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Osnova vecine prirodnih procesa taloZenja jesu medudjelovanja na medupovrsini organsko/anorgansko. Kosti i bubrezni ka-
menci su dvije vrste tkiva koja privlace veliku paznju zbog medicinskih problema vezanih uz njih. U ovom radu, kroz prikaz
istrazivanja medudjelovanja organskih molekula s kristalima kalcijevih fosfata u nasoj grupi, pokazat ¢emo kako se spoznaje
dobivene i opisane u istrazivanjima pojednostavljenih modelnih sustava mogu primijeniti na osmisljavanje i pripravu novih

biomimetickih presvlaka za metalne implante.

Kljuéne rijeéi: Aditivi; Biomimetske presvlake; Kalcijevi fosfati; Kemijsko taloZenje; Mineralizacija kostiju; Urolitijaza

1. Uvod

Medudjelovanja anorganskih kristala i organskih molekula
osnova su procesa kristalizacije u razli¢itim podrucjima (ge-
ologija, bioloska i patoloska mineralizacija, nastajanje kame-
naca u sustavima za grijanje itd.) i zato privlace veliku paznju
istrazivaca dugi niz godina (1,2). Pa ipak, slozena struktura
organske matrice i uloga koju imaju njezine pojedine kompo-
nente u biomineralizaciji nije do kraja razjasnjena.

Kosti i mokraéni kamenci (Slika 1.) dvije su vrste mineral-
iziranih tkiva u ljudskom organizmu koja privlace posebnu
paznju zbog patoloskih promjena. Na prvi pogled se ¢ini
da kosti i mokraé¢ni kamenci imaju malo toga zajedni¢kog.
Mokraéni kamenci jesu patoloski mineralizirana tkiva, nas-
taju u mokraci, otopini slozenoga i promjenjivoga sastava, §to
se odrazava na sastav i strukturu kamenaca. Naj¢e$¢i sasto-
jei kamenaca su kalcijevi oksalati i fosfati, urati i/ili njihove
smjese. Mokrac¢ni kamenci sadrze i nekristalni sastojak nalik
proteinima, koji se naziva matrica (5). Anorganski kamenci
najcesée sadrze oko 3% matrice (6), dok organski kamenci
mogu sadrzavati i do 65% matrice (7,8). Naj¢esci sastojci ma-
trice su heksozamin i voda (9), a izolirani su i mnogi drugi
spojevi (matri¢na tvar A (10) nefrokalcin (11), Tamm-Horsfall
glikoprotein (12), glikozaminoglikani (13) itd.

S druge strane kosti imaju izuzetno slozenu strukturu, koja se
moze opisati sa 7 hijerarhijskih razina. Pojam kosti obuhvaca
skupinu materijala kojima su osnovni gradevni elementi mine-
ralizirana kolagenska vlakna. Glavna anorganska komponenta
kostiju jesu nanokristali karbonat apatita koji su precizno ori-

jentirani u matrici kolagenskih vlakana. Toj skupini pripadaju
dentin i mineralizirani tendon, koji su zbog povijesnih razloga
dobili drugo nazivlje. Svaki od tih materijala ima nesto druga-
¢iji strukturni motiv, §to je posljedica prilagodbe funkciji koju
imaju u organizmu (14).

Procesi kojima nastaju ta dva funkcionalno razlicita tkiva
mogu se pojednostavljeno smatrati talozenjem tesko topljivih
soli iz otopina kompleksnoga sastava u prisutnosti organske
matrice.

U ovom radu prikazat ¢emo dio rezultata nasih temeljnih
istrazivanja utjecaja malih organskih molekula, makro-
molekula i povrSinski aktivnih tvari na nukleaciju, rast
kristala i faznu transformaciju kalcijevih fosfata, vezanih uz
istrazivanja patoloskih promjena kosti, nastajanje kamenaca
te osmisljavanja i priprava novih kompozitnih organsko-anor-
ganskih presvlaka za inertne koStane implant materijale.

2. TaloZenje anorganskih kristala

Pokretacka sila talozenja anorganskih kristala jest prezasicenje,
koje se definira kao omjer produkta aktiviteta konstitutivnih
iona i termodinamickoga produkta topljivosti odgovarajuce
soli. Prvi korak u nastajanju taloga jest nukleacija, nastajanje
centara (nukleusa) na kojima moze doéi do spontanoga rasta.
Prema klasi¢noj teoriji nukleacije (15-18) postoji kriticno
prezasic¢enje iznad kojega nukleusi nove faze nastaju spon-
tano homogenom nukleacijom. Do talozenja moze do¢i i u
slucajevima kada je prezasi¢enje otopine nize od kriti¢noga,
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SLIKA 1.

a) karbonatno apatitni mokra¢ni kamenac
(prema ref. 3) i

b) kosti (prema ref. 4) ¢ija je glavna kompo-
nenta karbonat apatit. Slike ilustriraju vaznost
uloge koju organska matrica i organske
molekule prisutne u tjelesnim tekuc¢inama
imaju u nastajanju ¢vrstih tkiva u ljudskom

FIGURE 1.

a) carbonate apatite urinary stone (after ref. 3)
and

b) bone (after ref. 4) whose principle com-
ponent is carbonate apatite. Figures ilustrate
importance of organic matrix and organic
molecules present in bodily fluids in formation
of hard tissue in human organism

organizmu
b)
SLIKA 2.
Talozni procesi koji se odvijaju pri talozenju slabo topljivih soli iz prezasi¢enih otopina. Konstruirano prema ref. (19)
FIGURE 2.

Precipitation processes undelying crystallization of slighty soluble salts from supersaturated solutions, after ref. (19).
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ako u otopini postoje necistoce koje imaju ulogu centara he-
terogene nukleacije.

Brzina i mehanizmi procesa koji slijede nukleaciju ovise
o tim pocetnim procesima (slika 2.). Pri niskim i srednjim
prezasi¢enjima nastaju kompaktni ili dendriti¢ni kristali koji
se procesima rasta i faznih transformacija dalje mijenjaju.
Pri visokim prezasiéenjima najprije nastaje metastabilna
prijelazna faza, bilo u obliku amorfnoga prekursora, bilo mi-
krokristalnih agregata. Metastabilne faze se nakon vremena
indukcije transformiraju u stabilnije kristalne faze.
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3. Utjecaj aditiva na taloZenje

Aditivi mogu utjecati na bilo koji stupanj taloznoga procesa.
Brojna su istrazivanja pokazala da ovisno o vrsti i koncen-
traciji aditiva, jedna te ista molekula moze ovisno o koncen-
traciji, ubrzati ili usporiti talozenje. Osnova svih istrazivanja
utjecaja organskih molekula na procese talozenja anorgan-
skih spojeva jest detaljno poznavanje kinetike nastajanja
istrazivanoga taloga ili strogo ponovljiva procedura taloZenja.
Kada su faktori kao §to su prezasi¢enje, omjer koncentracija
reaktanata, temperatura te nac¢in mije$anja konstantni, talozni
proces kontroliraju aditivi (19, 20).
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SLIKA 3.
Shematski prikaz selektivne adsorpcije aditiva na nukleuse jedne kristalne faze u otopini prezasi¢enoj s obzirom na dvije faze,
prema ref. (24)
FIGURE 3.
Schematic presentation of selective adsorption of an additive at crystal of one crystal phase in a solution supersaturated to two
phases, after ref. (24)
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SLIKA 4.
Shematski prikaz selektivne adsorpcije aditiva na plohe rastu¢ega kristala. Konstruirano prema ref. (24)
FIGURE 4.

Schematic presentation of selective adsorption of an additive at growing crystal faces, after ref. (24).
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Tijekom nukleacije aditiv se adsorbira na povrsinu nukleusa,
medupovrsinska energija se smanjuje, a brzina nukleacije bi
se trebala povecati. Medutim, aditiv zauzima i mjesta rasta
na nukleusu. Kako je broj mjesta rasta ogranicen, brzina rasta
nukleusa se moze znacajno smanjiti u prisutnosti svega neko-
liko iona ili molekula aditiva. Stoga ¢e adsorpcija aditiva re-
zultirati smanjenjem brzine nukleacije (21). Zbog promjene
brzine nukleacije mijenja se broj nukleusa, morfologija i/
ili sastav ¢vrste faze. Pri istrazivanju utjecaja adsorbiranih
molekula i iona na nukleaciju treba voditi racuna da samo
nekoliko eksperimentalnih tehnika omogucuje razlucivanje
procesa nukleacije od procesa kristalnoga rasta.

Rast kristala rezultat je niza uzastopnih procesa koji se odvi-
jaju u otopini i na povrsini kristala. Aditivi mogu utjecati na
bilo koji od tih procesa (22). Adsorpcijom iona ili molekula na
povrsinu kristala smanjuje se medupovrsinska energija kristal/
otopina, ali 1 u tom slucaju zbog adsorpcije, povrsina post-
aje nedostupna ionima konstituenata. Ako se ioni ili molekule
prvenstveno adsorbiraju na odredene kristalne plohe,
povrsinska nukleacija bit ¢e na tim plohama onemogucena, pa
¢e rasti plohe kristala na kojima ioni ili molekule nisu adsorbi-
rani ili na onima na kojima su djelomi¢no adsorbirani. Rezul-
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tat je promjena habitusa kristala (23). Pri visokim prezasice-
njima, brzina kristalnoga rasta je velika, Sto ometa adsorpciju
iona i molekula na kristalne plohe i time smanjuje njihovu
ucinkovitost. Smanjenje ucinkovitosti moze se kompenzirati
samo povecanjem koncentracije aditiva (21).

Na tijek taloznoga procesa, tj. na to da li ¢e se primarne Cestice
agregirati ili ostati stabilne u otopini znatno utjece naboj adi-
tiva, kao $to su npr. polielektroliti. Djelovanje polielektrolita
na talozni proces ovisi o koncentraciji, konformaciji i naboju
polielektrolita. Npr. pri niskim koncentracijama polielektro-
liti mogu inducirati agregaciju premos¢ivanjem dispergiranih
Cestica u suspenziji. Isti polielektrolit prisutan u ve¢im kon-
centracijama djelovat ¢e kao stabilizator, jer se njegovom ad-
sorpcijom na povrsini ¢estice stvara visoki naboj (20).

Mehanizam od posebne vaznosti jest selektivna adsorpcija
aditiva na nukleuse i kristalne plohe. Ako u otopini moze na-
stati viSe faza, rast faze na ¢ije se nukleuse aditiv selektivno
adsorbirao bit ¢e usporen ili nece rasti, dok ¢e rasti faza na cije
se nukleuse aditiv nije adsorbirao (slika 3.).

Ako postoji strukturna i stereokemijska kompatibilnost izme-
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SLIKA'S.
Struktura i tipi¢na morfologija DCPD (konstruirano prema ref. 28, izracunato prema kristalnoj strukturi danoj u ref. 29).
FIG. 5.
Structure and typical morphology of DCPD (adapted from ref. 28, calculated after crystal structure given in ref. 29).
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SLIKA 6.
Struktura i tipicna morfologija OCP, prema ref. (40,41)
FIG. 6.

Structure and typical morphology of OCP, after ref. (40, 41)
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du nekih ploha kristala i molekule aditiva, aditiv ¢e se selek-
tivno adsorbirati na te kristalne plohe, ali ne i na ostale. Time
¢e rast u smjeru okomitom na tu plohu biti usporen, pa ¢e ta
ploha biti veéa nego u originalnom kristalu (slika 4.). Takoder
je moguce da se u prisutnosti aditiva pojave nove kristalne
plohe. To nam daje mogu¢nost da jednostavnom usporedbom
morfologije kristala nastaloga u sustavima s i bez aditiva spo-
znamo mehanizme medudjelovanja kristal-aditiv (24, 25).

4. Kalcijevi fosfati
Istrazivanja kalcijevih fosfata (tesko topljivih soli fosfatne
kiseline) zanimljiva su zbog vaznosti tih spojeva ne samo

u bioloskoj (kosti, zubi) i patolo§koj (mokra¢ni kamenci,
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karijes) mineralizaciji, ve¢ i u procesima talozenja u prirod-
nim vodama, otpadnim vodama (26) proizvodnji gnojiva,
keramike, bioimplantanata, te nastanku kamenca u industrij-
skim hladilima.

Kalcijevi fosfati, ovisno o eksperimentalnim uvjetima, mogu
nastati ili direktnom kristalizacijom ili preko amorfnih faza
(slika 2).

Kalcijev hidrogenfosfat dihidrat (CaHPO,-2H,0, DCPD) na-
staje pri nizim pH (< 5,5) direktnim taloZzenjem (27). DCPD
kristalizira u monoklinskom sustavu (28). Jedini¢na ¢elija se
sastoji od naizmjeni¢nih dvosloja kristalne vode i dvosloja
iona kalcija i hidrogenfosfata. Dvosloj molekula vode oko-
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SLIKA 7
Strukture ispitanih aditiva.
FIGURE 7.
Structures of investigated additives
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mit je na os b. Tipicna morfologija kristala DCPD odraz je
njegove kristalne strukture, tako da je dominantna kristalna
ploha (010), a najcesc¢e boc¢ne plohe (hO0l) (29-31), (slika 5.).
Razumna je pretpostavka da se u vodenim otopinama na povr-
$ini (010) plohe nalaze molekule vode, dok bo¢ne plohe imaju
mijesani ionski karakter s uklopljenim molekulama vode.

U neutralnim i bazi¢nim otopinama kalcijevi fosfati obi¢no
nastaju u dva koraka. Prvi korak je nastajanje amorfnoga kal-
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poliasparaginska kiselina / polyaspartic
acid

cijevog fosfata ¢iji sastav ovisi o eksperimentalnim uvjetima
(32-36). Betts i sur. (37-39) su pokazali da je osnovna struk-
turna jedinica ACP sferi¢ni klaster Ca,(PO,), promjera oko
9,5 A. Veliki broj tih klastera nasumi¢no su poslagani u sfere
promjera 30 - 100 nm. U dodiru s mati¢nicom, ovisno o pH
i koncentraciji reaktanata, ACP se moze transformirati u ok-
takalcijev fosfat (OCP), kalcij deficijentni apatit (DA) ili hi-
droksiapatit (HA), (32-36).
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SLIKA 8.
Morfologije kristala DCPD dobivenih u a) kontrolnom sistemu i u prisustvu b) citrata, c) heksaamonijevoga tetrapolifosfata,
d) SDS, e) AOT, f) SPEG, g) fitata i h) poliaspartata
FIGURE 8.
Morphology of DCPD crystals obtained in a) control system, presence of: b) citrate, ¢) hexammonium tetrapolyphosphate, d)
SDS, e) AOT, f) SPEG, g) phytate and h) polyaspartate

OCEP kristalizira u triklinskom sustavu, a jedini¢na ¢elija mu
se sastoji od naizmjeni¢nih slojeva koji su gotovo identi¢ni hi-
droksiapatitu, te slojeva koji sadrze molekule vode, ione kal-
cija i fosfata (hidratizirani slojevi, slika 6.). Stoga nije ¢udno
da se OCP cesto javlja kao meduprodukt iz kojeg hidrolizom
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prilikom taloZenja iz vodenih otopina nastaje termodinamicki
stabilniji HA. Takoder je za pretpostaviti da se u vodenim
otopinama na povrsini kristala nalazi hidratizirani sloj, $to se
odrazava na morfologiju kristala, tj. nastaju plocice s domi-
nantnom (100) plohom.
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SLIKA 9.
Raspodjela ionskih vrsta glutaminske i asparaginske kiseline u ovisnosti o pH
FIGURE 9.
Distribution curves of glutamic acid (Glu) and aspartic acid (Asp) species in the dependence of pH
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SLIKA 10.
Shematski prikaz molekule povrSinski aktivnih tvari
FIGURE 10.

Schematic representation of surfactant molecule
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Hidroksiapatit je termodinamicki stabilna faza (41,42). Nje-
gova kristalna struktura omoguéava jednostavnu zamjenu
iona kalcija s ionima barija, stroncija ili olova, a fosfatnih iona
s arsenatnim ionima. U vodenim otopinama nastaju apatitni
talozi ¢iji omjer Ca/P varira od 1,5-1,66, pa je posebna paznja
usmjerena na dobivanje stehiometrijskih hidroksiapatita.
Zbog biokompatibilnosti i neotrovnosti HA, istrazivanja su
usmjerena na pronalazenje novih apatitnih biokeramika koje

bi se mogle koristiti kao kostani nadomjesci (42).
5. Utjecaj aditiva na taloZenje DCPD

DCPD je zbog svoje kristalne strukture pogodan mod-
elni sustav jer omogucava studiranje nekoliko aspekata
medudjelovanja aditiva i kristala:

* utjecaj veli¢ine i strukture molekula aditiva (npr. ioni, male
molekule ili makromolekule, broj funkcionalnih skupina u
molekuli, ukupni naboj)

* utjecaj strukturnoga slaganja izmedu organske molekule i
ionske strukture neke kristalne plohe

* utjecaj hidratacijskoga sloja izlozenog na povrsini kristala.

Hidrofobni lanac
Hydrophobic chain

U tu svrhu ispitan je utjecaj razlicitih koncentracija nekoliko
strukturno razli¢itih aditiva (slika 7.), i to malih molekula
(glutaminska i asparaginska kiselina, citrat i heksaamonijev
tetrapolifosfat), povrSinski aktivnih tvari (natrijev dodecil sul-
fat (SDS), natrijev bis(2-etilheksil) sulfosukcinat (AOT) te di-
natrijev oleoamido PEG-2 sulfosukcinat (SPEG)), kao i mak-
romolekula (poliasparaginska kiselina i fitat), na morfologiju
DCPD (slika 8.).

Osnova istrazivanja utjecaja aditiva na proces talozenja je
strogo ponovljiva procedura talozenja, kako se promjene uz-
rokovane nereproducibilno$éu ne bi pripisale djelovanju adi-
tiva. U takvom kontrolnom sustavu nakon sat vremena nastaju
relativno veliki plocasti kristali (oko 200x100 pum i debljine
Sum, slika 8.a). Nastali kristali imaju izrazene (010) i bocne
(hOl) plohe.

5.1. Male molekule
Od malih molekula izabrane su glutaminska i asparaginska

kiselina, citrat i heksaamonijev tetrapolifosfat. Glutaminska
i asparaginska kiselina su najces¢e aminokiseline u muko-
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SLIKA 11.
Shematski prikaz medudjelovanja a) fitata i b) poliaspartata s (010) plohom kristala DCPD, prema ref (31)
FIGURE 11.
Schematic representation of a) phytate an d b) interaction with the (010) face of DCPD crystals, after ref. (31)

proteinskom materijalu koji sacinjava organski dio kalcijevih
kamenaca (43). Pokazano je da glutaminska kiselina inhibira
talozenje kalcijevoga oksalat monohidrata (COM) jedne od
jesu sastojci mokraée i imaju znacajnu ulogu u sprjeéavanju
nastajanja oksalatnih i fosfatnih kamenaca. Ustanovljeno je
da ioni citrata inhibiraju rast i agregaciju kristala kalcijevih
oksalata, DCPD i HA (45-47). Pacijenti s kalcij-oksalatnim
kamencima izlucuju u mokraci znatno manje iona citrata od
zdravih osoba (44, 48), pa se citrat preventivno daje u prehrani
bolesnika (49-51). Polifosfati su poznati inhibitori i komerci-
jalno se koriste za prevenciju nastanka kamenaca na povrsina-
ma toplinskih izmjenjivaca u industrijskim pogonima.

Aminokiseline, glutaminska i asparaginska, ne utjecu na rast
i morfologiju kristala DCPD (24, 31, 52, 53). Kristali s jedna-
kom morfologijom kao i u kontrolnom sustavu nastaju jedan
sat nakon mijeSanja komponenata. Iz krivulja raspodjele ion-
skih vrsta na 37°C vidi se da pri pH 5,5, glutaminska i aspar-
aginska kiselina imaju disocirane obje karboksilne skupine, te
ukupni naboj -1 (slika 9.). Ako uzmemo u obzir strukturu tih
molekula, mozemo pretpostaviti da je medudjelovanje u osno-
vi elektrostatsko, te da jedan negativan naboj nije dovoljan za
znacajniji utjecaj na rast kristalnih ploha DCPD.

Zarazliku od asparaginske i glutaminske kiseline, ioni citrata i
heksaamonij tetrapolifosfata, utjecu na brzinu talozenja, te uz-
rokuju sliéne specifi¢éne promjene morfologije kristala DCPD,
nastaju Stapicasti kristali DCPD (slika 8. b i ¢). To znaci da su
se ti aditivi prvenstveno adsorbirali na bo¢ne plohe DCPD.
Medudjelovanja citrata i HATP s kristalima DCPD jesu elek-
trostatske prirode i ucinkovitija su Sto je u molekuli aditiva
prisutan veéi broj funkcionalnih skupina, tj. do promjene
morfologije kristala DCPD u prisustvu HATP dolazi pri nizim
koncentracijama od onih u prisutnosti citrata.
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5.2. Povrsinski aktivne tvari

Molekule PAT sadrze dijelove s razlicitim afinitetima pre-
ma otapalu (hidrofilan i hidrofoban dio, Slika 10.). Zbog
takve strukture one pokazuju posebna svojstva u vodenim
otopinama - adsorpciju na medupovrsine i asocijaciju u supra-
molekule (micele, vezikule, dvosloji, tekuci kristali). Upravo
zbog sposobnosti adsorbiranja na medupovrsine i samoasoci-
jacije u razli¢ite supramolekule, PAT su dobre modelne tvari
za istrazivanje pojava na medupovrS$inama koje se pojavljuju
izmedu anorganskih kristala i organskih molekula. Osim toga
velik broj organskih sastojaka ljudske mokrace, ukljucujuci
proteine, imaju svojstva PAT. Mokrac¢a sadrzi i Zu¢ne soli,
bioloske PAT odgovorne za snizavanje povrsSinske napetosti
mokrace, koje imaju potencijalnu inhibitorsku ulogu u nasta-
janju mokraénih kamenaca (54).

Da bi odredili kako struktura molekula PAT utjeCe na taloZenje
DCPD koristene su tri strukturno razlic¢ite PAT: jednolancani
SDS, asimetri¢ni AOT i SPEG s dvije hidrofilne skupine (24,
595).

Kombinacijom dinamickoga rasprSenja svjetlosti i opticke
mikroskopije ustanovljeno je da dodatkom NaCl i CaCl, u
otopinama SDS nastaju sfericne micele i lamelarne kapljice,
AOT stvara diskolike micele i lamelarne kapljice, a u otopina-
ma SPEG nastaju sferi¢ne micele (55).

Sve tri PAT su usporile talozenje DCPD i utjecale na mor-
fologiju i sastav taloga. Pri koncentracijama SDS manjim od
kriticne micelarne koncentracije, cme, nastaju samo kristali
DCPD, ali deblji nego u kontrolnom sustavu sto ukazuje da
se SDS adsorbirao na bo¢ne plohe DCPD. U prisutnosti SDS
u micelarnim koncentracijama talozi smjesa DCPD 1 OCP.
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SLIKA 12.
Razli¢ite nanokompozitne presvlake dobivene naizmjeni¢cnom adsorpcijom viseslojeva PLL/PGA i amorfnoga kalcijevog
fosfata te naknadnom transformacijom amorfnoga u kristalini¢ni kalcijev fosfat, prema ref. (70)
FIGURE 12.
Different nanocomposite coatings obtained by sequential adsorption of poly-l-lisine (PLL) / poly-L-glutamic acid (PGA)
multilayers and amorphous calcium phosphate and subsequent transformation of amorphous into crystaline calcium phosphate
after ref. (70)

(PLL/PGA),, - apatit - [(PLL/PGA),-apatit], - (PLL/PGA),

DCPD je dominantna faza i talozi u obliku prizmati¢nih
kristala §to ukazuje na prvenstvenu adsorpciju na lateralne
plohe kristala (slika 8. d).

Pri koncentracijama AOT nizim od micelarne nastaje samo
DCPD, a u prisutnosti AOT u micelarnim koncentracijama
nastaje smjesa DCPD i OCP, DCPD talozi u obliku izduzenih

plocica §to ukazuje da se AOT vjerojatno adsorbira na samo
jednu skupinu boc¢nih ploha (slika 8. e), (55).

Nastajanje OCP u prisutnosti SDS i AOT moze se objasniti ili

selektivnom adsorpcijom na nukleuse DCPD ili specificnom
nukleacijom OCP na medupovrsini micela/otopina (55).
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SLIKA 13.

Adhezija i proliferacija ljudskih stanica osteoblasta na titanskim ploc¢icama (Ti), titanskim plo¢icama presvuc¢enim viseslojem
(ML), kalcijevim fosfatom (CaP), nanokompozitima (PLL/PGA) - OCP (B), PLL/PGA), , - OCP-(PLL/PGA), (B+), (PLL/
PGA), -OCP-[(PLL/PGA),-OCP], (D) i (PLL/PGA) -CaP-[(PLL/PGA),-CaP],(PLL/PGA), (D+). Plastika je koriStena kao

zlatni standard. Test adhezije T, = 30 min, N = 2x10*
FIGURE13.

Adhesion and proliferation test performed on bare Ti plates and Ti coated with: PE ML (ML), calcium phosphate (CaP), and
nanocomposites (PLL/PGA), - OCP (B), PLL/PGA), - OCP-(PLL/PGA), (B+), (PLL/PGA), -OCP-[(PLL/PGA),-OCP], (D)
i (PLL/PGA), -CaP-[(PLL/PGA),-CaP],(PLL/PGA), (D+). Plastic was used as the golden standard. Adhesion test, T, = 30
min, N, = 2x10*
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SPEG za razliku od SDS i AOT nije poticao talozenje OCP i
znacajno je promijenio morfologiju kristala ve¢ pri koncen-
tracijama nizim od cmc. Ova razlika moze se pripisati prisus-
tvu dvije nabijene skupine u molekuli SPEG. Pri cmc dobiveni
su kristali DCPD s grubim i zaobljenim bo¢nim plohama, dok
su iznad cmc nastali glatki, deblji prizmaticni kristali. Ove
promjene mogu se pripisati prvenstvenoj adsorpciji na sve
bocne plohe kristala (slika 8. f), (55).

5.3. Makromolekule

U bioloskoj mineralizaciji kontrola veli¢ine, oblika i orijent-
acije kristala postize se djelovanjem makromolekula. Veli¢ina,
oblik i orijentacija kristala jesu klju¢na svojstva za pripremu
dobrih keramickih materijala, umjetnih implant materijala itd.
Fitat (mioinozitol heksafosfat) jest glavni sastojak fosfatnih
estera koji se nalaze u zrelim sjemenkama, a pojavljuje se i
kao pentafosfatni ester u krvi nekih zivotinja. Ukljucen je u
metabolizam kalcija, a njegova prekomjerna upotreba u ishra-
ni moze dovesti do manjka kalcija. Moze se i adsorbirati na
povrsinu zuba i time sprijeciti nastajanje karijesa. Ustanov-
ljeno je da je fitat dobar inhibitor kristalnoga rasta kalcijevih
oksalata (56).

Poliaspartat ima djelomi¢nu konformaciju [-nabranog
lista i zato je pogodna modelna molekula za proucavanje
medudjelovanja kristalne resSetke i polimera definirane struk-
ture.
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Fitat i pAsp inhibiraju talozenje DCPD. U oba slucaja nastaju
veliki kristali bazi¢ne orijentacije jednake onoj u kontrolnom
sustavu (slika 8. g i h). To znaci da su se oba aditiva selek-
tivno adsorbirala na (010) plohu kristala, koja je u vodenim
otopinama prekrivena dvoslojem molekula strukturne vode.
No morfoloske slike ukazuju da medudjelovanja tih aditiva s
(010) plohom nije jednaka. U slucaju fitata ta ploha je glatka,
dok je u slucaju pAsp fragmentirana. Razmaci medu fosfat-
nim skupinama u molekuli fitata odgovaraju visekratniku
udaljenosti izmedu iona kalcija koji sacinjavaju jedan sloj u
strukturi DCPD. Za razliku od fitata, poliaspartat se uklopljuje
u dvosloj Ca-HPO, jer udaljenosti karboksilnih skupina (6,9
A) odgovaraju udaljenostima iona kalcija u dva susjedna sloja
Ca-HPO, - dvosloja (6,95 A)), §to objasnjava fragmentirani
izgled (010) plohe i razliku u teksturama kristala dobivenih u
prisutnosti ta dva aditiva (slika 11.), (24, 31, 52, 53).

6. Presvlake za metalne implante

Kao sto je vidljivo iz prethodnoga poglavlja medudjelovanja
kristala i organskih molekula ovise o veli¢ini i strukturi
molekula aditiva, strukturnom slaganju izmedu organske
molekule i ionske strukture neke kristalne plohe, te prisut-
nosti hidratacijskoga sloja izlozenoga na povrSini kristala.
Djelovanje aditiva je uz to i ovisno o koncentraciji, te Cesto
aditivi mogu djelovati ili kao inhibitori ili kao promo-
tori talozenja (19,20). Te spoznaje od velike su vaznosti u
osmisljavanju (dizajnu) i pripravi novih kostanih implant ma-
terijala, posebno biomimetickih presvlaka za inertne implante.
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SLIKA 14.
Dijagram pravokutnika za silu otkidanja za titanske plo€ice (Ti) i plo€ice presvucene nanokompozitom (PLL/PGA), -CaP-
[(PLL/PGA),-CaP],(PLL/PGA), (prema ref. 71)
FIG. 14.
Box and whisker plot of pullout forces for bare chemically etched titanium coins (Ti) and chemically etched titanium coated
with organic-inorganic nanocomposite (PLL/PGA), -CaP-[(PLL/PGA),-CaP] (PLL/PGA),, (after ref. 71)
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Naime, veéina materijala koji se koriste kao kostani implanti
(metali, slitine, polimeri) imaju zadovoljavaju¢a mehanicka
svojstva, ali su uglavnom bioinertni (57). Da bi se poboljsala
bioaktivnost i osteointegracijska svojstva umjetnih kostanih
implanta, njihova povrsina se Cesto prekriva kalcijevim fos-
fatima. Od razli¢itih metoda priprave kalcij fosfatnih presv-
laka biomimeti¢ka metoda danas dobiva sve vise na znacenju
jer je to jedina metoda koja omoguéuje ugradnju bioloski
aktivnih molekula u presvlake. Metoda se sastoji u uranja-
nju podloge na sobnoj ili fizioloskoj temperaturi u zasi¢enu
vodenu otopinu sastava sli¢nog ljudskom serumu. Originalna
metoda je dugotrajna, a dobiveni kalcijevi fosfati ne prijanjaju
dobro uz podlogu (58,59). Da bi se ubrzalo taloZenje minerala
i poboljsalo prijanjanje, povrSine podloge se dodatno modi-
ficiraju razli¢itim metodama:

* obrada koncentriranom kiselinom i/ili luzinom
* deponiranje samoasociranoga monosloja
* deponiranje amorfnog kalcijevog fosfata.

Bioloski aktivne molekule mogu se ugraditi u takve presvlake
sutalozenjem. Medutim, te molekule uzrokuju koncentracij-
ski ovisne promjene morfologije, sastava i kristalne strukture
kalcijevih fosfata (60-62). To znaci da bi za svaku specificnu
makromolekulu trebalo istraziti uvjete uc¢inkovite ugradnje.

Privlacno rjesenje toga problema moglo bi biti u tome da se
najprije adsorbira organska matrica u koju se mogu ugraditi
bioloski aktivne molekule, a zatim na/u matrici istaloziti kal-
cijeve fosfate. Idealni kandidati za izgradnju organske matrice
jesu viSeslojevi polielektrolita (63). Takve se strukture pri-
premaju naizmjeni¢énom adsorpcijom pozitivnoga i negativ-
noga polielektrolita, pri ¢emu je glavna pokretacka sila elek-
trostatsko privlacenje. Kako se ta metoda temelji na adsorpciji
iz otopine, moze se primijeniti na bilo koju nabijenu povrsinu

neovisno o njezinoj veli¢ini i topologiji (64). U viseslojeve
je moguce ugraditi bioloski aktivne molekule, koje u velikoj
mjeri zadrzavaju svoju aktivnost (63,65).

Nove nanokompozitne presvlake za kostane i zubne implan-
te sastoje se od nanokristala kalcijevih fosfata istaloZenih
in situ u/na visesloju poli-L-lizina (PLL) i poli-L-glutamin-
ske kiseline (PGA), (66-71). Priprava presvlaka ukljucuje
naizmjeni¢nu adsorpciju viseslojeva PLL/PGA i amorfnoga
kalcijevog fosfata na Zeljenoj podlozi, te naknadni rast kristal-
nih kalcijevih fosfata na i unutar amorfnoga kompozita. Ovis-
no o eksperimentalnim uvjetima i broju adsorbiranih slojeva
(sastavu kompozita), amorfni kalcijev fosfat se moze trans-
formirati u OCP ili apatit (slika 12.) (66,70).

Selotejp test je pokazao da je adhezija svih materijala koji
sadrze ACP losa, jer se ve¢i dio materijala ukloni s plocice.
Medutim, svi materijali koji sadrze kristalni kacijev fosfat
dobro prijanjaju na supstrat i samo mali dio se uklanja selo-
tejpom (70). In vitro bioloski testovi pokazali su da presvlake
¢iji je zavrsni sloj kristalni imaju oprecan utjecaj na adheziju i
proliferaciju stanica, dok presvlake ¢iji je zavrsni sloj viSesloj
PLL/PGA stimuliraju proliferaciju stanica (slika 13.), (68,
71). In vivo test na Novozelandskim bijelim ze¢evima poka-
zao je da nakon 8 tjedana kompozit (PLL/PGA), -CaP-[(PLL/
PGA).-CaP] (PLL/PGA); ima statisticki znacajno bolju inte-
graciju u kostano tkivo od titanskih plocica (Slika 14.), (68,
71).

Zakljucci

Iz prikazanih primjera vidljivo je da organske molekule
prisutne u taloznom sustavu svojim medudjelovanjem s
nastaju¢om fazom kontroliraju brzine i mehanizme pojedinih
stupnjeva taloznoga procesa, te time utje¢u i na veliinu,
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morfologiju i sastav nastale ¢vrste faze. Dominantan meha-
nizam djelovanja organskih molekula s anorganskim krista-
lima, kako u modelnim sustavima, tako i u biomineralizaciji,
jest adsorpcija. Pokretacke sile adsorpcije se kre¢u od cisto
elektrostatskih do vrlo specificnoga prepoznavanja kristalnih
ploha uzrokovanog strukturnom i stereokemijskom kompati-
bilnoscu.

Razumijevanje tih procesa od velike je vaznosti za dizajn i
pripravu dobrih anorgansko/organskih kompozitnih materijala
za regeneraciju kostiju, narocito onih koji bi trebali sluziti kao
terapijski sustavi sa strogo kontroliranim otpustanjem bioloski
aktivnih molekula.
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Original scientific paper

ABSTRACT

Interactions at organic/inorganic interfaces underly many natural precipitation processes. Bones and urinary stones are two types
of mineralized tissue in human organism that attract special attention due to the medical problems connected with them. In this
paper, through the review of the investigations of interactions between organic additives and calcium phosphate crystalls per-
formed in our group, it is shown how results obtained in these model systems can be applied in design and preparation of novel
biomimetic coatings for bone metal implants.
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