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Sazetak

U dana3njem svijetu velika je potreba za biomaterijalima koji ¢e zamijeniti dijelove i
funkcije u ljudskom tijelu. Prednost se daje bioaktivnoj resorbirajucoj keramici na temelju
razliCitih kalcijevih fosfata i njihovih kombinacija.

Najstabilnija faza kalcijevih fosfata je hidroksiapatit (HA) koji je svojom kemijskom
strukturom slian anorganskog fazi kostiju. Buduci da se stehiometrijski hidroksiapatit
pokazao slabo biorazgradiv, sve je veCa primjena strukturno slicnog oktakalcijeva
hidrogenfosfata pentahidrata (OCP) koji potiCe obnovu i rast kostanog tkiva.

Laboratorijskim ispitivanjima dokazano je kako se OCP postupno transformira u

hidroksiapatitnu strukturu pri odredenim reakcijskim uvjetima uz razvoj razlicitin medufaza.

Brojni autori proucavali su biolosku aktivnost kalcijevih fosfata u simuliranim
tjelesnim tekucinama, staniCnim uzgojima in vitro te in vivo. Istrazivanjima je potvrdena
njihova osteoinduktivnost, biokompatibilnost i sposobnost obnove kostanog tkiva. Najvaznija
saznanja su dobivena in vivo testiranjima kojima se prednost daje oktakalcijevom fosfatu koji

pokazuje brzu i bolju biorazgradivost i u€inkovitost u lijecenju.

Kljucne rijeci: bioresorbiraju¢a keramika, kalcijevi fosfati, oktakalcijev fosfat, hidroksiapatit,

bioloSka aktivnost.



Biological activity of calcium phosphates in bone substituents: octacalcium phosphate as
an alternative to hydroxyapatite

Summary

Nowadays, there is a great need for biomaterials which will replace parts and functions
of the human body. The preference is given to the bioactive resorbable ceramics based on
various calcium phosphates and their combinations.

The most stable phase of calcium phosphate is hydroxyapatite (HA) that is similar to
the chemical structure of the bone inorganic phase. Since stoichiometric hydroxyapatite has
shown to be poorly biodegradable, there is a greater use of structurally similar octacalcium
phosphate pentahydrate (OCP) which promotes the regeneration and growth of bone tissue.

Laboratory analyses have proved that OCP is gradually transformed into
hydroxyapatite structure under specific reaction conditions by producing various

intermediates.

Many authors have studied the biological activity of calcium phosphate in simulated
body fluids, in vitro cell culture and in vivo studies. Those investigations have confirmed their
osteoinductivity, biocompatibility and the ability to regenerate bone tissue. The most
important findings were obtained by in vivo evaluations which give priority to octacalcium

phosphate that shows faster and better biodegradability, and the efficiency in the treatment.

Keywords: bioresorbable ceramics, calcium phosphates, octacalcium phosphate,

hydroxyapatite, biological activity.



1. Uvod

Biomaterijali su materijali namijenjeni za povezivanje s bioloSkim sustavima in vivo,
za poboljSanje ljudskog zdravlja ili zamjenu tkiva, organa i nekih funkcija u tijelu. Njihovo
glavno svojstvo je biokompatibilnost, odnosno sposobnost da ne oste¢uju bioloSko okruzenje
tijekom njihove primjene u zivom organizmu [1].

Prema odgovoru organizma domacina na ugradnju usatka, biomaterijali se mogu podijeliti na
inertne biomaterijale (prva generacija materijala) te biokativne i biorazgradive materijale
(druga generacija materijala) [2].

Nakon ugradnje bioinertnog materijala, s namjerom da se zastiti od stranih tijela, organizam
okruzuje usadak s mekim vlaknastim tkivom te se na taj naCin povezuje s materijalom.
Nasuprot tome, ugradnja bioaktivnog i biorazgradivog materijala u Zivi organizam omogucuje
stvaranje Cvrste kemijske veze izmedu usatka i okolnog tkiva.

Danas biorazgradivi materijali mogu zamijeniti gotovo sve dijelove i funkcije ljudskog
organizma. Ovisno o vrsti tkiva, upotrebljavaju se i razliCiti materijali koji se dijele u Cetiri
glavne skupine koje Cine metali, polimeri, keramika te njihove mjeSavine, odnosno, kompoziti
[1]. U medicini postoji velika potreba za materijalima kojima Ce se lijeCiti koStani defekti ili
ozljede. Bioaktivna resorbiraju¢a keramika pokazala se kao vrlo dobar materijal u lijeCenju.

Kao obecavajuci tip biokeramike pokazala se hidroksiapatitna keramika koja stvara
direktnu vezu s okolnim kosStanim tkivom Zivog organizma, dok druge vrste biokeramike
tvore vezu preko sloja karbonatnog hidroksiapatita koji odgovara bioloSkom apatitu kostanog
tkiva. Sposobnost bioresorbiranja omogucuje otapanje keramike s vremenom pri ¢emu se
postepeno nadomjesta prirodnim tkivom.

Osim navedenih biomaterijala koji se koriste u svrhu lijeCenja tkivnih oboljenja i oStecenja,
sve je veCi razvoj treCe generacije materijala kojima je cilj potaknuti samoobnavljanje organa.
Pri tom se izraduje odgovarajuci nosac koji nakon ugradnje u organizam potice stanicni
odgovor na molekulskoj razini te usmjerava rast tkiva unutar nosaCa koji se postupno

razgraduje [2].

U ovom radu, predstavit ¢e se primjena bioaktivne resorbirajue keramike kao
materijala za lijeCenje koStanih defekata. Takoder, usporedit ¢e se svojstva bioaktivnosti

razli¢itih bioaktivnih keramika u smislu poticanja rasta novog kostanog tkiva in vitro i in vivo.



2. Bioaktivna resorbirajuca keramika

Bioaktivna resorbiraju¢a keramika je materijal koji se u tjelesnoj tekucini kontrolirano
otapa te postupno zamjenjuje obnovljenim tkivom unutar zivog organizma. Njihova je
mehanicka €vrstoca i elasti¢nost vrlo sliCna prirodnoj kosti te takvi usadci nakon ugradnje
izvrsno ucvrscuju kost, nakon €ega se pocinju otapati do potpune razgradnje [3]. Zbog stalne
potrebe za lijeCenjem i zamjenom tkiva, razvila se posebna znanost zvana inZenjerstvo
koStanog tkiva, Ciji je cilj naCi optimalan materijal koji ¢e odgovoriti na sve trazene uvjete,
odnosno, biti kemijski i strukturno najslicniji prirodnom koStanom tkivu. U tom polju se

primjenjuju razli¢iti kompoziti, od kojih su najce¢i kalcijevi fosfati i njihove kombinacije.

2.1. Kalcijevi fosfati

Cisti kalcijevi fosfati mogu se podijeliti u tri skupine:

o Apatiti, formule Ca;o(PO4)sX2 koji ukljuCuju derivate hidroksiapatita pri cemu je
X = OH i fluorapatita gdje je X = F, te one koji posjeduju apatitnu strukturu
(oktakalcij hidrogenfosfat pentahidrat (OCP) i tetrakalcijev fosfat (TTCP))

» Polimorfne modifikacije trikalcijeva fosfata (TCP)

* Spojevi s kalcij-fosfathom (Ca-PO,) skupinom medu koje se ubrajaju dikalcijev fosfat
dihidrat (DCPD), dikalcijev fosfat anhidrid (DCPA), te monokalcijevi fosfati (MCP).

U tablici 1 dani su postojeci kalcijevi fosfati te njihove kemijske formule, svojstva topivosti i
pH stabilnost. Vidljivo je da ¢e odredeni omjer kalcija i fosfora (Ca/P omijer) dati
odgovarajuci kalcijev fosfatni spoj odredene kemijske i toplinske stabilnosti, ali i odredena
svojstva bioaktivnosti i resorpcije.

Pored Cistih faza, moguée su dvofazne, trofazne ili visefazne kombinacije danih kalcijevih
fosfata [1]. Ovi spojevi taloZe se u mokrom stanju pri rasponu temperatura od 30 do 70 °C i

pri razlic¢itim pH vrijednostima medija, od kiselog do luZnatog (3 < pH < 12) [6].



Tablica 1. Postojeci kalcijevi fosfati i njihova osnovna svojstva [1].

Ca/P Spoj i njegova
omjer skracenica
Monokalcijev
0,5 fosfat monohidrat,
MCPM
Monokalcijev
0,5 fosfat anhidrid,
MCPA ili MCP
10 Dikalcijev fosfat
' dihidrat, DCPD
Dikalcijev fosfat
1,0 anhidrid, DCPA ili
DCP
Oktakalcijev
1,33 fosfat pentahidrat,
OCP
15 o-trikalcijev
’ fosfat, a-TCP
15 B-trikalcijev
’ fosfat, B-TCP
Amorfni kalcijev
12-22 fosfat, ACP
Hidroksiapatit s
1,5-1,67 manjkom Kalcija,
CDHA
167 Hidroksiapatit,
’ HA (HAp, OHAp)
Fluorapatit, FA
1,67
(FAp)
Oksiapatit, OA
167 (OAp, OXA)
Tetrakalcijev
2,0 fosfat, TTCP

(TetCP)

Kemijska formula

Ca(H2P04)2 x H,0

Ca(H2P04)2

CaHPO, x 2 H,0

CaHPO,

Cag(HPO4)2(PO4)4 %
5 H0

(X-Cag(PO4)2

B-Cag(PO4)2

CaxHy(PO4)z X
nH,O;n=3-45

Calox(H PO4)X(PO4)5_

x(OH)z.x;O <X<l1

Calo(PO4)6(O H)z

Calo(PO4)6F2

Calo(PO4)6O

Cay(PO4)20

Topljivost
pri 25 °C,
-log K

1,14

1,14

6,59

6,90

69,6

25,5

28,9

nemoguce
precizno
izmjeriti

~ 85

116,8

120,0

~ 69

38,44

Raspon pH stabilnosti
u vodenoj otopini pri
25°C

0,0-2,0

stabilan pri temperaturi
iznad 100 °C

2,0-6,0

stabilan pri temperaturi
iznad 100 °C

55-7,0

ne moZe taloziti iz
vodene otopine

ne moZze taloziti iz
vodene otopine

~5-12
uvijek metastabilan

6,5-9,5

ne moZze taloZiti iz
vodene otopine

ne moZze taloZziti iz
vodene otopine



Procesi nastajanja i rasta kostanog tkiva ukljuCuju reakcije talozenja kalcijevih fosfata
najCeS¢e u obliku hidroksiapatita. Medutim, za taloZenje apatitnih spojeva potrebna je
kontrola brojnih uvjeta, od kojih su najvazniji temperatura i pH vrijednost medija (okoline).

Apatiti opce formule Mio(XO4)sY2 (pri Cemu je M = metalni ion alkalijskih ili
zemnoalkalijskim metala, X = ionske skupine elemenata 14. i 15. skupine, Y = OH ili
halogeni elementi) omogucuju razlicite modifikacije i supstitucije iona u svoju kristalnu

reSetku. Medu kalcijevim fosfatima, apatiti su najstabilnija faza i produkt su mnogih reakcija

[4].

2.1.1. Stuktura hidroksiapatita

Hidroksiapatit (HA) kemijske formule Ca;o(PO4)s(OH), (slika 1) koristi se kao model
za anorganske komponente kostiju i zubi. Mathew i Takagi [4] iznose da se hidroksiapatit
najceSCe nalazi u svom nestehimetrijskom obliku (Ca/P # 1,67) kojem odgovara kristalna
heksagonska reetka s parametrima kristalne ¢elije a =b =9,432 A, ¢ =6,881 Aiz =1, dok
se rijetko nalazi u svom stehimetrijskom obliku u kojem Ca/P omjer iznosi 1,67.
Stehiometrijski oblik hidroksiapatita stvara se samo pod povoljnim termalnim uvjetima pri
¢emu kristalizira u monoklinskom sustavu s parametrima cGelije a = 9,4214A, b = 2a,
¢ =6,8814 A iy = 120°. Arellano-Jiménez i sur. [5] biljeZze parametre heksagonske reSetke s

vrijednostima a = 9,45 A i ¢ = 6,87 A uz veli¢inu kristala 16,9 + 0,2 nm.

Hidroksiapatit se moZe sintetizirati suhim procesom, mokrim taloZenjem, hidrolizom
kalcijevih fosfata, hidrotermalnom sintezom, pirolizom, sol-gel postupkom, elektrokemijskom
depozicijom itd. Od nabrojanih mogucih naCina priprave, mokro taloZenje je najjednostavniji
proces zbog niske cijene, jednostavne primjene u industriji uz dobre konaCne produkte te

lakSe kontrole procesnih parametara [6].



Slika 1. Kristalna struktura hidroksiapatita [7].

U strukturu hidroksiapatita mogu se ugraditi razliCiti ioni. lonska izmjena moguca je na
mjestima kalcijevih iona ili fosfatnih i hidroksilnih skupina Sto rezultira promjenama
svojstava, parametara Kkristalne reSetke, topivosti, morfologije, ali bez promjena u simetriji.
Za hidroksiapatit najvaznija je ionska izmjena s karbonatnom skupinom koja moze doci na
poloZaj hidroksilne skupine (A — tip supstitucije) ili na polozaj fosfatne skupine (B — tip
supstitucije) [2] .

Okuda i sur. [8] potvrduju kako stehiometrijski hidroksiapatit, kada se koristi za
obnavljanje kostiju, nije biorazgradiv, medutim razlog tome im nije poznat. Iz tog razloga,
sinteza hidroksiapatitnih faza usmjerila se na dobivanje bioloski aktivnijih i resorbirajucih
apatita slicnih bioloSkom karbonatnom apatitu, te dobivanje hidroksiapatita s manjkom kalcija
(engl. calcium-deficient hydroxyapatite, CDHA) niZe kemijske i toplinske stabilnosti. Sinteza
CDHA najcesce se provodi hidrotermalnom metodom iz drugih kalcijevih fosfata (npr. TCP)
pri ¢emu su dovoljne nize temperature priprave u odnosu na sintezu stehiometrijskog
hidroksiapatita. Tako hidrotermalno sintetizirani CDHA pri temperaturi od 200 °C pokazuje
Stapicaste kristale duljine 20 um, dok stehiometrijski HA dobiven sinteriranjem na 1000 °C
pokazuje sfericne Cestice veliCine 5 pum (slika 2). Termalnom obradom CDHA na 900 °C
dokazalo se da je sintetiziran hidroksiapatit Ca/P omjera razli¢itog od 1,67 zbog pojave TCP

faze koja nastaje toplinskim raspadom nestehiometrijskog hidroksiapatita.



Slika 2. Mikrostruktura: a) nestehiometrijskog i b) stehiometrijskog hidroksiapatita [8].

Zbog strukturne slicnosti stehiometrijskom i bioloSki aktivnijem nestehiometrijskom
hidroksiapatitu (CHA i CDHA) postavlja se pitanje primjene oktakalcijevog hidrogenfosfata
(OCP) kao potencijalne alternativne bioaktivne resorbirajuée keramike za poticanje obnove i
rasta kostanog tkiva.

2.1.2. Struktura oktakalcijeva hidrogenfosfata pentahidrata

Oktakalcijev hidrogenfosfat pentahidrat (OCP) formule Cag(HPO,)2(PO4)4 X 5 H,0,
kristalizira u triklinskom kristalnom sustavu (slika 3) s parametrima Kkristalne reSetke
a=19,692A b=9523A c=6,835A, a=90,15°, B = 92,54°, y = 108,65° i z = 2 kako su
odrediti Mathew i Takagi [4]. Prema Arellano-Jiménezu i sur. [5] parametri reSetke se
minimalno razlikuju i iznose: a = 19,70 A, b =950 A, ¢ = 6,85 A, a = 90,03°, B = 92,48°,
y =108,32° uz veli€inu kristala 13,5 £ 0,2nm.

U strukturi OCP-a paralelno se izmjenjuju hidratizirani i apatitni sloj pri ¢emu voda moze
da je apatitni sloj oktakalcijeva fosfata strukturno vrlo sliCan hidroksiapatitu. Strukturna
slicnost OCP i HA razlog je moguceg epitaksijalnog (slojevitog) rasta i stvaranja slojevite ili
lamelarne smjese dviju faza ukoliko su slojevi pojedine faze vrlo tanki. Postojanje takvih
slojevitih struktura OCP — HA omogucile su uvid u proces biomineralizacije kosti, odnosno,
utjecaj stehiometrije i strukture na stvaranje bioloskih apatita i amorfne kalcij fosfatne faze
kao primarne faze u ranom nastajanju apatitnih struktura. Uslijed toga se pretpostavlja da je
upravo oktakalcij hidrogenfosfat glavna medufaza nastajanju hidroksiapatita pri fizioloskim

uvjetima i in vivo [4, 9].
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Slika 3. Struktura oktakalcijevog hidrogenfosfata pentahidrata [7].

2.2. Transformacija oktakalcij hidrogenfosfat — hidroksiapatit

2.2.1. Utjecaj reakcijskih parametara

Veliki broj znanstvenih istrazivanja priprave bioaktivne keramike temelji se na sintezi
poznavanje nastanka hidroksiapatita pri fizioloSkim uvjetima i in vivo. Medutim, prisutnost
bioloskih molekula, soli i ostalih pomocnih tvari fizioloSkih otopina oteZavaju razrjeSavanje
mehanizma transformacije. Stoga je veliki broj radova usmjeren na ispitivanje utjecaja
reakcijskih parametara (vrijeme, temperatura, pH vrijednost reakcijskog medija) na
transformaciju oktakalcijevog fosfata u hidroksiapatit u vodenom mediju, te konacni sastav

dobivenog transformiranog produkta.

Liu i sur. [6] proucavali su mehanizam i Kinetiku taloZenja HA pri pH vrijednosti od
10 — 11 i doSli do spoznaje da se prilikom transformacije OCP-a najprije stvara amorfni
kalcijev fosfat, ACP, nakon kojeg slijedi stvaranje CDHA, te na kraju hidroksiapatitna faza.
Kao §to je vidljivo na slici 4, pri konstantnoj temperaturi od 35 °C, Ca/P omjer se povecava s
vremenom reakcije stvaranja hidroksiapatita. VVe¢ nakon 10 minuta reakcije, Ca/P omijer je
dosegnuo vrijednost od 1,5, dok je za stehiometrijsku vrijednost od 1,67 bilo potrebno oko

12 sati reakcije. PoCetna niZza vrijednost Ca/P omjera ukazuje na stvaranje OCP faze



(Ca/P = 1,33) koja je u kratkom vremenu transformirana u amorfni kalcijev fosfat Ca/P
omjera 1,5.

Ca'P omjer
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Slika 4. Ovisnost Ca/P omjera o vremenu reakcije pri 35 °C [6].

Ispitivanjem Kinetike hidrolize OCP praska, Arellano-Jiménez i sur. [5] rendgenskom
difrakcijskom analizom su ustanovili dvofazni sustav OCP-a i hidroksiapatita nakon
30 minuta hidrolize, dok nakon sat vremena reakcije nastaje nisko-kristalicna faza HA
(slika 5). Povecanje kristalnosti prvotno nastale HA faze uoCeno je vecim i uzim difrakcijskim
maksimuma nakon 6 sati hidroliziranja OCP praha. Predlazu transformaciju faza na kristalnoj
plohi minimalne povrsinske energije, te da je za potpunu transformaciju OCP-a u HA
potrebno 6 sati hidrolize ¢ime su se usprotivili zakljuccima Grahama i Browna [10] koji za

transformaciju predvidaju 15 sati reakcije.
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Slika 5. Rendgenski difraktogram OCP praSka (a) prije, i nakon hidrolize u vremenu od
(b) 30 min, (c) L h, (d)6 h i(e) 12 h [5].

Proucavajuci utjecaj temperature, Liu i sur. [6] su dodli do zakljuCka da se njezinim
poveCanjem ubrzava stvaranje hidroksiapatita iz primarno nastale OCP faze. Vrijeme
potrebno za faznu transformaciju pri temperaturi od 25 °C iznosi 24 sata, dok je za
transformaciju pri temperaturi od 60 °C potrebno samo 5 minuta. Osim na brzinu fazne
transformacije, temperatura utjeCe i na morfologiju konacnog produkta. Tako se pri
temperaturi od 15 °C stvaraju kristali veli¢ine manje od 10 nm, dok pri 60 °C nastaju iglicasti
kristali duljine i do 100 nm (slika 6) .
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Slika 6. Utjecaj temperature na morfologiju hidroksiapatita: a) 15 °C, b) 60 °C [6].

U svom radu, Clarkin i sur. [11] zakljuCuju da je dikalcijev fosfat dihidrat (DCPD)
faza koja se najCeSce primarno talozi te djeluje kao prekursor za stvaranje OCP faze, odnosno
u konacnici hidroksiapatita. Istrazivanjem razliCitih uvjeta temperature i pH vrijednosti,
ustanovili su da je DCPD faza najstabilnija pri pH vrijednosti 5 i pri niZzoj temperaturi
(40 °C), dok su OCP, ACP i HA stabilniji pri visSim pH vrijednostima i visoj temperaturi.
Takoder, rendgenskom difrakcijskom analizom su pokazali postojanje amorfne faze tijekom
transformacije OCP-a u HA. Sama kvaliteta krajnjih produkata ovisna je o uvjetima taloZenja
kao Sto su koncentracija iona, ionska jakost, pH vrijednost i temperatura reakcijskog medija
itd. Dobiveno je da pri nizim temperaturama (30 — 50 °C) i pH vrijednosti od 4 do 6 primarno
nastaje DCPD faza iz polaznih tvari. Povecanjem pH vrijednosti na 7 stvaraju se OCP kristali,
dok pri pH vrijednosti 8 DCPD maksimumi nestaju sa difrakcijskog spektra uzorka.
Povecanjem temperature na 60 °C i pH vrijednosti na 6 — 8 dolazi do pojave amorfne kalcij-
fosfatne faze, ACP-a. Daljnje povecanje temperature pri pH 6 ukazuje na istovremeno
postojanje OCP-a i HA, dok se pri pH vrijednosti 8 OCP u potpunosti transformira u
hidroksiapatit.

Zhang i sur. [12] dobili su hidroksiapatit taloZenjem pri razliitim temperaturama
otopine polaznih komponenata. Dobili su kristale duljine 50 — 150 um iz umjereno Kisele
otopine pri temperaturama od 85 — 95 °C za vrijeme trajanja reakcije od 48 do 120 h.
Rezultati prikazani u tablici 2 pokazuju da je pri temperaturi od 95 °C potrebno 48 sati za
dobivanje HA Ca/P omjera od 1,62, dok je pri samo 10 °C niZoj temperaturi potrebno

dvostruko duze vrijeme .
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Tablica 2. Rezultati talozenja pri razliCitim temperaturama i vremenu reakcije [12].

Temperatura, °C  Vrijeme, h Ca/P omjer Fazni sastav
8 HA, OCP, CDHA
% 100 1,59 HA
6 HA, OCP, CDHA
%0 72 1,61 HA
4 OCP, CDHA
95 20 HA, OCP, CDHA
48 1,62 HA

2.3. Bioaktivnost kalcijevih fosfata

Bioaktivnost materijala definirana je kao specificni odgovor povrSine materijala koji
vodi prema stvaranju veze izmedu materijala i okolnog tkiva [13]. Ispitivanje bioaktivnosti
materijala najceS¢e se promatra in vitro i in vivo, pri ¢emu bioaktivnost in vitro sluzi kao
indikacija moguceg ponaSanja materijala in vivo. Medutim, kao bioaktivnost materijala
takoder se podrazumijeva sposobnost materijala na stvaranje apatitnog sloja (slican bioloSkom
apatitu) nakon ugradnje u Zivi organizam [14]. Prema Kokubu i Takadami [15] sposobnost
direktnog vezanja materijala in vivo moZe biti ocijenjen stvaranjem apatitnog sloja u
simuliranim fizioloSkim tekuCinama sastava slicnog ljudskoj plazmi. Razvili su simuliranu
tjelesnu otopinu (engl. simulated body fluid, SBF) bez stani¢nih proteina za predvidanje

bioaktivnosti materijala in vivo.

2.3.1. Bioaktivnost u simuliranoj tjelesnoj tekucini

Bioaktivnost kalcijevih fosfata moguce je istraziti na samim uzorcima kalcijeva fosfata

ili na tankim prevlakama kalcijevih fosfata na titanskim usadcima.

Horvathova i sur. [16] istraZivali su bioaktivnost titanskih usadaka prevucenih
premazima bioaktivnog OCP-a (slika 7). Rezultati pretrazne elektronske mikroskopije (SEM)
ukazuju na stvaranje otvorene mreze plocCastih nanometarskih kristala na povrSini titanskog

nosaca, dok je rendgenska difrakcijska analiza potvrdila triklinski kristalni sustav OCP-a.
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Slika 7. Kristali OCP-a na povrSini titanskih usadaka [16].

Tako prevuceni usadak ispitan je u SBF otopini u periodu od 168 sati pri Cemu su promatrane
bioloSke aktivnosti i biomineralizacija. SEM analiza prikazuje zadrzavanje izvorne
morfologije ploCastog oktakalcijevog fosfata i nakon 10 sati namakanja pri ¢emu dolazi do
povecanja debljine kristala na 0,35 pm (slika 8). Nakon 24 sata tretiranja u simuliranoj
bioloSkoj otopini debljina kristala se poveéa do 1,2 ym. Nakon 100 h vidljiva je
transformacija OCP kristala u homogeni sloj povezanih nanometarskih kristala koji stvaraju
sferiCne agregate promjera do 8 pym. Gravimetrijskom analizom je potvrdeno kako tezina
nastalog sloja raste s vremenom namakanja u SBF otopini. Hidroliza OCP faze popracena je
potroSnjom kalcijevih iona iz okolne otopine i oslobadanjem fosfatnih iona natrag u otopinu
[16]. Difrakcijskom analizom i infracrvenom spektroskopijom utvrdeno je nastajanje
karbonatnog hidroksiapatita slicnog biolosSkom apatitu te zakljueno da OCP-titanski usadak

posjeduje svojstvo osteokonduktivnosti, odnosno, sposobnost nastajanja kostanog tkiva.

[

Slika 8. Kristali OCP-a nakon a) 10 h, b) 24 hic) 100 h u SBF otopini [16].

Ban i sur. [17] testirali su utjecaj razliCitog fizioloSkog medija na bioaktivnost
oktakalcijevog fosfata namakanjem u SBF otopini i 1%-tnoj otopini natrijeva klorida (NaCl)

pri 37 °C kroz tri tjedna. Zakljucili su da otopina NaCl-a povoljnije utjeCe na morfoloSke
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promjene OCP-a u odnosu na SBF otopinu. S vremenom namakanja, difrakcijski maksimumi
OCP-a izostaju, dok se istovremeno pojavljuju maksimumi hidroksiapatita (slika 9).
Elementarnom analizom uz pomo¢ SEM mikroskopije dokazali su da se Ca/P omijer
primarnog oktakalcijevog fosfata puno brze poveéava u otopini NaCl-a. Stoga su zakljucili da
magnezijevi ioni koji su prisutni u SBF otopini inhibiraju transformaciju OCP-a, buduci da se
Mg?®* ioni natje¢u s Ca”* ionima za ulazak u kristalnu resetku. Kontrolom sastava okolne

otopine moguce je kontrolirati i proces transformacije OCP-a u HA.

SBF NaCl otopina o
) . 3 tjedna|
hl ﬁ 3 t.IE'dI:I.a. . ) - nq"' "

J ﬂ 1 tjedan

Intenzitet
L
2
E
¢ 8

Intenzitet

Slika 9. Rendgenski difraktogram pripremljenih OCP kristala te nakon 1 dan, 1 tjedna i
3 tjedna u SBF otopini (lijevo) i 1 %-tnoj NaCl otopini (desno) pri 37 °C [17].

Xie i sur. [18] ugradili su bioloski aktivne kalcijeve ione na povrSinu titana. Svoj rad
temeljili su na istrazivanju Liu i sur. [19] i Hanawa i sur. [20] gdje je ustanovljeno da kalcijevi
ioni poboljSavaju sposobnost titana da potakne nastajanje kalcijevih fosfatnih minerala. Tako
prevucen titanski usadak inkubiran je u SBF otopini pri ¢emu se istaloZio povrSinski sloj
kalcijevih fosfata nakon 7 dana inkubacije. Rendgenskom difrakcijskom analizom na tankom
filmu potvrdeno je stvaranje OCP-a na titanskoj povrsini uslijed povoljnije nukleacije. Nakon

14 dana u SBF otopini istaloZio se termodinamicki stabilniji HA, odnosno, doSlo je do OCP-
HA transformacije .
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Park i sur. [21] istrazivali su bioaktivnost premaza kalcijevih fosfata dobivenih
elektrodepozicijom nakon jednog sata u modificiranoj SBF otopini pri 60 °C, mijenjajuci
katodni potencijal od 1,5 do 2,5 V. Rezultati difrakcijske analize potvrduju da koriStenjem
nizeg potencijala (1,5 V) dolazi do stvaranja visefaznog filma sastavljenog od amorfnog
kalcijevog fosfata (ACP) i dikalcijevog fosfata dihidrata (DCPD) koji su uranjanjem u SBF
otopinu pri 36,5 °C na pet dana transformirani u trofazni sustav sastavljen od OCP, HA i
DCPD faza. Namakanjem premaza dobivenog pri veCem potencijalu (2,0 V) utvrdena je veca
prisutnost hidroksiapatita u novostvorenom sloju uz vrlo malu koliCinu OCP-a i DCPD-a §to
znaCi da se takav premaz in vivo moZe transformirati u hidroksiapatit kristalnosti i gustoce
slicne ljudskim kostima. Konacno, koristenjem potencijala od 2,5 V, u premazu je
primijeena mala koli¢ina HA, dok je novostvoreni sloj nakon pet dana u SBF otopini
pokazao jednofazni sustav sastavljen samo od hidroksiapatitne faze Sto ukazuje na potpunu

transformaciju primarno stvorenog premaza.

Lu i Leng [22] analizirali su pokretacku silu i brzinu nukleacije kalcijevih fosfata u
simuliranim tjelesnim tekucinama razliCitog sastava na temelju klasicne teorije kristalizacije.
Njihova analiza pokazuje da je taloZzenje OCP-a kineticki vrlo povoljno te je njegova brzina
nukleacije puno veca od brzine nukleacije HA. Nasuprot tome, hidroksiapatit termodinamicki
je stabilniji u SBF otopini. Porastom pH vrijednosti u simuliranim tjelesnim tekucinama
razlika u brzini nukleacije se smanjuje, pri ¢emu se brzina nukleacije hidroksiapatita
priblizava brzini nukleacije OCP-a (pH = 10). U konacnici je zakljuCeno da taloZenje
oktakalcijevog fosfata u simuliranim tjelesnim tekucinama je kineticki povoljnije u odnosu na

hidroksiapatit.

2.3.2. Invitro testiranje bioaktivnosti

Ispitivanje bioaktivnosti materijala u simuliranim tjelesnim tekucinama Siroko je
primjenjiv alat za pretpostavljanje ponaSanja materijala in vivo. Medutim, izostanak Zivih
organizama u takvim otopinama i manjak kompleksnih bioloskih procesa koji se odvijaju
prilikom uzgoja stanica na materijalu onemogucuju ispitivanje biokompatibilnosti materijala.
Takoder, kompleksni sastav medija za uzgoj stanica kao i produkti metabolickih procesa

stanica tijekom rasta i razvoja uvelike utjeCu na ponaSanje materijala.

Smith je sa svojim suradnicima [23] prouCavao ponaSanje potencijalnih kostanih

nosaCa proizvedenih sinteriranjem nanometarskih i mikrometarskih Cestica hidroksiapatita. S
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obzirom na ve¢ dobro dokumentiranu bioaktivnost hidroksiapatita, testirali su utjecaj razlicite
mikrostrukture sinteriranih nosaCa na umnazanje (proliferaciju) misjih preosteoblastnih
stanica MC3T3-E1 tijekom 1, 3 i 7 dana uzgajanja. Pokazalo se da nosaC sastavljen od
nanometarskih Cestica HA pogoduje ve¢em umnazanju stanica buduci da su mikrometarski
HA nosaci imali veli¢inu Cestica od 8,6 + 1,9 um §to je bilo gotovo 15 puta vece od veliCine
Cestica nanometarskog HA nosaca (588 + 55 nm).

Wang i sur. [24] usporedili su utjecaj biomimeticki i elektroliticki pripremljenih
premaza karbonatnog apatita i OCP premaza na proliferaciju i diferencijaciju osteoblastnih
MC3T3-E1 stanica miSa. Rezultati su pokazali kako je biomimetCki pripremljen premaz
karbonatnog apatita (BCA) imao najveéu brzinu proliferacije, dok su premazi OCP-a i
elektrolitiCki pripremljeni premazi karbonatnog apatita (ECA) u prva tri dana imali istu
brzinu. Nakon 5 i 7 dana uzgoja, elektrolitiCki premaz apatita je imao vecu brzinu, nakon Cega

OCP prestize njegovu brzinu proliferacije. Promjene su graficki prikazane na slici 10.

5 ~OCP = BCA ~ECA

Brzina proliferacije
w

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

vrijeme, dani

Slika 10. Vremenska promjena brzine proliferacije MC3T3-E1 stanica uzgojenih na OCP i
HA premazima [24].

Razlike u diferencijaciji u prvih 7 dana nije bilo, dok je nakon 10 i 14 dana biomimeticki
pripremljen premaz karbonatnog apatita imao vecu aktivnost od ostalih. Zaklju€ili su da je
OCP premaz imao srednju brzinu proliferacije zbog svoje nestabilnosti i pretvaranja u apatit.
Vjeruju kako se zbog hidrolize OCP-a u hidroksiapatit stvara kisela sredina koja potencijalno

utjee na proliferaciju i diferencijaciju. Biomimeticki pripremljen premaz karbonatnog apatita
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pokazao se najboljom povrSinom za Sirenje i diferencijaciju MC3T3-E1 stanica Cemu svakako

pridonosi I njegova najvisa vrijednost hrapavosti povrsine.

Suzuki i sur. [25] ispitivali su uCinak sintetskog OCP-a i hidroliziranog OCP produkta
(CDHA) na proliferaciju i diferencijaciju osteoblastnih ST-2 stanica i primarnih osteoblastnih
stanica miSa. U pocCetku je OCP inhibirao proliferaciju i diferencijaciju Sto se mijenjalo kako
se OCP pretvarao u hidroksiapatit. Spoznali su da se promjer OCP premaza smanjivao S
vremenom. Pretpostavili su da je to zbog pretvorbe oktakalcijevog fosfata u apatitnu
strukturu. U usporedbi s kontrolnom grupom, OCP i CDHA prvih 7 dana su imali manji
utjecaj na diferencijaciju i proliferaciju, dok je nakon 20 dana njihov utjecaj bio usporediv s
utjecajem kontrolne skupine. Zabiljezena je velika aktivnost primarnih osteoblastnih stanica i
veca aktivnost ST-2 stanica nasadenih na OCP-u u odnosu na CDHA. Zaklju€ili su kako
OCP ima veliku sposobnost da unaprijedi stvaranje i obnovu kostiju [25].

2.3.3. Invivo testiranje bioaktivnosti

In vitro testiranja bioaktivnosti materijala u simuliranim tjelesnim tekucinama i
stanicnim kulturama na nosaCima predstavljaju vaznu bioloSku karakterizaciju materijala
potencijalno primjenjivin za koStana oSteCenja. Vrlo su korisna za eliminiranje
nekompatibilnih i citotoksi¢nih materijala kako bi se smanjio broj in vivo testiranja ,,loSih*
materijala i time umanjio broj testiranih Zivotinja i troskova ispitivanja. Medutim, kao
konaCna stavka u bioloSkoj karakterizaciji materijala je istraZivanje bioaktivnosti,
biokompatibilnosti i imunoloSke reakcije razliitih Zivotinjskih subjekata za S$to bolje
poznavanje interakcije materijala i okolnog tkiva Zivog organizma. Do danas, veliki broj in
vivo istraZivanja s razliCitim Zivotinjama proveden je upravo na materijalima temeljenima na

kalcijevim fosfatima.

IstraZivanje utjecaja vrste oktakalcijeva fosfata na stvaranje nove kosti u Stakoru
tijekom 12 tjedana proveli su Suzuki i suradnici [25]. Njihov rad temeljio se na ispitivanju
transformacije sintetskog OCP i hidroliziranog OCP produkta (OCP-HA medufaze, CDHA) u
apatitnu fazu in vivo. Rezultati analize novostvorene kosti Stakora ukazali su na vecu
stimulaciju rasta od strane sintetskog OCP-a u odnosu na hidroksiapatit s manjkom kalcija
kao hidrolizirane medufaze OCP-a. Pretpostavlja se da hidroliza OCP-a ugradenog u Zivi
organizam uvelike utjeCe na stvaranje nove koStane izvanstani¢ne matrice, uslijed utjecaja

OCP - HA konverzije na adsorpciju proteina i stanica.
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Kamakura i sur. [26] ugradili su OCP granule promjera 300 — 500 ym u ostecene kosti
lubanje Stakora. Nakon Cetiri tjedna in vivo uzgoja OCP granule su se rasprsile diljem
oStecCenja, te su vidljivi i osteoblasti na novostvorenoj kosti oko OCP-a. Nakon 12 tjedana
dolazi do medusobnog spajanja granula koje se okruzuju novonastalom kosti. Nakon
24 tjedna dolazi do spajanja usatka s rubovima kostiju i oSteéenje lubanje je gotovo potpuno
ispunjeno novostvorenom Kkosti i preostalim OCP-om. Osim toga, Kamakura i sur. [27]
usporedili su biolosku resorpciju OCP-a u odnosu na uobicajeno koristene usatke HA i drugih
kalcijevih fosfata unutar Sest mjeseci nakon ugradnje u zivotinjski organizam. U slucaju OCP
usatka, nakon 6 mjeseci uzgoja ostecenja su popunjena novostvorenim koStanim tkivom oko
ugradenog OCP-a koje se jedva razlikuje od okolne kosti domacina. LijeCenje defekta s HA
usatkom pokazuje stvaranje kompaktne koStane matrice pri Cemu preostali dio HA usatka se
nalazi u novostvorenoj kosti i vezivnom tkivu. Ti rezultati upucivali su na brzu resorpciju
OCP usatka in vivo u odnosu na HA, te da njegova ugradnja vise potiCe stvaranje kosti u
domacinu. Pored dobrih bioloskih svojstava, navode i njegov glavni nedostatak mehanickih
svojstava, odnosno lomljivost zbog Cega se iskljuCuje iz primjene za koStane defekte velikih

nosivosti, na ¢emu se u buduénosti treba raditi.

Bioaktivnost hidroksiapatitnih faza razliCitog Ca/P omjera istrazili su Okuda i
suradnici [8] ugradnjom hidroksiapatita s manjkom kalcija (CDHA) i stehiometrijskog
hidroksiapatita (SHA) u kosti kunia. Na slici 11 prikazane su rendgenske fotografije
operiranog dijela kosti kuniéa tijekom 72 tjedna. Cetiri tjedna nakon ugradnje nema vecih
morfoloskih razlika izmedu SHA i CDHA, dok u 12. tjednu rubovi CDHA usatka postaju
nejasni u odnosu na SHA. Nakon 24 tjedna od ugradnje, 80 % ugradenog CDHA usatka ostaje
neresorbirano. Medutim, u 72. tjednu veédina CDHA usatka se resorbirala, dok je kod SHA
usatka zabiljeZzena tek blaga nepravilnost i proSirenje pora. Rezultati istraZzivanja su dokazali
da SHA nije bioloski razgradljiv od strane osteoklastnih stanica u kostima ve¢ da su oni
detektirani na njegovoj povrsini. Time su potvrdili da Ca/P omjer kalcijeva fosfata utjeCe na
bioloSku aktivnost koStanih stanica (osteoklasta), tj. na resorpciju usatka. lako je bioloska
resorpcija i aktivnost CDHA usatka vrlo spora, veci dio ga se razgradi unutar 72 tjedna nakon

ugradnje.
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72 tjedna
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Slika 11. Kost kunica nakon 4 tjedna (a, e), 12 tjedana (b, f), 24 tjedna (c, g) i 72 tjedna (d, h)
od ugradnje CDHA (gore) i SHA (dolje) usadaka [8].

Ugradnja OCP sfera u tijelo i bedrenu kost miSa pokazuje morfoloske promjene
usatka nakon tri tjedna in vivo uzgoja pri ¢emu se primjecCuje veca poroznost usatka (slika 12)
[17]. Elementarnom analizom potvrdeno je postojanje i male koliCine natrija, magnezija,
klora, sumpora i kalija. Takoder, dokazano je da se OCP usadak nakon tri tjedna potpuno
transformira u apatit supstituiran karbonatnim, magnezijevim i natrijevim ionima niske

kristalnosti te da sadrzi Na i Mg ione.

Slika 12. Rendgenska snimka bedrene kosti misa odmah (lijevo) i 3 tjedna nakon (desno)
ugradnje OCP sfera [17].
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JoS jednu potvrdu brze resorpcije OCP-a u odnosu na HA dali su Imaiuzumi i
suradnici [28] ugradivanjem materijala u koStanu srZz kuni¢a. Spoznali su da se nakon
2 — 3 tjedna nakon ugradnje pojavljuje apozicijsko kostano tkivo na velikim podrucjima
OCP-a, Sto je usporedivo s povrSinom HA usatka tek nakon 4 — 6 tjedana. Nakon 12 tjedana,
podrucje aktivne povrSine OCP-a se smanjuje u odnosu na HA Sto je znak da se apozicijska
kost brze resorbira na OCP usatku (slika 13). OCP je dokazano bioloski razgradiv, dok HA
usadak nakon 4 i 12 tjedana ostaje gotovo nepromijenjen.

Slika 13. Rendgenska snimka kosti kunica 4 tjedna (a, ¢) i 12 tjedana (b, d) nakon ugradnje
OCP (a, b) i HA usadaka (c, d). Skala: 9 mm [28].
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3. Zakljucak

Ovim preglednim radom pokazana je vaznost kalcijevih fosfata kao bioaktivne

resorbirajuce keramike za primjenu u inZenjerstvu kostanog tkiva.

Kontrolom razli€itih reakcijskih uvjeta moguce je dobiti zadovoljavajucu strukturu i bioloska
svojstva potencijalnih nadomjestaka. Testiranjima u simuliranim tjelesnim tekucinama,
sustavima in vitro i in vivo potvrdena je njihova bioaktivnost, biokompatibilnost i

bioresorpcija.

lako je hidroksiapatit strukturno najslicniji kostima, istrazivanja idu u prilog oktakalcijevom
hidrogenfosfatu koji se povoljnije bioloski razgraduje te potie obnavljanje i rast kosStanih
stanica. U tijelu oktakacijev fosfat se transformira u hidroksiapatit, te osigurava krace vrijeme
lijeCenja koStanih defekata i ozljeda.
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