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Unato¢ dugogodisnjem istrazivanju i upotrebi zamjenskih kostanih materijala, prirodni biomaterijali i dalje poka-
zuju najbolje rezultate. Uzimajuéi u obzir da kosti kraljeSnjaka kao zamjenski materijal predstavljaju potencijalni
izvor zaraze, istrazivaci ispituju i druge biominerale manje srodnih organizama. Istrazivanja provedena na morskim
beskraljesnjacima dovela su do razvoja i aplikacije implantata kao $to je to Pro Osteon® ili Algipore®, koji postizu

dobre klinic¢ke rezultate.

U ovom radu dan je prikaz najpoznatijih materijala dobivenih iz morskih organizama koji se ve¢ koriste u klini¢koj
medicini ili imaju dobar potencijal za upotrebu. Navedene su i dodatne mogucnosti istrazivanja morskih organizama
u proucavanju patoloskih procesa biomineralizacije u ljudskom organizmu.

Kljuéne rijeci: mineralizacija, morski organizmi, implantati, biomimetika, kosti, kamenci, urolitijaza, biokompati-

bilni materijali, hiperkalciurija

1. Uvod

Ugradnja kostanih implantata rutinski se koristi u den-
talnoj 1 ortopedskoj kirurgiji. lako se implantati i lijekovi
dizajnirani za ortopedsku patologiju konstantno usavrsa-
vaju, jos nije pronaden materijal koji bi svojim svojstvi-
ma bio jednak zdravoj kosti. Zbog toga je teziSte mno-
gih istrazivanja na pronalasku kompatibilnih materijala
koji ¢e uz svojstvo bioaktivnosti biti osteokonduktivni te
idealno i osteoinduktivni. Anorganski kompoziti rijetko
imaju ta svojstva, a ¢esto je njihova izrada preskupa da
bi bili ekonomic¢ni. Nadalje, znac¢ajni problemi stabilnih
polimera jesu nedegradabilnost i potreba za drugom ope-
racijom na mjestu ugradnje zbog njihovoga uklanjanja.

lako je osnovna uloga kostiju oblikovanje, kretanje i za-
Stita, one su takoder i proizvodaci krvnih stanica, u nji-
ma se pohranjuju masti, minerali 1 faktori rasta, a imaju
ulogu i u detoksikaciji te acidobaznom balansu krvi (1).
Kod izrade kostanih implantata potrebno je zadovoljiti i

fizikalna svojstva kostiju: tvrdocu, elasti¢nost i vodlji-
vost. Trenutacno je najbolji zamjenski materijal autolog;
kost iste osobe uzeta s drugog mjesta u tijelu. Medutim,
u slucaju bolesti, ve¢ega gubitka dijela koStanoga tkiva,
te ako se radi o starijoj osobi, ovakav nadomjestak nije
preporucljiv, a ¢esto i nije mogué. Odgovarajuéi materi-
jal koji ¢e upotpuniti takvo tkivo i sluziti kao odgovara-
juca zamjena nije jednostavno nabaviti. Kosti drugih lju-
di predstavljaju potencijalni izvor zaraznih bolesti kao
Sto su sida, hepatitis i sifilis, ¢esto su tesko dobavljive,
a zbog nedovoljnih kontrola dolazi i do incidenata, te je
i zakonska regulativa posljedi¢no sve stroza. Sli¢ni se
problemi javljaju i kod ugradnje kostiju drugih sisava-
ca, pogotovo goveda zbog moguénosti zaraze s prijeno-
snom spongioformnom encefalopatijom (2). Pritom se
javlja i problem odbacivanja stranoga materijala nakon
transplantacije.

Kako bi se sprijecila mogucnost zaraze, istrazuju se ra-
zni organsko-anorganski kompoziti, ali i materijali koji
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SLIKA 1.

SEM fotomikrografska slika heterotrofnog protozoa koja pokazuje nanostrukturirani oblik njegove lorike (uzorak
potjece iz sedimenta morskoga jezera Malo Jezero, otok Mljet, Jadransko more). Slika je preuzeta uz dopustenje
autora (5).

IMAGE 1
SEM photomicrography of heterotrophic protozoa showing precise nanostructure of its lorica (sample originates
from the sediment of sea lake Malo Jezero on the island of Mljet, Adriatic Sea). Picture is adapted from (5) with
the courtesy of authors.

su u potpunosti organskoga podrijetla. Vrlo popularni
sintetski materijali trenutacno u upotrebi gradeni su od
kalcijeve fosfatne keramike, svojim kemijskim sasta-
vom bliske kostanom hidroksiapatitu, sa svojstvima bi-
okompatibilnosti i osteokonduktivnosti, ali s nepouzda-
nom ¢vrsto¢om (3). U klini¢kim ispitivanjima i dalje ne
postizu rezultate sli¢éne implantatima od prirodne kosti
jer dolazi do djelomicne resorpcije, nekompletne zamje-
ne, a keramicki materijali ostaju in situ vise godina (2).
Jedna od glavnih karakteristika koju idealan zamjenski
materijal treba posjedovati je veli¢ina pora od 200 do
500 pum, kako bi bila optimalna za neovaskularizaciju (2,
4). No, s povecanjem veliCine pora, materijal gubi dio
svoje ¢vrstoce, a to predstavlja problem prilikom dizajna
takvoga sintetskog materijala.

S obzirom da toplokrvni organizmi predstavljaju moguci
izvor zaraze, asintetski materijali za sada ne mogu po-
sluziti kao zamjena za prirodne materijale. Znanstvenici
intenzivno istrazuju ostale organizme koji mogu biti od-
govarajucéa supstitucija za kost, odnosno koji posjeduju
biomineralne strukture sa zadovoljavaju¢im fizikalnim
svojstvima. Na prvi pogled beskraljeSnjaci mozda i ne
djeluju kao idealan kandidat za rjeSavanje problema
kostanoga sustava kraljeSnjaka. Medutim, ako pogleda-
mo gradu relativno jednostavnih organizama kao Sto su
protozoe, vidljivo je da se radi o visoko reguliranim na-
nostrukturama koje je vrlo tesko dobiti laboratorijskim
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postupcima (Slika 1.) (5). Ve¢ina morskih organizama
od interesa za biomimetiku ima tvrda tkiva gradena od
kalcijevoga karbonata, u obliku jednoga od njegova dva
najrasprostranjenija polimorfa, kalcita ili aragonita. Kal-
cijev karbonat je opcenito dobro prihvacen od strane
ljudskoga tkiva pa znanstvenici vrlo aktivno proucavaju
proces njegove konverzije u kalcijevu fosfatnu biokera-
miku (2, 6). lako se ovdje radi o relativno novim istrazi-
vanjima, zanimljivo je da su prvi implantati sastavljeni
od tkiva morskih organizama, ugradeni jos u doba civili-
zacije Maja (oko 600 godina prije nove ere), kada je se-
def Skoljkasa koriSten kao zubni implantat (7-9). Sedef
se jos uvijek istrazuje za upotrebu kao biokompatibilno
i osteoinduktivno tkivo (9-12). Iz njega su ekstrahirani
lipidi koji se koriste u kozmetici i dermatologiji (13).
Osim istrazivanja sedefa mekuSaca, popularna su istra-
zivanja i na koraljima. Implantati sastavljeni od morskih
organizama ugradeni su ve¢ ljudima u kosti. Pro Oste-
on® u sebi sadrzi dijelove skeleta koralja i uspjesno se
koristi kao zamjenski materijal za kost (14). Takve im-
plantate tijelo bolje prihvaca jer imitiraju mikrostrukturu
ljudske kosti, ona brze raste i eliminira rizik kontami-
nacije bolje od starih tipova bioimplantata (7, 11, 14).
Sli¢na istrazivanja provode se i s koraligenskim algama,
koje imaju vrlo obec¢avaju¢e mogucnosti primjene. To su
samo neki od primjera kako se biomimetska istrazivanja
morskih organizama mogu koristiti u medicinske svrhe.
Kroz ovaj rad ¢e se prikazati dio tih istrazivanja kako bi
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se naglasila vaznost interdisciplinarnosti u suvremenom
istrazivackom radu.

2. Biomineralizacija

Kada govorimo o biomineralizaciji, podrazumijevamo
proces selektivne ekstrakcije i unosa elemenata iz okoli-
Sainjihovuugradnju u funkcionalne mineralne strukture,
uz strogu biolosku kontrolu (1). S kemijskoga aspekta,
proces mineralizacije temelji se na procesima taloZenja:
sastav, oblik 1 veli¢ina kristala ovise o mehanizmima i
relativnim brzinama pojedinih stupnjeva talozenja (nu-
kleacija, kristalni rast, agregacija i transformacija) (15).
Sami mehanizmi i brzine spomenutih taloznih procesa
ovise 0 uvjetima talozenja: sastavu otopine (pocetne
koncentracije reaktanata, prezasi¢enost, pH, ionska ja-
kost, prisutnost necistoc¢a ili stranih iona, aditiva), vre-
menu starenja, temperaturi, mijeSanju i slicnome (1).

Mineralizirana tkiva daju ¢vrstocu i sluze za pohranu ra-
zlicitih iona, posebice kalija 1 fosfata. Mineralizacijski
procesi, bilo fizioloski ili patoloski, uvjetovani su proce-
sima talozenja. TaloZenje je proces nastajanja krute faze
iz vodenih, uglavnom elektrolitnih otopina, a ako nasta-
la kruta faza ima kristalnu strukturu, proces nazivamo
kristalizacijom. Faze taloznih procesa jesu nukleacija,
kristalni rast te sekundarni procesi kao $to su agregacija,
starenje ili transformacija.

Dugo je vladalo misljenje da i biominerali nastaju uglav-
nom direktno iz prezasic¢ene otopine, no otkrice prijela-
znih prekursora mineralne faze otvorilo je mnogo fasci-
nantnih strukturalnih pitanja. Pokazalo se da biominerali
mogu rasti iz nestabilne koloidne faze, gotovo bez pri-
sutnosti vode (Sto uklanja inace logisticki problem viska
tekucine u tijelu) nakon cega nastaje amorfni oblik koji
nukleira i stvara zreli kristal (16). Takoder, provedena
su mnoga istrazivanja koja ispituju utjecaj pojedinih
enzima ukljucenih u proces mineralizacije na stvaranje
polimorfa kalcijeva karbonata (17, 18). Time je poka-
zano kako glavnu ulogu u nukleaciji biominerala ima
organski matriks. On je izrazito vazan u kontroliranju
veli¢ine, oblika, orijentacije, faze, teksture i lokalizacije
biominerala (17-19). To je netopiva mreza kompleksno-
ga skupa makromolekula prostorno organizirana u tro-
dimenzionalni okvir. Sadrzi komponente koje sluze kao
predlozak za nukleaciju minerala, oblikovanje i rast, a
sastoji se od topivoga inetopivoga dijela (20, 21). Topiv
matriks sastavljen je od makromolekula kao §to su pro-
teini, glikoproteini, ugljikohidrati, proteoglikani i lipidi.
On je pretezno zaduzen za stani¢nu aktivnost; transport
iona, reguliranje enzima i stimulaciju hormona, kontrolu
stupnja prezasi¢enosti, odabir tipa polimorfa, a svojim
kiselim makromolekulama oblikuje mjesto za aktivnu

nukleaciju. Netopiv matriks sadrzi molekule koje sluze
kao strukturalna mreza za mehanicku potporu kristalu
u nastanku, a time i modeliranje samoga oblika kristala
(1, 22).

Biomineralizacijski procesi u organizmu covjeka rela-
tivno su dobro prouceni; kako fizioloski tako i patoloski.
Ve¢ petnaestak godina ispituje se moguénost nadomje-
Stavanja mineralizacijskih defekata u ljudskom organiz-
mu upotrebom biominerala morskih organizama. Glavni
predmet istrazivanja jesu kosti, odnosno pronalazak od-
govaraju¢ega medija za njihovu zamjenu nakon traume
ili bolesti. Kosti imaju znatno slozeniju strukturu sa se-
dam razina hijerarhije, a glavni gradevni elementi jesu
mineralizirana kolagenska vlakna, uz anorgansku kom-
ponentu — precizno orijentirane nanokristale karbonat
apatita smjestene u matrici kolagenskih vlakana (23). S
obzirom na to da je i sama kost kompozitni materijal koji
je istovremeno i elastican i tvrd, ne moze se pretpostaviti
da ¢e ga samo jedan materijal mo¢i zamijeniti. Kako je
ovakav medij vrlo teSko sintetizirati dovoljno precizno
da ga organizam prihvati kao svoj sastavni dio, veliki dio
novijih istrazivanja bazira se na moguc¢nostima ugradnje
prirodnih skeletnih materijala u kostano tkivo (24).

3. Tkiva morskih organizama kao zamjenski materi-
jali za koStano tkivo

Glavna je prednost ugradnje biominerala morskih orga-
nizama u odnosu na kostana tkiva drugih sisavaca u tome
Sto ne postoji mogucnost horizontalnoga prijenosa pato-
gena kao Sto su HIV ili hepatitis virusi (25), s obzirom
na to da se radi o hladnokrvnim organizmima koji zive
u vodenom mediju, te ne dijele iste patogene s ljudima.
Iako postoje deseci tisu¢a morskih organizama koji pro-
izvode biominerale, svega Sest koljena morskih beskra-
ljesnjaka (toc¢nije nekoliko vrsta iz par razreda svakoga
koljena) testirano je za upotrebu kao moguci zamjenski
materijal za ljudsku kost. Radi se o ¢lankonoScima (ra-
kovi), bodljikasima (jezinci i zvjezdace), mekuscima
(sipe, puzevi i Skoljkasi), koraljima, spuzvama i crvenim
algama (2). Pregled dosadasnjih istrazivanja spomenutih
organizama u ovom radu poredan je sistematski, prema
koljenima. lako nisu zastupljene sve ispitivane vrste,
ovaj pregledni rad daje uvid u trenutacno stanje istra-
zivanja biominerala morskih organizama za upotrebu u
biomedicinske svrhe.

3.1. Vapnenacke alge
Hidrotermalno tretirane vapnenacke alge imaju skelet od
kalcijeva karbonata koji se nakon tretmana s amonije-

vim fosfatom, konvertira u hidroksiapatit ili B-trikalci-
jev fosfat ¢ime se ocuva porozna struktura algi (24, 25).
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SLIKA 2.
Razvoj kostanoga tkiva na mjestu preklapanja biomaterijala i tkiva koje vodi daljnjem razvoju kosti. Slika moderi-
rana prema (27).
IMAGE 2
Development of bone tissue at the interaction site of biomaterial and tissue leading to further bone development.
Picture is moderated according to (27).

Tako dobivene granule proizvode se pod imenom Algi-
pore® i pokazuju dobre uspjehe u klinickim studijama,
pogotovo u oralnoj kirurgiji, a njihova se svojstva mogu
poboljsati mijesanjem s autolognim kostanim ¢ipovima.
Na povrsini Algipore® strukture oblikuje se proteinski
sloj, sto dovodi do resorpcije Algipore® implantata koji
se tijekom vremena resorbira i zamijeni s novo obliko-
vanom kosti (26). Na Slici 2. prikazani su procesi koji
dovode do ponovnoga oblikovanja kostanoga tkiva na
mjestu kontaktne povrSine implantata i kosti (27). Takav
sustav relativno se dugo koristi u klinickoj medicini pri
nadomjestavanju kostiju maksilarnih sinusa; Ewers (26)
izvjeStava kako je ugradio 209 kostanih nadomjestaka
koji sadrze AlgiPore® u 118 pacijenata kroz razdoblje
od 14 godina. On tvrdi da je taj nadomjestak dovoljan da
se potakne rast nove kosti u roku od 6 mjeseci, uz omo-
gucavanje osteointegracije implantata kroz sljede¢ih 6
mjeseci 1 veliku stopu prezivljavanja samoga usatka. Va-
pnenacke alge koje se koriste za izradu Algipore®sustava
imaju brz rast i mogu se relativno jednostavno i jeftino
uzgajati u laboratoriju te nema opasnosti za prirodne
populacije, sto ih ¢ini odgovaraju¢im organizmima za
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dugorocnu upotrebu kao zamjenski biomaterijal u mak-
silofacijalnoj kirurgiji.

3. 2. Spuzve

Prema Greenu (28) (2008), vrlo dobar kandidat za za-
mjenski materijal je i kolagenska morska spuzva koju se
moze upotrijebiti kao predlozak za oblikovanje skelet-
noga tkiva. To omogucuje njena struktura sastavljena od
fibroznih mreza s velikim povrSinskim dijelom i medu-
sobno povezanim Supljinama. Vecina spuzvi ima skelet
napravljen od spongina, isprepleten silikatnim spikula-
ma (29). Spongin je usporediv s ljudskim kolagenom,
§to tu kompleksnu mjesavinu ¢ini visoko kompatibil-
nom za invitro pokuse s ljudskim stanicama. Predlozak
od spongina poboljSava regeneraciju inicijalnih stadija
kostanoga tkiva, promovira prihvacanje, proliferaciju i
omogucuje tkivnu diferencijaciju (28, 30). Green (28)
napominje da strukturna organizacija spuzvi ima bolja
svojstva u usporedbi s poliglikolnim (PGA) vlaknima
koja se koriste kao nadomjestak hrskavicnoga tkiva; tki-
vo morske spuzve ima bolju povezanost vlakana s ve-
¢om uskladenoscu cijele strukture.



Vida Cadez: Nove metode priprave bioimplantata: znacaj istraZivanja biomineralne strukture morskih beskraljesnjaka za razumijevanje procesa mineralizacije

kraljesnjaka. Med Vjesn 2011; 43(1-4): 91-101

SLIKA 3.

FESEM mikrofotografija bio-anorganske strukture koralja Cladocoracaespitosa, trodimenzionalna morfologija
povrsine gornjega septalnog dijela kaliksa. Umetnuta slika: visoko-rezolucijski prikaz povrS§inske morfologije po-
drucja oznacenoga bijelom tockom. Slika je preuzeta uz dopustenje autora (35).

IMAGE 3
FESEM microphotographs of bio-inorganic structures of Cladocoracaespitosa coral: three-dimensional
morphologies of the upper part of septal unit within the calyx. Inserted high-resolution image displays the surface
morphology of the marked section. Picture is adapted from (35) with the courtesy of authors.

Znacajan problem kod vece eksploatacije spuzvi u tu
svrhu jest odrzivost vrsta pogodnih za industrijsku upo-
trebu. Spuzve se ve¢ sada koriste u kozmetickoj indu-
striji i biomedicini zbog ¢ega se izlovljavaju u velikim
kolicinama. Za neke vrste kao Sto je Spongiaofficinalis
(istrazivana u implantologiji) potraznja industrije ne
moze biti zadovoljena izlovom prirodnih populacija, te
se istrazuju nacini uzgoja takvih spuzvi (31). Ako se ne
pronade odgovarajuci uzgojni sistem, dugoro¢na upora-
ba tih spuzvi neée biti moguca (2).

3.3. Koralji

0Od 80-tih godina prosloga stoljeca, koralji se koriste kao
zamjenski materijali za koStano tkivo u obliku prirod-
noga koralja, ali i kao konvertirani koralinski hidrok-
siapatiti (32). Njihova porozna struktura s veli¢inom
pora od 100 do 500pm u promjeru (Slika 3) 1 visokim
stupnjem povezivosti uz dobru stopu resorpcije omogu-
¢uje uspjesnu uporabu u raznim klini¢kim istrazivanji-
ma (samostalno ili kao dio kompozita), uz male stope
komplikacija (2, 32-35). Tran i suradnici (34) ve¢ duzi
niz godina upotrebljavaju koraljne predloske od koralja
Poriteslutea s izoliranim stanicama ljudske koStane srzi
i specificnim faktorima rasta u klinickim ispitivanjima,
koje su uspjesno primijenili na preko tisu¢u pacijenata s
razli¢itim koStanim patologijama. Provedena su uspjes-

na istrazivanja u kojima je koraljni matriks ugradivan u
razna tkiva za npr. rekonstrukciju acetabule kod 17 paci-
jenata koriste¢i Pro Osteon® 500(14), ili kod 71 pacijen-
ta koji su bolovali od tumora kostiju (36). Pro Osteon®
500 jest materijal koji kopira unutarnju strukturu ljudske
kosti, napravljen djelomi¢nim konvertiranjem koralj-
noga kalcijeva karbonata u hidroksiapatit; na taj nacin
porozna struktura koralja ostaje netaknuta u unutrasnjo-
sti, a izvana se nalazi hidroksiapatitni sloj koji sprjecava
prebrzu resorpciju koralja, stvaraju¢i idealnu podlogu za
rast nove kosti (37).

Ipak, znanstvenici napominju da koralji imaju naznake
slabije u¢inkovitosti u usporedbi sa sedefom pri induk-
ciji oblikovanja ljudskih kosti (38), Sto bi se vjerojatno
moglo evolucijski objasniti (39). Takoder, koralji imaju
sporu stopu rasta u prirodi i postoji opasnost od ugro-
zavanja prirodne raznolikosti ako bi se poceli masovno
koristiti u te svrhe. Prema Ritteru (40) samo proizvodaci
ProOsteona™ zahtijevaju 2 do 4 tone koralja godiSnje,
a za oCekivati je da Ce i zakonska regulativa vezana uz
zastitu koralja u buduénosti biti jos vise restriktivna, §to
dodatno komplicira moguénosti iskoriStavanja toga or-
ganizma u implantologiji.
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3.4. Clankonosci

Od svih morskih ¢lankonozaca, svega nekoliko vrsta de-
kapodnih rakova ima pozornost znanstvenika kada je u
pitanju istrazivanje novih materijala za koStane implan-
tate. lako koriStenje njihovih egzoskeleta jo§ uvijek nije
ispitano za upotrebu kao zamjenski materijal za kost,
prema Clarke i suradnicima (2) strukture mineraliziranih
egzoskeleta pokazuju odli¢na materijalna svojstva koja
bi mogla biti odgovor na problem dugotrajne resorpcije
materijala.

Vjerojatno najpoznatiji materijal dobiven iz oklopa ra-
kova, a Siroko koristen u medicini je hitosan. Venkate-
san 1 Kim (41) predstavili su zanimljiv nacin upotrebe
hitosana dobivenoga iz hitina rakova za stvaranje kom-
pozitnih kostanih nadomjestaka. Autori navode da iako
nema osteoinduktivna svojstva i dovoljnu ¢vrstocu, hito-
san posjeduje visoka biokompatibilna, biodegradacijska,
osteokonduktivna i porozna svojstva. Nadalje, hitosan je
ve¢ kombiniran s raznim materijalima kako bi se napra-
vio kompozitni materijal zadovoljavaju¢ih svojstava za
upotrebu u ortopediji; neki od tih materijala su i hidrok-
siapatit, alginat, hijaluronska kiselina, kalcijev fosfat te
faktori rasta. lako hitosan sam po sebi ne moze imitirati
sva svojstva prirodne kosti, u kombinaciji s tvarima po-
put hidroksiapatita pokazuje dobra svojstva. Autori (41)
navode da su egzoskeleti rakova potrebni za proizvodnju
hitosana lako dostupni u cijelom svijetu, s obzirom na to
da se radi o vrstama koje se koriste u prehrani, a njihovi
egzoskeleti pri tome predstavljaju otpadni materijal.

3.5. Mekusci

Mekusci su jedno od rijetkih koljena u kojima je ispitan
veci broj vrsta za upotrebu u implantologiji. To se prije
svega odnosi na Skoljkase, makar je i na puzevima na-
pravljeno nekoliko zanimljivih istrazivanja. Od ostalih
skupina potrebno je istaknuti istrazivanja na glavonosci-
ma, ponajprije na sipi.

3.5.1. Skoljkasi

Jedan od dobro prihvaéenih materijala od strane orga-
nizma sisavaca jest sedef skoljkasa, koji uz svojstvo bi-
okompatibilnosti ima i osteoinduktivne supstance (42,
43). Sedef je graden od aragonitnih kristalnih ploha
prekrivenih topivim organskim matriksom. Osim same
osteogenske aktivnosti, sedefni matriks inhibira protea-
ze (cisteinsku, proteazu K), povecava aktivnost alkalne
fosfataze koja inducira oblikovanje kostanih nodula, sti-
mulira proliferaciju, diferencijaciju i ranu mineralizaciju
(43). Jos su 1997. godine napravljeni pokusi ugradnje
sedefnoga materijala u kostano tkivo Celjusti ljudi (44).
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Kada se taj materijal ugradi u kost, dolazi do privlacenja
1 aktiviranja matic¢nih stanica kostane srzi i osteoblasta,
odnosno do oblikovanja nove koStane mase, bez upalnih
reakcija i fibroznih tvorevina, a s vremenom dolazi do
resorpcije sedefa uz induciranje oblikovanja nove kosta-
ne mase.

Sedef se koristi u obliku praha, no prema istrazivanjima
popravaka veéih kostanih defekata u femuru ovce 1 ci-
jeli komadi sirovoga sedefa mogu biti uc¢inkoviti; oblik
implantata se ne mijenja nakon 12 mjeseci, a dolazi i
do osteogeneze na kontaktnoj povrsini (10, 43). Dodatna
prednost sedefa jest mogucénost njegova oblikovanja u
zeljeni oblik. Tako su Vecchio i suradnici (6) napravili
vijke od sedefa koji su termalno konvertirali u hidroksi-
apatit i ugradili Stakorima. Nakon 6 tjedana novoobliko-
vana kost prozela je implantat. ZakljuCuju da taj materi-
jal ima dobru biokompatibilnost i osteokonduktivnost te
da bi se mogao koristiti i za zahvate koji imaju znacajnu
nosivost, te za facijalnu rekonstrukciju i popravak veli-
kih kostanih defekata, uz potencijalnu zamjenu kostiju
prstiju. Lipidi iz sedefa induciraju ponovno oblikovanje
unutarstani¢noga cementa ljudskoga stratum corneuma
zbog Cega je sedef proucavan i u dermatologiji (43).
Ekstrakt sadrzi masne kiseline, trigliceride, kolesterol i
ceramide u maloj gusto¢i. Primjena takvoga ekstrakta na
prethodno djelomi¢no dehidrirane eksplantate ljudske
koze inducira hiperekspresiju filagrina (odgovornoga za
hidrataciju stratum korneuma) i smanjivanje ekspresije
transglutaminaze koja je previse izrazena kod upalnih
procesa na kozi. Takoder, takvi ekstrakti induciraju ob-
navljanje unutarstani¢noga cementa stratum corneuma

(13).
3.5.2. Puzevi

Sli¢no skoljkasima, puzevi takoder imaju ljusturu djelo-
micno izgradenu od sedefa. Razlika izmedu ta dva razre-
da je u tome $to kod puzeva uglavnom prevladava sedef
poredan u obliku stupova s brzim vertikalnim rastom,
dok skoljkasi ve¢inom imaju listasti sedef s brzim late-
ralnim rastom (22, 45)

U istrazivanju Vecchia i suradnika (6) paralelno sa skolj-
kasima, i iz puzeva (Strombusgigas) je uzet sedef, kon-
vertiran u hidroksiapatit pri razlicitim laboratorijskim
uvjetima 1 apliciran u kostano tkivo $takora. Dobiveni
rezultati kriticnoga naprezanja usred pritiska su sli¢ni
(~137-218 MPa) sedefu skoljkasa (~70-150 MPa), od-
nosno bliski mehanickoj snazi ljudske kosti, te je zaklju-
¢eno da se sedef puzeva moze koristiti kao potencijalan
zamjenski materijal za ljudsku kost. Takoder, jednako
kao 1 sedef $koljkasa, sedef puzeva se moze oblikovati u
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vijke ili u bilo koji drugi zeljeni oblik, pod uvjetom da je
pocetni uzorak u pitanju dovoljno velik.

3.5.3. GlavonoSci

Sipe su organizmi koji imaju veliku pozornost u implan-
tologiji, i to prije svega obiCna sipa (Sepiaofficinalis),
odnosno konverzija njene sipovine iz aragonita u kar-
bonizirani hidroksiapatit, koriste¢i razne laboratorijske
postupke (2, 46, 47). Sipovina je slozeni materijal koji se
sastoji od aragonita isprepletenoga organskim -hitinom,
s visokom poroznos¢u (80-94%) i velicinom pora od
200 do 600 um (2, 47). Iako takvi materijali jos uvijek
nisu upotrijebljeni za klinicka ispitivanja na ljudima, oni
pokazuju dobre rezultate u preliminarnim istrazivanjima
provedenim na femuru kunié¢a, s boljim rezultatima od
trikalcijeva fosfata i demineralizirane koStane srzi (48).
Autori toga istrazivanja zakljucuju da je sipovina lako
dostupan materijal koji se moze jednostavno oblikovati,
aima znacajan osteokonduktivni kapacitet, te bi se mogla
klini¢ki koristiti kao zamjenski materijal za pobolj$anje
osteogeneze 1 osteokondukcije. U slicnom istrazivanju
od strane Kim i suradnika na sipovini sipe Sepiaescu-
lenta potvrdeno je da je sipovina dobar materijal za pro-
izvodnju poroznoga hidroksiapatita koji bi trebao imati
dobru biokompatibilnost (49). Niske cijene proizvodnje,
laka dostupnost sirovine u cijelom svijetu, uz navedena
svojstva biokompatibilnosti, poroznu strukturu i sastav
sli¢an ljudskoj kosti sipovinu €ini vrlo zanimljivim ma-
terijalom za upotrebu u biomedicinske svrhe (50).

3.6. Bodljikasi

Bodljikasi jesu zanimljiva skupina morskih organizama
jer u svoja tvrda tkiva ugraduju magnezijski kalcit, s ra-
zli¢itim postotkom magnezija Cak i unutar tkiva iste je-
dinke (51). Iako je za sada samo par vrsta jezinaca istra-
zeno, postoje naznake da bi tkiva bodljikasa mogla biti
korisna za upotrebu u implantologiji za popravak manjih
defekata koStanoga tkiva.

3.6.1. Jezinci

Iglice jezinaca su vrlo zanimljiv materijal za istraziva-
nje. Gradene su od poroznog magnezijevog kalcita s
koncentracijom magnezija koja varira od 3 do 15 mol%;
pretpostavlja se da je uloga magnezija sprjeCavanje pu-
canja iglice preblizu ljusturi jezinaca (51). Vecchio i
suradnici (52) pripremili su porozni B-trikalcijev fosfat
hidrotermalnom konverzijom iglica dviju vrsta jeZinaca
(Heterocentrotusmammillatus i Heterocentrotustrigona-
rius) s ciljem ispitivanja njihovih mehanickih svojstva i
biokompatibilnosti in vivo testiranjem u femuru Stakora.
Iglice tih vrsta dovoljno su velike da se mogu oblikovati

u potreban oblik, a s obzirom da se ponasaju kao mono-
kristali imaju glatke, zaobljene povrsine. Autori studije
navode kako se u roku od 6 tjedana oko usatka oblikova-
la nova kost te da takav materijal ima dobre bioaktivne
i osteokonduktivne karakteristike. Ipak, Clarke i surad-
nici (2) navode da vecina vrsta jezinaca ima iglice koje
su premalene za takvu prakti¢nu upotrebu, te dovodi u
pitanje odrzivost populacija ispitivanih vrsta.

3.6.2. Zvjezdace

Martina i suradnici (53) prvi su istrazili moguénosti isko-
riStavanja dermalnih skeletalnih elemenata zvjezdace
Pisastergiganteus, takozvanih osikula, koje su odabrane
jer imaju promjer pora slican komercijalno dostupnom
preparatu Algipore®, uz odredene strukturne razlike.
Rezultati te invitro studije pokazali su kako su osikule
kompatibilne s ljudskim stanicama te kako bi se uz dalj-
nja istrazivanja mogle koristiti u obliku Cestica kao za-
mjenski materijal za kost. Nazalost, daljnje informacije
o zvjezdacama nisu pronadene, iako bi bilo zanimljivo
istraziti moze li sposobnost regeneracije krakova zvjez-
daca imati utjecaja na obnovu kostanoga tkiva.

Istrazivanje biominerala morskih organizama kao za-
mjenskoga materijala za ljudsku kost pruza nove mo-
gucnosti u pronalasku usatka koji bi mogao zamijeniti
»zlatni standard®, autolognu kost. Potrebno je produbiti
istrazivanja ovdje opisanih vrsta, a postoji jo$ niz drugih
vrsta morskih organizama koje nisu istrazene. Nadalje,
potrebno je pronaci i odgovarajuci biomineral morskih
organizama koji svojim dimenzijama odgovara zahtje-
vima velikih kostanih defekata, te vrstu koja se moze
dugoroc¢no upotrebljavati bez opasnosti od narusavanja
prirodne bioraznolikosti (52).

4. Morski organizmi kao model za proucavanje pa-
toloske biomineralizacije ljudi

Prema novijim istrazivanjima, degradacija koStanoga
tkiva uzrokovana osteoporozom dovodi se u vezu s jos
jednom patoloskom biomineralizacijom — urolitijazom
(54). Ona je jedan od vodecih medicinskih problema
modernoga drusStva. Zna se da biomineralizacija mekoga
tkiva — urolitijaza ovisi o fizikalno-kemijskim faktorima,
kao Sto je prezasic¢enje urina, manjak inhibitora i slicno
(55). Najvazniji faktor za nastanak urolitijaze jest pre-
zasi¢enje urina koje dovodi do vezanja kristala soli za
stijenke urinarnoga trakta. Jedan od vaznih ¢imbenika
koji utjece na razvoj simptoma visok je unos natrija pre-
hranom, uglavnom u obliku natrijeva klorida, $to dovodi
do aktivacije mehanizama za odrzavanje osmolarnosti
krvi u normalnim granicama (oko 300 mOsmol/L). Time
dolazi do smanjenja reapsorpcije natrija, odnosno do
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povecanja njegove koncentracije u urinu i povecane ek-
skrecije mokra¢om. To stvara negativan balans natrija i
kalcija, jer su njihove reapsorpcije medusobno povezane
u proksimalnim kanali¢ima i uzlaznim krakovima Hen-
leovih petlja bubrega ljudi. Taj disbalans posebno Steti
osobama s bubreznim kamencima koje su osjetljivije na
kalciurijski u¢inak soli (56). Hiperkalciurija, hiperkalce-
mija 1 hiperoksalurija glavni su metabolicki poremecaji
koji dovode do nastanka kalcitnih kamenaca sastavljenih
uglavnom od kalcijevih oksalata, CaOx, i kalcijevih fos-
fata, CaP (57).

Pretpostavlja se da zastitni sloj glikozaminoglikana pre-
kriva unutarnje bubrezne stijenke kod zdravih bubrega;
tamo gdje ih nema, dolazi do nagomilavanja i pricvrs¢i-
vanja kristala s posljedi¢nim rastom bubreznih kamenaca
(58). Dakle, za razliku od fizioloskih procesa biomine-
ralizacije u kojima organski matriks kontrolira pocetak
nukleacije, u nekim oblicima patoloske mineralizacije
(kao sto je oblikovanje bubreznih kamenaca) kristali se
originalno oblikuju u tjelesnoj tekucini, a zatim se pri-
¢vrScuju na organski matriks, odnosno na defektne dije-
love bubreznih stijenki gdje nastavljaju rast i agregaciju
u urolite (55, 58). S obzirom na to da je cilj ovoga rada
fokusiran na biomineralizacijske procese, uzroci oste-
¢enja stijenke bubrega nece biti dodatno obradeni, vec¢
je naglasak stavljen na proucavanje ionskoga transporta
koji dovodi do patoloskih stanja.

Nobelovac August Krogh jos je 1929. zakljucio kako po-
stoji idealna Zivotinja za rjeSavanje svakoga fizioloskog
problema, misao koja je postala poznata kao Kroghov
princip. Pritom je i sam naglasio da se problemi ekskre-
cije mogu rijesiti samo kada se pronadu sve njihove esen-
cijalne modifikacije, misle¢i na evolucijske prilagodbe.
Kada se govori o osmoregulaciji, transportu tekucina i
iona, funkciji bubrega i regulaciji volumena, ribe i mor-
ski beskraljesnjaci pokazali su se kao vazni modeli (59).
Skrge raka Carcinusmaenas koristan su model za shva-
¢anje regulacije analognih transportera natrija pronade-
nih u bubrezima sisavaca (60), a za istrazivanje same
funkcije bubrega ¢ovjeka koriStena je i jegulja Anguilla-
rostrata te morski pas Squalusacanthias (59). S obzirom
na to da su jegulje i morski psi komplicirani za dobavu
i odrzavanje u eksperimentalnim uvjetima, rak Carci-
nusaestuarii mogao bi posluziti kao zamjenski modelni
organizam za invitro ispitivanja. On je fizioloski gotovo
identi¢an raku Carcinusmaenas, nalazi se prirodno u Ja-
dranu i jednostavno ga je drzati u laboratoriju. Jedan od
aspekata koji bi bilo zanimljivo dodatno istraziti, a mo-
glo bi koristiti razumijevanju procesa nastanka bubrez-
nih kamenaca, jest utjecaj unosa razlicitih koncentraci-
ja iona natrija na aktivne transportere koji kontroliraju
biomineralizacijske procese modelnoga organizma raka
Carcinusaestuarii.
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Stanice veéine organizama imaju isti adaptivni odgovor
na poviSenu slanost; nakupljaju unutarstani¢ne organske
osmolite. Izvanstani¢na tekucina ljudi uglavnom je re-
gulirana na oko 300 mOsmol/L, urin ima osmolarnost
od 1200 mOsmol/L, ali neke bubrezne stanice izlozene
su koncentracijama i do 3000 mOsmol/L; to su ionske
koncentracije u kojima i rakovi roda Carcinus mogu pre-
zivjeti prilagodavajuci koncentraciju svoje hemolimfe
(59). Ti rakovi imaju moguénost regulacije iona natrija i
klorida ¢ime se prilagodavaju razli¢itim osmotskim kon-
centracijama, $to im u prirodi omogucuje prezivljavanje
u ekstremnim slanostima, od 4 do 54 psu.

Dodatna zanimljivost toga raka jest ta da ne moze reap-
sorbirati sol iz urina pa ne moze ni ispustati urin razlicite
koncentracije od hemolimfe. To znaci da gubi puno soli
preko urina kada je u razrijedenoj morskoj vodi (oko 313
mOsmol/L). On nadoknaduje taj gubitak aktivnim uno-
som soli te odrzava ionsku koncentraciju i osmotski tlak
hemolimfe visi od onoga u razrijedenom okolisu (oko
615 mOsmol/L - umjereni hiperosmoregulator). Na*, K*
ATP-aza je odgovorna za pobudu aktivnoga izbacivanja
natrija iz energetski bogatih kloridnih stanica u hemo-
limfu, koja postaje hiperosmotska u odnosu na vanjski
medij (u ovom slucaju razrijedena morska voda); to po-
ti¢e volumnu regulaciju stanica i prezivljavanje u novim
uvjetima. Takva regulacija kod rakova roda Carcinus
ucinkovita je do donje granice slanosti od 8 psu.

S obzirom na to da se prevelik unos natrija smatra jed-
nim od glavnih etioloskih faktora za nastanak bubreznih
kamenaca, vrlo je vjerojatno da se tada prilagodava ak-
tivnost Na*, K" ATP-aze u epitelnim stanicama Henleo-
ve petlje, koja uzrokuje i promjene u aktivnosti drugih
aktivnih nosaca kao Sto su H" ATP-aze, ugljikova anhi-
draza, te protuizmjene CI/HCO, i Na"/H".

Povec¢ani unos natrija pogoduje i nizu drugih patogene-
za, od kojih je za aspekt obraden u ovom radu nuzno
spomenuti razgradnju kostiju zbog izlucivanja kalcija
kao posljedicu kompenzacije povisSenoga unosa natrija,
pogotovo izrazenu kod Zena u postmenopauzi. Zbog gu-
bitka estrogena, promjene epitela gastrointestinalnoga
sustava i smanjene sinteze D vitamina nema hormonalne
reakcije koja bi potaknula porast crijevne apsorpcije kal-
cija te dolazi do razgradnje kostiju kao posljedice izluci-
vanja kalcija poviSenjem unosa natrija (56).

Navedeno bi moglo pridonijeti razumijevanju patofizio-
loskih temelja nastanka bubreznih kamenaca, kalciurije i
osteoporoze ljudi. Prema Moeu (61), jos uvijek nije jasna
veza izmedu kemije urina, funkcionalnih abnormalnosti
koje uzrokuju hiperkalciuriju i anatomskoga pronalaska
naslaga kalcijeva fosfata oko Henleove petlje. Poznato je
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da postoje dva oblika hiperkalciurije (62); prvi je uzro-
kovan pove¢anim unosom kalcija te se naziva nutritivna
kalcij—ovisna hiperkalciurija. Drugi je oblik idiopatska
metabolicka hiperkalciurija koja se ocituje pove¢anom
kalcijskom ekskrecijom, unato¢ normalnom ili smanje-
nom unosu kalcija. Ona nema poznatih metabolickih
uzroka i trenuta¢no nisu poznati tocni patogeni meha-
nizmi i ¢imbenici povezani s gubitkom koStane mase u
tih bolesnika (54). Simptomatski je poznato da bolesnici
s urolitijazom imaju visu razinu kostane resorpcije i nizu
razinu mineralnoga koStanog sastava uz posljedi¢no
smanjenu koStanu gustoc¢u (63, 64). Potrebno je dodatno
ispitati koliko je to medusobno povezano. S obzirom na
to da je vrlo tesko obavljati medicinska ispitivanja na
ljudima, vazno je interdisciplinirati znanstvena istrazi-
vanja kako bi znanstvenici iz razli¢itih podrucja mogli
sagledati isti problem iz razliCitih perspektiva, s ciljem
donosenja zajednickoga pozitivnog rjeSenja tog proble-
ma.

5. Zakljucak

lako na prvi pogled ljudi nemaju puno zajednickih po-
veznica s morskim organizmima, evolucijski gledano,
oni koriste slicne mehanizme mineralizacije. [ako to ne
znaci da svi odgovori leze u proucavanju morskih or-
ganizama, takva istrazivanja ipak mogu znatno pridoni-
jeti razumijevanju odredenih aspekata mineralizacijskih
procesa u ljudi. Treba imati na umu da se radi o znatno
slozenijim procesima od onih koje mozemo proizvesti u
laboratoriju. Zbog toga se koriste ve¢ nastali biominerali
morskih organizama kao predlosci za implantate. Postoji
1 niz laboratorijskih istrazivanja koji se baziraju na opo-
naSanju cjelokupnoga procesa nastanka biominerala, i to
se smatra jednim od udarnih pravaca u znanostima o ma-
terijalima. Bioinspirirane priprave naprednih materijala
u mnogim su poljima uzrokovale napredak industrije,
a sve CeSce se predlaze upotreba takvih materijala i u
medicini. Zbog svega navedenoga potrebno je naglasiti
nuznost interdiscipliniranoga istrazivanja kako bi se pri-
donijelo razvoju materijala koji mogu bolje zamijeniti
trenutacne koStane i dentalne implantate, preparata koji
se koriste u dermatologiji, metoda za istrazivanje fizio-
logije i patofiziologije mineralizacijskih procesa ljudi te
novih metoda preventive i lijeCenja oboljenja vezanih uz
nastanak kamenaca. Takva se istrazivanja provode duzi
niz godina. Postoji bogat literaturni pregled trenutac¢no-
ga stanja, koji je djelomicno obraden i u ovom radu, iako
su mnogi kvalitetni radovi ostali u sjeni jer se literaturni
popis bazirao na preglednim radovima i knjigama kako
bi se citatelji uputili na Sire objasnjenje pojedinih dije-
lova rada.
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Review
ABSTRACT

Despite years of bone replacement material research, most suitable implants still originate from natural resources.
Considering the potential harmfulness of vertebrate bones as replacement materials, the attention of researchers has
been oriented toward more diverse biomineral structures, like those extracted from marine invertebrates. Investigati-
ons of marine organisms have led to development and application of materials like Pro Osteon® or Algipore®, with
good clinical results.

The article presents a short overview of materials from marine invertebrates that are used in clinical medicine, or
have good potential for medical application. Additional usage of marine invertebrates in human pathological biomi-

neralization is also discussed.

Keywords: mineralization, marine organisms, implants, biomimetics, bone, kidney stone, urolithiasis, biocompati-
ble material, hypercalciuria
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