica, dok su kostani defekti bez usadenog materijala

koristeni kao kontrola. Nakon 8 tjedana uocCena je resorpcija materijala te nastajanje novog
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kostanog tkiva. Ehara i suradnici [43] proucavali su utjecaj a-TCP-a na nekoliko vrsta misjih
stanica te uodili da je proliferacija stanica, sinteza kolagena i mineralizacija potaknuta kada se
koriste osteoblasti. Medutim, u istrazivanju Tamai i suradnika [44] nasadivanjem pluénih
fibroblasta zamoraca na HAp, a- i f-TCP uoceno je da od svih navedenih, a-TCP pokazuje najvecu
toksi¢nost. Pretpostavlja se da je razlog toksi¢nosti povisenje pH vrijednosti koje izaziva hidroliza
a-TCP-a. U Klinickim studijama koje su do sada provedene o-TCP je uglavnom koristen u
injektabilnom obliku u smjesi s drugim fazama te ima primjenu u stomatologiji, maksilo-facijalnoj

kirurgiji, ortopediji te kao nosac lijekova [39].

2.5.2. p-trikalcij fosfat

Kristalna struktura S-TCP-a pripada romboedarskom kristalnom sustavu s parametrima
jedini¢ne éelije a = b = 10,44 A, ¢ = 37,40 A, a = p = 90°, y = 120° te pripada R3/c prostornoj
grupi. #-TCP ima manju topljivost i brzinu resorpcije od a-TCP-a, ali ve¢u gustocu [39, 45]. loni
Ca?* zauzimaju 5 razli¢itih polozaja u strukturi i koordinirani su s atomima Kisika, koji zauzimaju
10 razli¢itih polozaja. Zbog razlika u duljini Ca—O veza pojedinih Ca polozaja, supstitucije su
preferirane na polozajima Ca4 i Cab. Naime, ioni manjeg radijusa supstituiraju se na polozaju Cab,
a veceg na polozaju Ca4 zbog prisutnosti duzih Ca—O veza a time i ve¢eg meduatomskog prostora
u resetci. Na polozajima Cal, Ca2 i Ca3 duljina veze Ca—O varira u intervalu od 2,3 do 3,1 A sto
ukazuje na relativno deformiranu koordinaciju poliedara oko Ca poloZaja te manju mogucnost
supstitucija. Nadalje, moguce su samo supstitucije divalentnim kationima zbog odrzanja

elektroneutralnosti [39, 41].

Wiltfang i suradnici [46] istrazivali su in vivo resorpciju S-TCP-a ugradenog u defekte koljeni¢ne
kosti patuljastih svinja. Nakon 86 tjedana od ugradnje, uoéena je 95-97 % resorpcija materijala, a
zaostali dio bio je u potpunosti integriran u novonastalo kostano tkivo. Kao kontrola, na svakoj
kosti ostavljen je netretirani defekt. Na kontrolnim defektima uocena je znacajno manja koli¢ina
novonastalog kosStanog tkiva $to upucuje na regenerativni potencijal f-TCP-a. Yamada i suradnici
[47] proveli su histolosko i histomorfolosko istrazivanje f-TCP-a kao okosnice za povecanje
alveolarnih grebena. Porozni p-TCP obujmljen je perforiranim titanijevim cilindrima i ugraden u

pluca kunic¢a. Nakon 4 tjedna od ugradnje, uocen je poCetak degradacije koja je najvecu brzinu
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postigla nakon 8 tjedna od usadivanja. U istom istrazivanju a-TCP pokazao je znacajno brzu
resorpciju te bolja osteokonduktivna svojstva. Naime, okosnica na temelju a-TCP-a je nakon 8
tjedana izgubila prvotni oblik te je nastao sloj novog kostanog tkiva deblji nego u slucaju p-TCP-
a. Sohier i suradnici [48] pripravili su poroznu okosnicu S-TCP-a te ju impregnirali koStanim
morfogenetskim proteinom i ugradili u kostane defekte kuni¢a. Nakon 4 tjedna od ugradnje,
uoceno je kako je B-TCP pogodan nosa¢ za dostavu navedenog proteina te da je nastalo novo
kostano tkivo. Tarafder i suradnici [49] pripravili su visokoporoznu okosnicu na temelju s-TCP-a
metodom aditivne proizvodnje radi precizne kontrole mikrostrukture okosnice. Nasadivanjem
ljudskih osteoblasta uoc¢ena je izraZenija proliferacija in vitro smanjenjem veli¢ine pora okosnice.
Ugradnjom okosnice u kostane defekte Stakora, uocena je prisutnost osteoida in vivo kako u mikro-

tako i u makroporama.

2.6. Amorfni kalcijev fosfat

Amorfni kalcij fosfat (ACP, engl. amorphous calcium phosphate) kemijske formule
Cag(PO4)s, jedinstven je pored ostalih kalcij fosfata zbog izostanka uredenosti koja se proteze kroz
Citavu strukturu. Na difraktogramima ACP-a uocavaju se dva vrlo Siroka maksimuma $to ukazuje
na amorfnost. Posner i Betts [50] proucavali su strukturu ACP-a te postavili hipotezu o
nasumi¢nom nakupljanju Cag(POs)s u klastere koji ¢ine Cesticu ACP koja u strukturi obi¢no
sadrzava od 15 do 20 % vode u intersticijama. Model Cestice 1 klastera kojega su predlozili Posner
i Betts nalazi se na Slici 5. ACP se dobiva kao precipitat iz prezasi¢ene otopine kalcij fosfata te se
moze prevesti u kristalnu fazu oktakalcij fosfata pentahidrata (CagH2(POa)e-5H20) ili HAp-a.
Molarni omjer Ca/P ovisi o pH prezasic¢ene otopine iz koje se ACP dobiva te moze iznositi Ca/P
=1,18-1,53 pri ¢emu udio kalcija raste s pove¢anjem pH otopine. Uoceni su slucajevi u kojima je
Ca/P molarni omjer ACP-a iznosio do 2,5 [51]. Uocena je vazna uloga ACP-a u procesu
biomineralizacije novonastale izvanstani¢ne matrice. Opisana struktura je uzrok reaktivnosti u
dodiru s tjelesnim tekuc¢inama i faznu transformaciju u HAp, te se smatra prekursorom HAp-a, tj.

meduproduktom biomineralizacije [52, 53, 54].
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Posnerov
klaster

ACP cestica

-

Slika 5. Model Posnerovog klastera i ¢estice amorfnog kalcij fosfata [50].

Istrazivanja provedena na ACP-u ukazuju na biokompatibilnost i osteoinduktivnost. U istrazivanju
Van den Vreken i suradnika [55] ACP je dodan drugim kalcij fosfatnim fazama te su provedena
bioloSka ispitivanja. Uoceno je kako se dodatkom ACP mijenja struktura materijala, kristali
postaju sve manji sto poboljSava mehanicka svojstva. Osim toga, uocena je dobra adhezija stanica
na povrsinu materijala. Zbog navedenih svojstava ACP se smatra pozeljnom fazom okosnice.
Nagano i suradnici [56] ispitivali su prevlake ACP-a na okosnicama ugradenim u kuniée i Stakore,
a kao kontrola koristen je HAp. Uoceno je kako su ACP prevlake resorbirale brze od HAp-a i
pokazale bolja osteokonduktivna svojstva. Uysal i suradnici [57] proucavali su in vivo utjecaj
ACP-a kao veziva za ortodontska pomagala na remineralizaciju cakline zuba. Polovini pacijenata
ugradena su ortodontska pomagala komercijalnim vezivom, dok je na drugoj polovici primijenjeno
vezivo na bazi ACP-a. 30 dana nakon nanoSenja veziva, ono je uklonjeno te su uzeti uzorci cakline.
Uocena je znacajna razlika u mineralnom sastavu cakline te pozitivan utjecaj ACP-a na
usporavanje demineralizacije zuba. Sun i suradnici [58] sintetizirali su prevlake za bioaktivno
staklo na temelju ACP-a i na njih nasadili stanice periodontalnog ligamenta kako bi ispitali
adheziju i proliferaciju in vitro. Kao kontrola u istrazivanju koristeno je bioaktivno staklo bez
prevlake. Uoceno je poboljsanje adhezije te proliferacije stanica na prevlaci pripravljenoj od ACP-

a za razliku od neprevucenog bioaktivnog stakla.
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2.7. Silicij

Mnoga su istrazivanja pokazala pozitivan ucinak elemenata u tragovima u strukturi kalcij
fosfatnih keramika, na formaciju kostanog tkiva [59]. Jedan od elemenata koji ima klju¢nu ulogu
u metabolizmu kostanog tkiva je silicij. Carlisle [60] je u 70.-im godinama proSlog stoljeca
istaknuo kako je silicij esencijalni element u tragovima za razvoj kostanog tkiva. Uocio je kako

kokosi, ¢ija je prehrana suplementirana silicijem, pokazuju brzi skeletni razvitak te povecanje
tjelesne mase 49 % brze od kokosi ¢ija prehrana nije suplementirana. Carlisle [61] je takoder uocio
vaznu ulogu silicija u ECM-u. Glikozaminoglikani se medusobno umrezavaju pomocu silanolatne
veze (R-O-Si-O-R) koja regulira njihovu funkciju te sprjecava enzimatsku razgradnju.
Uocavanjem navedenih povoljnih svojstava silicija, rastao je broj istrazivanja usmjerenih na
silicijem supstituirane kalcij fosfate. No, u posljednje vrijeme sve se vise istrazuju kalcijevi silikati

za primjene u inZenjerstvu koStanog tkiva jer pokazuju bolju bioaktivnost u usporedbi sa

stehiometrijskim HAp-om te 5-TCP-om [62].

2.7.1. Kalcijevi silikati

Kalcijev silikat sol je ortosilikatne kiseline formule CaxSiOs te ima ¢etiri polimorfne
modifikacije; y - stabilnu pri temperaturama do 750 °C, o i a’ - stabilne pri temperaturama iznad
1450 °C te metastabilni f-Ca2SiOs [63]. Istrazivanja su pokazala kako kalcij silikati imaju pozeljan
uéinak na adheziju, proliferaciju te aktivnost osteoblasta. Lia i Changa [64] uocili su kako
prisutnost kalcij silikata poboljSava vaskularizaciju tkiva utjeCuci na faktore rasta, te je uocen
utjecaj na aktivnost osteoklasta. Sun i suradnici [65] uocili su kako okosnice koje sadrze kalcij
silikatnu fazu u doticaju s tjelesnim tekuéinama otpustaju SiO4* ione u okolno tkivo koji reguliraju

stani¢nu aktivnost.

2.7.1.1. Volastonit

Volastonit (CaSiO3) je kalcij silikat koji se pojavljuje u tri polimorfne modifikacije;

pseudovolastonit, volastonit 2M i volastonit TC. Pseudovolastonit je modifikacija stabilna pri
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temperaturama iznad 1125 °C te pripada triklinskom kristalnom sustavu. Volastonit 2M i TC su
modifikacije stabilne pri nizim temperaturama. TC oznaCava pripadnost ove modifikacije
triklinskom kristalnom sustavu s parametrima jedini¢ne ¢elije a = 7.0786 A, b = 7.3309 A, ¢ =
7.938 A, o = 103.4°, = 95.30°, y = 90.07°. Struktura volastonita TC prikazana je na Slici 6. 2M
oznaCava pripadnost strukture monoklinskom kristalnom sustavu. Unato¢ razlici u strukturi,
volastonit 2M i TC imaju vrlo sli¢na svojstva. Otkako je uocena bioaktivnost volastonita, njegova
se svojstva i moguca primjena sve vise istrazuju. Uoceno je kako u dodiru s tjelesnim teku¢inama
uspjesno poti¢e nastajanje HAp-a na povrsini okosnice. Ni i suradnici [66] ispitivali su utjecaj
porozne okosnice na temelju volastonita te je uoceno kako potiée proliferaciju i staniénu aktivnost
osteoblasta bolje nego li okosnica na temelju p-TCP-a. Uoceno je takoder da se volastonit
ugradnjom u kostano tkivo kemijski dobro integrira u strukturu kosti te se zbog toga smatra

obecavaju¢im kandidatom za uporabu u inzenjerstvu kostanog tkiva [67].

Slika 6. Prikaz strukture kristalne reSetke TC volastonita [68].

Xue i suradnici [69] pripravili su prevlake volastonita na titanu te ih ugradili u kosti pasa kako bi
ispitali bioloska svojstva in vivo. Nakon mjesec dana od ugradnje uoceno je novonastalo koStano
tkivo na povrsini prevlake volastonita sto je ukazalo na biokompatibilnost i osteoinduktivnost.
Kontrola u istrazivanju bile su okosnice izradene od titana bez prevlake. Uocena je bolja integracija
okosnice s volastonitonitnom prevlakom u kostano tkivo. Ge i suradnici [70] pripravili su okosnice

na temelju volastonita te kompozita volastonita i HAp-a koje su ugradili na mjesto defekata kosti
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lubanje stakora. Kod prve skupine Stakora kojima je ugradena volastonitna okosnica, nakon 6
tjedana od ugradnje, uoceno je nastajanje novog kostanog tkiva, ali u zna¢ajno manjoj koli¢ini u
usporedbi s novonastalim koStanim tkivom Stakora druge skupine kojima je ugraden kompozit
volastonita i HAp-a. 12 tjedana nakon ugradnje uocena je dobra integracija okosnice u obije
skupine, ali je kostano tkivo nastalo na kompozitu volastonita i HAp-a bilo bolje vaskularizirano.
Barbosa i suradnici [71] sintetizirali su visokoporoznu okosnicu na temelju volastonita i f-TCP-a
te ga ugradili u desne koljeni¢ne kosti kunica kako bi se ispitala biokompatibilnost in vivo, dok su
lijeve, netretirane koljeni¢ne kosti, posluzile kao kontrola. Nakon 30 i 60 dana od ugradnje uocena

je integracija okosnice u kostano tkivo te nastajanje novog tkiva.

2.7.1.2. Larnit

Larnit (5-CazSiO4) pripada skupini kalcijevih silikata te kristalizira u monoklinskom
kristalnom sustavu s parametrima jedini¢ne éelije a =6.76 A,b =551 A, ¢c=931A a=p=y=
94.51°. Larnit je metastabilna faza od 725 °C do 1450 °C, te se pri nizim temperaturama fazno
transformira u a-CazSiOs, a pri visSim u y-CaxSiO4 [72]. Jedini¢na ¢elija larnita prikazana je na
Slici 7. Fu i suradnici [73] ugradnjom larnita u tumorsko tkivo kostiju miSeva uocili su njegov
potencijal za uporabu u fototermalnoj terapiji tumora, odnosno usporavanju proliferacije i
odumiranju (apoptozi) tumorskih stanica. Ugradena okosnica na temelju larnita nije pokazala
toksi¢an ucinak na zdrave koStane stanice, okosnica je resorbirala te potaknula nastajanje novog
kostanog tkiva. Medutim, larnit se nadalje istrazuje kako bi se ispitala pogodnost koriStenja u

lijecenju tumora kostiju.
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Slika 7. Prikaz strukture kristalne resetke larnita [74].

Dai i suradnici [75] pripravili su visokoporoznu okosnicu na temelju larnitna pripravljenu
sinteriranjem CaCOs i silicij oksida (SiO2) pri 1300 °C. In vitro istrazivanja provedena su na
mezenhimskim mati¢nim stanicama koza, dok je in vivo istrazivanje provedeno na misevima.
Uoceno je kako su maticne stanice proliferirale na uzorku materijala te je nakon 7 dana uoceno
nastajanje HAp-a na povrsini okosnice. To ukazuje da je materijal biokompatibilan i potice
osteogenezu. Sli¢ne rezultate pokazalo je in vivo istrazivanje Daia i suradnika. Nakon 9 tjedana od
ugradnje okosnice, vecina njegove mase Se resorbirala te je potvrdena prisutnost vlakana kolagena.
Osim toga, dobiveni visokoporozni materijal pokazao je mehani¢ka svojstva sliéna onima
prirodnog kostanog tkiva. Zhao i suradnici [76] sintetizirali su larnitni injektabilni cement za
popunjavanje kostanih defekata s potencijalnim utjecajem na regeneraciju kosti, kako bi ispitali
njegovu in vitro bioaktivnost. Na dobiveni cement nasadene su stanice fibroblasta te promatrane
tijekom 28 dana. Uocena je dobra adhezija stanica, resorpcija materijala te nastajanje karbonatom
supstituiranog HAp-a. lonski produkti resorpcije, Ca®* i SiO4*, potaknuli su proliferaciju stanica

te je njihova koncentracija u mediju rasla s vriemenom izloZenosti.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

Kako bi se pripremila visokoporozna kalcij silikatna keramika u ovom radu, koristeni su:
= (3-aminopropil)trietoksisilan, (H2N(CH2)3Si(OCzHs)s, > 98 %, Sigma-Aldrich,SAD)
= Silicij (Si, NIST, SAD)
= Sipina kost
= Amonijev dihidrogenfosfat (NH4sH2PO4, 99 %, Fisher Scientific, SAD)

3.2. Priprava hidroksiapatita iz sipe hidrotermalnom metodom

Sipina kost (aragonit, CaCOs) koristena je kao prekursor Ca®** iona za sintezu
visokoporoznog HAp-a hidrotermalnom metodom [36]. Suha kost sipe (Sepia officinalis) iz
Jadranskog mora izrezana je u komade veli¢ine priblizno 2 cm?® te obradena vodenom otopinom
natrijevog hipoklorita (NaClO, 13% aktivnog klora, Gram-mol) pri sobnoj temperaturi tijekom 12
h kako bi se uklonila organska komponenta. Nakon toga, sipina kost ispirana je kipu¢om
demineraliziranom vodom te susena pri 110 °C 24 h. Obradena sipina kost i 15 mL vodena otopina
amonijevog dihidrogenfosfata (NHsH2PO4,) koncentracije za postizanje molarnog omjera Ca/P =
1,67 stavljeni su u teflonom oblozenu ¢eli¢nu tlatnu posudu. Hidrotermalna sinteza se vodila pri
200 °C tijekom 72 h te je tlak u posudi iznosio je 18 bar. Dobiveni HAp ispiran je kipu¢om
demineraliziranom vodom te susen pri 105 °C. Sinteza HAp-a moze se prikazati prema jednadzbi
1:

10CaCOs3 + 6NH4H2PO4 + 2H2,0 — Cai1o(POa4)s(OH)2 + 3(NH4)2CO3 + 7H2CO3 1)

3.3. Impregnacija (3-aminopropil)trietoksisilanom

Visokoporozni uzorci HAp-a pripremljeni iz sipine kosti impregnirani su (3-
aminopropil)trietoksisilanom (APTES), kao izvorom silicija, pod vakuumom 20 minuta.

Impregnirani uzorci su suseni pri 110 °C tijekom 24 h te potom toplinski obradeni pri 1000 °C
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tijekom 3 h. Impregnacija uzoraka provedena je na dva nacina: (A) uzorci su se susili pri 110 °C
(24 h) i toplinski obradili pri 1000 °C (3 h) nakon svake impregnacije koje su ponavljane od 1 do
4 puta i (B) uzastopnom impregnacijom uzoraka od 1 do 4 puta, nakon ¢ega su se uzorci susili pri
110 °C (24 h) i toplinski obradili pri 1000 °C (3 h) (Slika 7). Kao kontrola koristen je uzorak HAp-
a pripremljen hidrotermalnom metodom iz sipine kosti koji je toplinski obraden pri 1000 °C.
Nakon toplinske obrade uzorci su karakterizirani FTIR spektroskopijom, XRD analizom,

Rietveldovom metodom uto¢njavanja te SEM mikroskopijom.

>
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Slika 7. Shematski prikaz tijeka eksperimentalnog dijela rada.
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3.4. Karakterizacija materijala

3.4.1. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Pripravljeni uzorci karakterizirani infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom
transformacijom. Koristen je ATR-FTIR Brucker Vertex 70 spektrometar s dijamantnim
kristalom. Spektri su snimani u apsorpcijskom rezimu u rasponu od 4000 do 400 cm™ 32 puta s

rezolucijom 4 cm te pri temperaturi od 20 °C.

3.4.2. Rendgenska difrakcijska analiza

Mineralni sastav sintetiziranih uzoraka odreden je rendgenskom difrakcijskom analizom
(XRD), pomo¢u difraktometra Shimadzu XRD-6000 s CuK, (1,5406 A) zradenjem pri 40 kV i 30
mA, u mjernom podruc¢ju kuteva 20°-60° i brzinom snimanja 0,02°/3s. Kako bi se omogucilo
odredivanje udjela amorfne faze, u praske pripremljenih uzoraka umijesano je 5,0, wt% silicija

koji je koristen kao standard.

3.4.3. Rietveldova metoda uto¢njavanja

Pomoc¢u racunalnog programa DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0 odredeni su udjeli
pojedinih kristalnih te amorfne faze Rietveldovom metodom uto¢njavanja. Polazni strukturni

modeli koji su sluzili za izra¢un udjela preuzeti su iz radova kako je navedeno u Tablici 1.

Tablica 1. Polazni strukturni modeli koristeni za odredivanje kvantitativnog faznog sastava
pripravljenih uzoraka.

Hidroksiapatit Veselinovic i sur. [77]
Vitlokit Tait i sur. [78]
a-trikalcijev fosfat Mathew i sur. [79]
Larnit Tsurumi i suradnika [80]
Kalcij oksid Primak i sur. [81]
Volastonit Tsurumi i suradnika [80]
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3.4.4. Elektronska pretrazna mikroskopija

Morfologija pripravljenih uzoraka Kkarakterizirana je pretraznom elektronskom
mikroskopijom pomoc¢u mikroskopa TESCAN Vega3SEM Easyprobe pri energiji elektronskog
snopa od 10 kV. Uzorci su napareni zlatom i paladijem u vremenu od 180 sekundi neposredno

prije karakterizacije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Pripravljeni uzorci smjera A (HAp_SiO, HAp_Sil, HAp_Si2a, HAp_Si3ai HAp_Si4a) i B
(HAp_Si0, HAp_Sil, HAp_Si2b, HAp_Si3b i HAp_Sidb) Kkarakterizirani su FTIR
spektroskopijom te su rezultati prikazani na slici 9 (A smjer) i 10 (B smijer).

Si-O-Si

Apsorbancija (s.j.)

i HAp_Si0
I: ' .I :' I : I ! I '. i :' I :

. —
1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300

Valni broj (cm™)

Slika 9. FTIR spektri pripravljenih uzoraka smjera A.
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Apsorbancija (s.j.)
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Slika 10. FTIR spektri pripravljenih uzoraka smjera B.

Na spektru uzorka HAp Si0 mogu se uoéiti apsorpcijske vrpce karakteristi¢ne za PO4> skupinu
HAp-a. Apsorpcijske vrpce pri 1086 i 1022 cm™ pripisuju se asimetri¢nom istezanju (vs) P-O
veze, dok se vrpce pri 963 cm™ pripisuje simetri¢nom istezanju (v1) P-O veze. Simetri¢no istezanje
O-P-0 veza (v4) uocava se iz apsorpcijskih vrpci pri 598 i 563 cm™, dok se vibracije (v2) pripisuju
vrpcama pri 473 cm™ [29]. Osim navedenih, mogu se uo¢iti i apsorpcijske vrpce pri 626 cm™ koje
odgovaraju savijanju veze OH" skupine HAp-a [82]. Na spektrima impregniranih uzoraka
(HAp_Sil1, HAp_Si2a, HAp_Si3a, HAp_Sida, HAp_Si2b, HAp_Si3b, HAp_Si4b) uocavaju se
apsorpcijske vrpce karakteristi¢ne za veze Si—O-Si pri valnim brojevima 472 i 798 cm™ [82] te
(v3) apsorpcijske vrpce POs* pri 1086 cm™. Dodatkom silicija, odnosno impregnacijom APTES-
om, dolazi do smanjenja intenziteta maksimuma vrpci PO.* skupine. Na spektrima impregniranih
uzoraka moze se uociti izostanak apsorpcijskih vrpci OH" skupine, §to upucuje na smanjenje udjela
HAp-a u uzorcima te se moze pretpostaviti da nastaju druge kalcij fosfatne faze stabilne pri 1000
°C. Apsorpcijske vrpce pri 472 i 798 cm™, koje pripadaju amorfnoj mrezi (Si-O-Si veze), imaju
sve veli intenzitet s poveéanjem broja impregnacija. Moze se pretpostaviti da se daljnjim

impregnacijama, APTES veze kao amorfni sloj na povrsini uzorka. lzostanak karakteristi¢nih vrpci
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CO3? skupine koja se javlja kod uzoraka HAp-a pripremljenog iz sipine kosti hidrotermalnom

sintezom rezultat je toplinske obrade uzoraka pri 1000 °C.

4.2. MineraloS$ki sastav pripravljenih uzoraka

Utjecaj APTES-a na mineraloski sastav pripravljenih uzoraka odreden je pomo¢u XRD
analize, dok je kvantitativni fazni sastav odreden dodatkom 5 wt% silicija (ICDD 27-1402) kao
standarda pomocu Rietveldove metode uto¢njavanja dobivenih difraktograma prikazanih na Slici
8. Difraktogram uzorka HAp_SiO pokazuje karakteristi¢cne maksimume za hidroksiapatit (ICDD
09-432), vitlokit (CasMg(HPO4)(PO4)s, ICDD 70-2064), a-trikalcij fosfat (ICDD 09-348) te kalcij
oksid (ICDD 37-1497). Na difraktogramima impregniranih uzoraka uz ve¢ navedene
karakteristicne maksimume kristalnih faza dodatno se pojavljuju maksimumi karakteristi¢ni za
dikalcij silikat (CazSiO4), (ICDD 05-0586), volastonit (CaSiOs), (ICDD 42-550) i larnit (5-
CaSi04), (ICDD 9-351) kao rezultat dodatka APTES-a. Udjeli navedenih faza u uzorcima

odredeni su pomocu Rietveldove metode utoénjavanja i prikazani u Tablici 2. i 3.

Na grafickom prikazu Rietveldove metode utocnjavanja dobivenih difraktograma eksperimentalno
dobiveni podaci prikazani su crveno, a racunski, koji predstavljaju najbolje moguce slaganje
profila, plavo. Razlika izmedu racunskog 1 eksperimentalno dobivenog difraktograma prikazana
je krivuljom ispod difraktograma (Rwp < 10 %, Rexp < 3 %). Na dnu grafickih prikaza vidljivi su
markeri koji oznac¢avaju ICDD (engl. International centre for difraction data) podatke HAp-a,

vitlokita, a-TCP-a, f-Ca>SiOa, CaSiOz i CaO koji odgovaraju modelima navedenim u Tablici 1.
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Slika 8. Rietveldova metoda uto¢njavanja difraktograma pripremljenih uzoraka smjera A i B.
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Tablica 2. Kvantitativni fazni sastav (wt%) uzoraka smjera A odreden pomocu Rietveldove metode

utocnjavanja dobivenih difraktograma.

HAp_Si 0 HAp_Si_1 HAp_Si_2a HAp_Si_3a HAp_Si_4a

HAp 73,41 42,94 28,88 24,29 24,34
CazSiOq4 - 2,49 - - -
Vitlokit 8,10 16,41 21,01 24,03 23,71
CaSiO3 - 4,76 0,81 - -
a-TCP 11,92 3,81 11,17 10,11 14,04
p-CazSi04 - 0,78 2,80 2,64 2,96
CaOo 0,61 1,10 - - -
Amorfna

faza 5,96 27,98 35,33 38,93 34,96

Tablica 3. Kvantitativni fazni sastav (wt%) uzoraka smjera B odreden pomoc¢u Rietveldove metode

uto¢njavanja dobivenih difraktograma.

HAp_Si 0 HAp_Si_ 1 HAp_Si_2b HAp_Si_3b HAp_Si_4b

HAp 73,41 42,94 50,01 31,08 33,34
CazSiOq4 - 2,49 - - -
Vitlokit 8,10 16,41 2,99 7,37 3,13
CaSiO3 - 4,76 - - -
a-TCP 11,92 3,81 11,97 10,71 8,99
p-CazSi04 - 0,78 4,31 2,43 3,19
CaOo 0,61 1,10 - - -
Amorfna

faza 5,96 27,98 30,73 48,51 51,36

Kvantitativnom faznom analizom dobiveni su udjeli faza u uzorku HAp_Si0. Najve¢i udio u masi

uzorka pripada HAp-u te iznosi 73 %, dok su druge faze prisutne u niskim udjelima. Prema radu

Milovac i suradnika [36] primjenom hidrotermalne metode aragonit je u potpunosti preveden u
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HAp bez zaostajanja prekursora Ca?* ili PO4> iona. Ostale kristalne faze u uzorku (vitlokit, a-
TCP, CaO) posljedica su toplinske obrade, odnosno konverzije dijela HAp-a u a-TCP i CaO pri
temperaturi od 1000 °C. Cihlar i suradnici [83] proucavali su kinetiku toplinskog raspada HAp-a
u a-TCP i CaO. Uocili su da se konverzija odvija u dva stupnja pri ¢emu se ukupna reakcija moze

prikazati prema jednadzbi 2:
Ca1o(PO4)s(OH)2 — 3a-Cas(POs). + CaO + H20 2

Cihlar i suradnici opisuju navedenu reakciju pri viSim temperaturama od koriStene u ovom radu,
no isti¢u kako temperatura konverzije moze varirati ovisno o kemijskoj ¢isto¢i HAp-a. Nadalje,
prisutna faza u uzorku HAp_SiO je vitlokit, kalcijev fosfat koji sadrzi magnezij. Prisutnost
magnezija, a time i vitlokita, moZe se objasniti time §to je kao prekursor za sintezu uzoraka koristen
materijal iz biogenog izvora (sipina kost) koji sadrzi metalne ione u tragovima [17]. U istrazivanju
Ressler i suradnika [84] ispitan je kemijski sastav kalcijevih fosfata dobivenih iz sipine kosti

pripremljenih metodom precipitacije, te je potvrdena prisutnost stroncija, natrija i magnezija.

Na difraktogramima impregniranih uzoraka vidljivi su karakteristicni maksimumi HAp-a,
vitlokita, a-TCP-a i CaO. Medutim, pojavljuju se karakteristi¢ni maksimumi Ca;SiO4, CaSiOs i -
CaxSi0O4. Dakle, impregnacija APTES-om kao izvorom silicija te toplinska obrada uzrokuju
nastajanje novih kalcij silikatnih kristalnih faza. 1z kvantitativnog faznog sastava dobivenog
Rietveldovom metodom uto¢njavanja uoc¢ava se porast masenog udjela $-Ca>SiO4 od HAp_Sil do
HAp_Si2a i HAp_Si2b. Daljnjim impregnacijama ne dolazi do znacajnog poveéanja masenog
udjela -CazSiOas, te se moze uociti izostanak karakteristicnih maksimuma volastonita. To ukazuje
da naknadne impregnacije nemaju utjecaj na porast masenog udjela kalcij silikatnih faza u
uzorcima, jer APTES ne reagira s kalcijem. Moze se pretpostaviti da prvom i drugom
impregnacijom nastali amorfni sloj umrezenog APTES-a na uzorcima prekriva povrsinu i
onemogucuje kontakt molekula APTES-a i kalcija u uzorcima. UtroSeni APTES se tada
koncentrira na povrsini uzoraka tvore¢i sve deblji amorfni sloj, koji je potvrden FTIR
spektroskopijom, to jest pojavom karakteristicnih apsorpcijskih vrpci Si—O-Si veza [85].
Poveéanje masenog udjela amorfnog sloja poveCanjem broja impregnacija potvrdeno je
kvantitativnom analizom pomoc¢u Rietveldove metode uto¢njavanja. Navedeni trend porasta udjela
amorfne faze je uoCljiv u oba smjera pripreme uzoraka, no izrazeniji je u slucaju smjera B, te je

amorfna faza dominantna u uzorcima HAp_ Si3b i HAp Si4b. MozZe se pretpostaviti da je uzrok
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tome jedna toplinska obrada uzoraka smjera B. Uocava se kako povecanjem broja provedenih
impregnacija dolazi do smanjenja masenog udjela HAp-a. Navedeni trend uocljiv je u oba smjera
istrazivanja, no uzorci smjera B imaju veci udio HAp-a od uzoraka smjera A. Navedena se pojava
moze objasniti uzastopnom toplinskom obradom uzoraka smjera A prilikom koje dolazi do
konverzije dijela HAp-a u a-TCP i vitlokit. Kod uzoraka smjera A, pove¢anjem broja impregnacija
i toplinske obrade dolazi do porasta udjela vitlokita, dok udjeli vitlokita u uzorcima smjera B imaju
nize vrijednosti i nepravilan trend. Udjeli a-TCP-a imaju nepravilan trend u oba smjera
istrazivanja, no vrijednosti se ne mijenjaju znacajno, osim u slucaju uzorka HAp-Sil kada

vrijednost poprima minimum.

U novije se vrijeme sve vise istrazuju viSefazni kalcij fosfatni sustavi za primjene u inZenjerstvu
kostanog tkiva. Ne razlikuju se znacajno od jednofaznih sustava po fizikalnim i mehani¢kim
svojstvima, no razlikuju se po brzini resorpcije in vivo. Stoga se brzina resorpcije okosnice moze
prilagoditi kombinacijom razli¢itih faza i njihovih udjela [86]. HAp je, kao glavna mineralna
komponenta kosti, pozeljna faza jer je biokompatibilan, kemijski i strukturno odgovara prirodnoj
kosti te potice osteogenezu [38]. Nadalje, pozitivna svojstva na regeneraciju kostanog tkiva a-
TCP-a su viSestruka pa se ve¢ neko vrijeme koristi u stomatologiji, maksilofacijalnoj kirurgiji te
kao cement za ispunu defekata kosti [39]. Vitlokit je drugi najces¢i mineral kostanog tkiva,
biokompatibilan je te poti¢e osteogenezu, dok prisustvo magnezija u njegovoj strukturi igra vaznu
ulogu u nastajanju novog kostanog tkiva, posebno u ranom stadiju [29]. Silicij je prisutan u ECM,
vazan je U procesu osteogeneze te se sve vise istrazuje za uporabu u tkivnom inzenjerstvu kako bi
potaknuo regeneraciju tkiva. Larnit, mineral koji u svom sastavu sadrzi silicij, pokazuje
biokompatibilnost in vivo i in vitro te poti¢e nastajanje novog koStanog tkiva. Stoga smatra
pozeljnom fazom u pripravi okosnica za potencijalne primjene u inzenjerstvu kostanog tkiva. lako
kalcij silikatne faze pokazuju pojedina Zeljena svojstva, potrebno je provesti vise istraZivanja kako

bi se ispitao utjecaj na proliferaciju i diferencijaciju te mineralizaciju ECM-e. [87].

4.3. Elektronska pretrazna mikroskopija

Utjecaj toplinske obrade te APTES-a na mikrostrukturu pripravljenih uzoraka analiziran je
pomocu elektronske pretrazne mikroskopije (SEM-a). Dobiveni mikrogrami prikazani su na Slici
11.
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Slika 11. SEM mikrogrami pripravljenih uzoraka i kontrolnog uzorka. Skala 100 i 10 pm.

Strukturu kosti sipe detaljno su opisali Birchall i suradnici [88] ukazujuéi na prisutnost dva dijela;
deblji kostani zid vanjskog dijela koji sluZzi kao §tit, te unutrasnji dio s horizontalnom lamelarnom
strukturom koju povezuju vertikalni stupi¢i. Od interesa za tkivno inzenjerstvo je unutra$nji dio
zbog visokoporozne strukture te se taj dio sipine kosti koristio za pripremu HAp-a pomocéu
hidrotermalne metode. Na mikrografiji uzorka HAp Si0, mogu se uoditi lamele koje povezuju
stupici te to ukazuje da je struktura sipine kosti o¢uvana nakon provedbe hidrotermalne metode.
Upravo prisutnost visokoporozne strukture s medusobno povezanim porama koje ¢ine lamele i
stupi¢i od kljuéne su vaznosti za stanice, njihovu migraciju kroz materijal, difuziju kisika i

hranjivih tvari te odvod staniénih metabolita i produkata resorpcije okosnice. Visokoporozna
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struktura kljucna je za vaskularizaciju novonastalog tkiva unutar okosnice [9]. PovrSina stupica i
lamela neobradene sipine kosti je uglavnom glatka do valovita, dok je povrSina sipine kosti
prevedene u HAp strukturirana kristalima HAp-a ¢ime raste specificna povrsina materijala bez

znacajne promjene veli¢ine pora [9,36].

SEM mikrografije pripravljenih uzoraka ukazuju kako impregnacija APTES-om utjece na
morfologiju uzoraka. Uocava se da je mikroporozna struktura sipine kosti ostala o¢uvana nakon
impregnacije, no vidljive pukotine i deformacije u strukturi koje su posljedica mikronaprezanja u
materijalu tijekom toplinske obrade. Kristali HAp-a na povrsini materijala kristalizirali su u obliku
prepoznatljive morfologije cvjetace (engl. cauliflower morphology). Moze se uociti kako se
porastom broja impregnacija smanjuje gustoca kristala HAp-a u obliku cvjetace, $to se slaze s
prethodno opisanom kvantitativnom faznom analizom dobivenom Rietveldovom metodom
utoénjavanja. U istom smjeru Se povecava debljina amorfnog sloja prevucenog preko Kristalne
faze na povrsini uzoraka, znaCajnije za smjer B, $to se slaze s rezultatima kvantitativne fazne

analize.

Pore se prema veli¢ini mogu podijeliti u dvije skupine; mikropore (< 100 um) i makropore (> 100
pm). Mikro- i makroporoznost su vazne za resorpciju okosnice te osteokonduktivnost. Istrazivanja
su pokazala kako optimalna veli¢ina pora okosnice in Vivo za primjenu u inzenjerstvu kostanog
tkiva iznosi od 200 do 650 pm [89, 90]. U istrazivanju Rogine i suradnika [91] u kojemu je ispitana
mikrostruktura sipine kosti obradene hidrotermalnom metodom, navodi se raspon veli¢ine pora od
200 do 300 um, pri ¢emu Sirina pora iznosi izmedu 40 i 60 um. Stoga se moze tvrditi da
visokoporozni uzorci HAp-a, pripravljeni hidrotermalnom metodom iz sipine kosti, imaju

zadovoljavajucu veli¢inu pora za potencijalne primjene u inzenjerstvu kostanog tkiva.
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ZAKLJUCAK

Visokoporozni uzorci hidroksiapatita pripravljeni su iz biogenog izvora (sipina kost)
pomocu hidrotermalne metode. Tako pripremljeni uzorci hidroksiapatita impregnirani su (3-
aminopropil)trietoksisilanom kao izvorom silicija te toplinski obradeni pri 1000 °C i
karakterizirani pomoc¢u rendgenske difrakcijske analize, infracrvene spektroskopije s
Fourijerovom transformacijom, elektronske pretrazne mikroskopije te je na dobivenim

difraktogramima provedena Rietveldova metoda uto¢njavanja pomocu raCunalnog programa

DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.

-Potvrdena je konverzija biogenog prekursora u hidroksiapatit pri ¢emu je o€uvana

mikroporozna struktura sipine kosti, §to je potvrdeno SEM mikrografijama.

-Impregnacijom (3-aminopropil)trietoksisilanom te toplinskom obradom nastale su nove

kalcij silikatne faze (larnit i volastonit) te je uoceno nastajanje amorfnog sloja na povr$ini uzoraka.

-Uoceno je kako uzastopne impregnacije nemaju znacajan Utjecaj na povecanje masenog
udjela kalcij silikatnih faza, ve¢ dolazi do umreZavanja (3-aminopropil)trietoksisilana na povrsini

uzorka.

U daljnjim istrazivanjima moguce je ispitati mehanic¢ka svojstva pripremljenih uzoraka, in vitro
citotoksi¢nost pomocu ljudskih mati¢nih stanica, utjecaj pripremljenih visefaznih kalcij fosfatnih
i kalcij silikatnih sustava na proliferaciju i diferencijaciju mati¢nih stanica u osteoblaste te

ekspresiju gena karakteristi¢nih za nastajanje novog kostanog tkiva.
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POPIS SIMBOLA

ACP- amorfni kalcij fosfat (ACP, engl. amorphous calcium phosphate)
ALP- alkalna fosfataza (ALP, engl. alkaline phosphatase)

APTES- (3-aminopropil)trietoksisilan

ECM- izvanstani¢na matrica (ECM, engl. extracellular matrix)

FTIR- Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR, engl. Fourier-transform

infrared spectroscopy)
HAp- hidroksiapatit

ICDD- medunarodni kristalografska baza podataka (od eng. International centre for difraction
data)

SBF- simulirane tjelesne tekué¢ine (SBF, engl. simulated body fluid)

SEM- elektronska pretrazna mikroskopija (SEM, engl. scanning electron microscopy)
TCP- trikalcij fosfat (TCP, engl. tricalcium phosphate)

a-TCP- alfa- trikalcij fosfati (TCP, engl. tricalcium phosphate)

S-TCP- beta-trikalcij fosfati (TCP, engl. tricalcium phosphate)

XRD- rendgenska difrakcijska analiza (XRD, engl. X-ray diffraction).
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