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1.UVvOD

Moderan nacin zivota i produljeno trajanje zivotnog vijeka utjecu na sve ucestaliju pojavu ozljeda
i bolesti ¢vrstih tkiva kao $to su tumori, urodene abnormalnosti i osteoartritis. Navedeno znac¢ajno
smanjuje kvalitetu Zivota ljudi radi ¢ega se traze $to bolja rjeSenja i tretmani [1,2]. Uobicajeno
lijeCenje bolesti ¢vrstog tkiva ukljucuje implantaciju kostanih graftova, obi¢no od metalnih ili
kompozitnih materijala. Implantacija, iako jedan od najkoristenijih tretmana, ima svoje nedostatke
koji ukljucuju ¢estu pojavu infekcije i do dvije godine nakon same operacije. Tijekom lijeCenja
navedenih infekcija obi¢no se poseze za uporabom velikih koli¢ina antibiotika ili ponovnim
operativnim zahvatom. Obje opcije sa sobom nose velike rizike, prekomjerno koristenje
antibiotika moze uzrokovati rezistenciju kod bakterija, dok je rizik infekcije pri ponovljenoj

implantaciji ve¢i nego kod prvotne operacije [3].

U novije vrijeme se razvoj implant materijala antimikrobnih svojstava, koji omogucuju lokalnu
dostavu terapeutika, navodi kao alternativa tradicionalnim terapijama. Medu njima posebnu paznju
privlate biokeramike zbog svoje izuzetne biokompatibilnosti, osteoinduktivnosti i
osteokonduktivnosti. Najvise se koriste hidroksiapatit, s-trikalcijev fosfat, akermanit te bioaktivna
stakla [4-8]. Trodimenzionalne porozne strukture vrlo su znacajne jer mogu mehanicki odrzavati
svoju strukturu, istovremeno ne utjeCu na rast i razvoj okolnih stanica te omogucuju normalan
transport metabolita. 3D biokeramike, usprkos vrlo dobrim bioloskim svojstvima, imaju jednake
nedostatke kao i postoje¢i materijali za koStane implantate. Navedeno je razlog istrazivanja
antibakterijskih biokeramickih 3D okosnica (engl. scaffold) koji bi posve uklonili ili znac¢ajno
smanjili vjerojatnost pojave infekcije nakon implantacije. Navedene okosnice mogu biti
pripremljene kao kombinacija biokeramickih materijala te antibakterijskih agensa, kao $to su:

antibiotici, ioni antibakterijskih svojstava ili biokeramike antibakterijskih svojstava [1].
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2.BIOKERAMIKE ANTIBAKTERIJSKIH SVOJSTAVA

Biokeramic¢ki materijali uglavnhom nemaju antimikrobna svojstva, pa ih je potrebno
funkcionalizirati kako bi se sprije€ile infekcije nastale nakon implantacije. Pojava infekcija obi¢no
ukljuCuje nastanak biofilma na implantatu $to otezava djelovanje imunoloskog sustava te

sistemati¢no primijenjenih antibiotika ¢ime se odgada i regeneracija kostanog tkiva.

Kao potencijalno rjeSenje istrazuju se biokeramike koje u sebi sadrzi antibiotike koji tako
ciljano i lokalno djeluju na izvor infekcije. S obzirom na to da do pojave infekcije moze do¢i i
mjesecima, pa ¢ak i godinama, nakon ugradnje implantata, vazno je da materijal moze kontrolirano
i kontinuirano otpustati antibiotik. Obi¢no se to postize prevla¢enjem ili vezanjem antibiotika na
biokompatibilne polimere, prevlacenje nanoniti ili stvaranje viSeslojne strukture koja omogucuje
postepeno otpustanje. Jedan od na¢ina kontrole otpustanja antibiotika ilustriraju Mg-Ca-TiO2 3D
okosnice s doksiciklinom, gdje se otpustanje antibakterijske tvari kontrolira koncentracijom
doksiciklina unutar biokeramicke okosnice te karakteristikama pora. Osim toga moguce je 3D-
bioprintanjem pripremiti kompozit biokeramika i biopolimera gdje se otpustanje antibiotika
kontrolira polimerom [9]. Postoji mogu¢nost nanosenja organske prevlake na povrSinu implanta
koje sadrze antibiotik, kao npr. prevlacenje TiO2 povrsina s poli(lakticnom-ko-glikolnom)
kiselinom koja sadrzi aminoglikozidni antibiotik. Navedena 3D okosnica omogucuje naglo
prvotno otpustanje antibiotika nakon ¢ega slijedi dugo ustaljeno otpuStanje. Takav nacin pripreme
ima svoj antibakterijski doseg gdje nakon nekog vremena koncentracije antibiotika unutar
okosnice te ona u mikrookolini dolaze u ravnotezu te on prestaje imati u¢inak. Glavni problem,
kojim se bavi vecina znanstvenika tijekom priprave biokeramika s antibioticima, je kako strogo
kontrolirati otpustanje lijeka te samim dizajnom biokeramika poboljsati njihova antibakterijska

svojstva [1].

Biokeramike dopirane ionima antibakterijskog djelovanja imaju navedeni uc¢inak prilikom
spore i kontrolirane razgradnje okosnice koja omogucuje odrzavanje antibakterijskog ucinka kroz
duZe vrijeme. Vecina dopiranih biokeramickih sklopova prilikom razgradnje otpusSta ione u
mikrookolinu $to lokalno mijenja pH te onemogucuje rast acidofilnih bakterija [10]. lako u teoriji
mogu inhibirati rast bakterija, nisu ih sposobni unistiti osobito ako se radi o ve¢ nastalom biofilmu.
Zbog toga se uvode razni ioni koji imaju sposobnost ubijanja bakterija poput Ag*, Zn*, Cu?*, La%*,

itd. Takvi ioni obi¢no imaju sposobnost promjene pH i osmotskog tlaka §to uzrokuje depolarizaciju
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membrane bakterija i posljedi¢no njihovu smrt. Biokeramike se mogu funkcionalizirati navedenim
ionima dopiranjem, ugradivanjem ili prevlaéenjem u obliku oksida, iona ili nanoc¢estica. Postoji
nekoliko uvjeta prilikom odabira vrste tvari koja ¢e se ugraditi ili kojom Ce se prevlaciti keramika.
Neki od njih su; navedena tvar mora biti biokompatibilna s normalnim stanicama, letalna za
bakterija i ne smije utjecati na osteogenezu okosnice. loni antibakterijskog djelovanja obi¢no ne
ispunjavaju sva tri zahtjeva. Navedeno je razlog za modificiranje i ispitivanja utjecaja razlicitih

oblika u kojima dolaze ioni kako bi se njihovo $tetno djelovanje maskiralo i smanjilo [1].

Biokeramike mogu imati antibakterijsko djelovanje, obi¢no radi nekog fizikalnog svojstva
poput povrSinskog naboja ili strukture povrsine. Promjena mikrookoline biokeramike, koja
uzrokuje smrt bakterija, takoder moze biti izazvana vanjskim ¢imbenicima kao $to su svijetlo,
magnetsko polje ili ultrazvuk. Takve biokeramike, iako naslovno imaju samostalno djelovanje,
sintetizirane su kao kompoziti, no ne dolazi do otpustanja tvari ili iona iz strukture. Navedeno je
razlog da se za pripremu takvih biokeramika koriste dvije vrste materijala, jedan dobrih

mehanickih i strukturnih svojstava te drugi antibakterijskog djelovanja [1].

Nadalje, moguce je sintetizirati biokeramike na temelju fizikalnog termalnog efekta koji
omogucéuje materijalima specifi¢nih fizikalnih svojstava poput apsorpcije energije svijetla ili
zvuka. Navedena energija uzrokuje vibracije reSetke, generiranje termalne energije te poviSenje
temperature sto omogucuje selektivno antibakterijsko djelovanje. Takvo svojstvo imaju grafenski
derivati, ugljikove nanotube te neki metalni nanokompoziti, poput bakrovog ili molibdenovog
sulfida [1]. Navedeni materijali ¢esto se koriste prilikom pripreme biokeramika kako bi se na taj

nacin postiglo antimikrobno djelovanje.

Biokeramike antibakterijskih svojstava temeljene na jednom antibakterijskom agensu
funkcioniraju vrlo dobro, no pokazalo se kako jedna antibakterijska strategija obi¢no nije dovoljna
za pojedine primjene. Iz tog razloga istrazuju se biokeramike nekoliko nacina antibakterijskog
djelovanja, kao sto su kombiniranje dvaju ili vise antibiotika, kombinacija iona antimikrobnog

djelovanja s antibioticima te kombinacija polimera s antibakterijskim djelovanjem i antibiotika

[1].
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3.SINTEZA I KARAKTERIZACIJA BIOKERAMICKIH OKOSNICA

3.1.Nacini sinteze biokeramic¢kih okosnica
Jedan od nacina pripreme biokeramickih materijala je sol-gel metoda, koja se temelji na

jednostavnom otapanju pojedinih reaktanata u vodi u prisutnosti katalizatora. Tom metodom
pripremljena je SiO,-Ca0-Na>O-P»0s staklena biokeramika [11] pri ¢emu su prekursori otopljeni
u vodi, a dobivena otopina gelirana pomocu otopine amonijaka. Tako dobiven gel je nakon 24 sata
posusen u peci kako bi se dobio prah koji je zatim zagrijavan na razliCitim temperaturama za
uklanjanje viska katalizatora nitrata. Prekristalizacijom pri razli¢itim temperaturama mogu se
dobiti keramike razli¢itog sastava te razlicitih stabilnosti i svojstava. Tako na primjer prah dobiven
zagrijavanjem do 300 °C jo§$ sadrzi ostatke nitrata, dok se zagrijavanjem od 300 - 700 °C dobiva
stabilnija forma natrijevog kalcijevog silikata. Prekristalizacijom iznad 700 °C staklena keramika
kristalizira u drugom kristalnom sustavu [11]. Navedeno govori kako naizgled jednostavna sinteza

moze dati puno razlicitih produkata ako se odvija u nekontroliranim uvjetima.
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Hidroliza

Geliranje

Otopina Sol Gel
prekursora

% Temperaturni Ispraravanje
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Slika 1. Shematski prikaz sol-gel metoda pripreme keramika [12].

S obzirom na to da se biokeramicke okosnice sintetiziraju kao implantati/materijali za regeneraciju
kosti, njihova sinteza mora biti zelena, odnosno bez koriStenja agresivnih kemikalija i ekstremnih

uvjeta u smislu jako kiselog/bazi¢nog pH, ekstremnog tlaka i temperature. Veéina uvjeta se moze
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zadovoljiti, ali su ekstremne temperature obi¢no potrebne za postizanje materijala Zeljenih
svojstava. Tako se za dobivanje biokompatibilnog fosterita, otapaju prekursori magnezija i silikata
u etanolu, nakon ¢ega se dobivena otopina zra¢i u modificiranoj mikrovalnoj pecnici. Dobiveni

prah se zagrijava do 800 °C kako bi se dobio fosterit velike kristalini¢nosti [13].

Najstarija metoda priprave poroznih struktura je sinteriranje praha. Na taj nacin dobiva se
porozna struktura pri ¢emu Supljine nastaju na mjestu gdje kontakt cestica praha nije bio potpun.
Veli¢ina i oblik tako dobivenih Supljina ovisi u potpunosti o veli¢ini i obliku Cestica praha. Na taj
nacin moguce je dobivanje strukture s do 35 % poroznosti. Kako bi se dobile poroznije strukture,
¢ak do 80 %, Koristi se sli¢na, modificirana metoda: metoda drzaca razmaka kojom se dobivaju
3D okosnice s porama kontrolirane veli¢ine i oblika. Navedeni postupak ukljuéuje koristenje praha
pocetnog materijala od kojeg se pravi okosnica te ¢estica koje ¢e se koristiti kao “drzaci prostora”
(Slika 2.). Navedeni materijali potom se mijesaju, presaju i zagrijavaju tako da se uklone Cestice
koje sluze kao drzaci prostora i kako bi se dobila Cvrsta, ali porozna struktura. Drzaci prostora
obi¢no su materijali poput karbamida, saharoze, natrijeva klorida, koji se zagrijavanjem ili tijekom
sinteriranja mogu ukloniti iz strukture [14]. Opisana metoda omogucuje pripremu keramickog
dijela biokeramicke okosnice koji samostalno ¢esto nema antibakterijsko djelovanje. Tako
pripremljenim keramikama najée$ce se dodaju antibiotici. Jedan od nacina je uranjanje poroznih

biokeramickih sklopova u otopinu antibiotika 24 sata, nakon ¢ega se suse [15].

Keramicki materijal u prahu
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Slika 2. Shematski prikaz priprave poroznih keramika metodom “drzaca prostora” [14].
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Jedan od najkoristenijih metoda za sintezu poroznog bioaktivnog stakla, jako slicnog kostima, je
replikacija metodom spuzve. Metoda je opisana na sljedeCem primjeru pripreme antibakterijske
okosnice biostakla sa srebrom. Priprema se suspenzija bioaktivnog silikatnog stakla i vezivnog
spoja te AgNOs kao izvorom srebra. U dobivenu homogenu suspenziju uranjaju se porozni kuboidi
poliuretanske spuzve (Slika 3.) nakon ¢ega se ona presa radi uklanjanja viska materijala. Postupak
se ponavlja nekoliko puta pri ¢emu se u zadnjem koraku dodaje impregnacija. Tako dobiveni
uzorci suse se preko no¢i nakon ¢ega slijedi zagrijavanje pri temperaturi 1000 °C kako bi se spalila
polimerna matrica i sinterirale anorganske cestice [16]. Kako bi navedena stakla dobila
antibakterijska svojstva potrebno je dodati antibakterijski agens. Jedna od mogucénosti je
prevlacenje sklopa hidrogelom na nacin da alginat (naj¢eséi sastojak hidrogela) veze metalne ione

antibakterijskog djelovanja, sto je u ovom slucaju srebro [16,17].

Slika 3. SEM mikrografija poliuretanske spuzve koriStene za replikaciju metodom spuzvom
[18].

Jedan od primjera biokeramika sa samostalnim antibakterijskim djelovanjem je sklop
kitozan/zolderonska kiselina/nano-hidroksiapatit. U toj okosnici hidroksiapatit sluzi kao

mehanicki potporni materijal, koji je uz to biokompatibilan, dok kitozan i zolderonska kiselina
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imaju antibakterijsko i antitumorsko djelovanje. Navedena okosnica pripremljena je in situ
talozenjem u kiselom mediju, nakon Cega je uslijedilo smrzavanje pri temperaturi -80 °C te suSenje
radi uklanjanja viska tekucine. Dobivena okosnica ispirana je kako bi se postigao pH 7 [19].

Navedena sinteza relativno je jednostavna §to je vrlo vazno za potencijalnu kasniju primjenu.

Osim navedenih tehnika sinteze najnovija metoda koja se koristi je 3D printanje
biokeramika. 3D printanje odnosi se na niz tehnoloskih procesa koji se koriste za pripremu dijelova
Citavog konac¢nog materijala odnosno sklopa. 3D modeli digitalno se rezu u 2D slojeve koji se
printaju i slazu. Ovo je puno jednostavniji nacin dobivanja vrlo kompleksnih i preciznih struktura
u odnosu na priprema sklopova pomocu kalupa ili uredaja za obradu. Po¢etni materijali obi¢no su
prahovi, suspenzije ili krutine pa ovisno o poc¢etnom materijalu razlikuje se tehnika kojom se
dobiva konacni sklop. Za suspenzije je tako moguce koristiti fotopolimerizaciju ili ekstrudiranje,

dok se za prah Kkoristi selektivno lasersko sinteriranje te selektivno lasersko taljenje [20].

3.2.Karakterizacija biokeramickih okosnica
Nove materijale vazno je u potpunosti okarakterizirati kako bi njihova primjena bila preciznija i

laksa. Ovisno o svojstvu materijala koje se pokusava odrediti, postoje nekoliko vrsta metoda
karakterizacije. U prvom koraku, uobi¢ajeno se koristi rentgenska strukturna analiza. Osim nje
vazni su Fourier transformirana infracrvena spektroskopija (FTIR), termogravimetrijska analiza
(TGA), odredivanje specifi¢ne povrsine (BET), elektronska paramagnetska rezonancija (EPR) i
druge specifi¢nije analize. Za vizualizacije uzoraka se koriste pretrazna (SEM) i transmisijska
(TEM) elektronska mikroskopija, koje takoder mogu dati informaciju o sastavu ili strukturi uzorka
pomocu energetski disperzivne spektroskopije u slu¢aju SEM-a te difrakcije elektronskih zraka na

uzorku u slucaju TEM-a.

Poznato je da difrakcija rentgenskog zraCenja daje razliCite informacije 0 strukturi
analiziranog uzorka pri ¢emu je najvaznija informacija o kristalnoj strukturi. Pa ipak, ta metoda
nije dovoljna za potpunu karakterizaciju novosintetiziranih materijala. 1z difraktograma moze se
odrediti razlika izmedu kristalnih, slabo kristalnih i amorfnih uzoraka. Ali na primjer nije moguce
odrediti postoji li uredenost kratkog dometa unutar amorfnog uzorka, odnosno postoji li razlika u
kvazi-kristalnim nanostrukturama unutar dva amorfna uzorka, pri ¢emu Kristalne nanostrukture ne

oznacuju kristale nanoveli¢ina, ve¢ samo uredenost molekula kratkog dometa unutar amorfnog
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uzorka. Iznimka od pravila je snimanje difraktograma na sinkrotronu, $to nije uvijek lako dostupno
[21].

Pored difrakcije rentgenskog zracenja, Koristi se elektronska difrakcija na transmisijskom
elektronskom mikroskopu. Takva difrakcija moze se koristiti za odredivanje Kristalne strukture
uzorka, no podesavanje uvjeta i parametara za navedenu svrhu je komplicirano. Do difrakcije
elektrona dolazi pri prolasku kroz tanak sloj materijala sto daje difrakcijsku sliku. AKo je u pitanju
monokristal, dobivaju se difrakcijski maksimumi u obliku to¢aka, dok u slu¢aju polikristalnog ili
amorfnog uzorka nastaju difrakcijski maksimumi u obliku prstenova. Pored toga, vazno je za
napomenuti da se tom metodom moze snimati difrakcija iz nekoliko upadnih kutova $to omogucuje
odredivanje pune trodimenzionalne strukture kristala. Metoda se Koristi se za odredivanje
difrakcijske slike tankih materijala obi¢no izoliranih iz suspenzija s obzirom na to da je za TEM

dovoljna 1 kap uzorka [22].

FTIR daje informaciju o vibracijama funkcionalnih skupina Sto je relevantno ako uzorak
ima spojeve s kovalentnom vezom, kakva jest vec¢ina navedenih biokeramika. Navedena metoda
jeftina je od prije navedenih te moze dobro prepoznati slaganja u strukturi kratkog dosega. S druge
strane, nedostatak joj je slaba rezolucija vrpci. Kako bi se razlikovale razliCite forme istog
materijala koristi se matematicka manipulacija FTIR spektara, prva i druga derivacija. One
omogucuju detaljniju analizu razlika u spektrima u odnosu na samu usporedbu nederiviranih
spektara. Poznato je kako prva derivacija omogucuje to¢nije odredivanje polozaja vrpci, dok druga

derivacija omogucuje to¢nije odredivanje promjene oblika vrpci i pojava novih vrpci[23].

SEM i TEM su mikroskopske tehnike koje pomazu u vizualizaciji materijala. Pomocu njih
odreduje se topologija povrsine te morfologija uzorka, a uz to moze se i mjeriti stvarna veli¢ina
Cestica u uzorku. SEM moze razlucivati, ovisno o instrumentu, uzorke veli¢ine manje od 1 nm te
s obziromna to da mikrografije imaju veliku dubinu polja, dobiva se 3D vizualizacija $to je vrlo

korisno za razumijevanje povrsinske strukture uzoraka. [22].
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4.ZAKLJUCAK
Biokeramicke okosnice, obzirom da su biokompatibilne, biorazgradljive, osteoinduktivne te

osteokonduktivne, Cesto se koriste za regeneraciju Kostiju. One daju mehani¢ku potporu te

omogucuju migraciju stanica i prijenos nutrijenata.

Kako bi se odgovorilo na glavni problem implantacija, bakterijske infekcije, se
biokeramike koje imaju antibakterijska svojstva. Istrazuje se nekoliko nac¢ina funkcionaliziranja
biokeramika: pomoc¢u antibiotika, iona s antimikrobnim djelovanjem te koriStenje biokeramike
koje imaju fizikalno svojstvo koje posljedi¢no daje antibakterijska svojstva sklopu. Navedeni
smjerovi u sintezi biokeramika imaju svoje prednosti pri ¢emu je prvotno lokalno djelovanje
antibakterijskog agensa, no i nedostatke kao $to su stvaranje rezistencije na antibiotike ili toksi¢no
djelovanje metalnih iona. 1z navedenih razloga se istraZzuju biokeramike s antibakterijskim
djelovanjem koje imaju ugradeno nekoliko vrsta antibakterijskih agensa, pa tako mogu
uc¢inkovitije suzbijati i sprijecavati infekcije.

Postoji mnogo metoda pripreme biokeramickih materijala, od kojih je u posljednje vrijeme
najkoristenija ona najnovija 3D-bioprintanje. Za uvodenje antibakterijskih agensa koriste se ¢esto
jednostavne metode poput uranjanja ili prevlacenja otopinom ili suspenzijom antibakterijskog
agensa. Na taj na¢in omogucava se jednostavna priprava materijala, $to je vazno za komercijalnu

primjenu.
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