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ELEKTROFORETSKE KOMPOZITNE PREVLAKE HIDROKSIAPATITA, HITOZANA |
GRAFENA NA TITANU SA | BEZ DODATKA GENTAMICINA

SAZETAK

Cilj ove doktorske disertacije bilo je dobijanje i karakterizacija novih antibakterijskih previaka
na bazi hidroksiapatita, hitozana i grafena na titanu sa i bez dodatka gentamicina. Prevlake su dobijene
postupkom elektroforetskog talozenja u jednom koraku iz stabilnih vodenih suspenzija za primenu u
oblasti koStanih implantata.

Detaljna karakterizacija dobijenih prevlaka je radena u cilju ispitivanja njihove strukture,
morfologije i fizi¢ko-hemijskih svojstava, kao i adhezije prevlaka za supstrat. U okviru ovih
istrazivanja ispitan je 1 uticaj dodatka grafena na fizicko-hemijska i1 bioloska svojstva dobijenih
prevlaka kao i moguénost inkorporacije gentamicina kao antibakterijskog agensa. In vitro ispitivanja
su obuhvatila ispitivanja kinetike otpustanja gentamicina u fizioloski relevantnim uslovima (37 °C)
tokom 21 dana, kao i evaluaciju bioloskih svojstava prevlaka, ukljucujuéi antibakterijsku aktivnost i
biokompatibilnost istalozenih prevlaka.

Rezultati ove disertacije su pokazali da su postupkom elektroforetskog talozenja uspesno
istalozene antibakterijske, biokompatibilne kompozitne prevlake na titanu. Inkorporacija grafena
doprinela je poboljsanju fizicko-hemijskih svojstava prevlaka, pri ¢emu je njegova velika specifi¢na
povrSina omogucila efikasnije vezivanje i ugradivanje vece koli¢ine antibiotika. Koli¢ina
inkorporiranog antibiotika bila je dovoljna za postizanje izrazenog antibakterijskog efekta izazivajuéi
potpunu redukciju ukupnog broja ¢elija soja S. aureus, pri cemu nije ispoljena citotoksi¢nost prema
humanim celijskim linijama (MRC-5) u in vitro uslovima. Biomineralizacija prevlaka potvrdena je
formiranjem novog sloja apatita na njihovoj povrsini, ve¢ nakon sedam dana izlaganja simuliranoj
telesnoj tecnosti. Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti da ovi materijali poseduju visok
potencijal za dalja istraZivanja i primenu u ortopediji 1 regenerativnoj medicini.

Kljuéne redi: elektroforetsko taloZenje; kompozitne prevlake; hidroksiapatit; hitozan; gentamicin;
grafen; antibakterijska aktivnost; biomineralizacija; biokompatibilnost
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ELECTROPHORETICALLY DEPOSITED COMPOSITE HYDROXYAPATITE,
CHITOSAN AND GRAPHENE COATINGS OF ON TITANIUM WITH AND WITHOUT
GENTAMICIN

ABSTRACT

The aim of this doctoral dissertation was the development and characterization of novel
antibacterial coatings based on hydroxyapatite, chitosan, and graphene on titanium, with and without
the addition of gentamicin. The coatings were produced by a one-step electrophoretic deposition
process from stable aqueous suspensions, intended for application in the field of bone implants.

Detailed characterization of the obtained coatings was conducted to investigate their structure,
morphology, physicochemical properties, and adhesion to the substrate. The influence of graphene
addition on the physicochemical and biological properties of the coatings was also examined, as well
as the potential for incorporating gentamicin as an antibacterial agent. In vitro studies included the
investigation of gentamicin release kinetics under physiologically relevant conditions (37 °C) over a
period of 21 days, as well as the evaluation of the biological properties of the coatings, including
antibacterial activity and biocompatibility of the coatings.

The results of this dissertation demonstrated that antibacterial and biocompatible composite
coatings were successfully deposited on titanium using the electrophoretic deposition technique. The
incorporation of graphene contributed to improved physicochemical properties of the coatings, with
its high specific surface area enabling more efficient binding and retention of larger amounts of the
antibiotic. The amount of incorporated antibiotic was sufficient to achieve a pronounced antibacterial
effect, resulting in complete reduction of the total number of S. aureus cells, without exhibiting
cytotoxicity toward human cell lines (MRC-5) under in vitro conditions. The bioactivity of the
coatings was confirmed by the formation of a new apatite layer on their surface after only seven days
of exposure to simulated body fluid. Based on the obtained results, it can be concluded that these
materials possess high potential for further research and application in orthopedics and regenerative
medicine.

Keywords: electrophoretic deposition; composite coatings; hydroxyapatite; chitosan; gentamicin;
graphene; antibacterial activity; biomineralization; biocompatibility
Scientific field: Technology engineering

Scientific subfield: Materials engineering

UDC number:
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1. UVOD

Biomaterijali se prema definiciji Ameri¢kog nacionalnog instituta za zdravlje mogu opisati
kao ,,bilo koja supstanca ili kombinacija supstanci, osim lekova, sintetiCkog ili prirodnog porekla,
koja se moze koristiti u bilo kom vremenskom periodu, a koja povecava ili zamenjuje delimicno ili
potpuno bilo koje tkivo, organ ili funkciju u organizmu, u cilju odrzanja ili unapredenja kvaliteta
zivota pojedinca‘“ [1-3].

U poslednjih nekoliko decenija javila se povecana potreba za razvojem novih i unapredenih
materijala za kostane implantate, koji su bezbedni po ljudsko zdravlje. Ova potreba proistekla je usled
oc¢iglednog starenja svetske populacije, odnosno sve veceg uceséa starijeg stanovnistva sa
bolestimakarakteristicnim za to zivotno doba. Stoga su istrazivaci Sirom sveta usmereni na razvoj
razli¢itih medicinskih sredstava i pomagala, odnosno novih materijala za njihovu izradu koji bi
doprineli unapredenju kvaliteta leCenja brojnih dentalnih i ortopedskih stanja 1 poremecaja.

Najnovija istrazivanja u oblasti biomaterijala su usredsredena na razvoj funkcionalnih
biomaterijala za izradu i oblaganje kostanih i dentalnih implantata, produZzenog veka trajanja. Razvoj
I dizajn ovakvih materijala se vodi osnovnim zahtevima koje biomaterijali za izradu kosStanih
implantata moraju da ispune: 1) biokompatibilnost, 2) bioaktivnost, 3) biodegradabilnost, 4)
adekvatna mehanicka stabilnost, 5) visoka otpornost na koroziju i otpornost na habanje i u poslednje
vreme 6) antibakterijska aktivnost [4,5]. Imajuéi u vidu navedene zahteve, istrazivanja u oblasti
kostanih implantata se sve viSe zasnivaju na razvoju razli¢itih kompozitnih materijala na bazi
keramickih i polimernih materijala sa inkorporiranim aktivnim komponentama (antibioticima) u cilju
prevencije infekcija [6]. Sinteticki hidroksipatit (HAP) je keramicki materijal koji se odlikuje
izvanrednom biokompatibilno$¢u i bioaktivno$¢u usled sli¢nosti sa hemijskim sastavom prirodne
kosti [7]. Eksperimenti in vivo su pokazali poboljsanje proliferacije i diferencijacije
osteoprogenitorskih ¢elija i rast nove kosti kada je kori§¢en porozni, sinteticki hidroksiapatit [8].
Medutim, glavni nedostatak ovakvih prevlaka na bazi hidroksiapatita su losa mehanicka i adhezivna
svojstva, odnosno loSe prianjanje prevlake za metalni implantat i nedostatak antibakterijskih
svojstava, kao i veoma Cesta pojava post-operativnih infekcija koje mogu dovesti do odbacivanja
implantata. U cilju prevazilazenja pomenutih ogranic¢enja, kao efikasan pristup pokazala se upotreba
polimernih komponenti, koje uglavnom sluze kao matrice u sintezi kompozitnih materijala sa
poboljsanim adhezivnim svojstvima i koje mogu da sluze i kao nosaci razli¢itih bioloski aktivnih
agenasa, i mogu u izvesnoj meri da poseduju antibakterijska svojstva [6,7]. Za ojacanje polimernih
matrica, odnosno kompozitnih materijala moze se primeniti grafen (Gr) [7]. Uklju¢ivanje grafena u
kompozitne materijale doprinosi poboljsanju mehanickih i termickih svojstava kompozita, dok se
zbog svoje dobre biokompatibilnosti moze smatrati i potencijalnim biomaterijalom. S obzirom da
kosStani implantati moraju da pruzaju odgovaraju¢u mehanicku potporu, metali i metalne legure
predstavljaju primarni izbor zbog odli¢ne kombinacije krutosti, Zilavosti i tvrdoée [9]. Titan i legure
titana predstavljaju ,,zlatni standard* u izradi koStanih implantata u slucajevima tezih ortopedskih
stanja jer poseduju odli¢éna mehanicka svojstva i Visoku otpornosti na koroziju. Medutim, metali
generalno poseduju ,,bioloski pasivne* povrSine, nemaju sposobnost da indukuju odgovarajucu
interakciju u organizmu i podstaknu vezivanje implantata sa okolnim kostanim tkivom. U cilju
povecanja bioaktivnosti koStanih implantata, veoma uspesno se primenjuje modifikacija povrSine
metala nano$enjem tankih bioaktivnih filmova [6]. U velikom broju nau¢nih studija je pokazano da
modifikovane povr$ine metalnih implantata pokazuju visoku efikasnost u smanjenju rizika od
bakterijskih infekcija, onemogu¢avanjem formiranja biofilma i pove¢anjem bioaktivnost implantata,
u poredenju sa nemodifikovanim povr§inama [1,10-12]. Poznate su razli¢ite tehnike za modifikaciju
povrSine metalnih implantata [13], medu kojima se izdvaja elektroforetsko talozenje (eng.
Electrophoretic deposition, EPD). Primenom elektroforetskog talozenja moguce je dobiti
kompozitne prevlake visoke Cistoce, kontrolisane topografije i morfologije, na sobnoj temperaturi,
omogucavajuéi talozenje osetljivih bioloskih molekula i lekova [10].



U oblasti ortopedske hirurgije i traumatologije, potencijalni upalni procesi i infekcije na
samom mestu hirurSke intervencije mogu izazvati ozbiljne zdravstvene komplikacije 1 dovesti ¢ak 1
do odbacivanja implantata. 1z tog razloga, standardna klinicka terapija podrazumeva sistemsku
primenu antibiotika nakon implantacije ili drugih ortopedskih zahvata kako bi se spre¢io razvoj
infekcije 1 odbacivanje implantata. Ovakav pristup zahteva visoke doze leka kako bi se postigao
efekat na zeljenom mestu, Sto sa druge strane, moze imati negativan efekat na celokupno stanje
organizma. U cilju prevazilazenja ovog problema, povrSina implantata se moze modifikovati
materijalima koji sadrze razliite antibiotike [14,15]. Na taj nacin, lokalnom primenom antibiotika,
moguce je postic¢i visoku koncentraciju aktivne supstance direktno na zeljenom mestu, smanjujuci
potencijalne nezeljene efekte sistemske administracije antibiotika [6].

Cilj ovog rada je dobijanje netoksi¢nih, antibakterijskih kompozitnih prevlaka hidroksiapatita
i hitozana, odnosno i hidroksiapatita, hitozana i grafena na titanu sa i bez dodatka gentamicina
postupkom elektroforetskog talozenja, u jednom koraku, iz vodenih suspenzija za potencijalnu
primenu u medicini u oblasti koStanih implantata. Bi¢e izvrSena detaljna karakterizacija u cilju
ispitivanja morfologije i strukture dobijenih prevlaka. U okviru ove disertacije ¢e biti ispitan i uticaj
dodatka grafena na fizicko-hemijska i1 bioloSka svojstva dobijenih prevlaka. Takode, ispitace se
kinetika otpusStanja gentamicina i antibakterijska aktivnost prevlaka kako bi se stekao uvid u
efikasnost dobijenih prevlaka u spreavanju infekcija nakon implantacije. Biokompatibilnost i
potencijal za buducée primene u medicini bi¢e detaljno ispitani testovima citotoksi¢nosti i ispitivanjem
aktivnosti alkalne fosfataze na testiranim ¢elijskim linijama.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Struktura i svojstva kostiju

2.1.1. Prirodna kost

Kost je kompleksna struktura koja se prilagodava razli¢itim funkcijama u telu omogucavajuéi
podrsku 1 zaStitu organizma, kretanje i proizvodnju krvnih zrnaca. Struktura kosti obuhvata
kompaktnu i sunderastu kost, koStanu srz, periosteum i endosteum. Pod kompaktnom kosti se
podrazumeva spoljni sloj kosti koji obezbeduje jacinu i zastitu, dok sunderasta kost zauzima
unutrasnji deo obezbedujuci strukturnu potporu i doprinose¢i smanjenju tezine kostiju. Kostana srz
Jje odgovorna za proizvodnju krvnih zrnaca i zauzima centralnu Supljinu Kostiju, dok su periosteum i
endosteum fibrozne membrane koje pokrivaju spoljasnju i unutrasnju povrsinu kostiju, redom [16].

Prema hemijskom sastavu, kost se moze definisati kao keramicko-organski kompozit koji se
sastoji od kolagena (20 %), kalcijum-fosfata (69 %) i vode (9 %) i koji sadrzi i male koli¢ine drugih
organskih materija, poput proteina, lipida i polisaharida. Kolagena vlakna u kosStanom tkivu su u
obliku fibrilnih vlakana (pre¢nika 100-200 nm) koja kostima obezbeduju odgovarajucu elasti¢nost
[17]. Mineralna komponenta koja doprinosi krutosti kostiju uglavnom se sastoji od kalcijum-fosfata
u formi kristala hidroksiapatita iglicastog oblika (duzine 40-60 nm, Sirine oko 20 nm i debljine od 1,5
do 5 nm). S obzirom na kompleksnu strukturu, mehanic¢ka svojstva kostiju uslovljena su velikim
brojem faktora poput stepena poroznosti (5-95 %), stepena mineralizacije, orijentacije kolagenih
vlakana, rasporeda kristala apatita kao i opSteg stanja organizma. Kost se odlikuje relativno visokim
modulom elasti¢nosti usled prisustva kolagena i slozene fibrozne mikrostrukture i odlicnom zilavoscu
(pri niskim stopama deformacije) koja je posledica sloZene hijerarhijske strukture. Mehanicka
svojstva ljudske kompaktne kosti prikazana su u tabeli 1.

Tabela 1. Mehanicka svojstva kompaktne ljudske kosti [17]

Paralelno Normalno
Zatezna ¢vrstoca (MPa) 124-174 49
Pritisna ¢vrstoéa (MPa) 170-193 133
Napon savijanja (MPa) 160?
54
Jungov modul elasti¢nosti (GPa) 17,0-18,9 11,5
Cvrstoéa smicanja (MPa) 20-27 (nasumicno)
Energija loma (J/m?) 6000 (niska stopa
deformacije)
98 (visoka stopa
deformacije)
Kic (MPa m 172) 2-122
Krajnja zatezna ¢vrstoca 0,014-0,031 0,007
Krajnja pritisna ¢vrstocéa 0,0185-0,026 0,028
Granicni napon pri istezanju 0,007 0,004
Grani¢na deformacija pri pritisku 0,010 0,011

& Pravac merenja nije definisan.

Kostano tkivo se tokom zivota konstantno obnavlja i regeneriSe uz istovremeno uklanjanje
starog ili oSte¢enog tkiva. Ova dva procesa su poznata kao modelovanje i remodelovanje i
predstavljaju odgovor i adaptaciju organizma na promene u fizickoj aktivnosti, nivoima hormona i
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drugim faktorima i pomazu u odrzavanju ¢vrstoce kostiju, kao i u oporavku i regeneraciji kostanih
defekata [8]. Modelovanje kostiju je najizrazenije tokom rasta i podrazumeva samo formiranje nove
kosti dok je u procesu remodelovanja formiranje kostiju praceno resorpcijom.

Razlikuje se nekoliko vrsta koStanih Celija — osteoblasti, osteoklasti i osteociti i svaka od ovih
¢elija ispoljava jedinstvene funkcije u organizmu:

- Osteoblasti su ¢elije koje formiraju kostano tkivo i sintetiSu i izlu¢uju organske materije kostanog
matriksa, ukljucujuci kolagen i druge proteine. U€estvuju u regulaciji mineralizacije kostanog
matriksa talozenjem kalcijuma i drugih minerala. Prilikom formiranja novog kostanog tkiva,
osteoblasti postaju okruzeni matriksom i na kraju se transformiSu u osteocite.

- Osteoklasti su velike ¢elije sa viSe jezgara i ucestvuju u procesu resorpcije kostiju, odnosno u
uklanjanju starog ili oSteenog koStanog tkiva. Osteoklasti luce enzime Koji rastvaraju
mineralizovani matriks kosti, omogucavajuci da se proizvodi razgradnje apsorbuju u krvotok.

- Osteociti su zrele kostane celije koje poti¢u od osteoblasta. Osteociti igraju glavnu ulogu u
razmeni hranljivih materija i otpadnih proizvoda unutar kosti. Ove celije su povezane jedne sa
drugima i sa dovodom krvi kroz mrezu si¢u$nih kanala na taj nacin reguliSu metabolizam
kostanog tkiva i reaguju na mehanicki stres [18].

Remodelovanje kosStanog tkiva se zasniva na zajednickom koordinisanom delovanju svih
navedenih c¢elija, i doprinosi odrZavanju strukturnog integriteta skeleta, regeneraciji oStecene kosti i
prilagodavanju kostiju mehanickom stresu. Ovaj kompleksan proces zamene stare kosti novim se
sastoji od tri faze: prva faza podrazumeva iniciranje resorpcije kostiju ¢elijama osteoklasta, zatim
sledi tranzicioni period od resorpcije do formiranja nove kosti i poslednja faza predstavlja formiranje
nove kosti od strane osteoblasta [8,18].

Usled izlaganja zdrave kosti razli¢itim optere¢enjima, narocito u slucajevima kada se to
optereéenje sa vremenom povecava, prema Volfovom zakonu [19,20] dolazi do ,,prilagodavanja“
kosti opterecenju, odnosno dolazi do njenog preoblikovanja i ja¢anja. Medutim, u suprotnom slucaju
kada dolazi do smanjenja opterecenja na odredenu kost dolazi i do smanjenja gustine kostiju —
osteopenija. Ovo moze da bude veoma izrazeno u slu¢ajevima umetanja vestackih materijala (potpuna
zamena kuka) zbog efekta zastite od naprezanja (eng. stress shielding effect) koji nastaje kao
posledica vece krutosti (Jungov modul elasti¢nosti) metala u odnosu na kost [16].

2.2. KoStani supstituenti

U sluéajevima kada kost nije sposobna da se regeneriSe, (uklanjanje tumora kosti, gubitak
kosti u nesre¢ama, komplikovani lomovi kostiju), neophodno je ukljuciti ¢vrstu zamenu za deo Kosti,
a to su transplantacioni ili implantacioni materijali, humanog, zivotinjskog ili sintetskog porekla.

2.2.1. Bioloski kostani supstituenti

Prema poreklu, bioloski kostani supstituenti se mogu klasifikovati u tri osnovne kategorije:
autograftove, alograftove i ksenograftove [21]. Autograftovi su transplantati koji poti¢u iz organizma
istog pacijenta, §to eliminiSe rizike povezane sa biokompatibilno$¢u i imunoloskim odgovorom,
omogucavajuéi na taj nacin efikasnu i brzu regeneraciju kosti. Alograftovi predstavljaju
demineralizovani kostani matriks (DBM) koji se dobija od donora, odnosno od druge jedinke iste
vrste. S druge strane, ksenograftovi podrazumevaju transplantaciju kostanog tkiva izmedu razlicitih
vrsta, kao $to su sinterovani govedi apatit, svinjski kolagen ili termicki tretirani korali.



2.2.2. Sinteticki koStani supstituenti

Sinteti¢ki biomaterijali se mogu podeliti prema hemijskom sastavu na metalne, polimerne i
keramicCke, dok sa aspekta primene mogu biti dentalni, ortopedski, kardiovaskularni, dermatoloski,
oftalmoloski i drugi [22]. Keramicki materijali, u ulozi sinteti¢kih koStanih supstituenata, se izdvajaju
po visokom stepenu biokompatibilnosti, $to predstavlja osnovnu prednost u odnosu na druge
materijale. Sa druge strane, primenu biokeramike ograni¢avaju krtost i niska zilavost, §to moze
negativno uticati na pouzdanost i trajnost implantata. Pobolj$anje mehanickih svojstava keramike
moguce je posti¢i formiranjem kompozitnih struktura ili nano$enjem keramickih prevlaka na metalne
podloge, ¢ime se kombinuju dobra mehani¢ka svojstva metala sa povrSinskom bioaktivnoscu
keramickih materijala. Sinteticki biomaterijali, u ulozi implantata, stupaju u interakciju sa Zivim
tkivima 1 u zavisnosti od nacina interakcije mogu se dalje klasifikovati na bioinertne, bioaktivne i
bioresorptivne [23].

Bioinertna keramika karakteriSe se odsustvom medusobne interakcije sa okolnim bioloskim
tkivima, pri ¢emu ni sama ne utice na tkivo, niti tkivo reaguje na njen prisustvo. Nakon implantacije
ovih materijala u organizam, dolazi do stvaranja neprijanjaju¢e vlaknaste prevlake (debljine oko 1
um) koja formira vlaknastu kapsulu. Ovakvi materijali se uglavnom koriste na mestima izlozenim
znacajnim mehanic¢kim optere¢enjima, kao $to su glave endoproteza kuka i odredeni segmenti proteza
kolena.

Bioaktivna keramika poseduje sposobnost da aktivno ucestvuje u bioloSkoj interakciji sa
okolnim tkivima. Proces jonske izmene izmedu implantata i telesnih tecnosti inicira formiranje sloja
karbonatnog apatita na povr$ini materijala. Ovaj novonastali sloj pokazuje hemijsku i kristalografsku
sli¢nost sa mineralnom komponentom prirodne kosti. Po svom hemijskom sastavu, bioaktivna
keramika se uglavnom bazira na kalcijum-fosfatima i naj¢es$ée koriS¢eni materijali iz ove grupe su
hidroksiapatit i njegovi kompoziti, zatim staklo-keramika, kao i biostakla®.

Bioresorptivna keramika predstavlja klasu materijala koji nakon implantacije u organizam
ulaze u proces postepene, delimi¢ne ili potpune resorpcije, pri ¢emu dolazi do njihove zamene
novostvorenim tkivom. Pozeljno je da kinetika razgradnje ovog tipa biomaterijala bude uskladena sa
brzinom regeneracije kosti, ¢ime se obezbeduje optimalna integracija sa bioloSkom sredinom. Tipi¢ni
predstavnici ove grupe su trikalcijum-fosfat (TCP) i kopolimeri poli(mle¢ne) i poli(glikolne) kiseline,
koji se primenjuju u savremenoj regenerativnoj medicini.

Da bi neki materijal, odnosno biomaterijal, mogao da se koristi za izradu medicinskih
implantata, mora da ispuni nekoliko osnovnih kriterijuma kao S§to su: odgovaraju¢a mehanicka
svojstva, dobra biokompatibilnost i netoksi¢nost, sposobnost osteointegracije, visoka otpornost na
koroziju, visoka otpornost na habanje, dug zivotni vek, antibakterijska svojstva i drugo.

1. Mehanicka svojstva — Odgovarajuc¢i materijal treba da poseduje mehanicka svojstva sli¢na
kosti, odnosno modul elasti¢nosti 1 ¢vrsto¢u u odredenim granicama. Manji modul i ¢vrstoca
materijala najceS¢e dovode do odbacivanja implantata, dok u slu¢ajevima visokih vrednosti
modula elasti¢nosti i ¢vrstoce dolazi do pojave efekta zastite od naprezanja [1].

2. Biokompatibilnost i netoksi¢nost — Kompatibilnost ispitivanog materijala je od narocitog
znaaja za razvoj implanata. Ispitivani materijal ne sme da izaziva i ispoljava toksi¢ne i
alergijske efekte na okolna tkiva.

3. Sposobnost osteointegracije — Sposobnost materijala da izazove rast novog sloja kosti na
povrsini implantata 1 dovede do ,,direktnog vezivanja“ sa kosti. Razli¢iti faktori mogu da uticu
na osteointegraciju implantata poput hemijskih reakcija materijala, hrapavosti povrsine i
topografije. Stoga je, u cilju razvoja efikasnih implantacionih materijala veoma bitno izvrsiti
detaljnu karakterizaciju i razumeti sve pojave na povrsini tog materijala [16].

4. Visoka otpornost na koroziju — Materijal treba da poseduje odgovaraju¢u otpornost na
koroziju, jer nakon implantacije dolazi u kontakt sa okolnim telesnim te¢nostima koje mogu da
deluju kao korozivni medijum za implantat. Pored toga, i pH vrednost takode uti¢e na odrzivost



implantata unutar fizioloskog okruzenja. Takode, moze do¢i do pojave korozionih procesa na
povrsini implantata, $to moZe da narusi njegovu funkciju i dovede do njegovog odbacivanja.

5. Visoka otpornost na habanje — Odabrani materijali moraju da imaju nizak koeficijent trenja
ili visoku otpornost na habanje. Veliko trenje bi izazvalo oSte¢enja kosti i implantata a ,,ostaci
habanja“ mogu da izazovu upalne procese, da ostete kost koja podrzava implantat i da dovedu
do odbacivanja implantata.

6. Dug Zivotni vek — Nakon implantacije dolazi do razli¢itih cikli¢nih naprezanja oko implantata.
Od sustinskog je znacaja da implantat poseduje visoku ¢vrstocu koja ¢e mu omoguditi da
podnese i1 podrzi viSestruka naprezanja i opterecenja unutar ljudskog tela [24].

2.3. Kompozitni materijali

Podela kompozitnih materijala se moze izvrSiti prema razli¢itim kriterijumima, i to prema
vrsti matrice i punioca, dimenzijama pojedinih faza, nameni i drugim. Najzastupljenija je podela
prema vrsti matrice tako da se razlikuju kompoziti sa polimernom, metalnom i kerami¢kom matricom.
Kombinovanjem vise razli¢itih materijala postize se uskladivanje njihovih pojedina¢nih svojstava i
kao rezultat se dobija kompozitni materijal pobolj$anih karakteristika. Postoji Siroki spektar svojstava
na koja se moze uticati, pa se dodavanjem materijala ,,punioca* i variranjem njegovog udela mogu u
odredenoj meri povecati ¢vrstoca, zilavost, otpornost na habanje i ostala svojstva [25,26]. Variranjem
veli¢ine Cestica pojedinac¢nih faza u kompozitnom materijalu mogu se promeniti karakteristike
materijala u odnosu na karakteristike pojedina¢nih polaznih materijala — od krtih materijala se mogu
dobiti zilavi i sli¢no [27].

Prema literaturi, danas se kao metalni implantatati upotrebljavaju titan (Ti), legure titana
(Ti6A14V), nerdajudi ¢elik 316L, Co-Cr legure i drugi [28-31]. Iako poseduju izvanredna mehanicka
svojstva, metalni implantati ne izazivaju adekvatan bioloski odgovor u organizmu nakon
implantacije. Takode, mogu se pojaviti i dodatni toksi¢ni efekti usled oslobadanja jona metala u
okolno tkivo [32,33]. Zbog razli¢itih mehanickih svojstava kostiju i implantata (na primer modula
elasti¢nosti) moze do¢i do pojave poznate kao efekat zastite od naprezanja, sto uzrokuje smanjeno
fizioloSko opterecenje kosti, smanjenje gustine koStanog tkiva, a time i1 povecan rizik od gubitka
implantata i potrebe za ponovljenom operacijom [19,20].

U cilju povecanja biokompatibilnosti i bioaktivnosti ortopedskih implantata, kao i Smanjenja
potencijalnog otpusStanja metalnih jona u okolno tkivo, primenjuje se modifikacija povrSine
implantata, a to je moguce ostvariti na razli¢ite nacine. Neke od moguc¢nosti ukljuc¢uju dodatak
materijala zeljenih svojstava na povrSinu bioaktivne keramicke prevlake, konverziju postojece
povrsine u povrsinu ,,pogodnijeg* hemijskog sastava i topografije, uklanjanje materijala sa postojece
povrsine u cilju dobijanja odgovarajucih topografija. Ove modifikacije se mogu podeliti u tri velike
grupe: mehanicka, fizi¢ka i hemijska i bioloska funkcionalizacija. Mehanicka funkcionalizacija ima
za cilj dobijanje povrSine implantata odgovarajuée specificne hrapavosti koja obezbeduje poboljsanu
¢elijsku adheziju 1 proliferaciju osteoblasta u cilju nastajanja novog sloja kosti. Pod fizickom
funkcionalizacijom se podrazumeva oksidacija metala ili nanoSenje keramickih prevlaka na povrSinu
implantata u cilju povecanja njihove bioaktivnosti i biokompatibilnosti. Hemijska i bioloska
funkcionalizacija predstavljaju relativno nov metod modifikacije ortopedskih implantata [34,35].
Biomolekuli koji se mogu imobilisati na povrSini biomaterijala su raznovrsni poput antikoagulanata,
anti-inflamatornih lekova, antibiotika i ekstracelularnih proteina matriksa. Najnovija istazivanja u
oblasti ortopedije podrazumevaju funkcionalizaciju sa osteogenim celijama i osteoinduktivnim
faktorima rasta [36].

Nakon plasiranja implantata, odnosno nakon hiruske intervencije, pacijenti su potencijalno
skloniji infekciji jer je efikasnost imunog sistema ugroZena prisustvom stranog tela (implantata).
Uprkos striktnim antiseptickim operativnim procedurama za uklanjanje mikrobnih kontaminacija sa
bolnickih povrsina, bakterijske ¢elije se mogu naci na povrsini implantata i biti uneSene u organizam,

6



gde se veoma brzo mogu razmnoziti. Bakterijske infekcije znacajno povecavaju potencijalne
postoperativne komplikacije. Infekcije nakon implantacije nastaju kao rezultat adhezije celija
bakterija na povrsinu implantata, a zatim i formiranje biofilma na tom mestu. Proces formiranja
biofilma se odigrava u nekoliko faza. Prvo dolazi do ubrzanog prianjanja bakterijskih ¢elija za
povrsinu implantata pra¢enog razmnozavanjem c¢elija i intracelijskom adhezijom u ekstracelularnom
polisaharidnom matriksu. Ukoliko do adhezije ¢elija dode pre odigravanja procesa regeneracije tkiva,
odbrambeni sistem domacina ¢esto ne moze da spreci kolonizaciju bakterijskih ¢elija i formiranje
biofilma koji je izuzetno otporan i na imuni sistem i na antibiotike. Izuzetna otpornost biofilma potice
od njegove kompaktne strukture, redukovanog ¢elijskog rasta i disanja bakterijskih Celija biofilma
kao i odli¢nog zastitnog sloja koji formiraju polimeri matrice biofilma [37]. Jednom formiran biofilm
ima tendenciju da bude veoma otporan na antibiotike, pa cak moze da izazove infekciju okolnih tkiva,
Sto dovodi do upalnih stanja, odbacivanja implantata ili u najtezem slu¢aju, dovede do fatalnog
ishoda. Ukoliko dode do pojave infekcija nakon implantacije, sistemska terapija antibioticima je
naj¢eSc¢e najjednostavniji i najpristupacniji izbor leCenja. Medutim, ovakva terapija zahteva veoma
visoke koncentracije antibiotika koji usled poremecene cirkulacije krvi, ¢esto ne stignu u dovoljnoj
koncentraciji do mesta infekcije. Stoga, obecavajuci pristup za leCenje ovakvih infekcija i spre¢avanje
adhezije bakterijskih ¢elija na mestu implantacije predstavlja lokalna isporuka antimikrobnih
agenasa. Lokalna isporuka antibiotika u cilju sprecavanja infekcija nakon implantacije u duzem
vremenskom periodu pokazuje dosta prednosti u odnosu na sistemsku terapiju antimikrobnim
agensima. Glavne prednosti ukljucuju: 1) primenu nizih doza antibiotika, 2) izbegavanje moguénosti
primene toksi¢nih doza antibiotika, 3) redu pojavu antibiotske rezistencije i 4) sposobnost
dugotrajnog kontrolisanog otpustanja razli¢itih antimikrobnih agenasa sa razli¢itom kinetikom.
Antibiotici koji su kori$¢eni kao delovi sistema za lokalnu isporuku lekova su vankomicin,
tobramicin, cefamandol, cefalotin, karbencilin, amoksicilin i gentamicin [24,38-40]. Da bi se
omogucilo lokalno prisustvo visokih koncentracija leka na samom mestu plasiranja implantata,
povrsina implantata se moze modifikovati direktnom impregnacijom sa antibioticima, imobilizacijom
antimikrobnog agensa u matrici, sposobnog da se veze za razliCite povrSine, kao i nanosenjem
prevlaka sa antimikrobnim, aktivnim metalima poput bakra i srebra [7,41-43] kada se implantat
istovremeno Koristi i kao sistem za isporuku antimikrobnih agenasa (nosac¢ agenasa). Postoje dve
strategije za dobijanje ovakvih sistema: 1) odgovaraju¢i lekovi i biomolekuli mogu da se
inkorporiraju u sam biomaterijal i da se oslobode difuzijom ili degradacijom matrice na Zeljenom
mestu; 2) lekovi i biomolekuli mogu da se imobiliSu na povrsinu biomaterijala odnosno implantata
potapanjem i suSenjem, imobilizacijom hemijskim vezama i nanoSenjem prevlaka. Glavni nedostatak
procesa potapanja je losa kontrola otpustanja lekova, kao i ograni¢en broj mesta za hemijsko
vezivanje lekova [41]. Sa druge strane, prevlake su privukle veoma veliku paznju u ulozi nosaca
razli¢itih antimikrobnih agenasa. Postoje ,,pasivne i ,,aktivne” prevlake. Pasivne prevlake imaju
sposobnost da redukuju adheziju ¢elija bakterija izmenom fizi¢ko-hemijskih svojstava povrsine. U
,»aktivne™ prevlake spadaju one prevlake koje aktivno otpustaju antimikrobne agense [41]. Veliki
napredak je postignut razvojem nanostrukturnih kompozitnih materijala u obliku prevlaka ili tankih
filmova gde su bioaktivne komponente inkorporirane unutar neorganskog nanostrukturnog matriksa.
Nanokompoziti mogu da kombinuju biopolimere koji imitiraju organske komponente
ekstracelularnog matriksa kostiju (kolagen) i bioaktivnu nanokeramiku kako bi indukovali
biomineralizaciju. lako je veliki napredak na ovom polju postignut, glavna paznja ovih istrazivanja
je i dalje usmerena na razvoj funkcionalnih nanostrukturnih prevlaka za ,,pametne* biomaterijale koji
aktivno ucestvuju u formiranju funkcionalnog tkiva oko implantata i pokazuju sposobnost otpustanja
antibiotika ili drugih antimikrobnih agenasa.

Organsko-neorganski kompoziti predstavljaju inovativne materijale u oblasti koStanih
implantata posebno za dobijanje aktivnih sistema za otpustanje antimikrobnih agenasa. Keramicke
nanocestice poboljSavaju bioaktivnost, dok polimerne komponente poboljsavaju mehanicka svojstva
i adheziju za supstrat.



2.3.1. Biokeramicki materijali na bazi kalcijum-fosfatnih jedinjenja

U oblasti biomaterijala i inzenjerstva tkiva od primarnog je znacaja primena bioaktivnih i
biokompatibilnih keramickih materijala. Prema sastavu, mineralna faza prirodne kosti (koStani
apatit), pripada grupi kalcijum-fosfatnih jedinjenja, tako da je velika paznja usmerena upravo na
izuCavanje ove grupe jedinjenja. Ovi materijali se odlikuju netoksi¢nos$¢u i biokompatibilno$¢u, zbog
Cega ih organizam ne prepoznaje kao strana tela. Dodatno, poseduju bioaktivna svojstva koja
omogucavaju integraciju u ziva tkiva, slicno kao §to se deSava pri remodelovanju zdrave kosti,
formirajuci Cvrste fizicko-hemijske veze izmedu implantata i kosti (osteointegracija). Takode,
kalcijum-fosfati su poznati po tome $to podsti¢u adheziju osteoblasta i njihovo razmnozZavanje [44—
46]. Kao komponente razli¢itih kompozitnih sistema, ovi materijali indukuju rast novog kostanog
tkiva, odnosno apatitnog sloja. Stabilnost pojedinih faza kalcijum-fosfata je funkcija temperature,
hemijskog sastava i pH vrednosti okruzenja [47]. Na telesnoj temperaturi (37 °C) u prisustvu telesnih
te¢nosti, pri pH vrednosti od 7,4 stabilna faza kalcijum-fosfata je hidroksiapatit [48]. Dodatno,
potrebno je napomenuti da se nakon plasiranja implantata, kao posledica oStecenja okolnog tkiva,
lokalno smanjuje pH vrednost usled prisustva enzima, ali se nakon izvesnog vremena ponovo se vraca
na 7,4 [49].

lako se konstantno razvijaju razlic¢iti biokeramicki materijali u oblasti ortopedije i
stomatologije, hidroksiapatit se i dalje izdvaja kao najcesc¢e koris¢en materijal usled sli¢nosti sa
neorganskim mineralnim delom kostiju i zuba, kao i zbog izvanredne biokompatibilnosti i jedinstvene
bioaktivnosti koje poseduje [12]. Na slici 1. je prikazana jedini¢na ¢elija hidroksiapatita [16].

Slika 1. Jedini¢na ¢elija hidroksiapatita [50]

Jedini¢na celija hidroksiapatita ima heksagonalnu strukturu sa prostornom grupom P6s/m, i
parametrima ¢éelije a = b = 9,4225 A i ¢ = 6,8850 A [11,50]. Kristalna struktura hidroksiapatita je
podlozna supstitucijama. Katjonske supstitucije se javljaju na mestima koja su normalno zauzeta
atomima kalcijuma, dok anjonske supstitucije mogu da ukljuce ili fosfatne ili hidroksilne jone.
Hlorapatit, fluorapatit i karbonatni apatit su uobiCajeni primeri anjonske supstitucije u
hidroksiapatitu, gde su OH" joni zamenjeni CI-, F i COs® jonima, redom. Ove supstitucije mogu
znacajno da uti¢u na morfologiju kristala, rastvorljivost, kristalini¢nost, parametre kristalne resetke,
termiCku stabilnost i bioloski odgovor hidroksiapatita [51,52]. U tabeli 2. prikazana su glavna
svojstva hidroksiapatita.



Tabela 2. Osnovna svojstva hidroksiapatita [50]

Gustina 3,16 g/cm?®

Temperatura razlaganja >1000 °C

Dielektri¢na konstanta 7,40-10,47

Termalna konduktivnost 0,013 W/cmK

Tacka topljenja 1614 C°

Zatezna ¢vrstoca 38-300 MPa (gusti HAP)
~3 MPa (porozni HAP)

Napon savijanja 38-250 MPa (gusti HAP)
2-11 MPa (porozni HAP)

Pritisna ¢vrstoéa 120-900 MPa (gusti HAP)
2-100 MPa (gusti HAP)

Jungov modul elasti¢nosti 35-120 GPa

Poasonov odnos 0,27

Energija loma 2,3-20 ) / m?

Zilavost loma 0,7-1,2 MPam*? (opada sa porozno$éu)

Tvrdoéa loma 3-7 GPa (gusti, kompaktni HAP)

Biokompatibilnost Visoka

Biodegradabilnost Niska

Bioaktivnost Visoka

Osteokonduktivnost Visoka

Osteoinduktivnost Nula

U oblasti biomaterijala, za izradu koStanih i1 dentalnih implantata, dominantna je primena
sintetiCkog hidroksiapatita koji je u pogledu hemijske i kristalografske strukture veoma slican
koStanom apatitu, termodinamicki je stabilan pri fizioloskim pH vrednostima i osteokonduktivan
[53].

Nacini dobijanja hidroksiapatita se mogu podeliti u Cetiri velike grupe; suvi postupci, mokri
postupci, procesi na visokoj temperaturi i metoda sinteze zasnovana na biogenim izvorima ili
bioinspirisanim pristupima [50]. Suvi postupci obuhvataju sinteze u ¢vrstom stanju i mehanohemijske
sinteze i ovako dobijeni prahovi se odlikuju krupnim zrnima (obi¢no iznad nano-dimenzija. Mokri
postupci su najc¢esce koriséeni za sintezu nano-prahova hidroksiapatita jer omogucavaju dobijanje
nanocCesti¢nog hidroksiapatita i mogu da se podele u Sest podgrupa: konvencionalno hemijsko
talozenje, hidroliza, sol-gel postupak, hidrotermalna metoda, emulziona metoda i sono-hemijska
metoda. Procesi na visokoj temperaturi omogucavaju dobijanje veoma ¢istih, hemijski homogenih
prahova. Sinteza zasnovana na biogenim izvorima ili bioinspirisanim pristupima omogucava
delimi¢no ili potpuno dobijanje hidroksiapatita iz biogenih izvora ekstrakcijom iz ribljih kostiju i
krljusti, iz govedih kostiju, ljuski jajeta, korala ili iz egzoskeleta morskih organizama. Ovako dobijen
hidroksiapatit se bolje integrise u ljudski organizam zbog sli¢nosti sa kostanim apatitom [50].

Cesto je, nakon sinteze prahova hidroksiapatita postupcima koji ne ukljuéuju visoku
temperaturu, potrebno naknadno sinterovanje i u zavisnosti od metode sinterovanja mogu se dobiti
gusti (kompaktni) ili porozni proizvodi. Brzina zagrevanja, temperatura sinterovanja i vreme
zadrzavanja na odredenoj temperaturi, uglavnom se nalaze u intervalima od 0,5-3 °C/min, 1000—
1250 °C i 2-5 h, redom. Gusta keramika na bazi hidroksiapatita se moze dobiti postupcima
sinterovanja, toplim uniaksijalim presovanjem i toplim izostatskim presovanjem. Ovim postupcima
dolazi do smanjenja veli¢ine zrna i dobija se hidroksiapatit velike gustine, fine mikrostrukture, visoke
termicke stabilnosti i dobrih mehanickih svojstava. Metode za dobijanje porozne keramike na bazi
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hidroksiapatita obuhvataju sinterovanje u prisustvu specificnih aditiva koji doprinose formiranju
pora, i u literaturi se pominje upotreba naftalena, parafina, vodonik-peroksida ili nekih poroznih
materijala poput polimernih sundjera koji sagorevaju na visokim temperaturama ostavljajuci pore
[54]. Veli¢ina i zapremina pora zavisi od raspodele veli¢ine ¢estica u polaznom materijalu kao i od
aditiva i uslova sinterovanja. Pretpostavlja se da je minimalna veli¢ina pora potrebna za proces
,urastanja“ kostiju u implantima u intervalu 100-135 pum. Pore u implantima su neophodne za proces
osteointegracije, koji zavisi od veli¢ine pora, zapremine i njihove povezanosti. Efikasnost urastanja
kostiju 1 njihovo fiksiranje se moze posti¢i povecanjem poroznosti i medusobne povezanosti pora.
Obicno, porozna keramika pokazuje veci stepen resorpcije i vecu resorbilnost i osteokonduktivnost u
poredenju sa gustom keramikom, zbog vecée specifiéne povrSine koja omogucava bolju adheziju,
diferencijaciju i proliferaciju koStanih celija na povrSini implantata [50]. Odlikuje se slabim
mehani¢kim svojstvima i stoga je pogodna za implantaciju u tkiva koja ne podlezu velikim
optere¢enjima (operacija srednjeg uha i neke maksilofacijalne intervencije) [50]. Dodatno, porozna
struktura omogucava uspesno vezivanje farmakoloskih supstanci poput antibiotika, hormona, enzima,
fragmenata antitela, steroida i drugih.

Hidroksipatit ima S$irok spektar primena na polju medicine, stomatologije i nauke o
materijalima. Neke od tih primena ukljucuju:

1. Dentalne primene, u pastama za zube, dentalnim implantatima i dentalnim ispunama. Ima
ulogu u lecenju i regeneraciji zubne gledi i dentina.

2. Primenu u kosStanim graftovima i implantatima, u vidu biomaterijala koji obezbeduje osnovu
za rast nove kosti, promovise regeneraciju kostiju i integraciju sa okolnim tkivom.

3. Prevlake za medicinska sredstva — hidroksiapatit se moze nanositi u vidu prevlaka na povrs§inu
medicinskih implantata, poput zamena za zglobove i Srafova kako bi poboljSao njihovu
biokompatibilnost.

4. Kao deo sistema za isporuku lekova — nanocestice hidroksiapatita mogu da se koriste kao
nosaci za isporuku lekova.

5. Inzenjerstvo tkiva — skafoldi hidroksiapatita se koriste na polju inZenjerstva tkiva da formiraju
i obezbede tro-dimenzione strukture koje podrzavaju rast Celija i regeneraciju tkiva. Ovi
skafoldi mogu da se zaseju ¢elijama i zatim implantiraju u telo kako bi pospesili obnavljanje
oStecenih tkiva.

LoSa mehanicka 1 adhezivna svojstva hidroksiapatita ograni¢avaju njegovu primenu u
medicini. Ovaj nedostatak se moze prevazi¢i formiranjem kompozita, kombinujué¢i materijale
razli¢itih karakteristika. Jedan od pristupa je imitiranje strukture prirodne kosti (hidroksiapatit i
kolagen) i1 formiranje kompozita hidroksiapatita sa razli¢itim polimerima u cilju poboljSanja
adhezivnih 1 mehanickih svojstava. Polimeri imaju ,,zadatak* da oponasaju ulogu organske faze u
prirodnom tkivu, posto su visoka zilavost loma i zatezna ¢vrstoca kosti posledica prisustva kolagenih
vlakana.

2.3.2. Polimeri

Polimeri imaju veoma vaznu ulogu u procesu formiranja kompozitnih biomaterijala, jer
omogucavaju dizajniranje materijala prilagodenih postavljenim zahtevima u medicini. Formiranjem
kompozita, moguce je uticati na povecanje biokompatibilnosti, poboljsanje mehanickih svojstava,
obezbedivanje bioloske funkcionalnosti istovremeno omogucavajuci kontrolu razgradljivosti. Zbog
tih karakteristika, oni su klju¢ni u razvoju novih biomaterijala i obuhvataju oblasti kao Sto su
inzenjerstvo tkiva [55,56], vesStacka koza [57,58], stomatologija [59,60], kontrolisano oslobadanje
lekova [61,62], ortopedski uredaji [63—65] i1 kardiovaskularna hirurgija [66,67]. Polimeri se koriste
kao matrica u kojoj se mogu inkorporirati razli¢iti materijali (hidroksiapatit, vlakna, antibiotici...) u
cilju poboljsanja funkcionalnosti implantata.
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Polimeri koji se koriste u proizvodnji biomaterijala mogu biti prirodni ili sinteticki [54].
Najznacajniji sinteticki polimeri su: polilaktidna kiselina (PLA, za kozne 1 koStane implantate, u
sistemima za isporuku lekova, u proizvodnji materijala za 3D Stampanje implantata) [68],
poliglikolna kiselina (PGA, za implantate mekih tkiva, kao resorptivni Savovi u hirurgiji) [69],
poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA, u implantatima, kao nosaci lekova, za medicinske savove, za tretman
regeneracije kostiju i mekih tkiva) [70,71], poli-kaprolakton (PCL, u implantatima za regeneraciju
kostiju, medicinskim prevlakama, implantatima za meka tkiva) [72], polipropilen (PP, u proizvodnji
medicinskih implantata, protetici, za hirurske savove) [73], poli(metil metakrilat) (PMMA, u
dentalnim i oftalmoloskim implantatima, protezama), prevlakama za medicinske uredaje) [74],
poli(vinil-alkohol) (PVA, fleksibilan, biokompatibilan i biorazgradiv polimer sa visokom zateznom
¢vrsto¢om) [75].

Prirodni polimeri se mogu Koristiti kod regeneracije tkiva, za izradu implantata, prekrivanja
rana i u farmaceutskoj industriji [76,77]. Najznacajniji prirodni polimeri koji se primenjuju u
biomaterijalima su: kolagen (za tretman rana, u implantatima za regeneraciju kostiju, u kozmetici)
[78], hijaluronska kiselina (u regeneraciji koze, medicinskim implantatima, oftalmologiji) [79],
kazein (u biokompozitima za izradu biomaterijala, implantata, nosa¢ lekova), hitozan (u gelovima za
zarastanje rana, hidrogelovima kao nosaci lekova, u biokompozitima za regeneraciju kostiju i mekih
tkiva), alginat (gelovi za zarastanje rana, nosa¢ lekova, u bioaktivnim implantatima za regeneraciju
kostiju) [80], lignin (antioksidativna i antibakterijska svojstva, biokompatibilnost) [81,82], skrob (u
implantatima za regeneraciju tkiva, nosa¢ lekova, materijal za kapsule lekova) [83], celuloza (u
medicinskim implantatima, gelovima za zarastanje rana, kao pomo¢ni materijal u tabletama) [84].

Hitozan (CS) je prirodni polisaharid koji se dobija iz najrasprostranjenijeg prirodnog polimera
hitina (osnovni strukturni materijal u spoljnim skeletima morskih organizama, kod insekata).
Deacetilovani oblik hitina, hitozan, moze se dobiti hemijskom ili enzimskom hidrolizom [85-87].
Hitozan je kopolimer sastavljen od [-1,4-2-amino-2-deoksi-B-p-glukoze (deacetilovani p-
glukozamin) i N-acetil-D-glukozamin jedinice.[88] Na slici 2. predstavljena je strukturna formula
hitozana.

Slika 2. Strukturna formula hitozana

Hitozan je netoksi¢an, bez mirisa, biokompatibilan i biorazgradiv do neskodljivih proizvoda
(amino Secera) koji se potpuno apsorbuju u telu, $to ga ¢ini izuzetnim kandidatom za primenu u vidu
nosaca lekova, proteina/peptida, faktora rasta, vakcina kao i u genskoj terapiji [89-91]. Imajuéi u
vidu da je hitozan polimer prirodnog porekla, bezbedan za ljudsku upotrebu, biokompoziti na bazi
hitozana imaju prednost u odnosu na kompozite sa sintetickim polimerima. Pored toga, hitozan ima
hidrofilnu povrsinu koja podstice ¢elijsku adheziju i proliferaciju. U literaturi su prikazani rezultati
koji potvrduju sposobnost hitozana da ubrzava lec¢enje rana u klini¢kim slucajevima [92]. Hitozan i
njegovi derivati ispoljavaju antiinflamatorna, antibakterijska, antitumorska, antifungalna,
hemostatska i analgetska svojstva. Brojni eksperimenti su pokazali izvanredan antibakterijski efekat
hitozana prema sirokom spektru bakterija [90].
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U inZenjerstvu kostanog tkiva, hitozan se moze koristiti za dobijanje trodimenzionalnih
skafolda sa razli¢itom strukturom pora koje promovisu proliferaciju kostanih Celija i doprinose
formiranju mineralizovane matrice kostiju. Veoma je pogodan za izradu skafolda jer se razgraduje
uporedo sa formiranjem novog tkiva bez pojave inflamatornih reakcija ili toksi¢nih produkata [87].

2.3.3. Grafen

Grafen je alotropska modifikacija ugljenika i moze se definisati kao monosloj ugljenika u
strukturi grafita. Ovaj monosloj je sastavljen od sp?-hibridizovanih atoma ugljenika, izmedu kojih se
uspostavljaju veze duzine 0,142 nm i gusto spakovanih u reSetku strukture saca, formirajuci
dvodimenzioni kristal [93]. Grafen i njegovi derivati se mogu primeniti u inZenjerstvu koStanog tkiva,
za obnavljanje kostanog tkiva i reparaciju vecih kostanih defekata. U literaturi, [93] je pokazano, da
grafen, derivati grafena kao i neki kompozitni materijali sa grafenom pokazuju antibakterijsku
aktivnost, netoksi¢ni su za ljudske osteoblaste i predstavljaju pogodne materijale za adheziju i
proliferaciju osteoblasta, kao i za mineralizaciju apatita [94,95]. Antibakterijska aktivnost prema
Gram-pozitivnim i Gram-negativnim vrstama bakterija je potvrdena u brojnim studijama [96,97].

U biokompozitnim materijalima, grafen se moze primeniti kod tretmana rana i regeneracije
tkiva (u biosenzorima ili kao podloga za rast ¢elija, jer omoguéavaju poveéanje adhezije ¢elija), za
implantate i proteze (zbog dobrih mehanickih svojstava povecava izdrzljivost i vek trajanja). Takode,
zbog svoje hemijske inertnosti i prisustva slobodnih p elektrona, grafen predstavlja perspektivni
materijal koji se moZe primeniti kao nosa¢ lekova [94,98,99].

Primena grafena kao punioca u kompozitnim materijalima sa hidroksiapatitom i polimerima
moze da indukuje povecanu sposobnost formiranja kosti, povec¢anu specificnu povrsinu, da neutraliSe
negativno povrSinsko naelektrisanje privlace¢i jone kalcijuma iz okolnog rastvora doprinoseci
formiranju novog sloja koji po strukturi odgovara kostanom apatitu, kao i dobru citokompatibilnost
[100].

2.3.4 Antibiotici

Infekcije koje se potencijalno mogu javiti nakon ugradnje kostanih implantata u oblasti
ortopedije i stomatologije znacajno uticu na ukupan ishod operacije i mogu ¢ak dovesti do
odbacivanja implantata i potrebe za ponovnim hirurskim zahvatom. Lecenje ovih infekcija zahteva
primenu antibiotika, a odabir antibiotika zavisi od vrste patogena. Neki od najées¢ih uzro¢nika
infekcija su Staphylococcus aureus (Gram-pozitivne bakterije), Escherichia coli, Klebsiella spp. i
Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativne bakterije), kao i stafilokoke, streptokoke i enterokoke.
Lecenje ovih infekcija ukljucuje primenu razlicitih vrsta antibiotika, u zavisnosti od vrste patogena 1
jacine infekcije. Poznato je da se u klini¢koj praksi primenjuju slede¢i antibiotici: cefazolin,
vankomicin, daptomicin, rifampicin, penicilin, ampicilin, gentamicin, ciprofloksacin, tobramicin,
fluorohinoloni [14,15]. Ukupno, terapija moze trajati i tri meseca.

Gentamicin je efikasan antibiotik iz aminoglikozidne grupe dobijen iz vrste bakterije

(aktinomicete) Micromonospora purpurea i predstavlja mesavinu tri glavne komponente nazvane
gentamicin C1, Clai C2. Naslici 3. je prikazana strukturna formula gentamicin-sulfata.
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Slika 3. Strukturna formula gentamicin-sulfata

Ove tri komponente su strukturno veoma sli¢ne i poseduju sli¢nu antibiotsku aktivnost.
Pretpostavlja se da se antibakterijski mehanizam aminoglikozidnih antibiotika zasniva na inhibiciji
sinteze proteina usled pogresnog oc¢itavanja informacija na iIRNK. Antibiotik se vezuje za 30S
subjedinicu ribozoma bakterijske ¢elije Sto dovodi do pogresnog o€itavanja podataka na IRNK [101].
Postoje tri glavne faze antibakterijskog dejstva i ulaska aminoglikozida u ¢éelije. Prvu fazu predstavlja
“jonsko vezivanje” do kog dolazi kada se polikatjonski aminoglikozidi elektrostaticki vezu za
negativno naelektrisane sastojke citoplazmaticne membrane bakterijskih celija, i t0 za tejhoi¢nu
kiselinu i fosfolipide unutar citoplazmati¢ne membrane Gram-pozitivnih bakterija i lipopolisaharide
i fosfolipide unutar spoljne membrane Gram-negativnih bakterija [102,103]. Ovo vezivanje dovodi
do povecéanja propustljivosti citoplazmaticne membrane i ulaska aminoglikozida u ¢elije. Druga faza
je “energetski zavisna faza I’ koja podrazumeva ulazak aminoglikozida u citoplazmu, oslanjajuci se
na proton-motornu silu i koja omogucava da samo ogranic¢ena koli¢ina aminoglikozida dospe do 30S
ribozomalne subjedinice gde remeti proces translacije proteina i naruSava citoplazmati¢nu
membranu. Poslednja faza je “energetski zavisna fazi II” gde dolazi do unistavanja bakterija u
zavisnosti od koncentracije antibiotika. U ovoj fazi dolazi do ubrzanog nagomilavanja
aminoglikozida u ¢elijama i “ubrzavanja” pogres$nog ¢itanja iRNK §to sve dovodi do inhibicije sinteze
proteina. Ovo ukazuje da aminoglikozidi ostvaruju antibakterijski efekat na dva nacina: neposredno
— naru$avanjem citoplazmatiéne membrane i odlozenim efektima — inhibicijom sinteze proteina
[104,105].

Postoji viSe nalina za spreCavanje pojave infekcija nakon implantacije od kojih je
najefikasnija inhibicija bakterijske adhezije. Tokom sistemske primene antibiotika, zahtevaju se
visoke doze antibiotika $to moZe imati Stetne efekte na jetru i1 bubrege. Stoga su savremena
istraZivanja usmerena na razvijanje mogucnosti za ciljanim oslobadanjem antibiotika i delovanje
lekova na Zeljenim mestima bez izazivanja toksi¢nih efekata i uz znacajno smanjenje primenjenih
doza leka [4,106-110].

Gentamicin je jedan od najce$¢e primenjivanih aminoglikozidnih antibiotika zbog Sirokog
spektra antibakterijske aktivnosti, povoljne cene i dostupnosti [4,108,111]. Takode, gentamicin
pokazuje antibakterijsku efikasnost i prema Gram-pozitivnim i prema Gram-negativnim vrstama
bakterija, ali je veca efikasnost uocena u slucaju teskih infekcija izazvanih Gram-negativnim vrstama
bakterija poput Pseudomonas aeruginosa. lako je gentamicin antibiotik koji je dugo u upotrebi u
klinickoj praksi, on moze da izazove nekoliko nezeljenih efekata poput nefrotoksicnosti i
ototoksi¢nosti zbog Cega njegova upotreba moze biti ogranicena.

Gentamicin se uspesno moze inkorporirati u razli¢ite matrice — ukljuc¢ujuci biokeramiku,
polimerne matrice i hidrogelove — Sto omogucava kontrolisano oslobadanje leka na mestu
implantacije. Ovakvi kompoziti obezbeduju lokalizovanu antibakterijsku aktivnost, smanjujuéi
potrebu za sistemskom primenom antibiotika ¢ime se uti¢e na pojavu rezistencije i nuspojava.
Poseban znacaj imaju kompoziti na bazi bioaktivnog stakla, kalcijum-fosfata i grafenskih derivata,
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koji u kombinaciji sa gentamicinom omogucéavaju istovremenu antibakterijsku zastitu i
osteokonduktivnost, §to je klju¢no za uspesnu ugradnju implantata u kostano tkivo [40,91,112-114].

2.4. Elektroforetsko taloZenje

Elektroforetsko talozenje (eng. Electrophoretic deposition, EPD) omogucava taloZenje
metala, metalnih oksida, keramike, polimera, proteina, lekova kao i njihovih kombinacija u vidu
razli¢itih kompozitnih materijala [90]. Celija za elektroforetsko taloZenje se obi¢no sastoji od dve
elektrode, radne i pomo¢ne elektrode uronjene u suspenziju iz koje se vrsi talozenje, i moze da ima
kao izvor napajanja jednosmernu (DC) ili naizmeniénu struju (AC). TaloZenje se vrsi iz suspenzija,
u kojima pod dejstvom elektricnog polja dolazi do migracije naelektrisanih Cestica ka suprotno
pnaelektrisanom supstratu. TaloZenje se odvija u dve faze:1) elektroforeza — formiranje i migracija
naelektrisanih Cestica u suspenziji ka suprotno naelektrisanoj elektrodi primenom elektri¢nog polja i
2) taloZenje naelektrisanih vrsta na suprotno naelektrisanoj elektrodi usled koagulacije Cestica.
Elektroforetsko talozenje moze da bude katodno (taloZenje pozitivnih Cestica na negativno
naelektrisanoj elektrodi — katodi) i anodno (taloZenje negativno naelektrisanih ¢estica na pozitivno
naelektrisanoj elektrodi — anodi). Kataforetsko taloZenje je pogodniji postupak od anodnog taloZenja
jer ne dovodi do rastvaranja metalnog supstrata (samim tim omogucéava dobijanje kvalitetnije
prevlake) i izdvojeni vodonik ne stupa u reakciju sa prevlakom na katodi [115-118]. Elektroforetsko
talozenje je u velikoj meri naslo primenu u oblasti biomaterijala, za dobijanje kompozitnih prevlaka
za koStane implantate. Velika prednost u odnosu na ostale metode dobijanja prevlaka kao §to su
plazma-sprej tehnika, toplo izostatsko presovanje, hemijsko taloZenje pod hidrotermalnim uslovima,
talozenje jonskim snopom, talozenje iz parne faze, sol-gel postupak, pulsno lasersko talozenje i drugi,
jeste mogucnost talozenja na supstratima razli¢itog oblika ukljucujuéi i kompleksne oblike, talozenje
na sobnoj temperaturi, kao i mogucnost kontrole debljine i morfologije istalozenih prevlaka
variranjem i optimizacijom parametara talozenja (vreme i napon taloZenja, sastav suspenzije i mnogi
drugi) [119,120]. Elektroforetsko taloZenje predstavlja veoma pogodnu metodu za formiranje
prevlaka koje se mogu koristiti kao nosaci terapeutskih agenasa. Ova metoda omogucava talozenje i
osetljivih lekova iz razblazenih vodenih suspenzija na sobnoj temperaturi, $to je posebno vazno za
o¢uvanje njihove bioaktivnosti. Kao matrice za isporuku terapeutskih agenasa putem elektroforetskog
talozenja naj¢eSc¢e se koriste biopolimeri, keramicki materijali i ugljeni¢ni nanomaterijali,
zahvaljujuci njihovim povoljnim fizi¢ko-hemijskim svojstvima [90].

Terapeutski agensi mogu da se inkorporiraju u prevlake postupkom elektroforetskog taloZenja
na tri nacina; 1) istovremenim talozenjem u jednom koraku aktivne supstance i matrice prevlake, 2)
prethodnim korakom inkorporacije aktivne supstance u mikronosace, praceno talozenjem kompleksa,
3) naknadnom inkorporacijom aktivne supstance na prethodno istalozene previlake. Istovremeno
taloZenje i prethodna inkorporacija se mnogo ¢e$ée primenjuju od naknadnih modifikacija formirane
previake [41].

Otpustanje terapeutskih agenasa iz kompozitnih prevlaka dobijenih elektroforetskim
talozenjem odvija se u tri faze [121]. Prva faza je ,,naglo* otpustanje leka i odnosi se na oslobadanje
slabo vezanih lekova sa povrsine prevlake. Ovaj efekat nastaje usled gradijenta koncentracije koji
izaziva prisustvo antibakterijskog agensa u prevlaci. Tako je u slucaju prevlake hitozana sa
inkorporiranim antibiotikom vankomicinom, dobijenih elektroforetskim taloZzenjem, primeceno
difuzijom kontrolisano ,,naglo* otpustanje leka u po¢etnom periodu koje je direktno proporcionalno
gradijentu koncentracije usled fizickog vezivanja vankomicina za matricu hitozana. Otpustanje je
inicirano difuzijom polarnih molekula vode u prostor izmedu lanaca hitozana, dovode¢i do raskidanja
vodoni¢nih veza izmedu polimera i vezanog leka [41]. Drugu fazu otpustanja antibakterijskih agenasa
karakterise sporo i kontrolisano otpustanje, odredeno difuzijom leka iz unutrasnjosti prevlake kao i
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razlaganjem same polimerne matrice, dok se u tre¢oj fazi brzina otpustanja antibakterijskog agensa
znacajno smanjuje [41].

2.5. Kompozitne prevlake na bazi hidroksiapatita i polimernih komponenti

Hidroksiapatit je krt materijal koji mora da se kombinuje sa drugim materijalima, najcesce sa
polimerima u cilju poboljsanja mehanic¢kih i adhezivnih svojstava koji neée uticati na njegovu
biokompatibilnost i bioaktivnost za potencijalnu primenu u oblasti biomaterijala. Sinteticki ili
prirodni polimeri se Cesto koriste u inZenjerstvu kostanog tkiva kako bi unapredili i kontrolisali
poroznost i stepen degradacije kompozitnih prevlaka, kao i1 stepen oslobadanja antibiotika.
[122,123]. Prednosti njihove primene u rekonstruktivnoj hirurgiji, bilo u nativnom obliku ili u vidu
kompozitnih materijala, su brojne.

Poli(laktid-ko-glikolid), PLGA, u kombinaciji sa hitozanom ispitivan je za primenu u vidu
prevlake za oblaganje stentova [70], dok je u kombinaciji sa hidroksiapatitom i antibiotikom
atorvastatinom pronasao primenu u inzenjerstvu kostanog tkiva [71]. Poli(glikolna kiselina), PGA, u
formi kompozita sa hidroksiapatitom poboljsava diferencijaciju osteoblasta i formiranje
mineralizovane koStane matrice nakon implantacije [69]. Kompozitni materijal na bazi polieter-eter-
ketona, PEEK, hidroksiapatita i hitozana u vidu trokomponentne prevlake, pokazao je odli¢ne
rezultate antibakterijske aktivnosti prema E. coli i S. aureus [124]. U slucaju poli(mle¢ne kiseline)
(biokompatibilnog, biorazgradivog polimera, visokog modula elasti¢nosti) uo¢eno je da dodatak
hidroksiapatita znacajno poboljsava mehanicka svojstva kompozita [125,126]. Dispergovanjem
nanocestica hidroksiapatita i mikrokristalne celuloze u matrici poli-L-mle¢ne kiseline je uspesno
sintetisan nanokompozit sa strukturom i mehani¢kim svojstvima sli¢nim trabekularnoj kosti [127].
Poli(vinil-alkohol) je biokompatibilan i biorazgradiv polimer sa visokom zateznom ¢vrstoCom. U
kombinaciji sa hitozanom formira nanovlaknastu matricu pogodnu za inkorporaciju hidroksiapatita,
oponasajuci ekstracelularni matriks kosti. Pokazano je da PVA/hitozan/HAP skafold u obliku
nanovlakana omogucava prianjanje i proliferaciju osteoblasta [75].

Jedan od najcesce primenjivanih sintetickih polimera u oblasti inzenjerstva kosStanog tkiva i
stomatologiji je poli(metil-metakrilat), PMMA, — akrilni materijal koji se ima odli¢ne mehanicke
karakteristike. Dodavanjem hidroksiapatita u PMMA matricu dobijen je kompozitni materijal vece
gustine i bolje mehanic¢ke otpornosti [74].

Prilikom dizajniranja materijala u inzenjerstvu tkiva veoma je vazno ,,imitirati svojstva i
funkcije prirodnih tkiva. Iz tog razloga su prirodni polimeri kao $to su kolagen, fibrinogen,
hijaluronska kiselina, elastin, alginat, hondroitin-sulfat, lignin i hitozan, nasli veliku primenu u izradi
materijala za regeneraciju tkiva [76]. Njihova efikasnost u inzenjerstvu tkiva ogleda se u sposobnosti
da budu prepoznati od strane celija domacina, zahvaljuju¢i specificnim aminokiselinskim
sekvencama [77]. Pored toga, ovi polimeri mogu indukovati zarastanje i integraciju tkiva odnosno
podsticati migraciju, proliferaciju i1 diferencijaciju celija [77]. Na primer, fibrinogen, glavna
glikoproteinska komponenta plazme koja ucestvuje u koagulaciji, ima klju¢nu ulogu u adheziji,
Sirenju 1 agregaciji celija. Dodatkom fibrinogena nanocesticama hidroksiapatita poboljsava se
adhezija ¢elija [128].

Kombinovanjem alginata i Zzelatina dobijeni su skafoldi u kojima je naknadnom
mikroenkapsulacijom hidroksiapatita dobijen materijal koji je posluzio kao osnova za osteogenu
diferencijaciju i proliferaciju ¢elija [129]. Hondroitin-sulfat je poznat po sposobnosti da podstice
proliferaciju ¢elija i poseduje antitrombogena svojstva. Kombinacijom hondroitin-sulfata i kolagena
moguce je dobiti vaskularni skafold sa antitromboti¢nom i endotelizacionom funkcijom [130].

Usled izvanrednih karakteristika, hitozan Cesto predstavlja dobar materijal za regeneraciju
mekih 1 tvrdih tkiva, kao nosa¢ lekova, ili kao deo kompozitnih prevlaka na povrSini metalnih
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implantata [90,131,132], zbog izvanrednih svojstava: biokompatibilnosti [64], biorazgradivosti
[133], antibakterijske aktivnosti [134,135] i velikog potencijala za primenu u sistemima za isporuku
lekova [136,137]. Nakon implantacije, hidrofilna povrSina hitozana ima sposobnost da poboljsa
proliferaciju, adheziju i diferencijaciju ¢elija. Dodatno, u in vivo uslovima je pokazano da neki enzimi
(uglavnom lizozimi) razgraduju hitozan do neSkodljivih oligosaharida [138]. Kao nosa¢ leka u
ortopedskim implantatima, hitozan omogucava lokalnu primenu antibiotika pri ¢emu se postize
odlican terapeutski efekat uz nizu ukupnu dozu leka. Pored toga $to ima sposobnost da indukuje
¢elijsku adheziju, diferencijaciju i1 proliferaciju podrzavaju¢i oporavak tkiva, hitozan je jedini
polisaharid koji je u kiseloj sredini u obliku polikatjona §to omoguc¢ava njegovu primenu u vidu pH-
zavisnih nosaca lekova i koji se pokazao kao efikasno sredstvo za transport odnosno isporuku lekova
i terapeutski aktivnih molekula koji poboljsavaju antibakterijska svojstva kompozitnih materijala
[139].

Kompozitne prevlake na bazi hitozana i hidroksiapatita pokazuju izuzetnu biokompatibilnost,
Sto je potvrdeno formiranjem novog sloja hidroksiapatita nakon samo 7 dana potapanja u simuliranu
telesnu te¢nost (eng. Simulated Body Fluid, SBF) [140]. Zbog pomenutih dobrih svojstava, hitozan
zauzima vazno mesto u oblasti sinteze biomaterijala zahvaljujuéi i izuzetnoj sposobnosti formiranja
filmova [90,141]. Kao katjonski polisaharid, hitozan se uspesno koristi u procesu elektroforetskog
talozenja — jednoj od najperspektivnijih metoda za dobijanje bioaktivnih prevlaka [140,142-144].
Hitozan bi, kao komponenta kompozitnih prevlaka, trebalo da doprinese poboljsanju adhezije
prevlaka za supstrat, da poboljsa mehanicka svojstva hidroksiapatita i da ima ulogu matrice za
vezivanje, a zatim i kontrolisano otpustanje lekova [9,90].

Primena sintetickih biomaterijala u velikoj meri zavisi od mehanic¢kih svojstava materijala, od
sastava, poroznosti, bioaktivnosti, toksi¢nosti i mnogih drugih. Elektroforetsko taloZenje, kao metoda
za dobijanje prevlaka na metalnom supstratu, ima niz prednosti kao $to su: taloZenje u jednom koraku
iz visekomponentnog sistema, kao i mogucnost kontrole uniformnosti, morfologije i debljine
prevlaka variranjem parametara talozenja. Elektroforetsko talozenje je uspe$no primenjeno za
dobijanje ¢istih ili kompozitnih HAP/CS/Gr prevlaka na metalnom supstratu. Tokom poslednje
decenije, interesovanje za primenu elektroforetskog taloZzenja za dobijanje kompozitnih prevlaka je
znacajno poraslo [145-150]. Glavna prednost elektroforetskog talozenja u poredenju sa drugim
metodama jeste mogucnost talozenja kompozitnih prevlaka u jednom koraku iz viSekomponentnih
suspenzija na sobnoj temperaturi [140,151-153].

Prilikom implantacije postoji moguénost pojave infekcije i formiranja biofilma $to dovodi do
ozbiljnih komplikacija i potencijalnog odbacivanja implantata. Obecavajuéi, u poslednje vreme sve
¢eSc¢e koriséen pristup u borbi protiv infekcija nakon implantacije, formiranja biofilma i adhezije
bakterijskih ¢elija, temelji se na dizajniranju metalnih implantata sa inkorporiranim antibakterijskim
agensima koji se kontrolisano otpustaju. Da bi se postigao §to efikasniji antibakterijski efekat, koriste
se razliciti agensi koji se mogu podeliti na organske (biljni ekstrakti, antibiotici 1 drugi prirodni
materijali) i neorganske agense (grafenski materijali, metalne nanocestice, bioaktivna stakla i drugi
neorganski materijali) [39]. Neorganski i ugljeni¢ni materijali kao antibakterijski agensi i njihova
primena u dizajniranju/proizvodnji antibakterijskih medicinskih sredstava je zasnovana na izrazenoj
antibakterijskoj aktivnosti prema Sirokom spektru bakterijskih sojeva, narocito Gram-pozitivnim i
Gram-negativnim bakterijama.

Ugljeni¢ni materijali, poput grafena i njegovih derivata su izazvali veliko interesovanje
istrazivacCa za primenu u oblasti biomaterijala zbog izrazenih mehanickih svojstava, velike specificne
povrsine koja omogucéava njihovu primenu u vidu nosaca razlicitih aktivnih komponenti, ali i zbog
antibakterijskog efekta [77]. Elektroforetskim taloZzenjem se u vidu prevlaka, mogu nanositi
redukovani grafen oksid (RGO) i oksid grafena (GO) [115].
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Kompozitne prevlake sa antibiotikom dobijene postupkom elektroforetskog taloZzenja su
privukle dosta paznje u nedavnim studijama kada su vankomicin [154,155], ciprofloksacin [5,156],
ampicilin [157], levofloksacin [157], tetraciklin [158,159], doksiciklin [160,161] i gentamicin
[107,108,110,111] tetraciklina i/ili ibuprofena, deksametazona i ampicilina [5,106,107,111] uspesno
ukljuceni u kompozite za kontrolisanu isporuku lekova.

Izbor antibiotika je veoma vazan i u prevenciji 1 u tretmanu bakterijskih infekcija. Znacajno
smanjenje broja bakterijskih celija (meticilin-osetljivin sojeva S.aureus — MSSA i meticilin-
rezistentnih sojeva S.aureus — MRSA) na kostima i implantatima se moZe posti¢i primenom
implantata sa inkorporiranim antibioticima. Prilikom izbora antibiotika za koStane implantate,
gentamicin se pokazao kao dobar izbor, jer se ve¢ koristi u klini¢koj praksi za le¢enje ortopedskih
infekcija izazvanih meticilin-osetljivim sojevima S.aureus (MSSA) i jer je termostabilan. Gentamicin
pokazuje efikasnost u kratkom vremenskom periodu, a njegova aktivnost zavisi od upotrebljene
koncentracije. Dodatkom gentamicina u kompozitne prevlake omogucio bi se brz terapeutski efekat
na mestu infekcije odnosno implantacije i zaobisli bi se nezeljeni efekti poput ototoksi¢nosti do koje
dolazi usled sistemske primene antibiotika.

Primenom elektroforetskog talozenja, gentamicin je uspe$no inkorporiran u prevlaku
hitozan/Zelatin na Ti6Al4V i hitozan/zelatin/silika na hirurSkom ¢eliku, zatim vankomicin kao deo
prevlaka hitozan/Zelatin, hitozan/bioaktivno staklo, fibroin svile, fibroin svile/trikalcijum-fosfat,
titan-dioksid nanotube na titanskom supstratu. Takode, Bigham i saradnici su uspes$no
elektroforetskim talozenjem dobili mezoporoznu prevlaku magnezijum-silikata na titanu [39].

U uporednom ispitivanju previaka karbonatnog hidroksiapatita na titanskim implantima sa
razli¢itim antibioticima (amoksicilin, cefalotin, vankomicin, karbenicilin, tobramicin, gentamicin i
cefamandol) primeceni su razli¢iti modeli oslobadanja agenasa i antibakterijske aktivnosti u
zavisnosti od hemijske strukture primenjenog antibiotika [113]. Uoc¢eno je da su se tobramicin i
gentamicin, koji ne sadrze karboksilne grupe, brzo oslobadali, dok je cefalotin bio ¢vrsto vezan u
prevlaci i postepeno se otpustao u dugom vremenskom periodu uz postizanje jakog antibakterijskog
efekta prema S. aureus.

Kada je ampicilin dodat u kompozitnu prevlaku hitozana dobijenu elektroforetskim
talozenjem na titanskoj podlozi, primeceno je da se lek oslobadao kontinuirano tokom 28 dana, bez
efekta ,,naglog“otpustanja na samom pocetku, i uz podstaknuti efekat adhezije i proliferacije pre-
osteoblastnih ¢elija (MC3T3-El) na povrSini prevlake [162]. Levofloksacin je takode, uspesno
inkorporiran tehnikom EPD sloj-po-sloj [163]. U sli¢nim studijama, titanski implantati su
modifikovani nanoSenjem polimerizovanog poli(di(etilenglikol) metil eter metakrilata) sa
temperaturno kontrolisanim otpustanjem levofloksacina, pri ¢emu su koncentracije antibiotika
dostigle vrednosti za minimalnu inhibitornu koncentraciju za S. aureus ATCC 13709 u neposrednoj
blizini povrSine implantata [164]. Elektroforetskim talozenjem su dobijene prevlake hidroksiapatita
sa inkorporiranim gentamicin-sulfatom i ciprofloksacinom [5], koje su pokazale poboljsanu
bioaktivnost usled talozenja jona iz SBF rastvora, slicno biomineralizaciji u in vitro uslovima. Ove
prevlake su istovremeno pokazale jaku antibakterijsku aktivnost prema vrsti bakterije Pseudomonas
aeruginosa.

Primenom elektroforetskog talozenja dobijene su prevlake na bazi grafen-oksida i hitozana
(GOICS) sa inkorporiranim vankomicinom, i pokazano je da ove bioaktivne prevlake imaju
sposobnost da otpustaju lek, a pokazan je povecan sadrzaj antibiotika u prevlaci kao rezultat prisustva
GO nanoslojeva u polimernoj matrici [165]. Otpustanje leka bilo je brzo u pocetku, dok je zatim
usledilo sporije otpustanje tokom 4 nedelje. Antibakterijsko dejstvo je ispitano prema S. aureus, pri
¢emu je utvrdeno da koncentraciju antibiotika >0,5 g/L nije prezivela nijedna celija bakterije.
Citotoksic¢nost prevlaka testirana je na humanoj liniji osteosarkoma, kada je pokazano da zavisi od
koncentracije GO komponente.
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Postoji viSe naCina za inkorporaciju antibakterijskih agenasa u kompozitne prevlake
primenom elektroforetskog talozenja:

e mesanje i direktno zajednic¢ko talozenje agensa sa polimernom matricom,
e hemijska imobilizacija agensa na suspendovanim ¢esticama pre EPD procesa,

e inkorporacija agensa u nosa¢ima koji mogu da obezbede kontrolisano otpuStanje poput
nanocevi titan-dioksida, mezoporoznih nanocestica na bazi silicijum-dioksida, polimernih
Cestica, nanocevi halojzita ili magnetnih nanocestica koje se zatim istovremeno taloze sa
ostalim komponentama prevlake,

e kao i postupak nano$enja viseslojnih prevlaka primenom nekoliko uzastopnih EPD ciklusa.

Primenom elektroforetskog talozenja moguce je sintetisati razli¢ite kompozitne, viseslojne
prevlake sa razli¢itim inkorporiranim aktivnim komponentama poput grafena, metalnih nanocestica,
antibiotika i ostalih molekula koje omoguéavaju istovremeno otpustanje antibakterijskih komponenti
i zastitu od infekcija. Ovakav pristup se zasniva na sinergistiCkom ili aditivnom efektu vise
bioaktivnih i antibakterijskih agenasa koji ima za cilj da se smanji koncentracija pojedina¢nih
komponenata i njihov citotoksi¢ni efekat uz istovremeno postizanje adekvatne antibakterijske zastite
od infekcija [77,166].

Kako bi se omogucio razvoj prevlaka sa kontrolisanim i dugotrajnim profilima otpustanja
aktivnih komponenata istrazivanja su se usmerila ka razvoju prevlaka sa aktivnim komponentama do
¢ijeg otpustanja dolazi aktiviranjem nekim spoljasnjim faktorom:

e specificni fizioloski uslovi (odredena pH vrednost, temperatura, prisustvo nekog
metabolita koje luce bakterije)

e spoljni faktori ili stimulusi — elektri¢ni, magnetni, fototermalni, primena UV zracenja.

Primer ovakvih sistema moze da predstavlja elektroforetski talozen fotosenzitivni oktaedarski
kompleksni molekul molibdena sposoban da obrazuje singletni kiseonik O(*Ag) na staklene plo¢ice
prekrivene indijum—kalaj oksidom. Ovo je prvi primer molekularnih slojeva fotosenzitizatora koji su
u stanju da foto-inaktiviraju (svetlom talasne duzine 460 nm) bakterijske biofilmove i koji su pokazali
da kontinuirano zracenje slojeva doprinosi uklanjanju zrelih biofilmova Gram-pozitivnih vrsta
bakterija Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis, kao i Gram-negativnih vrsta bakterija
Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli [167]. Jo$ jedan primer ovakvih sistema je predstavljen
od strane Wanga i saradnika [168] gde je nakon osvetljavanja vidljivom svetlo§¢u na povrsini
prevlaka od mezoporoznog grafitnog azotida ugljenika doslo do smanjenja broja zZivih ¢elija bakterija
na 3% kod vrsta Pseudomonas aeruginosa i 10% kod vrsta Staphylococcus aureus.

Tao i saradnici [168] su elektroforetskim talozenjem dobili prevlake nanocesticnog zeolitnog
imidazolatnog okvira - 8 (ZIF-8) sa inkorporiranim antibiotikom levofloksacinom na titanu
(prethodno funkcionalizovan kolagenom), a zatim su viseslojni filmovi Zelatina i hitozana naneti
tehnikom "spin coating". Na ovaj nacin postignut je jak dvostruki antibakterijski efekat ovih previaka
prema Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa — prvi efekat je uocen nakon inicijalnog
otpuStanja antibiotika 1 jona cinka 1 drugi, posledi¢ni efekat nastao formiranjem alkalnog
mikrookruzenja koje je dodatno narusilo metaboli¢ke funkcije ispitivanih vrsta bakterija, a koje je
izazvala pH-zavisna razgradnja ZIF-8. Medutim, i ovakvi sistemi pokazuju niz nedostataka poput
razgradnje organskih komponenata pod dejstvom zracenja, nepozeljno (pozadinsko) oslobadanje, kao
i nedovoljno eluiranje aktivnih komponenata.
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U oblasti antibakterijskih prevlaka namenjenih za medicinske primene razvijene su i
kontaktno-baktericidne prevlake koje su dobijene direktnim vezivanjem nekih katjonskih supstanci
poput hitozana, antimikrobnih katjonskih peptida (AMP) ili enzima (AME) ili kvaternernih
amonijum-jona na povrSinu supstrata [169]. Hitozan je najcesCe ispitivani i primenjivani katjonski
polimer, narocito za dobijanje prevlaka primenom elektroforetskog talozenja. Antibakterijski efekat
ovakvih sistema zasniva se naj¢eS¢e na privlacenju putem elektrostati¢kih interakcija, negativno
naelektrisanih povrsina bakterijskih ¢elija od strane pozitivho naelektrisanih molekula (na primer,
hitozan) $to izaziva pucanje citoplazmati¢ne membrane, curenja ¢elijskog sadrzaja i time inhibicije
esencijalnih hranljivih materija neophodnih za rast i razmnozavanje ¢elija bakterija [90,169]. lonescu
i saradnici [170] su koristili ex vivo mikrobioloski model kako bi dokazali antibakterijska svojstva
nanocestica hitozana. Oni su ispunili zubni korenski kanal suspenzijom hitozanskih nanocestica i
primenili napon izmedu dve elektrode postavljene u korenu i parodontalnom ligamentu, kako bi
izvrsili dezinfekciju.

Za razliku od “aktivnih” prevlaka postoje 1 “pasivne” antibakterijske prevlake koje imaju za
cilj da smanje pocetno prianjanje ¢elija na povrSinu implantata. Ovo se moZze posti¢i, primenom
elektroforetskog talozZenja, formiranjem superhidrofobnih kompozitnih prevlaka koriste¢i materijale
niske povrsinske energije [65,84,85].

Primenom elektroforetskog talozenja, na povrSini nerdajueg celika su dobijene
superhidrofobne prevlake na bazi hitozana koje sadrze mikro-nanostrukture titan-fosfata (TiP) nalik
cvetovima. Poredenjem rezultata antibakterijske aktivnosti za hitozan-TiP prevlaku na nerdaju¢em
Celiku i rezultata za netretiranu povrsinu nerdajuéeg ¢elika uocen je 10 puta manji broj vezanih ¢elija
vrste bakterije E.coli. Medutim, izmenjena topografija povrSine prevlaka Cesto ne omogucava
dugoro¢nu zastitu od formiranja biofilma, i sposobnost adhezije ¢elija bakterija u velikoj meri zavisi
od same bakterije i od njenog broja ¢elija. U tabeli 3 je prikazan kratak pregled nekih materijala
(prevlaka) za kostane implantate sa dodatkom antibakterijskog agensa (antibiotika), kao i supstrata i
metoda kojom su ti materijali dobijeni.

Tabela 3. Pregled kompozitnih materijala za koStane implantate sa dodatkom
antibakterijskog agensa

Redr_u Sistem Me.t_odg Supstrat REF
broj dobijanja
1 hltpzan/zela_ltln/ploaktlvno_ s_taklo sa EPD e el [107]
inkorporiranim gentamicinom

5 ceIquza/aIglnat/blc_)a_ktlvno EPD Nanovlakna [171]
staklo/gentamicin celuloze
hitozan/zelatin-silika- titan, nerdajuci
3. gentamicin/bioaktivno staklo 3L Celik [110]
4. hitozan/zelatin/gentamicin EPD 3 D-odste_m?pam [40]
porozni titan
5 nanocevi ha!012|ta/h|to_za_1n sa EPD titan [111]
inkorporiranim gentamicinom
6. hitozan/zelatin/silika-gentamicin EPD nerdajudi Celik [4]
3D-odstampani
7. fibroin svile/gentamicin EPD CoCrMo [106]
skafoldi
8. gentamicin/hidroksiapatit EPD titan [5]
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kalcijum-fosfat/hitozan-gentamicin sa AZ91D legura

9. | . L) . . EPD . [109]
inkorporiranim karbonskim nanocevima magnezijuma
10. | hitozan/bioaktivno staklo/gentamicin EPD nerdajudi Celik [108]
11. . nHAP/polivinil-alkohol/ciprofloksacin EPD Ti-6Al-4V [156]
EPD, potapanje
12. Vankomicin/TiO2 nanotube + anodizacija Ti-6Al-4V [172]
Ti
13. Vankom_lcm/l_utozan/nanocestlce Metoda _ Ti [173]
bioaktivnog stakla nakapavanja
14, Gentamlc1n/h1tovzan/zelatm/&hka EPD 316LSS [4]
nanocestice
Gentamicin/hitozan/zelatin/silika Sprej tehnika +
15 nanocestice/bioaktivno staklo EPD elkee [174]
16. Vankomicin/protein svile EPD Ti [10]

Vankomicin/hitozan/Zelatin .
17 Gentamicin/hitozan/Zelatin EPD Ti-6Al-4V [40]

18. Vankomicin/svila/trikalcijum-fosfat EPD Ti [175]
. - EPD Ti
19. Apatit/kolagen/vankomicin anodizacija B e E [176]
20. | Vankomicin/hitozan/nanotube halojzita EPD Ti [177]
Tetraciklin
21. hidrohlorid/hitozan/bioaktivno EPD Ti [178]

staklo/nanotube halojzita

2.5.1. Bioaktivnost kompozitnih prevlaka u simuliranim in vitro uslovima

Simulirane telesne te¢nosti su uglavnom rastvori formulisani u cilju oponasSanja hemijskog
sastava 1 svojstava razlicitih telesnih te¢nosti. Pokazuju veliki potencijal u istrazivanju 1 testiranju u
medicinske svrhe gde stvarne telesne te¢nosti mozda nisu prakti¢ne ili eticke za koriS¢enje. U svim
ovim slucajevima, simulirane telesne tecnosti obezbeduju sprovodenje testova bioaktivnosti u
kontrolisanoj i standardizovanoj sredini. Ovi testovi mogu pomo¢i da se utvrdi kako materijal ili
supstanca stupa u interakciju sa bioloskim sistemima, bilo da promoviSe adheziju ¢elija, inhibira rast
¢elija bakterija, potpomaze rast kostiju ili bilo koje drugo specifi¢éno bioaktivno ponasanje.

Simulirana telesna te¢nost je razvijena u cilju simulacije neorganskog sastava ljudske krvne
plazme i prvenstveno je namenjen za ispitivanje bioaktivnosti materijala predvidenih za regeneraciju
kostanog tkiva, kao $to su biokeramika i ortopedski implantati. Sastav simulirane telesne tecnosti
blisko oponasa sastav ljudske krvne plazme odnosno koncentraciju jona i pH vrednost plazme. Sadrzi
jone kao Sto su kalcijum, fosfat, natrijum, kalijum, magnezijum i bikarbonat, koji su klju¢ni za
formiranje hidroksiapatita, mineralne komponente kostiju. Bioaktivnost ispitivanog biomaterijala se
procenjuje njegovim potapanjem u SBF i posmatranjem da li tokom vremena na njegovoj povrsini
dolazi do formiranja sloja slicnog hidroksiapatitu. Sposobnost materijala da formira novi sloj
hidroksiapatita ukazuje na njegov potencijal za integraciju sa kostanim tkivom.
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Postoje brojne studije o testiranju bioaktivnosti primenom simulirane telesne te¢nosti. Ove
studije su ¢esto usmerene na procenu sposobnosti materijala da indukuju formiranje hidroksiapatitnog
sloja na svojoj povrsini, oponasajuci prirodni proces mineralizacije koji se javlja u koStanom tkivu.
Kokubo i Takadama su testirali bioaktivnost potapanjem materijala u SBF i pra¢enjem sposobnosti
formiranja hidroksiapatita na povrsini materijala. Takode, testirani su i drugi materijali kao staklo-
keramika i pokazano je da postoji mogucnost formiranja sloja apatita nalik kostanom apatitu,
pokazujué¢i njihov potencijal za upotrebu kao zamena za kosti [179,180]. Rezultati ispitivanja
bioaktivnost titanskih implantata u simuliranoj telesnoj tenosti je prvi put ispitana od strane Kima i
saradnika [181] i pokazano je da je povrSina titanskih implantata nakon potapanja u simuliranu
telesnu te¢nost prekrivena slojem novoformiranog hidroksiapatita, ukazujuci na potencijal implantata
da se veze za kostano tkivo. Ispitivana je i bioaktivnog silikatnog stakla [182] potapanjem u
simuliranu telesnu te¢nost i uoéen je rast sloja hidroksiapatita na povrsini stakla nakon potapanja $to
ukazuje na potencijal ovog materijala za primenu u medicini. U istrazivanjima Bose i saradnika [183],
bioaktivnost 3D skafolda na bazi kalcijum-fosfata je takode potvrdena rastom hidroksiapatita nakon
potapanja u simuliranu telesnu te¢nost i konstatovan je pozitivan uticaj 3D arhitekture na razvijanje
bioaktivnosti. Visok potencijal u vidu rasta novog sloja hidroksiapatita i vezivanja sa kostanim
tkivom su pokazala i ispitivanja kosStanih cementa [184] i mezoporoznog bioaktivnog stakla [112] u
simuliranoj telesnoj te¢nosti. Primena simulirane telesne te¢nosti je standardni pristup za procenu
bioaktivnosti i potencijalne biokompatibilnosti Sirokog spektra materijala i medicinskih uredaja
namenjenih za regeneraciju kostanog tkiva i druge biomedicinske primene.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je sinteza i karakterizacija novih antibakterijskih, biokompatibilnih

hidroksiapatit/hitozan (HAP/CS) i hidroksiapatit/hitozan/grafen (HAP/CS/Gr) kompozitnih prevlaka
sa i bez dodatka gentamicina na titanu postupkom elektroforetskog talozenja iz stabilnih vodenih
suspenzija.

Detaljna karakterizacija dobijenih prevlaka bice izvrsena primenom slede¢ih metoda:

>

rendgenskom difrakcionom analizom (XRD), za odredivanje faznog sastava i strukture
HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka,

infracrvenom spektroskopijom sa Furijeovom (Fourier) transformacijom u ATR modu (ATR-
FT-IR), za odredivanje prisutnih funkcionalnih grupa i vrste veze izmedu hidroksiapatita,
hitozana i gentamicina,

Ramanovom spektroskopijom za ispitivanje strukture dobijenih prevlaka i prisustva grafena,

skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom sa energetskom disperzionom spektroskopijom
(SEM-EDS), za ispitivanje mikrostrukture i morfologije prevlaka

rendgenskom fotoelektronskom spektroskopijom (XPS), za ispitivanje hemijskog sastava i
strukture povrsine prevlaka,

termogravimetrijskom analizom (TGA), za odredivanje termicke stabilnosti dobijenih
previaka,

te¢nom hromatografijom visokih perfomansi sa masenim detektorom (HPLC-MS) za pracenje
kinetike otpusStanja gentamicina u dejonizovanoj vodi na 37 °C tokom 21-0g dana i fitovanjem
dobijenih profila razli¢itim kinetickim 1 difuzionim modelima,

metodom spektroskopije elektrohemijske impedancije i metodom polarizacionih krivih (PDS)
u simuliranoj telesnoj te¢nosti na 37 °C tokom 28 dana za ispitivanje biomineralizacije i
korozione stabilnosti dobijenih prevlaka.

In vitro ispitivanjem sposobnosti biomineralizacije potapanjem prevlaka u rastvor simulirane
telesne teCnosti i ispitivanje novoastalog sloja apatita metodama XRD, FT-IR i FE-SEM

prac¢enjem kinetike bakterijskog rasta i agar-difuzionim testom prema bakterijskim sojevima
Staphylococcus aureus TL i Escherichia coli ATCC 25922 za ispitivanje antibakterijske
aktivnosti prevlaka,

MTT i DET testom prema ¢elijskim linijama humanih (MRC-5) i mi§jih (L929) fibroblasta u
cilju ispitivanja citotoksicnosti prevlaka

testom alkalne fosfataze (ALP), za ispitivanje aktivnosti osteoblasta u prisustvu prevlaka, i
mogucnosti mineralizacije odnosno formiranja novog sloja kostiju.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO
4.1. Materijali

U postupku elektroforetskog talozenja HAP/CS 1 HAP/CS/Gr prevlaka sa 1 bez gentamicina
koriS¢eni su: hidroksiapatit (nanoprah, veli¢ina Cestica <200 nm, Sigma-Aldrich, SAD), hitozan
(prah, stepen deacetilacije 75-85 %, srednja molarna masa (MW=190-310 kDa), Sigma-Aldrich,
SAD), grafen (nanoprah, Cisto¢a 99,2 %, Graphene Supermarket, SAD) i gentamicin-sulfat (vodeni
rastvor, BioReagent, 50 mg/ml u dejonizovanoj vodi, Sigma-Aldrich, SAD), bez daljeg
preciS¢avanja. Kao supstrat za taloZenje koris¢ena je titanska folija (debljine 0,25 mm, 99,7 % cistoce,
Sigma Aldrich, SAD).

Za ispitivanje antibakterijske aktivnosti prevlaka korisceni su: KH2PO4 (Centrohem, Srbija),
K2HPO4, NaCl (Sigma Aldrich, SAD), tripton, agar, ekstrakt kvasca, hranljivi bujon (Institut za
virusologiju, vakcine i serume “Torlak”, Srbija) kao i Gram-negativni bakterijski soj Escherichia coli
ATCC 25922 (referentni soj, eng. American Type Culture Collection, ATCC, SAD) i Gram-pozitivni
bakterijski soj Staphylococcus aureus TL (Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu,
Katedra za Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju, laboratorija za industrijsku mikrobiologiju).
Citotoksicnost prevlaka je ispitana MTT i DET testom prema Celijskim linijama humanih pluénih
MRC-5 (ATCC® CCI-171™) i migjih L929 (ATCC® CRL-6364™) fibroblasta. Eksperimentalna
procedura se sastojala od uzgajanja i ispitivanja dobijenih ¢elijskih kultura uz koris¢enje sledecih
hemikalija: MTT tetrazolijumova so, medijum DMEM (eng. Dulbecco Modified Eagle’s Medium),
EDTA, fetalni tele¢i serum i rastvor antibiotika i antimikotika (Sigma Aldrich, SAD). Za pripremu
svih rastvora korisc¢ena je ultra-Cista dejonizovana voda (18 MQ, Millipore, SAD).

4.1.1. Priprema vodenih suspenzija hidroksiapatit/hitozan i hidroksiapatit/hitozan/grafen sa i bez
dodatka gentamicina

Hidroksiapatit/hitozan (HAP/CS) suspenzija je pripremljena rastvaranjem praha hitozana
(0,05 mas.%) u 1,0 vol.% vodenom rastvoru siretne kiseline uz intenzivno mesanje na magnetnoj
mesalici i ultrazvuénom kupatilu u osam uzastopnih ciklusa, gde je svaki korak trajao po 15 minuta
I zatim postepenim dodavanjem nanopraha HAP-a (1,0 mas.%) uz intenzivno meSanje kao u sluc¢aju
hitozana. pH vrednost suspenzije je iznosila 4,40. Vodena suspenzija hidroksiapatit/hitozan/grafen
(HAP/CS/Gr) je pripremljena tako Sto je u suspenziju HAP/CS (pripremljenu kao §to je opisano)
dodat grafen (0,01 mas.%), koji je prethodno dispergovan u vodi u 25 ml dejonizovane vode u 5
ciklusa homogenizovanja na ultrazvu¢nom kupatilu i magnetnoj mesalici (5 x 15 min) svaki korak.

U ovako pripremljene i homogenizovane HAP/CS i HAP/CS/Gr suspenzije postepeno je
dodavan rastvor gentamicin-sulfata (0,01 mas.%) uz intenzivno meSanje na magnetnoj mesalici i
ultrazvuénom kupatilu u cilju dobijanja stabilnih, vodenih HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent
suspenzija. U cilju stabilizacije, suspenzija sa gentamicinom je ostavljena u na 4 °C frizideru 5 dana
da stari, pre taloZenja.

4.1.2. Priprema povrsine titana za taloZenje hidroksiapatit/hitozan i hidroksiapatit/hitozan/grafen sa i
bez dodatka gentamicina

Povrsina Ti plocica, dimenzija 20 mm x 10 mm x 0,25 mm je pre postupka elektroforetskog
talozenja podvrgnuta mehanickom tretmanu — poliranju sa grubim 800, a potom sa finim 1200
brusnim papirom, nakon ¢ega je mokro ispolirana aluminom (0,3 pwm). Priprema povrsine Ti plocica
je podrazumevala 1 sukcesivno odmas¢ivanje u acetonu (5 min) i etanolu (15 min) u ultrazvu¢nom
kupatilu. Plo¢ice su drzane u etanolu do poc¢etka eksperimenta.
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4.1.3. Elektroforetsko taloZenje hidroksiapatit/hitozan i hidroksiapatit/hitozan/grafen prevlaka sa i bez
dodatka gentamicina iz vodenih suspenzija na povrsini titana

Za talozenje prevlaka koriséen je uredaj ELECTROPHORESIS POWER SUPPLY EV231
(PEQLAB, Erlangen, Germany). Na slici 4 prikazana je Sema celije za elektroforetsko taloZenje
HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent previaka. Celija se sastojala od radne
elektrode, katode, (Ti plocica (20 x 15 x 0.25 mm) koja je kori§¢ena kao supstrat za talozenje prevlaka
i dve pomocne elektrode, anode, (Pt plocice, 10 x 10 mm) postavljene paralelno na rastojanju od 1,5
cm u odnosu na radnu elektrodu, kao pomoéne elektrode, uz konstantno meSanje suspenzije
magnetnom meSalicom. Dobijene prevlake osusene su na sobnoj temperaturi tokom 24 h. Odredena
je masa dobijenih prevlaka kao razlika u masi katoda (Ti plocica) pre i posle taloZenja.

Uslovi kataforetskog talozenja su optimizovani variranjem vrednosti napona u opsegu od 1-
10 V i vremena talozenja od 5-15 min, na sobnoj temperaturi. Najbolji rezultati su dobijeni pri naponu
od 5 V za vreme talozenja od 12 min (optimalni uslovi talozenja). Dobijene prevlake su suSene na
sobnoj temperaturi tokom 24h.

Elektroforetsko taloZenje

Slika 4. Sema aparature za kataforetsko talozenje (RE-radna elektroda, PE-pomoéna elektroda,
DC-izvor struje)

4.2. Fizi¢ko-hemijska karakterizacija kompozitnih previaka

4.2.1. Rendgenska difrakciona analiza (XRD)

Fazni sastav prevlaka odreden je metodom rendgenske difrakcione analize (eng. X-ray
diffraction, XRD). Uzorci su analizirani na rendgenskom difraktometru marke Philips PW 1710
(Netherlands). Intenzitet difraktovanog CuKa zradenja (A = 1,5418 A) je meren na sobnoj
temperaturi, metodom skeniranja u opsegu 26 =10-70° u intervalima 0,05° i vremenu od 1 s.
Detektovane faze analizirane su kori§¢enjem softvera PowderCell [185].

4.2.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom (Fourier) transformacijom — FT-IR

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (eng. Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy, FT-IR) koris¢ena je u rezimu totalne refleksije (eng. Attenuated Total Reflection, ATR)
na spektrofotometru Nicolet iS50 Thermo Fisher Scientific (SAD). Skeniranje je izvrSeno u oblasti
talasnih brojeva 400-4000 cm™ sa spektralnom rezolucijom od 4 cm™.
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4.2.3. Ramanova spektroskopija

Ramanovi spektri (eng. Raman spectroscopy) uzoraka sa grafenom su snimljeni pomocu
instrumenta Invia Raman spectrophotometer Renishaw plc (UK) sa argonovim laserom kao izvorom
monohromatske svetlosti talasne duzine 514 nm u rezimu intenziteta 10 % od ukupne snage 1 sa
spektralnom rezolucijom od 3500 cm™ do 100 cm,

4.2.4. Skenirajuca elektronska mikroskopija sa energetskom disperzionom spektroskopijom (SEM-
EDS)

Morfologija povrsine HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka,
dobijenih elektroforetskim talozenjem analizirana je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom sa
emisijom polja (eng. Field Emission Scanning Electron Microscopy with Energy Dispersive X-Ray
Spectroscopy, FE-SEM/EDS) na instrumentu LEO SUPRA 55 (Carl Zeiss AG, Nemacka), sa In-
Lens detektorom u kombinovanom modu SE-BSE pri naponu ubrzanja od 10 kV.

4.2.5. Rendgenska fotoelektronska spektroskopija (XPS)

K-Alpha System (Thermo Electron, SAD) sa mikro-fokusiranim monohromatorom i
primenom AlKa radijacije X-zraka od 1486,6 eV je koriS€en za rendgensku fotoelektronsku
spektroskopiju (eng. X-Ray Photoelectron Spectroscopy, XPS) prevlaka.

4.2.6. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termicka stabilnost dobijenih prevlaka je ispitana termogravimetrijskom analizom (eng.
Thermogravimetric Analysis, TGA) na instrumentu TGA Q5000 IR/SDT Q600 (TA Instruments,
SAD). Ispitivanje je izvrSeno u opsegu temperatura od 30—1000 °C, pri kontinualnom protoku N2 (50
ml/min), sa brzinom zagrevanja od 20 °C/min. Diferenciranjem eksperimentalnih krivih TGA za
odgovarajuce temperaturne oblasti pomocu softvera OriginPro 8.5 (OriginLab Corp., SAD) dobijene
su odgovarajuce diferencijalne termogravimetrijske krive (eng. Differential Thermogravimetric
Analysis, DTG).

4.3. Ispitivanje sposobnosti biomineralizacije hidroksiapatit/hitozan i
hidroksiapatit/hitozan/grafen prevlaka sa i bez dodatka gentamicina

4.3.1. Ispitivanje biomineralizacije u in vitro uslovima

Sposobnost biomineralizacije HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent
prevlaka u in vitro uslovima ispitivana je potapanjem prevlaka u 20 ml rastvora simulirane telesne
te¢nosti na 37 °C tokom 7 dana, uz promenu rastvora svakih 24 h. Nakon 7 dana izlaganja SBF-u,
prevlake su osusene na sobnoj temperaturi i ispitane metodama XRD, FT-IR i FE-SEM.

4.3.1.1. Priprema simulirane telesne tec¢nosti

Sposobnost biomineralizacije HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka u in vitro uslovima ispitana
je potapanjem prevlaka u 20 ml rastvora SBF na 37 °C. Sastav simulirane telesne te¢nosti je naveden
u tabeli 4. Sve hemikalije su prethodno suSene na 50 °C u trajanju od 2 h. Vrednost pH dobijenog
rastvora je 7,4.
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Tabela 4. Sastav simulirane telesne teénosti

Reagensi c/gdm3
NaCl 7,996
NaHCOs 0,350
KCI 0,224
K2HPO4-3H20 0,228
MgCl,-2H,0 0,305
CaCl> 0,278
NaxSO4 0,071
(CH20H)sCNH; 6,057
1M HCI 40 mL

Nakon sedam dana potapanja u SBF, HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake su osusene na sobnoj
temperaturi. Prevlake su dalje ispitivane i okarakterisane primenom rendgenske difrakcione analize,
infracrvenom spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom u ATR modu, i skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom sa energetskom disperzionom spektroskopijom.

4.3.2. Ispitivanje sposobnosti biomineralizacije prevlaka nakon potapanja u SBF

Sposobnost biomineralizacije prevlaka je ispitana metodom spektroskopije elektrohemijske
impedancije (SEI) i metodom polarizacionih krivih (eng. Potentiodynamic Polarization Scanning,
PDS). Elektrohemijska merenja su vrSena tokom 28 dana izlaganja istalozenih prevlaka simuliranoj
telesnoj tecnosti na 37 °C. Ispitivani su uzorci titanske folije dimenzija (30 x 20 x 0,25 mm) sa
elektroforetski istalozenim prevlakama HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent 1 HAP/CS/Gr/Gent 1
njihovo ponasSanje u SBF-u.

Spektroskopija elektrohemijske impedancije (SEI) je koriS¢ena za ispitivanje korozione
stabilnosti HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka na titanu tokom 28
dana u SBF rastvoru na temperaturi od 37 °C. Povr$ina uzorka izlozena rastvoru SBF-a iznosila je 1
cm?. Celija za elektrohemijska merenja je sadinjena od tri elektrode, gde je kao radna elektroda
koriS¢ena je plocica titana, referentna elektroda je zasi¢ena kalomelova elektroda (ZKE), dok je
platinska mreZica sa veCom povrSinom od ispitivane koriS¢ena kao pomocna elektroda sistema.
Ispitivanja su vr§ena pomocu instrumenta GAMRY Reference 600 ™ potenciostat/galvanostat/ZRA
(Gamry Instruments, SAD), a rezultati su obradeni uz pomo¢ Gamry Instruments Echem Analyst
softvera, verzija 5,50. Svakom eksperimentu je prethodilo prac¢enje potencijala otvorenog kola sve
dok nije postignuta stabilnost od 0,01 mV/s. Elektrohemijska impedancija je merena na Sirokom
opsegu frekvencija (od 300 kHz do 10 mHz), na potencijalu otvorenog kola i pri amplitudi napona
naizmenicne struje od 5 mV. Polarizaciona merenja su vrSena pri opsegu napona jednosmerne struje
od £600 mV, pri brzini promene potencijala od 0,5 mV/s.
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4.4, Ispitivanje profila otpuStanja gentamicina

4.4.1. Odredivanje koncentracije otpusStenog gentamicina tenom hromatografijom visokih
performansi u sprezi sa UV spektroskopijom

Za pracenje koncentracije otpuStenog gentamicina u dejonizovanoj vodi tokom odredenog
vremenskog perioda (21 dan) koriS¢ena je metoda teCne hromatografije visokih performansi u sprezi
sa UV-spektroskopijom (eng. High-Performance Liquid Chromatography Coupled with Ultraviolet
Detection, HPLC-UV).

U cilju odredivanja ukupne koliCine inkorporiranog gentamicina, ispitivana prevlaka je
uklonjena sa supstrata, a dobijeni prah resuspendovan u dejonizovanoj vodi (dH,0). Pre HPLC
analize, gentamicin je podvrgnut derivatizaciji. Reagens za derivatizaciju pripremljen je rastvaranjem
130 mg o-ftalaldehida u 0,5 ml metanola, uz dodatak 3,8 ml boratnog pufera (pH 10,4) i 290 ul 2-
merkaptoetanola. Dobijeni rastvor je homogenizovan i razblaZzen boratnim puferom do ukupne
zapremine od 5 ml. Pripremljeni derivatizacioni reagens je stabilan 2 do 3 dana.

Uzorci HAP/CS/Gent (pripremljeni u triplikatu) rekonstituisani su u 100 pl dejonizovane vode
i homogenizovani ultrazvuénom agitacijom. Zatim je svakom uzorku dodato po 40 pl
derivatizacionog reagensa i 120 ul 2-propanola. Derivatizacija je sprovedena inkubacijom u
ultrazvu¢nom kupatilu na 50 °C tokom 15 minuta, nakon ¢ega su uzorci filtrirani kroz membranski
filter i preneseni u HPLC bocice.

Hromatografska separacija izvedena je na HPLC sistemu Dionex UltiMate 3000 (Thermo
Fisher Scientific, SAD) opremljenom automatskim uzorkivac¢em. Uzorci su analizirani kori§¢enjem
Chromolith RP-18 kolone dimenzijal00 mm x 4,6 mm, veli¢ine Cestica 2 um( Merck, Nemacka).
Mobilna faza se sastojala od glacijalne siréetne kiseline, precis¢ene vode i metanola u zapreminskom
odnosu 5:25:70, uz dodatak 0,5% natrijum oktansulfonata. Protok mobilne faze bio je 1,3 ml/min, a
temperatura kolone odrzavana na 20 °C. Detekcija derivatizovanog gentamicina vrsena je na talasnoj
duZzini od 330 nm, uz ukupno vreme analize od 15 minuta.

4.4.2. Odredivanje koncentracije otpuStenog gentamicina te¢cnom hromatografijom visokih
performansi u sprezi sa masenom spektrometrijom

Ukupna koli¢ina gentamicina i odgovaraju¢i profili otpuStanja su ispitani i metodom tecne
hromatografije visokih performansi u sprezi sa MS-spektrometrijom (eng. High-Performance Liquid
Chromatography Coupled with Mass Spectroscopy, HPLC-MS), zbog vece osetljivosti MS detektora
1 mogucénosti detekcije nizih koncentracija leka u prevlakama. U cilju simuliranja fizioloskih uslova
u organizmu, kinetika otpustanja gentamicina je pracena u dejonizovanoj vodi (1 ml) na 37 °C, tokom
1, 2, 7, 14 i 21 dana. Koncentracija otpustenog gentamicina iz HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent
prevlaka je odredena metodom te¢ne hromatografije visokih performansi u sprezi sa masenom
spektrometrijom (HPLC-MS). Za maseno-spektrometrijsku analizu koris¢en je Surveyor HPLC
sistem (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) u sprezi sa LCQ Advantage (Thermo Fisher
Scientific) jonskim trapom, kao masenim spektrometrom. Razdvajanje analita izvrSeno je na Zorbax
Eclipse ® XDB-C18 reverzno-faznoj koloni (Agilent Technologies, SAD), dimenzija: 4,6 mm x 75
mm x 3,5 um. Ispred kolone postavljena je predkolona, dimenzija 4,6 mm x 12,5 mm X 5 pm.
Kori$¢ena je mobilna faza koja se sastojala od metanola, dejonizovane vode i 10 % rastvora siréetne
kiseline. Sva merenja su vrSena u triplikatu. Optimalno hromatografsko razdvajanje gentamicina
postignuto je koris¢enjem gradijenta mobilne faze prikazanog u tabeli 5.
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Tabela 5. Optimalni HPLC-MS parametri za detekciju i kvantitativno odredivanje gentamicina:
optimalni gradijent mobilne faze i reakcije kvantifikacije sa optimizovanim kolizionim energijama

(KE)
Vreme Protok CH3OH HxO 10% Prekursor
(min) | (ml min™) (%) (%) CH3COOH jon
(%) (m/2)
Zorbax Eclipse® XDB-C18 kolona
Gentamicin 0,00 0,3 50 49 1 450[M+H]*
Cla 3,00 0,3 50 49 1
e 3,01 0,5 0 100 0 +
Gentamicin ' : 464[M+H
C2 8,00 0,5 0 100 0 [ ]
. 8,01 0,3 50 49 1
Gentamicin 1500 0,3 50 49 1 478[M+H]"
C1

Reakcija KE
kvantifikacije | (%)

450—322 22
464—322 23

478—322 23

Maseni spektri gentamicina su snimljeni u opsegu m/z 50-1000, uz koris¢enje elektrospre;j
jonizacije (slika 5a). Za detektovanje gentamicina optimizovani su radni parametri jonskog izvora:
temperatura kapilare (290 °C), protok glavnog gasa (22 au), protok pomoénog gasa (8 au) i napon
izvora 4,5 kV. Najintenzivniji joni u MS spektru su dalje fragmentisani, uz optimizaciju energije
sudara za dobijanje najintenzivnijeg i najstabilnijeg fragmentnog jona. Za prekursor jone odabrani su
protonovani molekuli analita [M+H]*. Na osnovu rezultata MSn analize, izabrane su karakteristi¢ne
reakcije fragmentacije za kvantitativno odredivanje gentamicina u uzorcima (tabela 5, slika 5b).
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Slika 5. Maseni spektar gentamicina (a) i maseni hromatogrami gentamicina dobijeni analizom
uzorka HAP/CS/Gent nakon otpuStanja gentamicina tokom 7 dana (b)

Eksperimentalni podaci su fitovani koriS¢enjem dva kineticka modela u cilju ispitivanja
mehanizma otpustanja gentamicina i izracunavanja koeficijenta difuzije gentamicina iz prevlaka.
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4.5. BioloSka karakterizacija prevlaka

4.5.1. Antibakterijska aktivnost

Antibakterijska aktivnost HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka
ispitivana je prema Gram-pozitivnom, patogenom bakterijskom soju Staphylococcus aureus TL i
Gram-negativnom bakterijskom soju Escherichia coli ATCC 25922 agar difuzionom metodom i
pracenjem kinetike antibakterijske aktivnosti.

4.5.1.1. Agar difuziona metoda

Prevlake na Ti su prvo sterilisane u autoklavu (30 minuta na 121 °C), a zatim nakon hladenja
nanete na povrSinu hranljivog top agara (0,7 % agara) prethodno zasejanog sa razblazenom
prekono¢nom kulturom ispitivanih sojeva (Staphylococcus aureus TL i Escherichia coli ATCC
25922). Ukratko, sloj otopljenog hranljivog top agara temperature oko 55 °C zasejan je sa
razblazenom prekono¢nom kulturom ispitivanih sojeva (ne starija vise od 18h), kako bi ukupan broj
éelija u podlozi bio u opsegu 10°-10° CFU/mI (CFU- Colony Forming Unit). Po zasejavanju, hranljivi
top agar je izliven u sterilnu Petri Solju preko sloja hranljivog agara (1,5 % agara) debljine ~4 mm.

Nakon oc¢vrS¢avanja sloja hranljivog top agara, na njegovu povrSinu su poredani uzorci
prevlaka HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent na titanu (oko 10 mg materijala) i
pripremljene Petri Solje su inkubirane 24h na 37 °C. Antibakterijska aktivnost ispitivanih prevlaka
potvrdena je obrazovanjem zone inhibicije, ¢ije su dimenzije izmerene i uporedene sa efikasnoséu
Cistog rastvora gentamicin-sulfata (1 mg/ml), koji je u eksperimentu kori$éen kao kontrola.

4.5.1.2. Ispitivanje kinetike antibakterijske aktivnosti

Ispitivanje kinetike antibakterijske aktivnosti omogucava kvantitativno pracenje promene
broja Celija ispitivanih vrsta bakterija u suspenziji tokom 24h inkubacije. Razblazena prekonoc¢na
bakterijska kultura (ne starija vise od 18h) je dodata u epruvete sa 7 ml sterilnog fosfatnog pufera u
kome su se nalazili prethodno u autoklavu sterilisani ispitivani uzorci prevlaka (15 mg prevlaka na
titanskim ploc¢icama, tretirano 30 minuta na 121 °C) kako bi pocetni broj ¢elija u suspenziji bio
izmedu 10% i 10 CFU ml. Svi uzorci su inkubirani u termostatu 24h, na 37 °C bez mesanja. Kao
kontrola, koriS¢ena je ista zapremina sterilnog rastvora fofatnog pufera bez ispitivanih uzoraka,
zasejana sa istim pocetnim brojem Celija testiranih sojeva bakterija. Broj ¢elijja u suspenzijama
uzoraka odredivan je na samom pocetku eksperimenta (Oh) i nakon 1h, 3h i 24h inkubacije. U
odabranim vremenskim intervalim iz suspenzija je uzimano po 100 pl uzorka, koji su po potrebi dalje
razblazivani (102, 10%), da bi se u njima odredio broj zivih ¢elija. Nakon razblaZzivanja uzoraka, po
100 pl odgovarajuceg razblaZenja preneto je u sterilnu Petri Solju, preliveno sa otopljenim LB agarom
temperature oko 55 ‘C, a zatim sadrzaj promesan, da bi se éelije bakterija §to bolje rasporedile u
dodatoj zapremini podloge. Petri $olje su inkubirane 24h u termostatu na 37 ‘C, nakon &ega su
prebrojane formirane kolonije, a dobijeni rezultati su izraZzeni kao CFU/ml.

4.5.2. Citotoksi¢nost

U cilju testiranja biokompatibilnosti HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent
prevlaka u in vitro uslovima, kori§¢ene su dve razli€ite linije ¢elija fibroblasta (L929 i MRC-5). L929
(ATCC CRL-636) je celijska linija miSjeg porekla, dok je MRC-5 (ATCC CCL-171) humana
fibroblastna éelijska linija. Celije su kultivisane u Dulbekovom modifikovanom lglovom medijumu
(DMEM) sa 4,5 % glukoze, suplementriranom sa 10 % fetalnog teleceg seruma (Sigma, SAD) 1
antibiotikom-antimikotikom (Sigma, SAD). Sve ¢elijske linije su kultivisane u flaskonima povrsine
25 cm? (Costar, Corning Inc, SAD) na 37 ‘C u atmosferi sa 100 % vlaznosti i 5 % CO,. Tokom
eksperimenta koriS¢ene su eksponencijalno rastuce ¢elije (vijabilnost > 90 %).
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4.5.2.1. Test odbacivanja boje (DET)

Gustina ¢elija (broj ¢elija po jedinici zapremine) i procenat prezivelih (vijabilnih) ¢elija je
pracen koriS¢enjem testa odbacivanja boje 0,1 % tripan plavo. Vijabilne Celije su zasejane u Petri
Soljama (Costar) u koncentraciji od 10°/ml. Kontrolni uzorci su sadrzali samo ¢elije, bez uzoraka
(prevlaka). Petri $olje sa uzorcima i zasejanim ¢éelijama su ostavljene u termostatu na 37 'C u
atmosferi sa 100 % vlaznosti i 5 % CO», tokom narednih 48 h. Nakon zavrsetka inkubacije, ¢elije su
razdvojene tripsinizacijom (dodatkom tripsina). Broj i vijabilnost ¢elija su odredeni koris¢enjem
metode odbacivanja boje 0,1 % tripan plavo. Tako dobijena suspenzija ¢elija je razblazena pomoc¢u
0,1 % rastvora boje tripan plavo, a zatim je izlivena u Neuerbauerovu komoru-hemocitometar, nakon
¢ega su vijabilne (neobojene) i mrtve (obojene plavo) ¢elije direktno izbrojane pomocu invertnog
mikroskopa. Inhibicija rasta je izrazena kao procenat kontrole, po formuli:

K=(Ns/Nk) x 100 %, 1)
gde je Nk ukupan broj ¢elija uzorka, a Ns je broj ¢elija u ispitivanom uzorku.

4522 MTT

Inhibicija rasta je procenjena kori§¢enjem kolorimetrijskog MTT testa (Sigma, SAD). Metoda
se zasniva na redukciji 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum bromid soli (MTT), zute
boje i rastvorne u vodi do ruZicastog formazana koji je nerastvoran u vodi pod uticajem
mitohondrijalnih dehidrogenaza u vijabilnim celijama. Test je izvrsen tako s§to su vijabilne celije
zasejavane u posudama za celijske kulture sa 12 otvora ravnog dna Costar (Corning Inc., SAD) u
koncentraciji od 10%/ml. Kontrolni uzorci su sadrzali samo c¢elije. Zasejane éelijske linije su
inkubirane 48 h na 37 "C u atmosferi vazduha sa 100 % vlaznosti i 5 % CO2. Nakon inkubacije, ¢elije
su odvojene od uzoraka tripsinizacijom. Prikupljane su samo ¢elije u eksponencijalnom rastu
(vijabilne ¢elije), i zasejane u mikrotitar ploce sa 96 bunara Costar (Corning Inc., SAD) pri optimalnoj
gustini zasejanja od 5-10° éelija po bunaru, kako bi se osigurao logaritamski rast broja ¢elija tokom
perioda testiranja. Vijabilne celije su zasejane u 100 pl zapremine po bunaru, u komplethom
medijumu na 37 °C tokom 48 h. Tri sata pre zavrSetka perioda inkubacije svim bunarima je dodato
10 pl rastvora MTT. U cilju sterilizacije i uklanjanja male koli¢ine nerastvornih ostataka, MTT je
rastvoren u medijumu na 5 mg/ml 1 filtriran. Nakon toga je proizvod, formazan, rastvoren u 100 pl
0,04 M HCI u izopropanolu. Vijabilnost celija je utvrdena na spektrofotometarskom citacu za
mikrotitar ploc¢e (Multiscan MCC340, Thermo Labsystems, Finska) na talasnim duZinama 540/690
nm. Bunari sa medijumom i dodatim MTT, bez ¢éelija su kori$¢eni kao kontrola [186]. Inhibicija rasta
je odredena pomoc¢u formule:

S(%) = -2t % 100 ()

control

Kod izraCunavanja prezivljavanja celija (S), Aest Je vrednost apsorbancije ispitivanog uzorka sa
¢elijama a Acontrol J€ @psorbancija kontrole.

4.5.3. Aktivnost alkalne fosfataze

Kolorimetrijska procena oslobadanja alkalne fosfataze (ALP) u pracenim celijskim linijama
(L929 i MRC-5) izvrsena je koris¢enjem kompleta za detekciju ALP (Abcamov komplet za testiranje
alkalne fosfataze) prema uputstvima proizvodaca. Test je ponovljen 3 puta da bi se osigurala
reproduktivnost testa. Apsorbancija rastvora je merena na 405 nm koriste¢i bioanalizator.

Kit Abcam's Alkaline Phosphatase Assai Kit (Colorimetric) (ab83369) [187] je vrlo osetljiv,
jednostavan, direktan i HTS-spreman kolorimetrijski test zasnovan na merenju aktivnosti alkalne
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fosfataze (ALP) u serumu i bioloskim uzorcima. Kit koristi p-nitrofenil fosfat (pNPP) kao supstrat
fosfataze koji postaje zut (Amax = 405 nm) kada se defosforiliSe pomocu ALP-a.

4.5.4, Statisticka analiza

Statisticka analiza je izvrSena metodom analize varijanse (ANOVA), pracene post-hoc testom
viSestrukog poredenja, kako bi se utvrdile razlike izmedu pojedinacnih uzoraka.

Izabran je nivo znacajnosti od 1 %, tako da su statisti¢ki znacajnim smatrani oni rezultati za
koje je dobijena vrednost verovatnoce od p < 0,01. Svi bioloski eksperimenti su radeni u triplikatu, a
rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. Hidroksiapatit/hitozan i hidroksiapatit/hitozan/gentamicin prevlake

5. 1.1. Elektroforetsko taloZenje hidroksiapatit/hitozan prevlaka sa i bez dodatka gentamicina na
povrsini titana

Hitozan ima pH-zavisnu rastvorljivost zbog prisustva amino grupa u strukturi (slika 2),
zahvaljujué¢i ¢emu je omoguceno taloZenje iz vodene suspenzije [188]. pKa vrednost hitozana iznosi
oko 6,3. Pri pH vrednosti manjoj od pKa dolazi do protonovanja primarnih amino grupa hitozana,
usled ¢ega hitozan postaje pozitivno naclektrisan i rastvorljiv u vodi, u kiseloj sredini prema jednacini
[108,189,190]:

CS — NH, + H,0* - CS — NH} + H,0 ©)

U kiselom vodenom rastvoru, povrsina hidroksiapatita vezuje protone iz rastvora, dovodeci
do protonovanja povrsinskih hidroksilnih grupa 1 pozitivnog povrsinskog naelektrisanja
hidroksiapatita [191]. Gentamicin (slika 3) pripada aminoglikozidnoj porodici antibiotika. Ima visoku
rastvorljivost u vodi i potpuno je stabilan u sirokom opsegu pH vrednosti (2,0 - 10,0). U kiseloj
sredini, molekul gentamicina je pozitivno naelektrisan, zbog protonovanja hidroksilnih i amino grupa
[108]. Pored toga, moze do¢i do formiranja vodoni¢nih veza izmedu amino i hidroksilne grupe u
hitozanu i gentamicinu, kao i hidroksilne grupe u hidroksiapatitu.

Mehanizam elektroforetskog talozenja HAP/CS i HAP/CS/Gent pri konstantnom naponu se
moZze objasniti na slede¢i nacin. U vodenoj suspenziji dolazi do elektrolize vode 1 elektrohemijskih
reakcija izdvajanja vodonika i kiseonika, $to dovodi do poveéanja lokalnog pH na katodi [108,192]:

katoda: 2H,0 + 2e~ - H, + 20H~ 4)

anoda: 2H,0 - 4H* + 0, + 4e” (5)

Protonovani molekuli hitozana (jednacina (3)) migriraju prema katodi i reaguju sa OH~
formirajuci nerastvorne prevlake CS-NH> na katodi:

CS — NHf + OH™ - CS — NH, + H,0 (6)

Povrsina hidroksiapatita je pozitivno naelektrisana u kiselom rastvoru, tako da cestice
hidroksiapatita, pod uticajem elektricnog polja migriraju do katode (Ti plocica) gde dolazi do
deprotonovanja i formiranja prevlake hidroksiapatita istovremeno sa koagulacijom hitozana
(jednacina (6)). Kod talozenja HAP/CS/Gent pozitivno naelektrisan gentamicin takode migrira ka
katodi, deprotonuje se i formira kompozitnu prevlaku sa hidroksiapatitom i hitozanom na katodi.

U cilju optimizacije parametara talozenja za HAP/CS prevlaku talozenje je izvedeno pri
razli¢itim vrednostima konstantnog napona u intervalu 1-10 V i za razli¢ita vremena taloZenja,
izmedu 51 15 min. Za talozenje pri naponima manjim od 5 V, produzavanje vremena talozenja od 5
do 8 min nije dovelo do znacajnijeg porasta mase HAP/CS prevlake, $to zna¢i da primenjeno
elektri€no polje prouzrokuje sporu migraciju Cestica. Pri naponima talozenja ve¢im od 6V, za sva
vremena taloZenja od 5 do 15 min, dobijene su HAP/CS prevlake sa ve¢om masom, ali dobijene
prevlake su bile porozne i nehomogene. Naime, pri naponima ve¢im od 6 V, zahvaljuju¢i primeni
jaceg elektricnog polja veca koli¢ina Cestica dospeva do katode. Istovremeno, porast jaine
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elektricnog polja povecava koli¢inu izdvojenog vodonika na katodi (jednacina (4)), sto dovodi do
formiranja porozne strukture istalozenih prevlaka. Homogena HAP/CS prevlaka najvec¢e mase (0,67
mg/cm?) je dobijena pri naponu taloZenja od 5 V za vreme taloZenja od 12 min.

Optimizacija procesa elektroforetskog talozenja u slu¢aju HAP/CS/Gent prevlake je izvedena
prema prethodno opisanom postupku za HAP/CS prevlaku. Kompozitna HAP/CS/Gent previlaka
najboljih karakteristika i najveée mase (0,67 mg/cm?) je dobijena pri naponu od taloZenja od 5 V i
vremenu talozenja od 12 min.

5.1.2. Fizi¢ko-hemijska karakterizacija hidroksiapatit/hitozan prevlaka sa i bez dodatka gentamicina

5. 1.2.1. Rendgenska difrakciona analiza (XRD)

Difraktogrami prevlaka HAP/CS i HAP/CS/Gent su predstavljeni na slici 6a i b, redom.
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Slika 6. Difraktogram (a) HAP/CS i (b) HAP/CS/Gent prevlake na titanu.

Na oba difraktograma, detektovani difrakcioni maksimumi odgovaraju hidroksiapatitu
(JCPDS 09-0432) i titanu, koji poti¢e od supstrata (JCPDS 89-2762). Karakteristi¢ni difrakcioni
maksimumi za hitozan i gentamicin nisu detektovani u slu¢aju obe HAP/CS 1 HAP/CS/Gent prevlake,
usled niskog sadrzaja hitozana i gentamicina u polaznoj suspenziji. Difrakcioni maksimumi za obe
HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake su prosireni, i ukazuju na manju veli¢inu kristalita hidroksiapatita
u prevlakama.

U Tabeli 6 prikazane su izraCunate vrednosti d-rastojanja za karakteristicne HAP ravni (002),
(211), (112) i (300), parametara jedini¢ne Celije a i ¢, zapremine jedini¢ne ¢elije, V i veli¢ine kristalita.
Dobijeni rezultati ukazuju da inkorporacija gentamicina u HAP/CS prevlaku nije uticala na vrednosti
d-rastojanja, parametre jedini¢ne Celije ili zapreminu jedini¢ne Celije HAP-a.

Velicina kristalita hidroksiapatita, izracunata za ravan (002), difrakcionog maksimuma sa
najveéim intenzitetom, za HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake iznosi 511 i 397 A, redom (tabela 6).
Manja veli¢ina kristalita u slu¢aju HAP/CS/Gent u odnosu na veli¢inu kristalita za HAP/CS prevlaku
moze se objasniti na slede¢i nacin: gentamicin, inkorporiran u HAP/CS/Gent prevlaku je uticao na
veli¢inu kristalita hidroksiapatita na dva nacina. I to tako Sto sulfatni joni, poreklom iz gentamicin-
sulfata, imaju mogu¢nost da stvaraju veliki broj mesta za nukleaciju tokom procesa susenja,
ogranicavajuci brzinu rasta kristala hidroksiapatita.

Pored toga, molekul gentamicina je veliki (slika 3), tako da se moze pretpostaviti da je
ograni¢io dalji rast kristala hidroksiapatita, sto dovodi do stvaranja manjih kristalita u HAP/CS/Gent
prevlaci u odnosu na HAP/CS prevlaku. Pozeljno je da kristaliti hidroksiapatita za bioloske primene
budu vrlo fini, zato §to veca specifi¢na povrsina pospesuje osteointegraciju, pobolj$ava adsorpciju
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adhezivnih proteina i doprinosi formiranju apatita slicnog kostanom apatitu [152,193-197].

Na

osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuc€iti da gentamicin ima pozitivan uticaj na veli¢inu kristalita
hidroksiapatita u prevlaci HAP/CS/Gent.

Tabela 6. Vrednosti d-rastojanja karakteristicnih kristalnih ravni, parametara jedini¢ne ¢elije a i C,
zapremine jedinicne ¢elije, V 1 veliCine kristalita za HAP/CS 1 HAP/CS/Gent prevlake.

Kristalne ravni Velidina
Prevlaka (002) = (211) @ (112) | (300) Parametar kristalita, A
d-rastojanje aA | ¢A VA
HAP/CS 3,4499 = 2,8217 | 2,7859 | 2,7270 @ 9,447 @ 6,900 533,3 511
HAP/CS/Gent | 3,4505 | 2,8228 | 2,7866 | 2,7282 | 9,451 | 6,901 | 533,8 397

5.1.2.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

Na slikama 7a i 7b su prikazani FT-IR spektri HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka, redom, gde

su oznacene karakteristicne apsorpcione trake.
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Slika 7. FT-IR spektri (a) HAP/CS i (b) HAP/CS/Gent prevlaka na titanu.

U oblasti talasnih brojeva od 3000 cm™ do 3500 cm™ (insert na slici 7a), uoc¢ava se §iroka
traka koja se moze pripisati istezucoj vibraciji —OH grupe, u slu¢aju HAP/CS prevlake. Izrazena,
Siroka traka na 3281 cm™ ukazuje na prisustvo intermolekularnih i intramolekularnih vodoni¢nih veza
[198]. Do interakcija HAP-hitozan dolazi usled formiranja intermolekularnih vodoni¢nih veza, na
primer —OH grupe iz hidroksiapatita u interakciji sa—OH i —NH2 grupama hitozana. Intramolekularne
vodoniéne veze se odnose na medusobno vezivanje —NH> i —OH grupa na lancu hitozana.

Izrazeni pik na 3570 cm™ moZe se pripisati istezucoj vibraciji ~OH grupe u strukturi

hidroksiapatita. Traka na 630 cm™ je posledica vibracije strukturne —OH grupe u HAP-u [199].
Prisustvo COs? funkcionalne grupe u hidroksiapatitu je identifikovano karakteristi¢nim trakama koje
se pojavljuju na 878 cm™* (karakteristiéne za vz vibracioni rezim) i trakama na 1412 cm™i 1457cm*
(pripisane simetri¢nom i asimetri¢nom istezanju CO3s? grupe, redom). Polozaj karbonatnih traka je
pokazao da je doslo do supstitucije "AB-tipa™ u strukturi hidroksiapatita, $to znaci da je deo fosfatnih
i hidroksilnih jona supstituisan COs? grupom [200]. Kostani apatit (mineralna komponenta) ljudske
kosti je karbonatno supstituisani apatit. Na osnovu podataka iz literature, smatra se da apatit koji ¢ini
mineralnu komponentu ljudske kosti ima "AB-tip" supstitucije. Karbonatno supstituisani
hidroksiapatit je poznat po svojoj bioaktivnosti [201].
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Traka na 472 cm™ odgovara savijajuéoj vibraciji fosfatne grupe u hidroksiapatitu (na primer
v2 O-P-0). Trake registrovane na 562 cm™ i 601 cm™ se odnose na simetri¢ne i asimetri¢ne
deformacione vibracije fosfatne grupe (na primer v4 O-P-0). Traka na 961 cm™ poti¢e od v1
simetriénog istezanja P—O veze u fosfatnoj grupi. Trake na 1015 cm™ i 1086 cm™ pripisane su vs
vibracionom rezimu fosfatne grupe [199,202]. Pored toga, na FT-IR spektru HAP/CS previake
uoceno je nekoliko karakteristi¢nih traka koje su potvrdile prisustvo hitozana u prevlakama. Traka na
1546 cm™ (amid 11 traka) moze se pripisati savijajuéim vibracijama N—H veze u hitozanu. Pik na
1647 cm™ (amid | traka) je uzrokovana istezanjem C=0 grupe u hitozanu. Trake na 2857 cm™ i 2926
cm™ predstavljaju tipiéne C—H istezuce vibracije u strukturi hitozana [203].

Na slici 7b prikazan je FT-IR spektar za HAP/CS/Gent prevlaku. Sve karakteristicne trake
odgovaraju hidroksiapatitu i hitozanu. Glavne vibracione trake karakteristicne za gentamicin se
javljaju na istim talasnim brojevima kao u sluc¢aju hitozana i poti¢u od N-H i O—H veza. Zbog niskog
sadrzaja gentamicina u HAP/CS/Gent prevlaci i usled preklapanja sa karakteristicnim trakama za
hitozan, nisu detektovani karakteristi¢ni pikovi koji odgovaraju gentamicinu [108]. U opsegu izmedu
3000 cm™ i 3500 cm® (insert na slici 7b), kao posledica inkorporacije gentamicina uo¢ava se blago
pomeranje Siroke sa 3281 cm™ (HAP/CS, slika 7a) prema nizem talasnom broju (3278 cm™) za
HAP/CS/Gent ukazujuéi na formiranje vodoni¢nih veza izmedu hidroksiapatita i hitozana sa
gentamicinom. Ovo je posledica interakcija amino i hidroksilnih grupa iz gentamicina sa hidroksilnim
grupama hidroksiapatita i amino i hidroksilnim grupa hitozana.

5.1.2.3. Termicka stabilnost

Termicka stabilnost HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka ispitana je TG i DTG metodama (Slika
8a i b, redom).
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Slika 8. TG/DTG krive (a) HAP/CS i (b) HAP/CS/Gent prevlaka na titanu.

Prvi stupanj gubitka mase za obe HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake, koji odgovara desorpciji
vode, uocen je U temperaturnom opsegu od 22 °C do 160 °C, sa gubitkom mase od 2,8 mas.% i od 22
°C do 170 °C sa gubitkom mase od 6,3 mas.%, redom (slike 8a i b). Znacajna razlika u gubitku mase
u prvom stupnju moze se objasniti manjom veli¢inom kristalita u sluc¢aju HAP/CS/Gent prevlake
(tabela 6). Dodatak gentamicina je uticao na povecéanje specifi¢ne povrsine prevlake, $to je omogucéilo
adsorpciju vode na vecoj povrsini.

Imajuéi u vidu da je prah gentamicin-sulfata higroskopan, [204] tako da poveéanje sadrzaja
adsorbovane vode na povrsini HAP/CS/Gent prevlake moze biti pripisano dodatku antibiotika.

Drugi stupanj gubitka mase uocen je izmedu 160 °C i 202 °C sa gubitkom mase od 0,6 mas.%,
za HAP/CS prevlaku (slika 8a) i u intervalu od 170 °C do 221 °C sa gubitkom mase od 0,7 mas.%,
za HAP/CS/Gent prevlaku (slika 8b). Za obe prevlake uo¢eni su maksimumi na DTG krivama na
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180 °C. Gubitak mase u oba slucaja se moze pripisati oslobadanju kristalne vode, na primer pocetak
dehidroksilacije HAP-a kroz gubitak OH grupa [140].

Treci stupanj gubitka mase za HAP/CS prevlaku moze se detektovati u temperaturnom opsegu
od 202 °C do 312 °C, sa gubitkom mase od 1,3 mas.%, iizmedu 220 °C 1352 °C, sa gubitkom mase
od 2,0 mas.%, za HAP/CS/Gent. Jasno definisan pik na 293 °C, za obe prevlake, (Slika 8a i 8b) moze
se pripisati razgradnji hitozana [205-208].

Termicko razlaganje hitozana se odigrava kroz depolimerizaciju lanaca hitozana, razlaganje
piranoznih prstenova (kroz dehidrataciju i deaminaciju) i termicku destrukciju piranoznih prstenova,
na primer reakcijom otvaranja prstena, uglavnhom putem mehanizma slobodnih radikala. Spontana
rekombinacija meduproizvoda radikala dovodi do formiranja umrezenih struktura, koje su stabilnije
od linearnih lanaca [207,209]. Sa druge strane, na osnovu literaturnih podataka, tacka topljenja Cistog
gentamicin-sulfata se nalazi u opsegu temperatura od 200 °C do 240 °C [210,211]. Proces topljenja
gentamicin-sulfata se odigrava kroz topljenje razli¢itih izoformi gentamicina i njihovom fuzijom, §to
vodi stvaranju razlicitih jedinjenja, koja se razgraduju na visSim temperaturama. Temperatura topljenja
razli¢itih izoformi gentamicina, na osnovu nekih istrazivanja iznosi oko 293 °C [204]. Iz tog razloga,
razlika u gubitku mase izmedu HAP/CS prevlake (1,3 mas.%) i HAP/CS/Gent prevlake (2,0 mas.%)
stoga moze se pripisati termickoj dekompoziciji izoformi gentamicina.

Cetvrti stupanj gubitka mase za HAP/CS prevlaku nalazi se u temperaturnom intervalu od 372
°C 1537 °C, sa gubitkom mase od 1,2 mas.%, (TG kriva, slika 8a) i pikom na 396 °C (DTG kriva,
slika 8a), i u temperaturnom intervalu od 352 °C i 468 °C, sa gubitkom mase od 1,6 mas.%, (TG
kriva, slika 8b) i pikom na 405 °C (DTG kriva, slika 8b) za HAP/CS/Gent prevlaku. Gubitak mase
za obe HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake u ovom stupnju moze se pripisati daljem razlaganju
hitozana, ili hitozana i gentamicin-sulfata, zajedno, uz istovremeni gubitak karbonatnih jona iz
strukture hidroksiapatita kao CO> molekula [209,211-213]. Ve¢i gubitak mase u slucaju
HAP/CS/Gent prevlake se moze pripisati daljoj razgradnji gentamicina.

Slede¢i stupanj gubitka mase od oko 0,7 mas.%, za HAP/CS prevlaku je uocen u
temperaturnom intervalu od 537 °C do 683 °C, sa maksimumom na DTG krivoj (slika 8a) na 580 °C
1 od oko 4,6 mas.%, za HAP/CS/Gent prevlaku u opsegu temperatura od 468 °C do 746 °C, sa oStrim
maksimumom na DTG krivoj (slika 8b) na 640 °C. Ovaj gubitak mase za obe prevlake moze se
pripisati dekarbonizaciji i dehidroksilaciji hidroksiapatita [200,212,214,215]. Dekarbonizacija
hidroksiapatita se odigrava putem oslobadanja CO> (g) tokom strukturnog preuredivanja kristalne
reSetke hidroksiapatita (gubitkom karbonata sa tetraederskih pozicija), dok kondenzacija HPO4*
dovodi do otpusStanja vode iz strukture HAP-a. Veéi gubitak mase za HAP/CS/Gent u odnosu na
HAP/CS prevlaku mozZe se objasniti dekompozicijom rezidualnih sulfata iz gentamicina.

Poslednji stupanj gubitka mase se moZe pripisati daljoj dehidroksilaciji 1 termickom
razlaganju hidroksiapatita [214]. Za HAP/CS prevlaku, u intervalu temperatura od 683 °C do 1000
°C, sa Sirokim maksimumom na 770 °C (slika 8a), detektovan je gubitak mase od 0,6 mas.%. Takode,
za HAP/CS/Gent prevlaku u opsegu temperatura izmedu 746 °C 1 1000 °C, sa Sirokim maksimumom
na DTG krivoj na 780 °C (slika 8b), detektovan je gubitak mase od 0,9 mas.%. U ovom
temperaturnom opsegu, nastavlja se dehidroksilacija hidroksiapatita putem daljeg gubitka OH" grupa,
odnosno molekula vode, sto dovodi do stvaranja oksihidroksiapatita koji se moze transformisati u 3-
trikalcijum-fosfat, kalcijum-oksid ili tetrakalcijum-fosfat na visSim temperaturama [216].

Ukupni gubitak mase u celom temperaturnom intervalu od 22 °C do 1000 °C iznosio je 8,0
mas.% za HAP/CS prevlaku i 16,1 mas.% za HAP/CS/Gent prevlaku, $to ukazuje na manju termic¢ku
stabilnost HAP/CS/Gent prevlake $to moze biti posledica dodatka gentamicina.
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5.1.2.4. Skenirajuca elektronska mikroskopija (FE-SEM)

FE-SEM mikrografije HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka prikazane su naslici 9. Analiza SEM
mikrografije po¢etnog HAP praha [215] ukazuje na to da se HAP aglomerati sastoje od velikog broja
finih Cestica. Analiza povrSine HAP/CS kompozitne prevlake (slika 9a) ukazuje na prisustvo vecih
sfernih aglomerata HAP kao i na postojanje manjih sfernih estica, pre¢nika do nekoliko desetina
nanometara, ugradenih u polimernu matricu hitozana.

b)

Slika 9. FE-SEM mikrografije (a) HAP/CS i (b) HAP/CS/Gent prevlaka na titanu

Analizom FE-SEM mikrografija HAP/CS/Gent prevlake (slika 9b) nije uocena znacajna
razlika u poredenju sa kompozitnom prevlakom bez antibiotika, $to navodi na zakljucak da
inkorporacija gentamicina nije uticala na morfologiju HAP/CS/Gent prevlake. Imajuci u vidu da je
gentamicin makromolekul, o¢ekivano je da je uniformno dispergovan kroz celu prevlaku. Obe
HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake imaju homogenu, poroznu povrsinu bez pukotina koja ukazuje na
snaznu interakciju izmedu cestica hidroksiapatita i polimerne matrice hitozana. Pored toga,
medusobne interakcije se mogu objasniti stvaranjem vodoni¢nih veza izmedu hidroksilnih grupa
hitozana i hidroksiapatita. Hitozan uspostavlja vodoni¢ne veze sa OH™ i PO4> grupama iz
hidroksiapatita [217].

5.1.2.5. Ispitivanje adhezije prevlaka

Adhezija izmedu HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka i plocica titana procenjena je kvalitativno
pomocu testa adhezije, u skladu sa standardom ISO 2409 [218]. Test adhezije izveden je na tri uzorka
svake prevlake. Resetkasti uzorak sa po Sest useka u svakom pravcu nacinjen je seCivom od
nerdajuceg Celika. Razmak izmedu useka u svakom pravcu bio je jednak i iznosio je 1 mm. Fotografije
HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka nakon ispitivanja adhezije prikazani su na slikama 10a i 10b,
redom.
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Slika 10. Fotografije prevliaka HAP/CS (a) i HAP/CS/Gent (b) nakon ispitivanja adhezije i opticke
mikrografije prevliaka HAP/CS (c) i HAP/CS/Gent (d) nakon ispitivanja adhezije

Ivice useka su takode analizirane i optickim mikroskopom na povrSinama HAP/CS (slika 10c)
i HAP/CS/Gent (slika 10d) prevlaka u cilju detaljnije analize. Rezultati ispitivanja klasifikovani su
prema Sestostepenoj skali definisanoj standardom 1SO 2409.

Prema ovoj klasifikaciji, kvalitet adhezije HAP/CS prevlake odgovara kategoriji ,,0”, §to
ukazuje na potpuno glatke ivice bez odvajanja resetkastih segmenata. HAP/CS/Gent prevlaka se moze
svrstati u kategoriju ,,1” zbog pojave sitnih ljuspica prevlake na preseku useka. Prema ISO 2409
klasifikaciji ovi rezultati ukazuju na dobra adheziona svojstva obe previake (HAP/CS i
HAP/CS/Gent).

5.1.2.6. Rendgenska fotoelektronska spektroskopija (XPS)

Analiza sadrzaja elemenata u HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlakama je izvr§ena metodom XPS.
XPS spektri pikova C1s, Ols i N1s za HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake su prikazani na slici 11.
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Slika 11. XPS spektri visoke rezolucije (a) C1s; (c) O1ls; (e) N1s za HAP/CS i b) C1s; (d) O1s; (f)
N1s HAP/CS/Gent prevlaku

Za HAP/CS prevlaku, C1s spektar (slika 11a) se sastoji od Cetiri pika sa energijama veze od
284,8,286,4, 288,21 289,2 eV, pripisanih vezama C-H/C—-C (284,8 eV), C-N (286,4 eV), C-O (288,2
eV) i C=0 (289,2 eV), redom, koje poticu od hidroksilnih i acetamidnih grupa hitozana [219]. C1s
spektar za HAP/CS/Gent (slika 8b) sadrzi pikove na 284,8, 286,3, 286,7, 288 1 289,2 eV, koji poticu
od C-H/C-C, C-N, O-C-0O, O-C=N i C=0 veza, redom. Nakon dodatka gentamicina, dolazi do
pojave pikova na 286,7 eV (O-C-0) i 288 eV (O-C=N) usled prisustva acetalnih veza i metil-amino
grupa u gentamicinu [220].
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Procentualni udeli navedenih ugljeni¢nih veza su iznosili 64,3 % (C—H/C-C), 15,8 %(C-N),
16,0 % (C-0) i 3,8 % (C=0) za HAP/CS i 48,2 % (C-H/C-C), 26,6 % (C—N), 8,9 % (O-C-0) i 13,0
% (O-C=N) i 3,2 % (C=0) za HAP/CS/Gent prevlaku. Sa dodatkom gentamicina, dolazi do
povecanja procentualnog udela C—N veza u HAP/CS/Gent prevlaci (26,6 %), u poredenju sa HAP/CS
prevlakom (15,8 %), kao i do smanjenja udela C=0 veza u HAP/CS/Gent prevlaci (3,2 %) u odnosu
na HAP/CS (3,8 %).

Prisustvo navedenih veza je potvrdeno i ispitivanjem O1s pikova (slike 11c i 11d). O1s spektar
visoke rezolucije sadrzi tri pika sa vrednostima energije veze od 530,9 eV, 532,2 eV i 533,1 eV za
HAP/CS (slika 11c) i 530,8 eV, 532,1 eV i 533,1 eV za HAP/CS/Gent prevlaku (slika 11d), koje
odgovaraju PO,3~, —OH i C=0 grupama [221].

Glavna komponenta O1s pik signala na ~ 531 eV za HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake
pripisuje se doprinosu PO,3~ grupa hidroksiapatita. Drugi Ols pik na ~ 532,2 eV moze poticati od
hidroksilnih (~OH) grupa prisutnih u HAP-u i hitozanu [222] [223]. Tre¢i O1s pik na ~ 533,1 eV
dodeljen je karbonilnim (C=0) grupama, koje poticu iz hitozana [221].

N1s spektri obe prevlake sadrze dve komponente, odnosno, dva pika (slike 11e i 11f), sa
energijama veze od 399,7 i 401,4 eV za HAP/CS (Slika 11e) i 399,6 i 401,2 eV za HAP/CS/Gent
prevlaku (slika 11f), koji se mogu pripisati slobodnim i protonovanim aminima, redom [224].
Povecanje sadrzaja protonovanih amina u HAP/CS/Gent prevlaci (25,6 %) u poredenju sa HAP/CS
previakom (23,3 %) ukazuje na uspe$nu inkorporaciju gentamicina u kompozit. Takode je primeéeno
smanjenje ukupnog sadrzaja aminskih grupa u HAP/CS/Gent prevlaci (74,4 %), u odnosu na HAP/CS
prevlaku (76,7 %).

XPS spektar HAP/CS prevlake prikazao je spektre visoke rezolucije za Ca2p i P2p (podaci
nisu prikazani), sa pikovima Ca 2p4/, (350,5 eV), Ca 2ps/, (347,0 eV) i P 2ps/, (133,1 eV), §to
potvrduje prisustvo hidroksiapatita. Za HAP/CS/Gent prevlaku, Ca2p spektar (podaci nisu prikazani)
otkrio je pikove Ca 2p4/, (350,4 eV) i Ca 2p3/, (346,9 eV), dok je P2p spektar (podaci nisu prikazani)
prikazao komponentu P2ps/, pri 133,0 eV. Spektar visoke rezolucije S2p (podaci nisu prikazani), sa
pikom na 168,1 eV, ukazuje na uspes$nu inkorporaciju gentamicina u HAP/CS/Gent prevlaku.

Povrsinski sadrzaji elemenata za obe prevlake su prikazani u tabeli 7. Znacajne razlike u
sastavu prevlaka su primetne samo u slu¢aju sadrzaja azota i sumpora. Sadrzaj azota je gotovo
dvostruko ve¢i u sluc¢aju HAP/CS/Gent (1,0 %), u poredenju sa HAP/CS prevlakom (0,6 %), dok je
sumpor prisutan samo u HAP/CS/Gent prevlaci (1,0 %), Sto potvrduje uspeSnu inkorporacCiju
gentamicina u HAP/CS/Gent prevlaku.

Na osnovu analize sadrzaja elemenata (XPS analiza), odreden je i atomski odnos Ca/P, koji
iznosi 1,30 i 1,20 za HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake, redom. Ovi rezultati se slaZu sa rezultatima
FT-IR spektroskopije i potvrduju prisustvo kalcijum-deficitarnog hidroksiapatita, za koji odnos Ca/P
varira izmedu 1,33 i 1,67 [225,226]. Kalcijum-deficitarni hidroksiapatit obi¢no podleze supstituciji
sa karbonatnim jonima, usled ¢ega dolazi do nastajanja karbonatnog hidroksiapatita ,,AB-tipa”.
Imaju¢i u vidu da je karbonatno supstituisani hidroksiapatit poznat po svojoj izuzetnoj bioaktivnosti
1 osteoinduktivnosti, moze se zakljuciti da su ovakvi rezultati pogodni u pogledu primene prevlaka
na ortopedskim implantatima.
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Tabela 7. Povrsinski sadrzaj elemenata u HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlakama, odreden metodom

XPS
HAP/CS HAP/CS/Gent
Cls 16,85 16,75
O1ls 52,60 52,81
N1s 0,76 1,45
P2p 12,97 12,22
Ca2p 16,82 16,09
S2p / 0,67
Ca/P odnos 1,30 1,32

5.1.3. Ispitivanje sposobnosti biomineralizacije hidroksiapatit/hitozan prevlaka sa i bez dodatka
gentamicina

5.1.3.1. Formiranje biomimetic¢kog hidroksiapatita na povr$ini prevlaka nakon potapanja u SBF

In vitro biomineralizacija HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka je ispitana potapanjem plocica
titana sa prevlakama u 20 ml rastvora SBF na 37 °C. Nakon 7 dana izlaganja rastvoru SBF-a, HAP/CS
I HAP/CS/Gent prevlake su osusene na sobnoj temperaturi i dalje ispitivane i karakterisane primenom
rendgenske difrakcione analize (XRD), infracrvenom spektroskopijom sa Furijeovom (Fourier)
transformacijom u ATR modu (ATR-FT-IR), i skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom sa
energetskom disperzionom spektroskopijom (FE-SEM/EDS).

5.1.3.2. Rendgenska difrakciona analiza (XRD) prevlaka nakon potapanja u SBF

Na slici 12 su prikazani difraktogrami biomimetickog hidroksiapatita dobijenog nakon
potapanja prevlaka HAP/CS (Slika 12a) i HAP/CS/Gent (Slika 12b) u SBF na temperaturi od 37 °C
tokom 7 dana. Difrakcioni maksimumi biomimeti¢kih prevlaka, dobijenih na povrsini obe prevlake
(HAP/CS i HAP/CS/Gent) odgovaraju hidroksiapatitu (JCPDS 09-0432) i titanskom supstratu
(JCPDS 89-2762).
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Slika 12. Difraktogrami prevlaka biomimeti¢kog hidroksiapatita dobijenog nakon potapanja
prevlaka (a) HAP/CS 1 (b) HAP/CS/Gent u simuliranu telesnu te¢nost tokom 7 dana

Sirenje difrakcionih maksimuma ukazuje na prisustvo finih kristalita hidroksiapatita u
formiranim biomimetickim prevlakama. Razlika u difraktogramima biomimetickog hidroksiapatita
formiranog na povrsini HAP/CS (Slika 12a) i HAP/CS/Gent (slika 12b) prevlaka, u intervalu 26 =
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30—40° moZe se objasniti razlikama u prevlakama HAP/CS i HAP/CS/Gent pre potapanja u SBF,
veli¢ini kristalita i parametrima jedini¢ne Celije, kao Sto je opisano u odeljku 5.1.2.1 (XRD analiza)
[52].

Veli¢ine kristalita, racunate za ravan (002), parametari (a i C) i zapremine jedini¢nih ¢elija
(V), kao i vrednosti za d-rastojanja za ravni (002), (211), (112), i (300) dobijeni nakon potapanja
prevlaka HAP/CS i HAP/CS/Gent u simuliranu telesnu te¢nost tokom 7 dana prikazani su u tabeli 8.
Pokazano je da je veli¢ina kristalita neSto manja u slucaju biomimetickog hidroksiapatita formiranog
na povrsini HAP/CS/Gent prevlake (374 A), u u poredenju sa novoformiranim biomimeti¢kim
hidroksiapatitom na povrsini HAP/CS prevlake (387 A). Formiranje manjih kristalita na povrini
prevlake sa gentamicinom mogla bi biti posledica manjih kristalita u HAP/CS/Gent prevlaci pre
potapanja u SBF (397 A), u odnosu na veli¢inu kristalita HAP/CS prevlake pre potapanja (511 A)[52].

Na osnovu rezultata za vrednosti parametara jedini¢ne ¢elije, za biomimeticki HAP, formiran
na povrsini HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka, moze se uociti blago povecanje vrednosti parametra
za a-osu (9,440 i 9,491 A, respektivno) u odnosu na teorijsku vrednost od 9,418 A [227]. Sa druge
strane, blago smanjena vrednosti za c-osu od 6,881 A (HAP/CS) i 6,820 A (HAP/CS/Gent), u odnosu
na teorijsku vrednost od 6,884 A [227]) ukazuje na inkorporaciju karbonatne grupe u strukturu
hidroksiapatita. Naime, kada dodje do delimi¢ne supstitucije OH" ili PO4> joni u strukturi
hidroksiapatita karbonatnim jonima formira se A-, B- ili AB tip karbonatnog HAP [228]. Zamena
linearnih OH- ili tetraedarskih PO4% jona planarnim CO3? jonima dovodi do promene u parametrima
jedini¢ne éelije (ekspanziju ili kontrakciju a i/ili c-0se) [229]. Kostani apatit predstavlja karbonatni
hidroksiapatit AB-tipa, gde dolazi do istovremene supstitucije OH" ili POs* jona karbonatnim jonima.
IzraZenije promene u parametrima kristalne reSetke mogu da ukazu na veéi stepen karbonatne
supstitucije u strukturi hidroksiapatita [230].

Promene u parametrima jedini¢ne ¢elije (tabela 8) su ukazale da je biomimeticki HAP, dobijen
na povr$ini HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka u sustini karbonatno supstituisan hidroksiapatit.
Izrazenije promene za vrednosti a i ¢ parametara u poredenju sa teorijskim vrednostima pojavljuju se
u slucaju biomimeti¢kog hidroksiapatita formiranog na povrsini HAP/CS/Gent prevlake, ukazujuci
da je veéi procenat OH™ i PO+ jona supstituisan COs? jonima, u poredenju sa biomimeti¢kim
hidroksiapatitom formiranim na povrsini HAP/CS prevlake.

Imajuéi u vidu da se apatiti sa Ca/P odnosom nizim od 1,67 obi¢no smatraju karbonatno
supstituisanim, [225,231] energetsko disperziona analiza (EDS) je dodatno dokazala da je
biomimeticki HAP, formiran na povrSini HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka, karbonatni
hidroksiapatit, jer su izraGunati Ca/P odnosi iznosili 1,64 i 1,46 redom. Dobijeni rezultati su veoma
perspektivni jer je poznato da supstituisani hidroksiapatit poboljsava bioaktivnost i
osteokonduktivnost i povecava adheziju, rast i diferencijaciju Celija osteoblasta u odnosu na
stehiometrijski hidroksiapatit [232,233].

5.1.3.3. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR) prevlaka nakon potapanja u
SBF

Na slici 13a prikazan je FT-IR spektar biomimetickog hidroksiapatita dobijenog na povrsini
HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka nakon potapanja u rastvor SBF na 37 °C tokom 7 dana, dok je na
slici 13b predstavljen deo spektra koji odgovara intervalu u kojima se pojavljuju karbonatne trake.
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Slika 13. FT-IR spektri biomimeti¢kog hidroksiapatita formiranog na povrsini (a) HAP/CS i
HAP/CS/Gent prevlaka nakon 7 dana potapanja u SBF na 37 °C, i (b) detaljna pozicija karbonatnih
traka

Intenzivne trake u oblasti talasnih brojeva od 960 do 1200 cm™ (960, 1014, i 1087 cm™ za
HAP/CS prevlaku, i 959, 985, i 1087 cm™ za HAP/CS/Gent prevlaku) su pripisane (P—O) istezué¢im
vibracijama PO4* grupe (slika 13a). Promena polozaja trake koja odgovara fosfatnoj grupi se moze
objasniti odstupanjem fosfatnih jona od njihove idealne tetraedarske strukture [234]. O-P-O
savijaju¢e vibracije su detektovane na 558 i 600 cm™ za obe prevlake, potvrdujuéi prisustvo
hidroksiapatita [234,235]. Prisustvo strukturne OH" grupe u hidroksiapatitu potvrdeno je prisustvom
trake na oko 630 cm™ u spektru obe prevlake [153,199]. Na FT-IR spektu hidroksiapatita mozZe se
detektovati ostra traka na oko 3570 cm™ i pripisati istezanju OH™ grupe u strukturi hidroksiapatita
[52,199]. Medutim, ova traka nije prisutna na FT-IR spektrima hidroksiapatita formiranog nakon 7
dana potapanja u SBF (slika 13a), §to ukazuje na prisustvo supstituisanog, odnosno biomimetickog
hidroksiapatita, koji nastaje kada karbonatne grupe supstituiSu OH™ grupe. Biomimeticka priroda
hidroksiapatita, formiranog na povrsini obe prevlake je na taj na¢in potvrdena, s obzirom na ¢injenicu
da je ova traka odsutna na FT-IR spektru koji odgovara prirodnoj kosti [230]. Takode, polozaji
nekoliko traka ukazuju na AB-tip karbonatne supstitucije u biomimetickom hidroksiapatitu (slika
13b) [52,236-238]. Razli¢iti vibracioni modovi CO3s> grupe su detektovani na FT-IR spektru obe
prevlake (slika 13b): 878 cm™ (O-C-0), 1415 i 1456 cm™ (O—C), “rame” na 1466 cm™ (HAP/CS) i
~1470 cm? (HAP/CS/Gent), i konaéno ~1546 cm™ (HAP/CS) i ~1548 cm? (HAP/CS/Gent).
Detektovan poloZaj karbonatne trake ukazuje da je struktura biomimeticki dobijenog hidroskiapatita
sli¢na strukturi bioloSkih apatita. U slu€aju obe biomimeti¢ke prevlake, XRD i1 EDS rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima FT-IR analize, potvrduju¢i da biomimeticki hidroksiapatit pripada
karbonatno supstituisanom hidroksiapatitu [236].
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5.1.3.4. Skenirajuca elektronska mikroskopija (FE-SEM) prevlaka nakon potapanja u SBF

FE-SEM mikrografije HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka na titanu pre i nakon 7 dana
potapanja u rastvor SBF na temperaturi od 37 °C prikazani su na slici 14.

Pre SBF Nakon SBF

HAP/CS HAP/CS/Gent

EHT = 10.00 kV Signal A =InLens  Contrast= 309 % Hee
Date :18 Jun 2017 ‘llﬂ—!—v. TTTY

EHT = 1000 kV Signal A= InLens Contrast= 336 % Hee
Mag=10000KX  WD= 67mm Date 18 Jun 2017 1 ormgoee

Mag =100.00 KX WD = 7.6 mm

HAP/CS

EHT = 10.00 kV Signal A = InLens Cor 8 % K!qm Hee

EHT = 10.00kV Signal A= InLens  Contrast= 315 % Kving Hee
Date 19.4un 2017 orverrrry Mag=10000KX  WD=76mm  Date19Jun2017 torrecrrrs

Mag =100.00 KX WD = 78mm

Slika 14. FE-SEM mikrografije HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka pre (a,b) i nakon (c,d)
potapanja u SBF, redom

Vazno je ista¢i da inkapsulacija gentamicina nije uticala na promenu morfologije previake —
sferni aglomerati razlicitin veli¢ina su prisutni na povrsinama obe prevlake (slike 14a,b). Nakon 7
dana potapanja u SBF, sferni aglomerati biomimetickog HAP uoceni su na povrsini HAP/CS prevlake
(slika 14c), dok su se nesfericne cestice pojavile u slu¢aju biomimetickog hidroksiapatita na
HAP/CS/Gent prevlaci (slika 14d). Pored promena u obliku novonastalih ¢estica, veli¢ina aglomerata
biomimetickog hidroksiapatita se promenila odnosno smanjila u prevlaci sa inkorporiranim
antibiotikom (HAP/CS/Gent) u odnosu na prevlaku bez gentamicina (HAP/CS). Ova promena
morfologije moze se pripisati prisustvu gentamicina, inkapsuliranog unutar prevlake
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hitozan/hidroksiapatit, na taj nacin potvrdujuc¢i uspesno ugradivanje antibiotika tokom talozenja.
Naime, prilikom potapanja u SBF rastvor prodire u prevlaku i rastvara lek. U ovom poc¢etnom periodu
rastvaranja leka, u prvih 48 h uocen je efekat naglog otpustanja gentamicina, o ¢emu ce se detaljnije
govoriti u odeljku 5.1.4. (otpustanje gentamicina). Kao posledica rastvaranja leka, nastaje promena u
topografiji prevlake sa antibiotikom, sto dovodi do talozenja nesferi¢nih aglomerata hidroksiapatita.

5.1.3.5. Ispitivanje sposobnosti biomineralizacije prevlaka elektrohemijskim metodama u SBF-u

Elektrohemijska merenja su koriS¢ena za ispitivanje elektrohemijskih svojstava HAP/CS i
HAP/CS/Gent prevlaka i prac¢enje rasta nove apatitne faze tokom izlaganja rastvoru SBF na 37 °C.
Titan generalno nije veoma sklon koroziji, zbog termodinamicki povoljnog formiranja stabilnog
oksidnog sloja na povr$ini metala u veoma Sirokom opsegu potencijala i pH vrednosti [239]. Ovaj
oksidni sloj na povrSini titana je pasivan i ima ulogu da zastiti metal od korozije. Elektrohemijska
ispitivanja parametara korozije u slucaju titanskih plo¢ica sa istalozenim prevlakama mogu indirektno
pruziti uvid u bioaktivnost samih prevlaka [140,153]. Razliciti elektrohemijski testovi su sprovedeni
kako bi se ispitao rast apatitne faze u slucaju produzenog perioda izlozenosti plo¢ica SBF-u kao
sredini koja indukuje biomineralizaciju.

5.1.3.5.1. Potencijal otvorenog kola

Na slici 15 je prikazana vremenska zavisnost potencijala otvorenog kola (Eocp) za oba
ispitivana uzorka (HAP/CS i HAP/CS/Gent na titanu) tokom 28 dana potapanja u SBF-u na 37 °C.
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Slika 15. Vremenska zavisnost potencijala otvorenog kola (Eocp) za HAP/CS i HAP/CS/Gent
previake tokom 28 dana potapanja u SBF-u na 37 °C

Pocetne vrednosti potencijala otvorenog kola su bile negativne za oba uzorka (—80 mV za
HAP/CS i —23 mV za HAP/CS/Gent), ali Eocp Vrednosti su brzo postale pozitivnije tokom izlaganja
SBF-u. Eqop se povecao tokom prvih 5 dana i dostigao skoro konstantne vrednosti u poslednjem
vremenskom periodu. Ovo bi moglo ukazivati na brz rast apatita nakon pocetnog izlaganja SBF-u,
nakon Cega je novonastali apatitni sloj ostao prakticno nepromenjen do kraja ispitivanja. Formiranje
apatitnog sloja je dalje ispitivano metodama spektroskopije elektronemijske impedancije (SEI) i
metodom polarizacionih krivih (PDS).

5.1.3.5.2. Spektroskopija elektrohemijske impedancije (SEI)

SEI predstavlja jednu od najsavremenijih metoda za ispitivanje zastitnih svojstava prevlaka i
korozije metalnih supstrata zbog velikih prednosti kao §to su moguénost proucavanja korozije i u
slabo provodnim sredinama, moguc¢nost odredivanja elektri¢nih parametara prevlaka (otpornost u
porama i kapacitivnost prevlake), kao i nedestruktivno dejstvo same metode [20].
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Rezultati merenja spektroskopije elektrohemijske impedancije mogu se graficki predstaviti
Bodeovim 1 Najkvistovim dijagramima. Na Bodeovom dijagramu se ocitava zavisnost apsolutne
vrednosti impedancije, |Z|, 1 faznog pomeraja, 6, (ordinate) od velikog raspona frekvencija, f,
(apscisa), dok Najkvist dijagram predstavlja zavisnost realnog, Z’, od imaginarnog dela impedancije,
Z”, za Sirok opseg frekvencija. Na Najkvistovom dijagramu u kompleksnoj ravni uocavaju se dva
polukruga, manji - koji se javlja na visokim frekvencijama i odrazava elektri¢ne karakteristike
prevlake i jonsku provodljivost kroz nju, i veci - koji se javlja pri niskim frekvencijama i odnosi se
na svojstva na grani¢noj povrsini supstrat-elektrolit i opisuje korozione procese na povrsini metala.
Spektroskopijom elektrohemijske impedancije je ispitivano elektrohemijsko ponaSanje HAP/CS,
HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka na titanu tokom 28 dana izlaganja SBF
rastvoru na 37 °C.

SEI spektri za obe ispitivane prevlake nakon razliCitih perioda potapanja (do 28 dana) u SBF-
u na 37 °C su prikazani na Slici 16 a,b. Bodeovi dijagrami (slika 16 a,b) su pokazali pove¢anu ukupnu
impedanciju za HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake potvrdujuci na taj nacin formiranje i rast novog
apatitnog sloja tokom potapanja u SBF-u. Najvece povecanje impedancije je primeceno u periodu
izmedu pocetnog izlaganja i ¢etvrtog dana, ukazujuéi da do najbrzeg formiranja apatitne faze dolazi
nakon inicijalnog kontakta sa SBF-om, kao Sto je detektovano Eop merenjima (slika 16 a,b).
Teorijski, proces biomineralizacije je reverzibilni proces, u kome se proces rastvaranja prevlake i
talozenja apatitne faze odigravaju istovremeno i u kom dominantna reakcija zavisi od koncentracije
Ca?* i POs* jona [240]. Medutim, mehanizmi rastvaranja i talozenja su razli¢iti: razmena jona
definiSe proces rastvaranja, dok gradijent koncentracije i rastvorljivost ¢estica uti¢u na talozenje
apatitne faze [240,241].

Brz rast vrednosti impedancije tokom prva 4 dana je pokazao da je predominantna reakcija
bila taloZenje kalcijum-fosfata i formiranje novog sloja hidroksiapatita. Dalji rast apatitne faze bi
mogao da uspori usled dostizanja ravnoteze, zato Sto je rast impedancije bio dosta sporiji izmedu
11.0g i 28.0g dana (slika 16 a,b).
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Slika 16. Bodeovi dijagrami za a) HAP/CS i b) HAP/CS/Gent prevlake tokom 28 dana
potapanja u SBF-u na 37 °C i (¢) ekvivalentno elektri¢no kolo (EEK) kori§¢eno za fitovanje SEI
spektara

U cilju ispitivanja elektrohemijskog ponaSanja ispitivanih uzoraka, impedansni spektri su
fitovani pomocu ekvivalentnog elektricnog kola (EEK) prikazanog na slici (slika 16c). EEK se
sastojalo od otpornosti elektrolita (Ra), serijski vezane sa paralelnim RC kolom koje se odnosi na
karakteristike previake (sa CPEc: - elementom sa konstantnim faznim uglom koji se odnosi na
kapacitivnost prevlake i Rp - otpornosti u porama prevlake). Element sa konstantnim faznim uglom
(CPE) je koris¢en kako bi se uzela u obzir sve nehomogenosti ispitivanog sistema i odstupanja od
ponasanja idealnog dielektrika. Drugo paralelno RC kolo je bilo serijski vezano sa Ry i sadrzalo je
otpornost prenosa naelektrisanja na grani¢noj povrsini metal-elektrolit (Ret) i element sa konstantnim
faznim uglom, CPEq, koji predstavlja sve elektrohemijske fenomene zavisne od frekvencije,
kapacitivnost dvojnog sloja, Cqi i difuzione procese. Ova druga vremenska konstanta opisuje procese
prenosa naelektrisanja i elektrohemijske reakcije na granici faza metal/elektrolit, a prisutna je usled
visoke poroznosti prevlake, koja omogucava elektrolitu da prodre kroz pore i dosegne metal ispod
previake. Impedancija elementa (Zcpe) se moze izraziti koristeéi jednag¢inu (7), [242] gde je Yo*
admitansa, » je ugaona frekvencija, « je parametar koji kvantifikuje odstupanje od idealnog
kondenzatora, i> =—1. Vrednost kapacitivnosti se mogu izra¢unati koriiéenjem jednacine (8), gde je
wmax Ugaona frekvencija pri kojoj imaginarna komponenta impedancija dostize svoj maksimum [242].

Zepp= Yo ' (i rw)@ (7

Cepe = Yo (wmax)a_l (8)

Ocigledno je da za vrednosti o koje su bliske jedinici Ccre = Yo. Kako je a vrednost za obe
prevlake bila uvek veca od 0,8 Yo vrednosti dobijene fitovanjem su koriS¢ene kao kapacitivnost
prevlake i kapacitivnost dvojnog sloja bez daljih prora¢una. Vrednosti pokazatelja kvaliteta fita (y2)
su uvek bile u opsegu 10— 10™. Vrednosti Cc i Cai tokom ispitivanog perioda potapanja su prikazani
na slici 17 a,b. I C¢ i Cai su pokazali opadajuci trend tokom ispitivanog perioda, $to je u skladu sa
poboljsanjem antikorozionih svojstava sistema metal/prevlaka. Nize vrednosti Cc su ukazale na
postojanje debljeg sloja prevlake usled talozenja biomimetickog HAP-u koji je zatvorio (popunio)
pore prevlake i na taj nacin sprecio prodor elektrolita.

Vrednosti kapacitivnosti prevlake u pocetnim periodima izlaganja SBF-u (slika 17a) su bile u
skladu sa Eop merenjima (slika 15) kao i Bodeovim dijagramima (slika 16a,b), pokazujuéi
najznacajnije promene izmedu 0. 1 4. dana, nakon ¢ega sledi period relativne stagnacije. Ovo ukazuje
da je kljucni period u formiranju nove apatitne faze upravo period nakon pocetnog izlaganja
ispitivanih uzoraka rastvoru, odnosno okruzenju koje indukuje proces biomineralizacije. I u sluc¢aju
vrednosti Cqi (slika 17b) takode je primecen znacajan opadajuéi trend. Poznato je da je vrednost
kapacitivnosti dvojnog sloja proporcionalna povrsini metala koja je direktno izlozena elektrolitu.
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Dakle, smanjenje vrednosti Cqi je u korelaciji sa smanjenom grani¢nom povrSinom povrSinom
metal/elektrolit usled formiranja novog apatitnog sloja ili usled formiranja tankog sloja titan-oksida
na povrsini metala.
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Slika 17. Vremenska zavisnost a) kapacitivnosti prevlake (Cc) i b) kapacitivnosti dvojnog
sloja (Cai) za HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake dobijena SEI merenjima tokom 28 dana potapanja u
SBF na 37 °C

Sto se ti¢e otpornosti u porama prevlake i otpornosti prenosa naelektrisanja na grani¢noj
povrsini metal-elektrolit uoceno je slicno ponasanje. Vrednosti Ry su porasle nakon 4 dana za obe
prevlake (27,8 kQ cm?za HAP/CS i 33,1 kQ cm? za HAP/CS/Gent), u poredenju sa vrednostima na
pocetku potapanja (17,6 kQ cm? za HAP/CS i 25,9 kQ cm? za HAP/CS/Gent), ukazujuéi na porast
debljine prevlake usled taloZzenja novoformiranog apatitnog sloja. Nakon ove inicijalne
Setvorodnevne faze, dalji rast je bio sporiji dostizuéi 38,7 kQ cm? za HAP/CS i 32,4 kQ cm? za
HAP/CS/Gent nakon 28 dana potapanja u SBF-u. Kao $to je ve¢ objasnjeno iznad rastvaranje i
talozenje HAP-a su paralelni procesi 1 njihovo istovremena pojava je bila o¢ekivana tokom izlaganja
SBF-u. Prevlake sa manjom veli¢inom kristalita su sklonije rastvaranju zato $to je specificna
kontaktna povrSina sa rastvorom veca u ovom slucaju [240]. Dakle, nize Rp vrednosti u slucaju
HAP/CS/Gent prevlake se mogu pripisati manjoj veli€ini kristalita pre potapanja kao Sto je veé
objasnjeno u XRD analizi (397 A za HAP/CS/Gent u odnosu na 511 A za HAP/CS) [52].

Vrednosti otpornosti prenosa naelektrisanja na grani¢noj povrsini metal-elektrolit, Ret se nisu
znacajno promenile nakon inicijalnog kontakta u periodu izmedu 0. i 4. dana (0,0087-0,12 GQ cm?
za HAP/CS i 2,97-2,68 GQ cm? za HAP/CS/Gent) buduéi da je elektrolit ostvario kontakt sa
povrSinom metala kroz pore prevlake, 1 ukazao da je tanki oksidni sloj ve¢ bio prisutan na povrsini
metala koji je sprecavao direktan kontakt ¢istog metala sa elektrolitom. Dalje su vrednosti Rct rasle
do zavrsetka posmatranog perioda (1,24 GQ cm? za HAP/CS i 13,1 GQ cm? za HAP/CS/Gent),
ukazujuéi na pasivizaciju povrsine metala koja ometa proces korozije. Stavise, Rt vrednosti su se
tokom celog perioda kretale u opsegu vrednosti 107-10° GQ cm? ukazujuéi na slabu sveopstu sklonost
titana prema koroziji u SBF-u.

5.1.3.5.3. Polarizaciona merenja (PDS)

PDS metoda, iako destruktivna, daje znacajne kvalitativne podatke o procesu korozije na
metalnom supstratu ispod prevlake. Graficki prikaz rezultata pokazuje zavisnost korozionog
potencijala, Ecorr, 0d gustine struje korozije, jeorr. Pracenjem pomeranja polarizacionih krivih ka visim
ili nizim vrednostima gustine struje dolazi se do zakljucka o promeni otpornosti prema koroziji sa
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promenom vremena izlaganja sistema metal-prevlaka korozionom agensu ili promenom sastava
prevlake.

Polarizaciona merenja su sprovedena u cilju ispitivanja elektrohemijskog ponasanja HAP/CS
1 HAP/CS/Gent prevlaka, nakon unapred odredenih perioda (0, 7 1 28 dana) izlozenosti SBF-u. PDS
merenja se mogu Koristiti i za procenu sposobnosti biomineralizacije, prac¢enjem korozionih
parametara sa vremenom. Polarizacione krive prikazane na slici 18, su ukazale na povecanu stabilnost
prevlaka prema koroziji sa produzenom izlozenos¢u SBF-u za oba uzorka, Sto sve ukazuje na
poboljsana svojstva prevlaka usled formiranja biomimetickog hidroksiapatita.
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Slika 18. Potenciodinamicke polarizacione krive uzoraka a) HAP/CS i b) HAP/CS/Gent

Korozioni potencijali (Ecorr) su dobijeni iz PDS kriva, dok su gustine struje korozije (jcorr)
izraCunate ekstrapolacijom katodnih krivih, koje su bile linearne u rasponu od najmanje jedne dekade
struje, u odnosu na Ecorr. Dobijeni podaci su prikazani u tabeli 9.

Tabela 9. PDS parametri: korozioni potencijal (Ecorr), gustina struje korozije (jcorr) i vrednost nagiba
katodnog dela Tafelove krive (bc) za HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlake

Dan Prevlaka Ecorr (MV vs. ZKE)  jeorr (PAcm?)  be (MmV dec?)
0. HAP/CS -145 0.061 -220
HAP/CS/Gent -238 0.52 -220
7. HAP/CS -351 0.012 -150
HAP/CS/Gent -365 0.035 -140
28. HAP/CS -258 0.011 -180
HAP/CS/Gent -128 0.017 -200

Stalno smanjenje jeorr vrednosti je uoc¢eno za oba uzorka, potvrdujuéi poboljsanu otpornost
prema koroziji kao posledicu novoformiranog sloja apatita. Nagibi katodnih delova Tafelovih krivih
su ukazali na viSestepeni mehanizam katodne reakcije, dok anodni nagibi nisu mogli da se izraCunaju
usled promenljive prirode anodne reakcije. PDS rezultati su se slozili dobro sa rezultatima SEI
analize, ukazuju¢i na porast debljine HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka odnosno na rast novog sloja
biomimetickog hidroksiapatita koji je povoljan sa aspekta osteointegracije koStanih implantata.
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5.1.4. Ispitivanje otpustanja gentamicina iz hidroksiapatit/hitozan/gentamicin prevlake

5.1.4.1. Odredivanje koncentracije otpustenog gentamicina tecnom hromatografijom visokih performansi
u sprezi sa UV spektroskopijom

Koli¢ina gentamicina inkorporiranog u HAP/CS/Gent prevlaku (pripremljenog u tri nezavisna
uzorka) sprovedena je primenom HPLC-UV metode nakon derivatizacije. Retenciona vremena
detektovanih komponenti gentamicina iznosila su priblizno 3,3, 6,4 i 9,8 minuta, dok je ukupno vreme
analize bilo 15 minuta.

Na osnovu eksperimentalnih podataka, utvrdeno je da prosecna kolicina gentamicina
adsorbovanog na povrsini od 1 cm? HAP/CS/Gent prevlake iznosi 7,3 £ 0,1 pg. Reprezentativni
hromatogrami gentamicina inkorporiranog u HAP/CS/Gent prevlaku, kao i referentnog rastvora
antibiotika, prikazani su na slici 19.
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Slika 19. Hromatogrami dobijeni za (A) standardni rastvor gentamicina i (B) gentamicin
inkorporiran u HAP/CS/Gent prevlaku; UV detekcija izvrSena je na 330 nm

5.1.4.2. Odredivanje koncentracije otpuStenog gentamicina teCnom hromatografijom visokih performansi
u sprezi sa masenom spektrometrijom

HPLC-UV metodom je uspesno odredena ukupna koli¢ina gentamicina inkorporirana u
prevlaci ali odgovaraju¢i profili otpuStanja gentamicina nisu dobijeni, verovatno zbog niskih
koncentracija leka i manje osetljivosti instrumenta. Stoga su koli¢ina inkorporiranog gentamicina u
prevlaku i odgovarajuci profili otpustanja dobijeni teénom hromatografijom visokih performansi u
sprezi sa masenom spektrometrijom (HPLC-MS). Ukupna koli¢ina gentamicina je odredena
rastvaranjem prevlake u 10 % rastvoru HCI u pa merenjem na HPLC-MS instrumentu. Ovako
odredena masa gentamicina inkorporirana u 1 cm? HAP/CS/Gent prevlake je iznosila 9,4 ug.

Otpustanje gentamicina iz HAP/CS/Gent prevlake je ispitivano tokom 21-0g dana potapanja
u dejonizovanoj vodi. Kumulativni profil otpustanja za HAP/CS/Gent prevlaku u unapred odredenim
vremenskim intervalima (24h, 48h, 7 dana, 14 dana i 21 dan) je prikazan na slici 20 kao prose¢na
vrednost tri uzorka. Profil otpustanja gentamicina je potvrdio inicijalno naglo otpustanje gentamicina
iz prevlake, odnosno vise od 50 % inkorporiranog antibiotika je otpusteno u prvih 7 dana.
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Slika 20. Kumulativno otpustanje gentamicina iz HAP/CS/Gent prevlake tokom 21 dana u
dejonizovanoj vodi na 37 °C

Izrazeno naglo otpustanje antibiotika (~21 %) je takode primeéeno u prvih 48h, Sto je efekat
koristan u prevenciji formiraja biofilma. Nesto sporije ootpustanje, od 13 % ukupne koli¢ine leka je
zabelezeno u periodu od 7. do 21.-0g dana. Razmatrajuci dobijene profile otpustanja, ispitivane
prevlake mogu da imaju potencijalnu primenu kao sistemi za produzenu isporuku lekova za lecenje
ortopedskih infekcija.

U cilju ispitivanja mehanizama otpustanja i odredivanja difuzionog koeficijenta otpustanja,
izvrSeno je fitovanje eksperimentalnih podataka sa nekoliko difuzionih modela. Prvi kori§¢eni model
je Korsmeyer-Peppas model [243], koji se moze opisati jednac¢inom (9), gde m¢ predstavlja masu
gentamicina otpustenu u vremenu t, Myt predstavlja inicijalnu (ukupnu) masu gentamicina u prevlaci
pre eksperimenta, kkp je Korsmeyer-Peppas konstanta, koja obuhvata odredena svojstva nosaca
sistema, i n je koeficijent koji zavisi od tipa difuzije (n ~ 0,5 za Fikovsku i n > 0,5 za ne-Fikovsku
difuziju ) i trebalo bi da ukaze na mehanizam prenosa mase. Korsmeyer-Peppas model je primenjen
u njegovom linearnom obliku, gde su podaci transformisani u logaritamsku skalu (jednac¢ina (10))
[243].

mg

= kgp X t" ©

Mtot

mg

log(—) = logkkp + n X logt (10)

Mtot

Na ovaj nacin je moguce izracunati eksponent n iz nagiba Korsmeyer-Peppas krive (slika 21).
Dobijena je vrednost od 0,528 za prevlaku HAP/CS/Gent. S obzirom da je n vrednost bliska 0,5,
mehanizam otpuStanja gentamicina iz HAP/CS/Gent prevlake odreden je Fikovim zakonom difuzije.
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Slika 21. Rezultati fitovanja profila otpustanja gentamicina iz HAP/CS/Gent prevlake: a)
Korsmeyer—Peppas model i b) aproksimacija ranog vremena (ETA)

Kako je vremenski eksponent iz Korsmeyer-Peppas modela iznosio 0,528, primenjen je model
koji pretpostavlja linearnu zavisnost koli¢ine otpustenog gentamicina od kvadratnog korena vremena,
odnosno model aproksimacije ranog vremena (eng, Early Time Approximation, ETA) Koji
omogucava izraGunavanje koeficijenta difuzije otpustanja gentamicina iz prevlaka (jednacina (11)).
Prema Ritgeru i Pepasu [244] ovaj model je pogodan za jednodimenziono otpustanje iz tankih
filmova.

M= 4 x (ﬁ)l/2 (12)

Meot 62

Parametri jednacine (11) su sledeéi: m: - masa gentamicina otpustena u vremenu t, Mot
inicijalna (ukupna) masa gentamicina u previlaci pre eksperimenta, D - koeficijent difuzije
gentamicina, t - vreme, i 0 - debljina prevlake. ETA je aproksimacija koja se odnosi na Fikov difuzioni
model za otpuStanje iz tankih polimernih-kompozitnih uzoraka, i vazi za prvih 60 % otpustanja (Sto
je upravo postignuto u ovom eksperimentu). ETA model je primenjen na profilu otpustanja
gentamicina iz HAP/CS/Gent i [244] prikazan je na slici 21b. Koeficijent difuzije, D, za
HAP/CS/Gent prevlaku iznosio je 2,4 x 1074 cm? s 1, ukazuju¢i na sporo otpustanje gentamicina iz
previake tokom 21 dana. Sporo otpustanje tokom perioda od 21 dana moze da ukaze na dobro
vezivanje gentamicina za matricu prevlake kao i uspe$sno EPD nano$enje antibiotika. Ovi rezultati su
u dobroj korelaciji sa rezultatima otpustanja gentamicina koje su dobili Pishbin i saradnici [108], gde
je ustanovljeno da je ~70 % gentamicina oslobodeno nakon 56 dana iz prevlake biostakla dobijene
elektroforetskim taloZenjem. Ovo sporo i produzeno otpustanje bi moglo da bude veoma korisno za
predvidenu primenu kao prevlake ortopedskih implantata, gde je stopa postoperativnih infekcija
visoka 1 gde sistemska primena antibiotika nosi sa sobom mnogo rizika, kao §to je pojava otpornih
bakterijskih sojeva. Stoga, prevlake sa inkorporiranim antibioticima bi mogle da predstavljaju dobro
reSenje, posto obezbeduju brzu i ciljanu isporuku lekova. Naglo otpustanje, kao Sto se moze videti na
profilu otpustanja gentamicina (slika 20) je potrebno za suzbijanje pocetne bakterijske infekcije i
sprecavanje formiranja biofilma. Medutim, bilo bi neprihvatljivo jer bi velika koli¢ina inkorporiranog
leka bila otpustena odjednom mogla da izazove toksiCan efekat na okolno tkivo. Produzenim
otpustanjem u toku 21-0g dana, zastita mesta implantacije od infekcije je obezbedena u kriticnom
periodu posle operacije.
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5.1.5. Ispitivanje bioloskih svojstava hidroksiapatit/hitozan prevlaka sa i bez dodatka gentamicina

5.1.5.1. Antibakterijska aktivnost
5.1.5.1.1. Agar difuziona metoda

Antibakterijska aktivnost HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka (dobijenih taloZenjem iz
suspenzije sa 1 mg/ml gentamicina) je ispitana prema dva bakterijska soja S. aureus TL i E. coli
ATCC 25922, vrsta koje su najée$¢e uzroCnici postoperativnih infekcija u sluéaju ortopedskih
zahvata. Rezultati agar difuzionog testa su prikazani na slici 22.

S. aureus

Slika 22. Antibakterijska aktivnost rastvora gentamicina (kontrola, 1 mg/ml), HAP/CS (uzorak 1) i
HAP/CS/Gent (uzorak 2) prevlaka prema a) S. aureus TL i b) E. coli ATCC 25922

Pravougaoni uzorci Ti plocica sa prevlakama dimenzija 10 x 10 mm su postavljeni na
povrsinu hranljivog top agara zasejanog sa ispitivanim sojevima bakterija. U slucaju oba bakterijska
soja, kao kontrola je koriS¢en Cist rastvor gentamicina (50 pL rastvora gentamicina koncentracije 1
mg/mL je dodato u bunare pre¢nika 8 mm). Kod soja S. aureus TL, uoceno je da kontrolni uzorak
rastvora gentamicina daje zonu inhibicije pre¢nika 31 mm (slika 22a), dok oko HAP/CS prevlake nije
primec¢eno formiranje zone inhibicije (slika 22a, uzorak 1). Dodatkom gentamicina u prevlaku
(HAP/CS/Gent), oko uzorka se pojavljuje jasna i Siroka zona inhibicije, dimenzija 35 x 27 mm (slika
224, uzorak 2). Zona inhibicije uoc¢ena kod soja E. coli ATCC 25922 , i u kontrolnom uzorku rastvora
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gentamicina, se sastojala od jedne svetlije oblasti pre¢nika 24 mm, koja ukazuje na maksimalnu
osetljivost bakterija, kao i druge tamnije oblasti pre¢nika 30 mm, $to ukazuje na razli¢itu osetljivost
¢elija prisutnih u populaciji ove kulture na antibiotik gentamicin (slika 22b). Kao i kod soja S. aureus,
zona inhibicije nije zapazena oko uzorka HAP/CS (slika 22b, uzorak 1), dok je kod HAP/CS/Gent
uzorka (slika 22b, uzorak 2) primecena jasna zona inhibicije, koja se, kao i pri ispitivanju kontrolnog
uzorka rastvora gentamicina prema soju E.coli, sastojala od svetlije (26 x 23 mm) i tamnije oblasti
(30 x 26 mm). Na osnovu izmerenih dimenzija zona inhibicije formiranih oko uzorka sa dodatkom
gentamicina (uzorak 2 — HAP/CS/Gent), moze se zakljuciti da prevlake dobijene elektroforetskim
talozenjem iz suspenzije Sa gentamicinom koncentracije 1 mg/ml ispoljavaju veoma jaku
antibakterijsku aktivnost prema ispitivanim sojevima S. aureus TL i E. coli ATCC 25922. Na osnovu
rezultata dobijenih agar difuzionom metodom moze se primetiti da prevlaka sa dodatkom gentamicina

(HAP/CS/Gent) pokazuje jacu antibakterijsku aktivnost prema S.aureus TL nego prema soju E. coli
ATCC 25922.

Gentamicin pokazuje jaku antibakterijsku aktivnost prema vrstama roda Staphylococcus, kao
I vrstama iz roda Streptococcus [256], pa je i njegovo jako baktericidno dejstvo postignuto u ovom
radu prema soju Staphylococcus aureus ocekivano. Prikazani rezultati agar difuzionog testa potvrdili
su antibakterijsku aktivnost HAP/CS/Gent prevlake i otvorili moguénost njihove primene u
biomedicini, jer je gentamicin jedan od retkih termicki stabilnih antibiotika koji zadrzava svoju
antibakterijsku aktivnost i nakon sterilizacije u autoklavu (30 minuta na 121 °C), $to ga &ini posebno
interesantnim za dobijanje antibakterijskih prevlaka za kostane implantate i nosace lekova.

5.1.5.1.2. Ispitivanje kinetike antibakterijske aktivnosti

Na slikama 23a i 23b prikazana je kinetika antibakterijske aktivnosti HAP/CS i HAP/CS/Gent
prevlaka prema sojevima S. aureus TL i E.coli ATCC 25922, pra¢enjem tokom perioda od 24h
promene ukupnog broja prezivelih u suspenziji sa i bez ispitivanih uzoraka (HAP/CS, HAP/CS/Gent).

7 8
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Slika 23. Kinetika antibakterijske aktivnosti i opadanje ukupnog broja zivih ¢elija kod sojeva a)

S.aureus TL i b) E.coli ATCC 25922 nakon inkubacije suspenzije sa HAP/CS i HAP/CS/Gent
prevlakama u fosfatnom puferu tokom 0, 1h, 3h i 24h na 37 °C (*-p < 0,01)

HAP/CS prevlaka bez dodatka antibiotika nije pokazala antibakterijsku aktivnost ni prema
jednom ispitivanom bakterijskom soju (slika 23). Iako je u nekim istrazivanjima utvdeno da hitozan
poseduje antibakterijsku aktivnost, njegova efikasnost umnogome zavisi od stepena deacetilacije,
molarne mase i koncentracije. Tako je u jednoj studiji pokazano da minimalna koncentracija,
neophodna da dode do potpune inhibicije rasta i razmnozavanja ¢elija E. coli iznosi 0,02 mas. % za
hitozan stepena deacetilacije 85 % [257], dok se u drugoj studiji minimalna inhibitorna koncentracija
za S.aureus kretala u opsegu od 0,04 mas. % do 0,1 mas. % [258]. Prevlaka bez antibiotika, HAP/CS,
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nije pokazala znacajnu antibakterijsku aktivnost prema ispitivanim bakterijskim sojevima (Slika 23),
Sto se moze pripisati nedovoljnoj koncentraciji koris¢enog hitozana u prevlaci da bi samostalno
mogao da ispolji antibakterijski efekat. Medutim, koris¢eni hitozan je formirao adekvatnu matricu za
efikasnu inkorporaciju gentamicina, ¢ime je omogucena njegova antibakterijska aktivnost. S druge
strane, HAP/CS/Gent prevlaka je ispoljila jako baktericidno dejstvo prema soju S. aureus TL i to
odmah nakon kontakta sa ¢elijama, Sto je dovelo do opadanja ukupnog broja ¢elija u suspenziji za 2
logaritamske jedinice kao rezultat naglog efekta otpustanja antibiotika iz formiranih prevlaka. Kod
ovog soja primec¢eno je da ve¢ nakon 1h inkubacije u suspenziji sa HAP/CS/Gent prevlakom dolazi
do potpune redukcije pocetnog broja celija (slika 23a). U poredenju sa sojem S. aureus TL,
antibakterijska aktivnost HAP/CS/Gent previlake prema E. coli (slika 23b) je bila slabije izrazena,
iako u ovom slucaju dolazi do statisti¢ki znacajnog (p < 0,01) opadanja ukupnog broja ¢elija u
suspenziji nakon 24h inkubacije (redukcija od ~3 logaritamske jedinice). Ovakvo antibakterijsko
dejstvo se, medutim, ne moze klasifikovati kao baktericidno, ve¢ samo kao bakteriostatsko [259].

Poredenjem ovih rezultata sa rezultatima otpuStanja gentamicina iz prevlaka, uocena je visoka
efikasnost otpustene koli¢ine gentamicina u pocetnom periodu (efekat “naglog” otpustanja) prema
bakterijskom soju Staphylococcus aureus gde je broj ¢elija opao za ~5 logaritamskih jedinica, dok
je opadanje ukupnog broja ¢elija uoc¢eno i kod soja Escherichia coli za ~ 2 logaritamske jedinice
¢ime je potvrdena dobra antibakterijska aktivnost prevlaka u kratkom vremenskom periodu, odnosno
ve¢ u toku 24h inkubacije [52]. Ovaj efekat narocito je bio izrazen prema soju S. aureus TL, vrsti
koja je Cesti uzroc¢nik postoperativnih infekcija nakon ugradnje implantata. Primenom HAP/CS/Gent
prevlaka na implantatima omogucilo bi se, da se na mestu njihove primene, 100% smanji broj ¢elija
ove vrste u periodu svega 3h [52], sto je u saglasnosti sa brzim otpustanjem gentamicina iz prevlaka
na samom pocetku ispitivanja.

5.1.5.2. Citotoksicnost

5.1.5.2.1. MTT test

In vitro testovi citotoksic¢nosti se koriste kako bi se ispitao nivo citotoksi¢nosti materijala
razli¢itog sastava. Citotoksi¢nost u in vitro uslovima se ¢esto procenjuje MTT testom. Raspadanjem
rastvorne tetrazolijumske boje MTT nastaje nerastvoran proizvod, formazan, za koji su celijske
membrane nepropusne 1 koji se usled toga talozi 1 akumulira u zdravim ¢elijama.

Formazan je Cvrsta supstanca ljubiCaste boje, pa se pracenjem promene boje rastvora sa
¢elijama moze pratiti i Celijska aktivnost [245]. Rezultati MTT testa za prevlake HAP/CS i
HAP/CS/Gent su prikazani na slici 24, kao srednja vijabilnost ¢elija izrazena procentualno u odnosu
na kontrolu (rastvor koji sadrzi samo celije, bez uzorka prevlake). Na osnovu deskriptivne skale
citotoksi¢nosti, (S, ¢elijska vijabilnost > 90 % — necitotoksicni, 60 — 90 % — blago citotoksi¢ni, 30 —
60 % — umereno citotoksi¢ni, < 30 % — citotoksicni) [246], moze se zakljuciti da HAP/CS prevlaka
nije citotoksi¢na prema MRC-5 i L929 ¢elijskim linijama, jer su vrednosti vijabilnosti ¢elija bliske
100 %. Blago smanjenje vijabilnosti L.929 ¢elija u odnosu na MRC-5 se moze pripisati pojac¢anoj
osetljivosti mi§je Celijske linije prema prevlakama, u poredenju sa MRC-5 humanim fibroblastima.
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Slika 24. Srednja vijabilnost MRC-5 i L929 ¢elijskih kultura nakon inkubacije sa uzorcima Ti
plocica sa HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlakama (*-p < 0,01)

U sluc¢aju HAP/CS/Gent prevlake, dolazi do statisticki znacajnog (p < 0,01) smanjenja
vijabilnosti obe ¢elijske linije, u poredenju sa HAP/CS prevlakom bez dodatka antibiotika. Kako je
ovo smanjenje vijabilnosti primetno u slucaju obe celijske linije, moze se zakljuciti da su ovakvi
rezultati posledica prisustva gentamicina. Gentamicin je Siroko kori§¢en antibiotik u laboratorijskim
ispitivanjima [247]. Pokazao se efikasnim protiv Sirokog spektra mikroorganizama u koncentraciji od
0,5 do 50 pg/ml. Gentamicin je stabilan u Sirokom pH opsegu, termostabilan i netoksican za ¢elijske
kulture u datim dozama. Koristi se za odrzavanje ¢elijskih linija kako bi se sprecila kontaminacija,
ali i za tretman inficiranih celijskih kultura [248]. Eksperimentalno je pokazano da odredeni tipovi
¢elija mogu ispoljiti povecanu osetljivost na gentamicin [249] koja moze dovesti do apoptoze [250]
iako se gentamicin ve¢ dugo Koristi za leCenje ljudi i zivotinja [251]. Vrednosti vijabilnosti ¢elija su
bile viSe od 75 % 1 za MRC-5 1 za 1929 ¢elijske linije, pa se, prema gore navedenoj skali
citotoksi¢nosti, HAP/CS/Gent prevlake mogu klasifikovati kao blago citotoksi¢ne, i mogu se smatrati
pogodnim materijalima za koStane implantate.

5.1.5.2.2. Test odbacivanja boje tripan-plavo (DET)

Test isklju¢enja boje se najcescée koristi za procenu udela vijabilnih ¢elija [186,252].
Zive ¢elije imaju neoste¢enu membranu pa ne upijaju boju dok mrtve éelije imaju oteéenu membranu
I upijaju boju. Procenat obojenih/neobojene cCelije ili inhibicija rasta (% K) je izrazen kao procenat
kontrole. Rezultati DET testa za MRC-5 (ljudski fibroblasti) i L929 (misji fibroblasti) u prisustvu
HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka su dati na slici 25.
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Slika 25. Inhibicija rasta (% K) MRC-5 1 1929 ¢elijskih linija u prisustvu HAP/CS i HAP/CS/Gent
prevlaka

U slucaju HAP/CS prevlake nije primec¢ena inhibicija rasta za obe celijske linije MRC-5 i
L929, s obzirom da su vrednosti bile bliske 100 %. I u slu¢aju DET testa, oslobadanje gentamicina je
dovelo do smanjenja rasta Celija u prisustvu HAP/CS/Gent prevlake (slika 25). Procenat vijabilnosti
za obe testirane Celijske linije je bio iznad 85 %. Prema statistickoj analizi izvrSenoj primenom
jednofaktorske metode analize varijanse, razlika u vijabilnosti obe MRC-5 i 1.929 ¢elijske linije je
bila statisticki zanemarljiva (p > 0,01).

Oba testa, MTT i DET su potvrdila necitotoksi¢ni efekat HAP/CS i HAP/CS/Gent prevlaka
na obe testirane celijske linije, koje bi se stoga mogle smatrati sigurnim materijalom za primenu u
medicini.

5.1.5.3. Test alkalne fosfataze

Alkalna fosfataza (ALP) je najviSe koriS¢en biohemijski marker za procenu aktivnosti
osteoblasta. lako se o njegovoj preciznoj funkciji malo zna, veruje se da ima ulogu u mineralizaciji
skeleta. Alkalna fosfataza (ALP) katalizuje hidrolizu fosfatnih estara u alkalnom puferu i proizvodi
organske radikale i neorganske fosfate. Promene nivoa i aktivnosti alkalne fosfataze povezane su sa
razli¢itim stanjima bolesti kostiju. Diferencijacija Celija sli¢nih osteoblastima je vazna u procesu
zaceljenja, a sposobnost indukovanja diferencijacije je jedan od zahteva kako bi se neki biomaterijal
mogao smatrati bioaktivnim. ALP je membranski vezan biohemijski marker za rast kostiju, koji luce
osteoblasti. Rezultati ALP testa koji su izvedeni na ¢elijskom ekstraktu su pokazali da su prevlake
HAP/CS/Gent prouzrokovale najvisi sadrzaj ALP u ¢elijskom ekstraktu (slika 26). Obi¢no se ALP
test izvodi na Celijama osteoblasta ili drugim celijskim linijjama koje mogu da diferenciraju u
osteoblaste. Medutim, u okviru ove doktorske disertacije odluceno je da se prvo testira osnovni
potencijal ekspresije ALP-a prevlaka na nespecificnim ¢elijskim linijama, iz dva razloga: da bi se
potvrdio osnovni biomineralizacioni potencijal HAP/CS 1 HAP/CS/Gent prevlaka pre nego Sto se
prede na specificnije celije, kao $to su osteoblasti, a 1 da bi se obezbedila konzistentnost izmedu dva
bioloSka testa koriS¢enjem istih c¢elijskih linija (MRC-5 i L929) koje su koris¢ene u studiji
biokompatibilnosti (DET test citotoksi¢nosti). Pored toga, pokazano je da fibroblasti MRC-5 reaguju
na faktore diferencijacije koji promovisu osteoblastni fenotip u ¢elijskim kulturama poreklom iz kosti
[260]. Rezultati ALP testa izvedenog na ekstraktu ¢elija pokazali su da HAP/CS/Gent prevlaka utice
na ispoljavanje najviseg nivoa ALP u ¢éelijskom ekstraktu (slika 26).
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Slika 26. Nivo ALP u ¢elijskom ekstraktu MRC-5 i L920 u prisustvu HAP/CS i HAP/CS/Gent
prevlake (*-p < 0,01).

Obe prevlake HAP/CS i HAP/CS/Gent su ispoljile znacajno povecanu aktivnost ALP u
poredenju sa kontrolom (3 puta i 4 puta povecanje nivoa ekspresije ALP za MRC-5 ¢elijsku liniju,
redom). Medutim, HAP/CS/Gent (4,039 U ml™) prevlaka je zna¢ajno vise povecala nivoe ekspresije
ALP u MRC-5 ¢elijama u poredenju sa HAP/CS (3,206 U ml™?), sto ukazuje na poboljsani
biomineralizacioni potencijal prevlake sa gentamicinom. Zbog kompatibilnosti ¢éelija nije bilo
iznenadenje da je celokupna linija MRC-5 bolje reagovala u ovom testu. Dobijeni rezultati pokazuju
da oba materijala mogu da se izazovu diferencijaciju osteoprogenitora do zrelih osteoblasta. U slu¢aju
obe prevlake, dolazi do statisti¢ki znacajnog povecanja nivoa ALP-a za obe ¢elijske linije, MRC-5 i
L929, u odnosu na kontrolni uzorak (p < 0,01). Rezultati ALP testa su pokazali da oba materijala
mogu indukovati biomineralizaciju i stoga su jaki kandidati za dalja istrazivanja sa specificnim
¢elijama (osteoblastima) ili mati¢nim celijama, i mogli bi se smatrati perspektivnim prevlakama za
kostane implantate.
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5.2. Hidroksiapatit/hitozan/grafen i hidroksiapatit/hitozan/grafen/gentamicin prevlake

5.2.1. Elektroforetsko taloZenje hidroksiapatit/hitozan/grafen prevlaka sa i bez dodatka gentamicina
na povrsini titana

Poznato je da grafen ima sposobnost da formira jake veze sa matricom hitozana, Sto je
posledica velikog broja p elektrona u sp? orbitalama koji ¢ine povrsinu listova grafena negativno
naelektrisanom. Negativno nalektrisana povrsSina grafena stupa u interakciju sa protonovanim amino
grupama hitozana, formirajuci stabilnu suspenziju za talozenje prevlaka [140]. Sa druge strane dolazi
do uspostavljanja Van der Valsovih interakcija izmedu listova grafena i hidroksiapatita
[144,153,206]. Dodatno, usled protonovanja amino i hidroksilnih grupa, gentamicin ima pozitivno
naelektrisanje u vodenom sistemu u kiseloj sredini, kao $to je detaljno opisano u poglavlju 5.2.1.
[108]. Na taj nacin sve prisutne komponente, (CS, Gr, HAP i Gent) intereaguju medusobno

doprinose¢i formiranju dobro dispergovane, stabilne suspenzije pogodne za talozenje kompozitnih
previaka.

Elektroforetsko talozenje HAP/CS/Gr 1 HAP/CS/Gr/Gent prevlaka na titanu je izvedeno iz
vodene suspenzije u jednom koraku, iz cetvorokomponentne vodene suspenzije.

5.2.2. Fizi¢ko-hemijska karakterizacija hidroksiapatit/hitozan/grafen prevlaka sa i bez dodatka
gentamicina

5.2.2.1. Rendgenska difrakciona analiza (XRD)

XRD analizom HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka (slika 27a,b), potvrdeno je prisustvo
hidroksiapatita (JCPDS 09-0432) i titana (JCPDS 89-2762), koji poti¢e od supstrata. Difrakcioni
maksimumi za hitozan, grafen i gentamicin nisu detektovani, verovatno zbog niske koncentracije u

prevlakama, a sa druge strane zbog mogucnosti da su preklopljeni izrazenijim difrakcionim
maksimumima hidroksiapatita.
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Slika 27. Difraktogrami (a) HAP/CS/Gr i (b) HAP/CS/Gr/Gent prevlaka

U slucaju obe prevlake, (slika 27a,b), moze se uociti Sirenje difrakcionih maksimuma,
ukazujuci na male kristalite hidroksiapatita. Koriste¢i karakteristi¢ne ravni za hidroksiapatit ((002),
(211), (112) 1 (300)) izra¢unate su vrednosti d rastojanja (Tabela 10), zapremina jedini¢ne ¢elije (V),
parametri jedini¢ne ¢elije (a i C) i veliCina kristalita. Kao posledica inkorporacije gentamicina dolazi

do smanjenja vrednosti d rastojanja za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku u poredenju sa HAP/CS/Gr (Tabela
10).
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Tabela 10. Vrednosti d-rastojanja karakteristi¢nih kristalnih ravni za HAP/CS/Gr i
HAP/CS/Gr/Gent prevlake

Kristalne ravni

Previaka (002) (211) (112) (300)
d- rastojanje, A
HAP/CS/Gr 3.4537 2.8271 2.7899 2.7326
HAP/CS/Gr/Gent 3.4313 2.8032 2.7695 2.7085

Tabela 11. Parametri jedini¢ne Celije a i €, zapremina jedini¢ne ¢elije V, i veli¢ina kristalita za
HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake

Previaka Parametar Veli¢ina
a, A c, A VvV, A kristalita, A
HAP/CS/Gr 9.446 6.907 536.1 435
HAP/CS/Gr/Gent 9.383 6.863 523 311

Gentamicin kao aminoglikozidni antibiotik ima brojne amino i hidroksilne grupe,
omogucavajuéi interakciju sa —OH" grupama hidroksiapatita, formiraju¢i vodoni¢ne veze ili
elektrostati¢kim interakcijama [5]. Dodatno, vezivanje se moze ostvariti kroz medusobnu interakciju
hidroksilnih i amino grupa iz hitozana i gentamicina. Sve ove interakcije su prac¢ene intermolekulskim
vezivanjem, izazivaju¢i kontrakcije matrice hitozana i posledi¢no smanjenje vrednosti d rastojanja
[261]. Kao posledica, parametri jedini¢ne ¢elije (a i €) i zapremina jedini¢ne ¢elije (V), kao i veli¢ina
kristalita imaju nize vrednosti za HAP/CS/Gr/Gent u poredenju sa HAP/CS/Gr (Tabela 11). Veli¢ina
kristalita zavisi od kinetike kristalizacije i brzine rasta kristala. Tokom procesa suSenja prevlake,
sulfatni joni (iz gentamicin-sulfata) uticu na formiranje velikog broja nukleacionih mesta.
Istovremeno, posto je gentamicin veliki molekul, postoji takode moguénost da on sprecava dalji rast
kristala. Oba ova efekta dovode do finije strukture i manje veli¢ine kristalita u slucaju
HAP/CS/Gr/Gent prevlake, §to potencijalno moze doprineti i boljoj osteointegraciji usled formiranja
apatita nalik kostanom apatitu [152,194].

5.2.2.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

Karakteristi¢ne trake za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake na FT-IR spektru u oblasti
od 400 do 4000 cm™ su prikazane na slici 28a,b, redom. Dodatno, prikazani su rezultati dobijeni
dekonvolucijom specifi¢nih spektralnih traka za HAP/CS/Gr prevlaku (slika 28c,d). Uticaj dodatka
antibiotika na polozaj (pomeranje) karakteristi¢nih traka za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaku
prikazano je naslici 28e i f, redom.

61



a) b)
100 |
_—
16547« N
g0 | 1546 1459 1411 /f_\
b
= \
kS 878 =
g ©F [ £
E q0lg e 108s) % 73 8 Y
2 = M M 952 £ " i
© g = ¥ @
= 5 o & .
CANAS I N | / = 2
2o e . ol 500 ] W/
/o 1020 E. !
ol ™ . = " o . £ ‘ : 1024
Talasni broj e’}
a0 L L ) 1 L L
4000 3500 3000 2500 1500 1000 500 40 L L —. L L L
4000 3500 3000 2500 1500 1000 500
R
Talasni broj (cm™) Talasni broj (cm'")
c) -1.6
— A-tip karbonatne supstitucije d ) ——— Eksperimentalna kriva
1.4 |- | — B-tip karbonatne supstitucije ssssses Kumulativni fit pika
——— AB-tip karbonatne supstitucije . 1456
Karbonatna traka 879 1441
42k
1421
10
08
0.6
0.4
02
0.0 L L L
1300 1400 1500 1600
855 860 865 870 875 880 885 890 Talasni broj (cm")
Talasni broj (cm™)
e)
f) o
w4l /\/'\’” )
915 | i
L N
97.2 %\ ) \f\\/uf\ 910 w7
S —_ / /
< / g r N
g 1654-CS g st ey
5 ool N 5 Fos /
pud 2
€ \ [ E  wofl [ W A /
5 | [ / .
2 r 5 b / /1640-Gent 1633-C8
o = fi/ L\( A /
o = \
L 1560-Gr 885 Y 4
- X I I’ N
\
\ / "
L 880 54708
M b 1559-Gr
96.6 |- -
546-C 5 L L L
1546-CS 1500 1550 1800 REED 1700
1 L ! Talasni broj (cm™)
1500 1550 1600 1850 1700
Talasni broj (cm™)

Slika 28. FT-IR spektri (a) HAP/CS/Gr i (b) HAP/CS/Gr/Gent prevlake; dekonvolucija FT-
IR traka za HAP/CS/Gr prevlaku u specifi¢nim intervalima: karbonatne trake u intervalu od (c) 800
do 900 cm™ i od (d)1350 do 1600 cm™; FT-IR spektri za (€) HAP/CS/Gr i (f) HAP/CS/Gr/Gent
prevlaku u intervalu od 1500 do 1700 cm'*

Spektralne karbonatne trake za HAP/CS/Gr prevlaku nalaze se u oblasti izmedu 800 i 900 cm”
i izmedu 1350 i 1600 cm™ (Slika 28a) [236]. Karbonatni joni mogu da supstituisu hidroksilne i/ili
fosfatne grupe, formiraju¢i karbonatni hidroksiapatit. Kada se OH™ grupa supstituise COs? grupom,
promena u strukturi hidroksiapatita se oznadava kao A tip supstitucije, a kada su PO.> grupe
zamenjene COs? grupama onda se takav tip supstitucije oznaéava kao B tip [236]. Na FT-IR spektru
za HAP/CS/Gr prevlaku (Slika 28a) detektovane trake na 878 cm™ mogu se pripisati vibracionom
modu O-C-O grupe [52,236]. U cilju odredivanja tipa karbonatne supstitucije u hidroksiapatitu
izvr$ena je dekonvolucija karbonatnog pika u oblasti 800-900 cm™ (slika 28c) i 1350-1600 cm™* (slika
28d). Dekonvolucijom karbonatne trake na 878 cm™ je pokazano da postoje tri razli¢ita pika (slika
28c). Pik na 879 cm se moze pripisati A tipu karbonatne supstitucije, pik na 872 cm? je ukazao na
prisustvo supstitucije B tipa, dok je pik na 865 cm™ ukazao na prisustvo ne-apatitnih karbonata [262].
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Dekonvolucija FT-IR pikova u oblasti od 1350 cm™ do 1600 cm™ (Slika 28d) je potvrdila prisustvo
A i B tipa supstitucije u hidroksiapatitu, takode. Trake na 1421 i 1470 cm™, kao i dublet na 1407 i
1441 cm™ se mogu pripisati B tipu supstitucije [230], dok je prisustvo trake na 1528 cm™ [236]
ukazalo na A tip supstitucije u hidroksiapatitu (slika 28d). Traka na 1456 cm™ moze da se pripise i A
I B tipu karbonatne supstitucije HAP [262]. Na osnovu polozaja svih karbonatnih traka, moze se
zakljuciti da je dosSlo do supstitucije “AB-tipa” u HAP/CS/Gr prevlaci. Karbonatna supstitucija u
strukturi hidroksiapatita je pozeljna sa aspekta bioaktivnosti i biomineralizacije jer kostani apatit je
po hemijskoj strukturi karbonatni hidroksiapatit [262]. Dve karakteristi¢ne trake na 1654 cm™ (amid
| traka) i 1546 cm™ (amid 11 traka) za HAP/CS/Gr prevlaku (Slika 28e) su se mogu pripisati C=0
istezajucoj vibraciji -NHCO- grupe i N-H savijanju u NH> grupi hitozana, redom [52,263]. Prisustvo
hitozana u HAP/CS/Gr prevlaci je takode potvrdeno trakama na 2857 cm™ i 2926 cm™ (Slika 27a),
koji poti¢u od C-H istezanja u CS strukturi [263,264]. Na 1388 cm™ (Slika 28d) je mogude uoditi
traku za CHs simetri¢nu deformaciju u strukturi hitozana [265]. Trakama na 473, 563, 600, 952, 1020,
i 1085 cm! potvrdeno je prisustvo hidroksiapatita u HAP/CS/Gr prevlaci. Sve ove trake su pripisane
razli¢itim vibracionim modovima PO4* grupe [52]. Traka na 1560 cm™ se moze pripisati vibraciji
strukture grafena, potvrdujuci na taj nacin njegovu uspesnu inkorporaciju u HAP/CS/Gr prevlaku
[140][266]. Na dodatku (inset) na slici 28a izdvojena je oblast od 3000 cm™ do 3600 cm™, gde se
moZe UOGiti izraZena traka na 3570 cm™ koja odgovara —OH istezanju u strukturi hidroksiapatita
[199]. Siroka traka na oko 3279 cm™ (za HAP/CS/Gr) se mozZe pripisati valentnim vibracijama
hidroksilnih grupa, osetljivih na vodoni¢ne veze [263]. Na osnovu prethodnih tumacenja, moze se
pretpostaviti da se uspostavila vodoni¢na veza izmedu hidroksilnih grupa iz hidroksiapatita i
hidroksilnih i amino grupa hitozana.

Na slici 28b je prikazan FT-IR spektar za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku. Uopsteno,
karakteristi¢ne trake, koje odgovaraju hidroksiapatitu, hitozanu i grafenu se mogu uociti za
HAP/CS/Gr/Gent prevlaku kao i u slucaju HAP/CS/Gr prevlake. Nakon inkorporacije gentamicina
u HAP/CS/Gr/Gent prevlaku, uodena je nova traka na 1640 cm™ (slika 28f). Ova traka se moze
pripisati N—H savijajucoj vibraciji primarnih aromati¢nih amina [267], potvrdujuéi prisustvo
gentamicina u kompozitnim prevlakama. Pomeranjem karakteristi¢nih traka za hitozan ka niZim
talasnim brojevima, u slucaju prevlake sa gentamicinom, dodatno je potvrdena interakcija
gentamicina sa hidroksiapatitom i hitozanom . Malo pomeranje trake za HAP/CS/Gr sa 3279 cm™
(insert na slici 28a) na 3261 cm™ za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku (inset na slici 28b) je posledica
uvodenja gentamicina u prevlaku. Ove trake su pripisane valentnim vibracijama hidroksilnih grupa,
osetljivih na vodoni¢ne veze [263]. Zato je moguce pretpostaviti da je doslo do uspostavljanja
vodoni¢nih veza izmedu hidroksilnih grupa hidroksiapatita i amino i hidroksilnih grupa hitozana sa
amino i hidroksilnim grupama gentamicina.

5.2.2.3. Rendgenska fotoelektronska spektroskopija (XPS)

Dekonvoluirani XPS C1s, O1s, i N1s spektri visoke rezolucije za HAP/CS/Gr i
HAP/CS/Gr/Gent prevlake su prikazani na slici 29. Cls pik je fitovan i razlozen na 5 razli¢itih
modova (Slika 29a,b) koji su pripisani C-H/C-C (284,6 eV), C-O/C-N (285,5 eV), O—C-O (286,9
eV), O—C=N (288,65 e¢V) i C=0 (290,2 eV) koji potice iz grafena [268], | acetatne i amidne grupe
karakteristi¢ne za hitozan [269]. Sli¢ne energije vezivanja na 284,8,285,8,287,2,288,8 i 290,3 eV za
Cls pik su pronadjene i u slu¢aju HAP/CS/Gr/Gent prevlake i pripisane su C-H/C—C, C-O/C—N, O-
C-0O, O—C=N1i C=0, respektivno. Karakteristi¢ni pikovi za gentamicin na 287,2 eV (O-C-0) i 288,8
eV (O—C=N) koji poticu iz acetatnih i metilamino grupa iz gentamicina, preklopljenih sa acetatnim i
amidnim grupama iz hitozana [219,220], tako da su sli¢ni pikovi dobijeni za obe prevlake.
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Slika 29. XPS spektri visoke rezolucije HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka: (a) i (b) C1s; (c) i
(d) O1s; (e) i (f) N1s.

O1s pik visoke rezolucije je fitovan u tri razli¢ita moda (slika 29c¢,d). Pikovi na 531,4 i 531,7
eV za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent respektivno se mogu pripisati PO4> grupi iz HAP-a, dok pikovi
na 532, 7 eV u slu¢aju obe prevlake mogu da predstavljaju doprinos iz hidroksilnih grupa iz HAP-a,
CS-a i Gent-a. Pikovi na 533,6 eV za HAP/CS/Gr i 533,8 eV za HAP/CS/Gr/Gent se mogu pripisati
C=0 interakcijama, koje potiCu iz hitozana i gentamicina [52]. Slike 29e,f predstavljaju
dekonvoluciju N1s spektara visoke rezolucije za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent. Pikovi na 400,2 i
400,5 eV za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent, respektivno su pripisani C-NH> interakcijama (slobodni
amini) [270], dok su pikovi na 401,7 eV za oba spektra pripisani C-NHs" interakcijama (protonovani
amini) [52,220].

Imajuéi u vidu da je u eksperimentima koris¢en rastvor gentamicin-sulfata, XPS spektar
HAP/CS/Gr/Gent prevlake je pokazao S2p pik, koji je jasno potvrdio inkorporaciju gentamicina. S2p
pik je fitovan komponentom na 170 eV [52]. Elementarni sastav, izracunat iz XPS-a (tabela 12)
potvrdio je inkorporaciju gentamicina prisustvom sumpora za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku (0,7 at. %).
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Izracunate vednosti Ca/P odnosa su iznosile 1,26 1 1,27 za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake,
respektivno. Stavise ove vrednosti su bile u korelaciji sa rezultatima FTIR analize potvrdujuéi
prisustvo kalcijum-deficitarnog HAP-a. Poznato je da su bioaktivnost i osteoinduktivnost poboljsane
u slucaju supstituisanog HAP-a u poredenju sa HAP-om Koji zadrzava stehiometrijski odnos
[271,272].

Tabela 12.Povrsinski sadrzaj elemenata u HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlakama,
odreden metodom XPS

HAP/CS/Gr HAP/CS/Gr/Gent
Cls 21,0 21,5
O1ls 51,6 51,3
N1s 1,30 1,20
P2p 11,6 11,1
Ca2p 14,6 14,1
S2p / 0,70
Ca/P odnos 1,26 1,27

5.2.2.4. Skenirajuca elektronska mikroskopija (FE-SEM)

Slika 30 predstavlja morfologiju HAP/CS/Gr (slika 30a,b) i HAP/CS/Gr/Gent (slika 30c,d)
prevlaka na razli¢itim uvecanjima. Na povr$ini HAP/CS/Gr prevlake, uocava se veliki broj sfernih
Cestica razlicite veli¢ine (slika 30a), koje odgovaraju hidroksiapatitu koji je uniformno dispergovan
unutar polimer/grafenske matrice. Na manjim uvecanjima (slika 30a,c) se mogu uociti slojevi
hitozana za obe prevlake. Na povr§ini HAP/CS/Gr/Gent prevlake, Slika 30a, moguce je uociti postoji
nekoliko pukotina, verovatno formiranih tokom procesa susenja na vazduhu usled visokog sadrzaja
vode u HAP/CS/Gr/Gent prevlaci (prema rezultatima TG analize, opisanih u Odeljku 5.2.2.7.) kao i
usled skupljanja polimerne matrice tokom procesa susenja. Usled slicne morfologije HAP/CS/Gr 1
HAP/CS/Gr/Gent prevlaka, moze se zakljuciti da inkorporacija gentamicina nije znacajno uticala na
povrsinu na mikro nivou, §to se jasno vidi sa Slika 30c 1 d. Na ve¢im uvecanjima, povrSina HAP/CS/Gr
prevake (slika 30b) pokazuje prisustvo sfernih aglomerata hidroksiapatita koji su prekriveni
aglomeratima HAP manjih dimenzija. Moguce je pretpostaviti da do aglomeracije Cestica
najverovatnije dolazi usled interakcija na granici faza hidroksiapatit/polimerna matrica i moze se
pripisati visokoj specifi¢noj povrsinskoj energiji Sestica hidroksiapatita [261]. Cak i pri ve¢im
uvecanjima, povrSina obe prevlake (slika 30b,d) izgleda porozno i homogeno. Ova dobro
dispergovana mreza je ojaCana grafenom (Gr), koji je poznat po tome $to deluje kao ,,materijal za
vezivanje, praveci mostove kroz polimerni matriks i spre¢avajuc¢i formiranje pukotina u prevlakama
[269].
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Slika 30. FE-SEM mikrografije (a,b) HAP/CS/Gr i (c,d) HAP/CS/Gr/Gent prevlaka

5.2.2.5. Ispitivanje adhezije prevlaka

Adhezija izmedu HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka i titanskih plo¢ica kvalitativno je
ispitana primenom ISO 2409 standarda. Test je izveden u triplikatu. U svakom pravcu izvedeno je po
Sest rezova ostricom od nerdajuceg Celika, rasporedenih u mreZasti obrazac sa razmakom od 1 mm
izmedu svakog reza kako bi se osigurala uniformnost. Slika 31 prikazuje digitalne fotografije
HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka nakon izvr$enog testa adhezije.
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Slika 31. Digitalne (a,c) i opti¢ke (b,d) fotografije HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka nakon
testa adhezije

Procena adhezivnih svojstava obavljena je pomoc¢u optickog mikroskopa (slika 31b, d) kako
bi se stekao bolji uvid u ivice useka (rezova) nakon izvodenja testa. Prema ISO 2409 [218] standardu,
odredivanje adhezionih svojstava trebalo bi da se izvrsi koris¢enjem klasifikacije iz standarda.
Pazljivim pracenjem $estostepenih smernica iz standarda, kvalitet adhezije oba uzorka (HAP/CS/Gr
I HAP/CS/Gr/Gent) ocenjen je ocenom “1”, jer su preseci rezova bili blago oSte¢eni,sa pojavom sitnih
ljuspica sto je klasifikovano kao “1”, a manje od 5 % povrsine bilo je pogodeno promenama. Posto
predlozena skala iz standarda ima opseg od “0 — 57, gde “0” predstavlja najbolja adhezivna svojstva,
moze se smatrati da adhezija izmedu prevlaka i titanske podloge daje ohrabrujuce rezultate i ukazuje
na dobra adheziona svojstva oba uzorka (HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent).

5.2.2.6. Ramanova spektroskopija

Slike 32a i b predstavljaju Ramanove spektre HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka,
respektivno.
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Slika 32. Raman spektar a) HAP/CS/Gr i b) HAP/CS/Gr/Gent prevlaka na titanu

Prva razlika je uoCena u talasnoj duzini i1 intenzitetu trake koja odgovara 7yi istezuéim
vibracijama PO+ grupe &ije su vrednosti bile nize za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku (920 cm™) u odnosu
na odgovarajuée vrednosti za HAP/CS/Gr prevlaku 959 cm™. Uvodenje gentamicina je izazvalo
promenu u vibracionom rezimu PO4® grupe ostvarivanjem hemijskih veza izmedu hidroksilnih grupa
hidroksiapatita sa OH-grupama iz hitozana i gentamicina.
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Dalje je uodena traka na 1566 cm™ koja je pripisana G traci karakteristi¢noj za preklapanje
Gr-a sa —NH> savijaju¢im vibracijama u ravni iz hitozana [273][274] na HAP/CS/Gr spektru, dok u
sluc¢aju HAP/CS/Gr/Gent prevlake ova traka nije uoCena usled interakcija izmedu amino grupa
hitozana i gentamicina. Medutim trake na 1358 cm™ i 1372 cm™ za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent,
respektivno, koje poticu od D-trake (povezane sa nepravilnostima u strukturi grafena), su ukazale na
inkorporaciju grafena. Stavise, karakteristi¢na 2D-traka za prisustvo grafena je primeéena na 2704
cm™ za HAP/CS/Gr i na 2728 cm™ za HAP/CS/Gr/Gent [273]. Spektralne trake na 2936 cm™ i 2912
cm™ u slu¢aju HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent, respektivno, su pripisane simetri¢nom istezanju C—H
veze iz ~CH> grupe u hitozanu. Nakon uvodenja gentamicina, traka na 2912 cm™ je postala izrazenija
u poredenju sa pikom na 2936 cm™ usled promene u vibracionom rezimu —CH i —CH> grupa nakon
uvodenja gentamicina [263].

5.2.2.7. Termicka stabilnost

TG/DTG analiza je sprovedena u cilju ispitivanja termicke stabilnosti HAP/CS/Gr i
HAP/CS/Gr/Gent prevlaka (slika 33a,b) i u cilju ispitivanja uticaja gentamicina na termicka svojstva
HAP/CS/Gr/Gent prevlake.
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Slika 33. TG i DTG krive a) HAP/CS/Gr i b) HAP/CS/Gr/Gent prevlaka

HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake su ispoljile postepeni gubitak mase kroz nekoliko
koraka. Dodatak gentamicina je izazvao znacajno povecanje gubitka mase u poc¢etnom periodu — 2,6
mas. % (16-118 °C) za HAP/CS/Gr u poredenju sa 6,5 mas. % (18-158 °C) za HAP/CS/Gr/Gent sto
se moze pripisati desorpciji vode, zbog manje veli¢ine kristalita, odnosno vece specifi¢ne povrsine
HAP/CS/Gr/Gent prevlake u odnosu na HAP/CS/Gr prevlaku, kao §to je ve¢ pokazano rezultatima
XRD analize. Slede¢a faza gubitka mase je pripisana oslobadanju kristalne vode i pocetku
dehidroksilacije HAP-a, [140] u temperaturnom intervalu od 166 do 212 °C (0,6 mas. % gubitka
mase) za HAP/CS/Gr i 117-238 °C (1,2 mas. % gubitka mase) za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku. U tre¢oj
fazi gubitka mase (240-345 °C (1,4 mas. %) za HAP/CS/Gr i 213-365 °C (2,4 mas. %) za
HAP/CS/Gr/Gent) dolazi do termalne dekompozicije hitozana [205] zajedno sa dekompozicijom
gentamicina [275]. Stavise, DTG analiza je ukazala na izraZen pik na 294 °C (pripisan razlaganju CS-
a) za HAP/CS/Gr prevlaku (Slika 33a) koji je pomeren na 305 °C za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku (slika
33b). Imajuéi u vidu da je HAP iz obe prevlake karbonatno supstituisani, $to je ve¢ potvrdeno FT-IR
analizom (odeljak 5.2.2.2.), slede¢i gubici mase od 1,2 mas. % (345-433 °C) za HAP/CS/Gr i 0,7
mas. % (364-425 °C) za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku su pripisani gubitku karbonatnih jona u obliku
CO: kao i daljoj degradaciji hitozana (za HAP/CS/Gr) i hitozana i gentamicina za HAP/CS/Gr/Gent
[108,157]. U sledecoj fazi gubitka mase sa 0,5 mas. % gubitka mase (433-509 °C) za HAP/CS/Gr i
1,4 mas. % gubitka mase (425-580 °C) za HAP/CS/Gr/Gent prevlake, dva maksimuma na DTG krivoj
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(slika 33a,b) na 443 °C za HAP/CS/Gr i na 450 °C za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku su uo¢ena. Ova dva
pika mogu se pripisati razgradnji grafena u kompozitima [144,276], zajedno sa gubitkom karbonatnih
jona iz HAP strukture, razgradnji preostalin komponenti iz CS-a, kao i gubitku preostalih
funkcionalnih grupa gentamicina [157,212,277,278].

U poslednjoj fazi dolazi do procesa dehidroksilacije i dekarbonizacije HAP-a [212] sa
gubitkom mase od 1,8 mas. % (514-685 °C) za HAP/CS/Gr prevlaku i gubitkom mase od 0,8 mas. %
(582-662 °C) za HAP/CS/Gr/Gent. Ukupni gubitak mase je bio ve¢i za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku
(14,8 mas. %) u poredenju sa HAP/CS/Gr prevlakom (10,5 mas. %), ukazuju¢i na nizu termicku
stabilnost ove prevlake.

5.2.3. Ispitivanje sposobnosti biomineralizacije hidroksiapatit/hitozan/grafen prevlaka sa i bez
dodatka gentamicina

Biomineralizacija je proces koji se prirodno javlja u Zivim organizmima i koji olakSava i
kontrolise kristalizaciju minerala. Zasniva se na prisustvu organskih matrica (kao Sto su kolagen I u
strukturi kostiju) i drugih rastvornih biomolekula koji kontrolisu i uti¢u na brzinu rasta kristala i
morfologiju [279].

U oblasti inzenjerstva tkiva ovaj proces sluzi kao osnovni kriterijum za razvoj i dizajn novih
biomaterijala koji su namenjeni imitaciji prirodne funkcije Kkostiju. Ipak, prilikom dizajniranja
materijala za koStane implantate, jedan od prvih koraka pri evaluaciji biaoktivnosti jeste procena
sposobnosti biomaterijala da izazove bilo koji efekat na zivi organizam, ispitan in Vitro
eksperimentima u SBF rastvoru [280]. lako SBF okruzenje sadrzi samo jone, bez ikakvih proteina ili
¢elija, neka istrazivanja [281,282] su pokazala visoku efikasnost u predvidanju sposobnosti
formiranja apatita kada se kasnije uporedi sa in vivo rezultatima. Prema studiji objavljenoj od strane
Zadpoor-a i saradnika [283] rezultati 25 od 33 nauc¢nih studija za in vitro i in vivo ispitivanja
bioaktivnosti u SBF-u su bili u dobroj saglasnosti. Imajuéi u vidu sli¢nost u strukturi hidroksiapatita
sa strukturom mineralnog dela prirodne kosti, ocekuje se da su prevlake HAP-a bioaktivne i da
poseduju sposobnost da indukuju rast novog apatitnog sloja, odnosno da promovisu vezivanje,
proliferaciju i diferencijaciju osteoblasta unapreduju¢i na taj nacin bioaktivnost i sposobnost
osteointegracije biomaterijala [284,285]. U cilju ispitivanja bioaktivnosti HAP/CS/Gr i
HAP/CS/Gr/Gent prevlaka na titanu sprovedene su FT-IR, XRD, i FE-SEM analiza i ispitana su
njihova svojstva elektrohemijskim merenjima.

5.2.3.1. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR) prevlaka nakon potapanja u
SBF

FTIR spektri za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake na titanu, pre i posle potapanja u
SBF na 37 °C tokom 7 dana su prikazani na slici 34a i b, respektivno.
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Slika 34. FT-IR spektri a) HAP/CS/Gr i b) HAP/CS/Gr/Gent prevlaka (oznake traka: * PO4>; +

COs*

: X OH") u oblasti od 450 do 1600 cm™ i XRD difraktogrami za ¢) HAP/CS/Gr i d)

HAP/CS/Gr/Gent prevlake, u oblasti od 20 do 50 26, pre i posle potapanja u SBF na 37 °C tokom 7

Razlike u polozajima traka na FT-IR spektrima za obe previake,

dana

HAP/CS/Gr i

HAP/CS/Gr/Gent, pre i nakon potapanja, su ukazale na formiranje novog, biomimetickog sloja HAP-

a u SBF-u na 37 °C (tabela 13).

Tabela 13. Polozaji karakteristicnih traka i dodela vibracija u FT-IR spektrima HAP/CS/Gr i
HAP/CS/Gr/Gent prevlaka pre i nakon potapanja u SBF na 37°C tokom 7 dana

Pre SBF-a Nakon SBF-a
Biomimeticki HAP | Biomimeticki HAP na
HAPICS/Gr | HAPICSIGr/Gent | - LiAp/CS/GF | HAPICS/Gr/Gent
Talasni broj, cm™ [29] Talasni broj, cm™ [24-26,40-44]

473 474 475 474

563 562 561 562

Vibracioni modovi 600 600 600 601
PO4% grupe 952 962 960 961
1020 1024 1001 1012

1085 1085 1087 1088
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Vibracioni modovi 878 878 878 878
COs> grupe 1411 1411 1414 1412
1459 1458 1456 1457

Vibracioni modovi
strukturne OH-grupe 632 634 628 631

Trake u oblasti 450-600 cm™ predstavljaju (O—P—O) deformacione vibracije u fosfatnoj grupi,
dok se karakteristi¢ne trake (P—O) istezaju¢ih vibracija PO4> grupe mogu uoéiti u oblasti 900-1200
cm™? [52,199,235,286,287]. U strukturi HAP-a, hidroksilni i/ili fosfatni joni mogu da budu
supstituisani karbonatnim jonima, $to dovodi do formiranja A-, B- ili AB tipa karbonatno-
supstituisanog HAP-a [236]. Na osnovu polozaja karbonatnih traka na FT-IR spektrima obe prevlake
(HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent) nakon potapanja u SBF-u na 37 °C tokom 7 dana, mogu da se uoce
vibracioni modovi (O—C-0) (878 cm™) i O—C grupa (oblast 1400-1500 cm) [52,236,286]. Polozaj
ovih karbonatnih traka je potvrdio da je doslo do supstitucije AB-tipa u novoformiranom HAP-u
[237,286]. Karbonatno-supstituisani HAP je poznat po izrazenim bioaktivnim svojstvima [201].
Trake dodeljene strukturnom savijanju hidroksilne (OH~) grupe dodatno su potvrdile prisustvo
strukture HAP-a [199].

Prisustvo karbonatno-substituisanog hidroksiapatita na povrsini ispitivanih previaka je
pozeljno iz vise razloga, a najvazniji je njegova strukturna i hemijska slicnost sa mineralnom
komponentom ljudskog kostanog i dentinskog tkiva [288].

5.2.3.2. Rendgenska difrakciona analiza (XRD) prevlaka nakon potapanja u SBF

XRD analiza je takode potvrdila formiranje karbonatno supstituisanog HAP-a nakon 7 dana
potapanja u SBF-u, potvrdujuéi rezultate FT-IR analize. Slike 35c i d predstavljaju XRD
difraktograme za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake, pre i nakon potanja u rastvor SBF-a na
37 °C tokom 7 dana, respektivno.

Difrakcioni maksimumi su identifikovani pomoc¢u standardnih JCPDS fajlova br. 09-0432 za
HAP i standardni JCPDS fajl br. 89-2762 za titan (supstrat na kome se nalaze prevlake). Kao $to je
ve¢ pokazano iznad (odeljak 5.2.2.1. XRD analiza) veli¢ina kristalita za prevlake pre potapanja je
iznosila 43,5 nm za HAP/CS/Gr i 31,1 nm za HAP/CS/Gr/Gent [286,289] Na osnovu prosirenja
difrakcionih maksimuma moze se zakljuciti da se novoformirani HAP na povr$ini obe HAP/CS/Gr i
HAP/CS/Gr/Gent prevlake nakon potapanja u SBF sastojao od veoma finih kristalita. Da bi se
potvrdila ova tvrdnja preracunata je veliCina kristalita za novoformirani HAP na povrSini obe
HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake i iznosila je 16,6 i 36,0 nm, respektivno [289].

Karbonatni joni mogu da supstituisu OH™ (A-tip), POs> (B-tip) ili OH i POs* (AB-tip
supstitucije, zastupljen u bioloskim apatitima) jone [52,228-230,286] u kristalnoj resetki HAP-a,
izazivajuéi promene u parametrima jedini¢ne ¢elije i kristalini¢nosti [290]. Poznato je da A-tip
supstitucije izaziva ekspanziju duz a-ose i kontrakciju duz c-ose suprotno B-tipu koji izaziva
kontrakciju duz a-ose i ekspanziju duz c-ose [229]. Izracunato je da novoformirani HAP na
HAP/CS/Gr prevlaci, dobijen nakon potapanja u SBF-u pokazao promene u vrednostima za obe ose
-a (9,390 A) i ¢ (6,871 A) u poredenju sa vrednostima a (9,446 A) i ¢ (6,907 A) za HAP/CS/Gr
prevlaku pre potapanja u SBF [286]. U slu¢aju novoformiranog HAP-a na HAP/CS/Gr/Gent prevlaci
uodene su promene u oba parametra jediniéne celije — a (9,451 A) i ¢ (6,912 A) u odnosu na
HAP/CS/Gr/Gent prevlaku pre potapanja — a (9,383 A) i ¢ (6,863 A) [286] ukazujuéi na prisustvo
AB-tipa karbonatne supstitucije u novoformiranom HAP-u. Prema literaturi,[291] vrednosti
parametara jedini¢ne éelije HAP-a su sledeéi: a= 9,418 A, ¢=6,884 A (JCPDS 09-0432). Razlika
izmedu teorijske i eksperimentalne vrednosti u a- i c-osi je veca u slu¢aju novoformiranog HAP-a na
povrsini HAP/CS/Gr/Gent prevlake, ukazujuéi da je viSe hidroksilnih i fosfatnih jona supstituisano
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karbonatnim jonima, u poredenju sa novoformiranim hidroksiapatitom na povrsini HAP/CS/Gr
previake.

Prema energetsko-disperzionoj spektrometriji (EDS), Ca/P odnosi su preracunati na 1,61 i
1,36 za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake (slika nije prikazana), pre potapanja u SBF, redom.
Nakon potapanja u SBF, Ca/P odnos je pokazao nizu vrednost za obe prevlake, odnosno 1,52 i 1,24
za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gent , respektivno, potvrduju¢i formiranje novog biomimetickog sloja
HAP-a na povrsini obe prevlake. Posto je vrednost Ca/P odnosa za stehiometrijski HAP 1,67, [292]
dobijene Ca/P vrednosti koje su nize ukazuju da je novoformirani HAP na povrSini obe previake
karbonatno supstituisan [231,293]. Niza vrednost Ca/P odnosa u slu¢aju HAP-a naraslog na povrsini
HAP/CS/Gr/Gent prevlake (1,24) u odnosu na nofoformirani HAP na povrSini prevlake bez
antibiotika (1,52), dodatno ukazuje da je ostvaren veci stepeni karbonatne supstitucije u kristalitima
HAP-a formiranim na povrsini prevlake sa antibiotikom.

Ovi rezultati su prilicno obecavajuéi, posto je poznato da karbonatno supstituisani HAP moze
da poboljsa bioloske performanse materijala za prostetiCke implantate (biaoktivnost,
osteokonduktivnost, rast i diferencijaciju osteoblastnih ¢elija) u odnosu na stehiometrijski HAP
[232,233], zahvaljujuci prisustvu karbonatnih jona u strukturi HAP-a koji istovremeno doprinose
povecéanoj rastvorljivosti i smanjenoj kristalini¢nosti HAP-a [294].

5.2.3.3. Skenirajuca elektronska mikroskopija (FE-SEM) prevlaka nakon potapanja u SBF

Poznato je da nakon potapanja uzoraka u SBF koncentracija jona kalcijuma i fosfatnih jona
na povrsini prevlaka raste, stvarajuéi uslove za rast novog biomimeti¢kog sloja HAP-a kroz
istovremene (simultane) reakcije taloZenja i rastvaranja [152]. Rastvaranje i talozenje HAP-a u SBF-
u su reverzibilne reakcije [240,295,296]. Mikrografije HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka
nakon potapanja u SBF-u tokom 7 dana, su prikazane na slici 39, sa odgovaraju¢im slikama pre
potapanja u SBF prikazanim u vidu inserata (umetaka) (slika 39 a i b, redom).

‘v

EHT = 10.00 kv Signal A=InLens ~Contrast= 336% Hee
Mag = 100.00 K X WD = 7.9mm Date :19 Jun 2017 %ﬁ

a r-e L
EHT = 10.00 kv Signal A=InLens ~Contrast= 335% Hee
Mag = 100.00 K X WD = 7.8mm Date :19 Jun 2017 %ﬁ

a) b)

Slika 36. FE-SEM mikrografije a) HAP/CS/Gr i b) HAP/CS/Gr/Gent prevlaka nakon 7 dana
potapanja u SBF na 37°C (Inserti: odgovarajuci prevlake pre potapanja u SBF)

Prisustvo novoformiranog hidroksiapatita u obliku karakteristiénih sfernih aglomerata na
povrsini obe HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake se moze jasno uociti na slici 39.
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5.2.3.4. Ispitivanje sposobnosti biomineralizacije prevlaka elektrohemijskim metodama u SBF-u

Elektrohemijska merenja, odnosno spektroskopija elektrohemijske impedancije (SEI) i
merenja polarizacionih krivih (PDS) su koriS¢ena za analizu elektrohemijskih svojstava HAP/CS/Gr
1 HAP/CS/Gr/Gent prevlaka, jer mogu da pruze znacajne informacije o pojavi novog sloja HAP-a
nakon potapanja u SBF-u. Pracenje elektrohemijskih parametara tokom duzeg perioda (28 dana) u
fizioloSkom medijumu bi trebalo da indirektno predvidi ponaSanje prevlaka u ljudskom telu.

5.2.3.4.1. Spektroskopija elektrohemijske impedancije (SEI)

Elektrohemijska impedancija je pra¢ena tokom 28 dana izlaganja SBF-u i rezultuju¢i Bodeovi
dijagrami za odgovarajuce reprezentativne periode su prikazani na slici 37a i b.
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Slika 37. Bodeovi dijagrami SEI za a) HAP/CS/Gr i b) HAP/CS/Gr/Gent prevlake tokom 28 dana
potapanja u SBF na 37 °C

Obe HAP/CS/Gr 1 HAP/CS/Gr/Gent prevlake su pokazale povecane ukupne vrednosti za
impedanciju tokom trajanja eksperimenta $to se moze pripisati rastu novog sloja biomimeti¢ckog
hidroksiapatita, kao $to je ve¢ objasnjeno u odeljcima 5.2.3.1., 5.2.3.2. 1 5.2.3.3. (FT-IR, XRD, FE-
SEM) redom. Najveci porast impedancije, koji je ukazao na najintenzivniji rast sloja hidroksiapatita
je postignut nakon 4 dana. Po$to je biomineralizacija kompleksan proces koji se sastoji od
istovremenih procesa rastvaranja prevlake i talozenja kalcijum-fosfata [240], dominantna reakcija u
ovom pocetnom periodu moze da se pripiSe talozenju aglomerata novoformiranog hidroksiapatita.
Ova pojava se moZze objasniti visokim pocetnim koncentracionim gradijentom izmedu rastvora SBF-
a 1 potopljenih prevlaka kao i rastvorljivos¢u Cestica u SBF-u, §to sve dovodi do talozenja
hidroksiapatita. Kasnije, rast vrednosti impedancije je bio dosta sporiji ukazujuéi na sporiji rast novog
sloja hidroksiapatita. Kako bi se dobio bolji uvid u elektrohemijske parametre ispitivanih uzoraka,
dobijeni eksperimentalni podaci za impedanciju su fitovani pomocu ekvivalentnog elektricnog kola
prikazanog na slici 41.
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Slika 38. Sematski prikaz HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka u SBF-u, sa §emom
ekvivalentnog elektri¢nog kola kori$¢enog za fitovanje SEI spektara

Ovaj tip ekvivalentnog elektricnog kola se generalno koristi kako bi se objasnila svojstva
prevlaka na metalnom supstratu, ukljucujuci bioaktivne prevlake hidroksiapatita na titanu [287].
Elementi izabranog kola prikazanog na slici 38 su Sematski prikazani zajedno sa komponentama
fizickog sistema i ukljucuju otpornost elektrolita, Rq, a zatim sledi paralelno kolo koje se sastoji od
elementa sa konstantnim faznim uglom koji se odnosi na kapacitivnost prevlake, CPEc, i otpornost u
porama prevlake, Rp. Krajnji element predstavljaju elektri¢na svojstva samog metala, dvojnog sloja
formiranog na grani¢noj povrSini metal/elektrolit, opisanog otpornosc¢u prenosa naelektrisanja na
grani¢noj povrsini metal-elektrolit, Ret, i | elementom sa konstantnim faznim uglom koji se odnosi na
kapacitivnost dvojnog sloja i difuzione procese, CPEqi.

Impedancija CPE elementa (Zcpe) se moze predstaviti jednacinom (8) [242], gde je Yo'
admitansa, @ je kruzna frekvencija, a je parametar koji kvantifikuje odstupanja od idealnog
kondenzatora i?=-1. Kapacitivnost se moZe izra¢unati kori¢enjem jednacine (9), gde wmax predstavlja
ugaonu frekvenciju pri kojoj imaginarna komponenta impedancije dostize svoj maksimum [242].
Ocigledno je da za vrednosti a bliske jedinice, Ccpe=Yo. Kako je a za obe prevlake bila uvek veca od
0,8 Yo vrednosti dobijene fitovanjem eksperimentalnih rezultata su koris¢ene kao kapacitivnosti
prevlake 1 dvojnog sloja bez daljih izracunavanja. Podaci za impedanciju u kompleksnoj ravni su
dobro fitovani predlozenim ekvivalentnim elektricnim kolom. Odgovarajuci pokazatelj kvaliteta fita
(x?) u opsegu 10 — 10 i relativno nizak procenat greske za svaki element (manje od 10 %) su
potvrdili primenljivost predlozenog modela na ispitivane sisteme.

Formiranje 1 rast novog apatitnog sloja na povr$ini HAP/CS/Gr 1 HAP/CS/Gr/Gent prevlaka
tokom 28 dana izlaganja SBF-u se direktno odnosi na kvantitativne vrednosti za otpornost u porama,
Rp, 1 kapacitivnost prevlake, Cc, koji su dobijeni fitovanjem eksperimentalnih rezultata SEI analize i
predstavljeni su na slici 42.
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Slika 39. Vremenska zavisnost a) otpornosti u porama prevlake, Ry, i b) kapacitivnosti
prevlake, Cc, za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent previlake tokom 28 dana izlaganja SBF na 37°C

Brzo povecanje vrednosti Rp i brzo smanjenje Cc vrednosti (za obe prevlake) su primeceni
tokom prvih nekoliko dana, ukazujuéi na porast debljine prevlake usled talozenja i rasta
novoformiranog sloja hidroksiapatita. Nakon prva 4 dana, rast Ry vrednosti i pad C¢ vrednosti su
postali sporiji, $to je u saglasnosti sa ranije diskutovanim vrednostima impedancije (slika 37).

5.2.3.4.2. Polarizaciona merenja (PDS)

Bioaktivna priroda HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka kada su izloZene rastvoru SBF-
a tokom 28 dana, je takode ispitana polarizacionim merenjima koja su dala uvid u korozione
parametre. Slika 43 predstavlja polarizacione krive za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake na
samom pocetku (0 dana) i na kraju (28 dana) izlaganja rastvoru SBF-a.
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Slika 40. Potenciodinamicke polarizacione krive HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka pre i
nakon 28 dana potapanja u SBF na 37°C

Katodne krive su bile linearne tokom jedne dekade struje (slika 40) pa su ekstrapolirane u
cilju odredivanja vrednosti gustine struje korozije, jeorr, 1 katodnih Tafelovih nagiba, bc, koji su
izraCunati iz njihovih nagiba. Sa druge strane, anodni delovi polarizacionih krivih nisu ispoljili
dovoljnu linearnost (linearno ponasanje) usled promenljive prirode anodnih reakcija, te nisu mogli da
budu koriséeni za izraCunavanje jcorr, Niti za dobijanje anodnih Tafelovih nagiba. Gustina struje
korozije se znaCajno smanjila nakon 28 dana izlaganja SBF-U — znacajno smanjenje je uoceno za
HAP/CS/Gr (od 0,17 do 0,016 mA cm) i HAP/CS/Gr/Gent (od 0,14 do 0,043 mA cm) §to se moze
objasniti povecanom stabilnos¢u novoformiranog biomimetickog sloja hidroksiapatita prema
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koroziji, kao §to je ve¢ objasnjeno FT-IR, XRD i FE-SEM analizom (odeljak 5.2.3.1., 5.2.3.2. i
5.2.3.3.). Katodni Tafelovi nagibi, bc, nisu se znac¢ajno promenili od 0. do 28-0g dana za obe prevlake,
u slu¢aju HAP/CS/Gr od 220 do 215 mV dec?, i za HAP/CS/Gr/Gent od 276 do 264 mV dec™?, sto
znacCi da se mehanizam reakcije nije menjao tokom izlaganja SBF-u. Pazljivim sagledavanjem svih
elektrohemijskih rezultata dobijenih iz SEI i PDS analiza, poveéanjem vrednosti Rp i Smanjenjem
vrednost Cc i jeorr moZe se zakljuciti da je u slucaju obe prevlake — HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent
uoCen porast debljine prevlaka kao posledica rasta novog sloja hidroksiapatita nakon izlaganja
fizioloskom rastvoru.

5.2.4. Ispitivanje otpustanja gentamicina iz hidroksiapatit/hitozan/grafen/gentamicin prevlake

5.2.4.1. Odredivanje koncentracije otpustenog gentamicina tecnom hromatografijom visokih performansi
u sprezi sa UV spektroskopijom (HPLC-UV)

Ukupna koli¢ina antibiotika (tri nezavisna eksperimenta) je odredena koris¢enjem HPLC-UV
metode nakon procesa derivatizacije. Tri najzastupljenije komponente gentamicina su C1, Cla i C2
sa minimalnom razlikom u njihovoj strukturi [254] imala su retenciona vremena od 3,3, 6,4 i 9,8 min.
Prose¢na koli¢ina gentamicina po cm? za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku je iznosila 8,2 +0,1 ug. U
poredenju sa rezultatima za HAP/CS/Gent prevlaku (7,3 £0,1 pg po cm?) ovo poveéanje od vise od
10 % je znacajno i ocigledno rezultat prisustva grafena, $to nije iznenadujuée s obzirom da Gr
predstavlja moénu nano-platformu za inkorporaciju antibiotika gentamicina [282].

HPLC-UV metodom je uspesno odredena ukupna koli¢ina gentamicina u prevlakama, ali
odgovarajuc¢i profili otpuStanja nisu dobijeni, verovatno usled niskih koncetracija leka i manje
osetljivosti same metode.

5.2.4.2. Odredivanje koncentracije otpustenog gentamicina tecnom hromatografijom visokih performansi
u sprezi sa masenom spektrometrijom (HPLC-MS)

Inkorporacijom antibakterijskih agenasa u kompozitne strukture smanjuju se primenjene
doze, redukuje citotoksi¢nost i olaksava se postepeno otpustanje i dostupnost leka. HPLC-MS metoda
je korisc¢ena za odredivanje ukupne koli¢ine gentamicina u prevlakama, kao i za ispitivanje procesa
otpustanja gentamicina pod uslovima koji imitiraju fizioloske. Ukupna koli¢ina gentamicina u
HAP/CS/Gr/Gent prevlaci po 1 cm? je odredena metodom HPLC-MS prethodnim rastvaranjem
prevlake u 10 % rastvoru HCI. 1zmerena koli¢ina iznosila je 13,9 nug. Dalje je otpustanje gentamicina
iz HAP/CS/Gr/Gent prevlake u dejonizovanoj vodi prac¢eno je tokom 21-og dana. Prosecni
kumulativni profili otpustanja su prikazani na slici 41a.

VVeoma pozeljan efekat inicijalnog naglog otpustanja gentamicina je ispoljen tokom prvih 7
dana, kada je ~60 % oslobodeno u tako kratkom period sto moze da bude veoma obecavajuce za
pocetnu zastitu implantata od adhezije bakterijskih ¢elija i formiranja biofilma. Brzo otpustanje
gentamicina se nastavilo sporijim otpustanjem dostizuc¢i 74 % nakon 21-og dana. Profil otpustanja
gentamicina se moze jasno podeliti u 2 razlicite faze. Otpustanje antibiotika u prvoj fazi (prvih 7
dana), gde je efekat naglog otpustanja gentamicina uocen, je verovatno posledica difuzije povrsinski
adsorbovanih molekula gentamicina. Druga faza (7.-21. dan) je bila okarakterisana kontrolisanim i
produzenim otpustanjem gentamicina $to bi moglo da bude povezano sa difuzijom gentamicina kroz
pore prevlake i prodiranjem medijuma u kome se vrsi otpustanje u pore prevlake, rastvaranjem leka
I obezbedivanjem sporijeg otpustanja.

Eksperimentalni podaci su fitovani i uporedeni sa Korsmeyer-Peppas i aproksimacijom ranog
vremena Kinetickim modelima otpustanja (slika 41b i c).
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Slika 41. a) Srednji kumulativni profil oslobadanja gentamicina, b) Korsmayer-Pepas model i c)
aproksimacija ranog vremena (ETA) primenjeni na profil otpustanja gentamicina iz
HAP/CS/Gr/Gent prevlake

Korsmeyer-Peppas model (jednacina (9)) je opisan odnosom otpustene mase gentamicina (M)
u vremenu t, i ukupnom pocetnom masom gentamicina M, doK kkp predstavlja Korsmeyer-Peppas
konstantu, svojstvenu ispitivanom materijalu (prevlake) a n je koeficijent koji ukazuje na mehanizam
difuzije (n~0,5- Fikovska i n > 0,5 ne-Fikovska ). Korsmeyer-Peppas model je primenjen u njegovom
linearnom obliku, gde su podaci tranformisani u logaritamsku skalu (jednacina (10)).

Dobijeni Korsmeyer-Peppas grafik (slika 41b) je koris¢en za izraCunavanje vrednosti
eksponenta n iz nagiba krive i iznosio je 0,392. Ovaj rezultat je ukazao da proces otpustanja
gentamicina sledi Fikov zakon difuzije i da je stoga odreden koncentracionim gradijentom
gentamicina u kompozitnoj matrici. Nakon §to je mehanizam otpusStanja gentamicina odreden Koristili
smo jo$ jedan kineti¢ki model — aproksimaciju ranog vremena (ETA) koji opisuje otpustanje aktivne
supstance prema Fikovom zakonu difuzije iz tankih polimer-kompozitnih uzoraka.

Prema Ritgeru i Peppas-u [282] ovaj model je odgovarajaci za jednodimenziono otpustanje iz
tankih filmova- za pocetnih 60 % otpustenog agensa [282] i predstavlja korisnu metodu za
izraCunavanje koeficijenta difuzije u procesu otpustanja gentamicina. Posto je ~60 % otpustanja
gentamicina ostvareno u prvih 14 dana (64 %) ETA model je primenjen na ovaj period.
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Model ETA je opisan jednac¢inom (11) sa odgovaraju¢im parametrima: mi-masa gentamicina
otpustena iz prevlake u vremenu t, Mpr-ukupna pocetna masa gentamicina unutar prevlake, D —
koeficijent difuzije gentamicina, t-vreme, i J — debljina prevlake.

Slika 41c prikazuje ETA model primenjen na eksperimentalne podatke otpustanja (u prvih 14
dana) za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku. Izradunat koeficijent difuzije, D, iznosio je 4,5 x 104 cm? s,
ukazujuéi na sporo otpustanje gentamicina iz prevlake tokom prvih 14 dana. Poredenjem dobijenih
koeficijenata difuzije za otpusStanje gentamicina iz HAP/CS/Gr/Gent prevlake sa koeficijentom
difuzije za HAP/CS/Gent previaku (D= 2,4 x 10 cm?s™) [294] uoceno je da HAP/CS/Gr/Gent
prevlaka ispoljava skoro duplo brze otpustanje u poredenju sa HAP/CS/Gr prevlakom.

Ovaj zakljuak je u skladu sa rezultatima za ukupnu koncentraciju gentamicina u
HAP/CS/Gr/Gent prevlaci za koju je odredena veca vrednost (13,9 pg) u odnosu na HAP/CS/Gent
(9,4 pg) ukazujuci da dodatak grafena poboljsava inkorporaciju gentamicina dok u isto vreme izaziva
brze otpustanje iz prevlake. Primena grafena kao nosaca lekova je predmet mnogih istrazivanja
zahvaljujuéi njegovoj velikoj specificnoj povrsini koja omoguéava vezivanje gentamicina sa obe
strane grafenskih listova [282,305,306]. Ovo bi moglo da bude objasnjenje veceg stepena
inkorporacije gentamicina u HAP/CS/Gr/Gent prevlaci u poredenju sa HAP/CS/Gent prevlakom.

5.2.5. Ispitivanje bioloskih svojstava hidroksiapatit/hitozan/grafen prevlaka sa i bez dodatka
gentamicina

5.2.5.1. Antibakterijska aktivnost

5.2.5.1.1. Agar difuziona metoda

Antibakterijska aktivnost HAP/CS/Gr/Gent (1 mg/ml gentamicina) i HAP/CS/Gr prevlaka je
ispitivana agar difuzionom metodom i rezultati su predstavljeni na slici 42.

b) E.coli

kontrola kontrola

&

Slika 42. Antibakterijska aktivnost rastvora gentamicina (kontrola, 1 mg/ml), HAP/CS/Gr (uzorak
1) i HAP/CS/Gr/Gent (uzorak 2) prevlaka prema a) S. aureus TL i b) E. coli ATCC 25922
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Rastvor gentamicina koncentracije 1 mg/ml obrazovao je jasnu, Siroku zonu inhibicije (31
mm u pre¢niku, slika 42a) prema soju S.aureus TL. Medutim, kod soja E.coli ATCC 25922 formirana
je Siroka zona inhibicije sastavljena od jedne svetlije (D=24 mm) i druge tamnije (D=30 mm) oblasti
Sto sugeriSe na razli¢itu osetljivost prisutnih ¢elija u populaciji prema ispitivanoj koncentraciji
gentamicina (slika 42b). Nijedan od ispitivanih sojeva bakterija nije pokazao osetljivost u prisustvu
HAP/CS/Gr prevlake, §to se moze uoc€iti odsustvom zone inhibicije oko testiranog uzorka (slika
42a,b, uzorak 1). Za razliku od HAP/CS/Gr uzorka, oko uzorka HAP/CS/Gr/Gent formirana je Siroka
zona inhibicije prema S.aureus TL (slika 42a, uzorak 2, 36 X 27 mm) i dve jasno uocljive oblasti
unutar formirane zone prema E.coli ATCC 25922 (slika 42b, uzorak 2, svetla oblast 24 x 21 mm i
tamna zona 28 x 25 mm). Uoceni antibakterijski efekat kod HAP/CS/Gr/Gent uzorka je potvrda da
prisustvo gentamicina ¢ak i u tako niskim koncentracijama (1 mg/ml) moze uticati na rast i
razmnozavanje ispitivanih sojeva bakterija. Medutim, izraZeniji antbakterijski efekat postignut je sa
HAP/CS/Gr/Gent uzorkom prema S.aureus TL, nego prema E.coli ATCC 25922 sto ukazuje da ova
prevlaka pokazuje odredeni stepen selektivnosti i bolju aktivnost prema Gram-pozitivnim vrstama
bakterija.

5.2.5.1.2. Ispitivanje kinetike antibakterijske aktivnosti

Naslici 43ai b prikazana je kinetika antibakterijske aktivnosti HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent
prevlaka prema S.aureus TL i E.coli ATCC 25922 u fosfathom puferu.
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Slika 43. Kinetika antibakterijske aktivnosti i opadanje ukupnog broja zivih Celija kod sojeva a) S.
aureus TL i b) E.coli ATCC 25922 nakon kontakta sa HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlakama
tokom 0, 1, 3 i 24 sata u fosfatnom puferu, u poredenju sa kontrolom u fosfatnom puferu bez
uzoraka. Statisticka analiza uzoraka je radena u triplikatu kori$¢enjem jednosmerne ANOVA
metode, sa post hoc analizom za visestruka poredenja

6 I HAP/CSIGr

log (CFU ml)
log (CFU ml)

lako, je antimikrobni efekat hitozana (CS), grafena (Gr) i grafenu sli¢nih materijala veé
potvrden u literaturi, [95,299] oc¢ekivani sinergisti¢ki efekat HAP/CS/Gr prevlake utvrden je prema
testiranim sojevima S. aureus TL i E.coli ATCC 25922. Na slici 43a i b moze se videti da ispitivani
sojevi inkubirani u fosfatnom puferu bez uzoraka (kontrola) i sa HAP/CS/Gr uzorkom pokazuju sli¢an
trend rasta i razmnozavanja, 00dnosno uocena razlika u ukupnom broju Zzivih ¢elija je unutar
dozvoljene greske. Za razliku od HAP/CS/Gr uzorka, HAP/CS/Gr/Gent prevlaka je odmah ispoljila
jak baktericidni efekat prema soju S.aureus TL, smanjujuéi pocetni broj ¢elija za 2 logaritamske
jedinice (Oh). Medutim, posle prvog sata inkubacije oslobadanje leka cini se da je znatno usporeno,
Sto je verovatno posledica formiranih jakih vodoni¢nih veza, podrzanih nespecificnim interakcijama
gentamicina sa hitozanom i grafenom. Dalji trend opadanja ukupnog broja zivih ¢elija kod soja
S.aureus TL nastavljen je izmedu 1h i 3h sata inkubacije, tako da ve¢ u 3h u fosfatnom puferu nisu
pronadene zive ¢elije bakterija ¢ime je potvrden jak baktericidni efekat HAP/CS/Gr/Gent prevlake
prema soju S.aureus TL [259].
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Antibakterijski efekat HAP/CS/Gr/Gent prevlake je uocen prema soju E.coli ATCC 25922
(slika 43b). Na samom pocetku inkubacije, sadrzaj otpustenog gentamicina u fosfatnom puferu
minimalno je uticao na ukupan broj bakterijskih Celija, jer je njihova osetljivost pri postignutim
koncentracijama antibiotika u suspenziji bila slaba. Trend opadanja ukupnog broja ¢elija kod ovog
uzorka nastavljen je sve do 24h inkubacije kada je u fosftnom puferu utvrdeno 102 CFU/ml, §to je za
oko 3 logaritamske jedinice nizi ukupan broj ¢elija u odnosu na pocetni broj u suspenziji. Na osnovu
posmatrane kinetike antibakterijske aktivnosti, ispitivana HAP/CS/Gr/Gent prevlaka poseduje samo
bakteiostatski efekat prema soju E.coli ATCC 25922.

Kada se analiziraju rezultati otpuStanja gentamicina (slika 41) i uporede sa rezultatima za
antibakterijsku aktivnost za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku, koja je pokazala znacajnu efikasnost prema
S.aureus TL i E.coli ATCC 25922 na osnovu §irine zone inhibicije odredene agar difuzionim testom
(slika 42) kao i na osnovu otpustanja gentamicina u okolnu suspenziju [286], interesantna korelacija
moze da se primeti. HAP/CS/Gr/Gent prevlaka je ispoljila jak antibakterijski efekat prema oba
testirana bakterijska soja, a posebno dobro izrazen prema S.aureus TL, izazivajuci potpunu redukciju
bakterijskih ¢elija ve¢ nakon samo 3h izlaganja (od 5,66 x 102do 0 CFU mlI?), dok je u slucaju soja
E.coli ATCC 25922 znacajna redukcija primecena izmedu 3h i 24h inkubacije. (od 1,46 x 10° do
2,53 x 10% CFU ml?). Brz i jak antibakterijski efekat zapazen tokom prvih 24 h inkubacije poklapa
se sa intenzivnim otpustanjem gentamicina na samom pocetku eksperimenta uofenim na
kumulativhom profilu otpustanja gentamicina (slika 41a).

5.2.5.2. Citotoksicénost

5.2.5.2.1. MTT test

MTT test je koriS¢en u cilju in vitro ispitivanja citotoksi¢nosti na dve ciljane ¢elijske linije,
MRC-5 (ljudski fibroblasti) i L929 (mis;ji fibroblasti). HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent su uporedeni
koriS¢enjem standardnog MTT testa za procenu broja vijabilnih ¢elija koje konvertuju vodorastvornu
zutu MTT boju u nerastvorni ljubicasti formazan. Spektrofotometrijski odredena koli¢ina formazana
na 540/690 nm je direktno proporcionala broju zivih Celija, procenjujuci stepen citotoksicnosti.
Rezultati MTT testa su prikazani na slici 44, uporedujuci ¢elijsku vijabilnost u prisustvu HAP/CS/Gr
i HAP/CS/Gr/Gent sa kontrolom (slepom probom koja sadrzi samo celije).

120

1929
= MRC-5
100

HAP/CS/Gr HAP/CS/Gr/Gent

Slika 44. Vijabilnost MRC-5 i 1929 ¢elija za HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake. Statisticka
evaluacija uzoraka uradena u triplikatu izvedena je koriS¢enjem jednosmerne ANOV A metode, sa
post hoc analizom viSestrukih uporedivanja (*p < 0.01 unutar ¢elijske linije)
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Prema jednoj od skala citotoksi¢nosti materijala [246] nema dokaza o citotoksi¢nosti
HAP/CS/Gr prevlake za obe testirane celijske linije (vijabilnost > 90 %), dok je u slucaju
HAP/CS/Gr/Gent umerena citotoksi¢nost uocena (vijabilnost 60-90 %). Celijska linija 1929 je
ispoljila blago smanjenu vijabilnost u prisustvu oba uzorka, u poredenju sa MRC-5 ¢elijskom linijom
$to se moZe objasniti povecanom osetljivos¢u L929 ¢elijske linije.

5.2.5.2.1. Test odbacivanja boje tripan-plavo (DET)
Slika 45 predstavlja rezultate tripan plavog DET testa koji je sproveden na dve Celijske linije

fibroblasta — humanim MRC-5 i mi§jim L1929 u cilju procene udela vijabilnih ¢elija u prisustvu
HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka.

MRC-5
1929

Celijska vijabilnost, % od kontrole

HAP/CS/Gr HAP/CS/Gr/Gent

Slika 45. Inhibicija rasta MRC-5 i L929 ¢elija (izraZzena kao procenat u odnosu na kontrolu)
prilikom izlaganja HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent previakama.

Slika 41c prikazuje ETA model primenjen na eksperimentalne podatke otpustanja (u prvih 14
dana) za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku. Izradunat koeficijent difuzije, D, iznosio je 4,5 x 104 cm? s,
ukazujuéi na sporo otpustanje gentamicina iz prevlake tokom prvih 14 dana. Poredenjem dobijenih
koeficijenata difuzije za otpuStanje gentamicina iz HAP/CS/Gr/Gent prevlake sa koeficijentom
difuzije za HAP/CS/Gent prevlaku (D= 2,4 x 10 cm?s™) [294] uoceno je da HAP/CS/Gr/Gent
prevlaka ispoljava skoro duplo brze otpustanje u poredenju sa HAP/CS/Gr prevlakom.

Ovaj zakljuak je u skladu sa rezultatima za ukupnu koncentraciju gentamicina u
HAP/CS/Gr/Gent prevlaci za koju je odredena veca vrednost (13,9 pg) u odnosu na HAP/CS/Gent
(9,4 pg) ukazujuci da dodatak grafena poboljSava inkorporaciju gentamicina dok u isto vreme izaziva
brZze otpuStanje iz prevlake. Primena grafena kao nosaca lekova je predmet mnogih istrazivanja
zahvaljuju¢i njegovoj velikoj specificnoj povrsini koja omogucava vezivanje gentamicina sa obe
strane grafenskih listova [282,305,306]. Ovo bi moglo da bude objasSnjenje veceg stepena
inkorporacije gentamicina u HAP/CS/Gr/Gent prevlaci u poredenju sa HAP/CS/Gent prevlakom.

5.2.5.3. Aktivnost alkalne fosfataze

Slika 41c prikazuje ETA model primenjen na eksperimentalne podatke otpustanja (u prvih 14
dana) za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku. Izracunat koeficijent difuzije, D, iznosio je 4,5 X 10 ecm? s,
ukazujuci na sporo otpustanje gentamicina iz prevlake tokom prvih 14 dana. Poredenjem dobijenih
koeficijenata difuzije za otpustanje gentamicina iz HAP/CS/Gr/Gent prevlake sa koeficijentom
difuzije za HAP/CS/Gent previaku (D= 2,4 x 10 cm?s™) [294] uoceno je da HAP/CS/Gr/Gent
prevlaka ispoljava skoro duplo brze otpustanje u poredenju sa HAP/CS/Gr prevlakom.

Ovaj zakljuak je u skladu sa rezultatima za ukupnu koncentraciju gentamicina u
HAP/CS/Gr/Gent prevlaci za koju je odredena veca vrednost (13,9 pg) u odnosu na HAP/CS/Gent
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(9,4 pg) ukazujuci da dodatak grafena poboljsava inkorporaciju gentamicina dok u isto vreme izaziva
brze otpustanje iz prevlake. Primena grafena kao nosaca lekova je predmet mnogih istrazivanja
zahvaljujuéi njegovoj velikoj specificnoj povrsini koja omoguéava vezivanje gentamicina sa obe
strane grafenskih listova [282,305,306]. Ovo bi moglo da bude objasnjenje veceg stepena
inkorporacije gentamicina u HAP/CS/Gr/Gent prevlaci u poredenju sa HAP/CS/Gent prevlakom.
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Slika 46. Nivo ALP u ¢elijskom ekstraktu MRC-5 i L929 u prisustvu HAP/CS/Gr i
HAP/CS/Gr/Gent prevlaka. *p < 0,05 za odgovarajucu ¢elijsku liniju

Kada se porede rezultati ALP nivoa u prisustvu HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka za
ispitivane celijske ekstrakte (MRC-5 i L929) sa kontrolom, primeéeno je statisticki znacajno (p <
0,05) poveéanje za oba uzorka. MRC-5 ¢elijska linija fibroblasta je ispoljila vec¢e vrednosti nivoa
ALP u odnosu na 1929 ¢elijsku liniju u prisustvu oba ispitivana uzorka. Prevlaka sa antibiotikom,
HAP/CS/Gr/Gent je ispoljila znatno izrazeniji ALP potencijal (2,449 U/mL za MRC-5i 0,805 U/mL
za L929) u odnosu na HAP/CS/Gr prevlaku (1,584 U/mL za MRC-5 i 0,654 U/mL za L929). Na
osnovu dobijenih rezulatata za ALP, moze se konstatovati da oba uzorka poseduju visok potencijal
biomineralizacije ¢ak 1 u slucaju nespecificnih Celijskih linija fibroblasta. Visok nivoi ALP-a u
Celijskim ekstraktima predstavljaju ohrabrujuce rezultate za dalja ispitivanja HAP/CS/Gr i
HAP/CS/Gr/Gent prevlaka prema tkivno specifi¢cnim ¢elijskim linijama.
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6. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji uspesno su dobijene nove, antibakterijske prevlake na bazi
hidroksiapatita, hitozana, grafena i gentamicina na titanu, postupkom elektroforetskog talozenja.
Talozenje je izvedeno iz stabilnih, koloidnih vodenih suspenzija pri prethodno optimizovanim
uslovima talozenja (konstantan napon — 5V, vreme taloZenja — 12 minuta). Grafen je uspesno
inkorporiran u neorgansko-polimernu matricu prevlaka, i njegov uticaj na strukturu dobijenih
prevlaka je detaljno ispitan. Takode, inkorporacija antibakterijskog agensa (antibiotika gentamicina)
I njegov uticaj na strukturu, svojstva i antibakterijsku aktivnost novosintetisanih prevlaka je detaljno
ispitan i verifikovan. Detaljnim fizi¢ko-hemijskim ispitivanjima, kao i detaljnom analizom kinetike
otpustanja gentamicina, Sposobnosti biomineralizacije, citotoksi¢nosti i antibakterijske aktivnosti
prevlaka, izvedeni su slede¢i zakljucci:

> Dobijene su stabilne, koloidne, vodene HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i
HAP/CS/Gr/Gent suspenzije koje su omogucile taloZenje novih kompozitnih prevlaka
na titanu. Optimizovani su uslovi talozenja prevlaka postupkom elektroforetskog
talozenja

» Sinteza kompozitnin HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent
prevlaka je uspesno izvrSena postupkom Kataforetskog talozenja pri konstantnom
naponu od 5V i vremenu talozenja od 12 min.

» XRD analizom potvrdeno je prisustvo hidroksiapatita na povrsini titana. U slucaju obe
prevlake sa gentamicinom (HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent), potvrdeno je da
inkorporacija gentamicina dovodi do smanjenja veli¢ine kristalita sa vrednostima od
397 A za HAP/CS/Gent prevlaku u poredenju sa 511 A za HAP/CS prevlaku, i sa
vrednostima od 311 A za HAP/CS/Gr/Gent prevlaku u poredenju sa 435 A za
HAP/CS/Gr prevlaku. Manja veli¢ina kristalita, nakon dodatka antibiotika
gentamicina je ukazala na vecu kontaktnu povrsinu prevlaka, ¢ime se doprinosi
interakcijama izmedu ¢elija i povrsine biomaterijala i poboljsanoj bioaktivnosti.

» FT-IR analizom je detaljno ispitana hemijska struktura novosintetisanih kompozita i
potvrdeno je prisustvo svih komponenata prevlaka — HAP, CS, Gr i Gent. Zbog
slicnosti u strukturi hitozana 1 gentamicina (aminoglikozidna struktura) doslo je do
preklapanja karakteristi¢nih traka za ove komponente na FT-IR spektru HAP/CS/Gent
prevlake dok je u slu¢aju HAP/CS/Gr/Gent prevlake uocena traka na 1640 cm™ koja
je potvrdila prisustvo gentamicina. Takode, FT-IR analizom je uoceno prisustvo
vodoni¢nih veza izmedu —OH grupa hidroksiapatita i —OH i —NH. grupa hitozana.
Takode, dekonvolucija specifiénih FT-IR traka potvrdila je "AB-tip” karbonatne
supstitucije hidroksiapatita.

» XPS analizom je ispitan hemijski sastav i priroda veze u prevlakama. Dobije rezultati
Ca/P odnosa su ukazali na prisustvo kalcijum-deficitarnog hidroksiapatita za sve
sintetisane prevlake (Ca/P=1,3 za HAP/CS; Ca/P=1,26 za HAP/CS/Gr, Ca/P=1,2 za
HAP/CS/Gent, Ca/P=1,27 za HAP/CS/Gr/Gent ) sto je u skladu sa FT-IR rezultatima.
Dekonvolucija Cls spektra visoke rezolucije je ukazala na uspeSno vezivanje
funkcionalnih grupa gentamicina za HAP/CS i HAP/CS/Gr kompozitnu matricu.
Takode, prisustvo sumpora, kao 1 skoro duplo veci sadrzaj azota detektovan XPS-om
je potvrdio prisustvo gentamicina u HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent prevlakama.
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Ramanovom spektroskopijom je potvrdena inkorporacija grafena u HAP/CS matricu,
u slucaju HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent prevlake, pojavom karakteristi¢nih
vibracionih traka — G trake na 1566 cm™, D trake na 1358 cm™, i 2D trake na 2704
cm?® za HAP/CS/Gr, i D trake na 1372 cm? i 2D trake na 2728 cm? za
HAP/CS/Gr/Gent. Uvodenje gentamicina u HAP/CS 1 HAP/CS/Gr matrice je dovelo
do promena u vibracionom rezimu PO4+* grupe (manji intenzitet trake koja odgovara
vibraciji istezanja PO4% nakon uvodenja antibiotika za HAP/CS/Gr/Gent).

Morfoloske karakteristike prevlaka su ispitane FE-SEM analizom i dobijeni rezultati
su ukazali na prisustvo homogene, porozne povrSine bez prisustva pukotina. Na
povrsini svih prevlaka (HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent)
uoceno je prisustvo pravilnih, sfernih Cestica sintetickog HAP-a, dispergovanog u
matrici hitozana. Morfologija prevlaka nije bilse promenila inkorporacijom
gentamicina, ali je njegova prisutnost uzrokovala manju veli¢inu kristalita za
HAP/CS/Gr/Gent prevlaku (311 A) u poredenju sa HAP/CS/Gr prevlakom (435 A),
Sto je povoljno sa stanovista bioaktivnosti.

Ispitivanjem adhezije prema ISO 2409 standardu uocCena je dobra adhezija svih
prevlaka za titanski supstrat, odnosno podlogu, bez sklonosti delaminaciji. Prema
klasifikaciji iz standarda, HAP/CS i HAP/CS/Gr se mogu klasifikovati kao ,,0 sa
potpuno glatkim ivicama i1 bez oSteCenja useka nastalih tokom analize, dok
HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent se mogu klasifikovati kao ,,1° sa pojavom ljuspica
na mestima ukrStanja useka.

Termogravimetrijskom analizom 1 diferencijalno skeniraju¢om kalorimetrijom su
potvrdena dobra termicka svojstva i veca stabilnost u slu¢aju prevlaka koje su sadrzale
grafen (HAP/CS/Gr i HAP/CS/Gr/Gent). TGA analiza je ukazala i na smanjenje
termiCke stabilnosti prevlake nakon inkorporacije gentamicina, Sto je potvrdeno
znacajnom razlikom u ukupnom gubitku mase izmedu HAP/CS (8,0 mas. %) i
HAP/CS/Gent (16,1 mas. %) prevlaka i izmedu HAP/CS/Gr (10,5 mas. %) i
HAP/CS/Gr/Gent (14,8 mas. %) previaka.

Ukupna koli¢ine gentamicina inkorporirane u HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent
prevlake su odredene koris¢enjem HPLC metode sa UV detekcijom Prosecne dobijene
vrednosti su iznosile 7,3 + 0,1 ug po povrsini od 1 cm® za HAP/CS/Gent prevlaku i 8,2
+ 0,1 pg po 1 cm? za HAP/CS/Gr/Gent. Veca kolic¢ina inkorporiranog gentamicina u
slu¢aju HAP/CS/Gr/Gent prevlake je pripisana prisustvu grafena i njegovoj velikoj
specifi¢noj povrsini koja je omogucila adsorpciju/vezivanje vece kolicine leka u
poredenju sa prevlakom bez grafena (HAP/CS/Gent).

Ukupna koli¢ina gentamicina i odgovarajuci profili otpuStanja su ispitani i HPLC
metodom sa MS detektorom, zbog vece osetljivosti MS detektora i mogucénosti
detekcije nizih koncentracija leka u prevlakama. Ukupna koli¢ina gentamicina
inkorporirana u HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent prevlake odredena HPLC-MS
metodom je iznosila 9,4 ugcm™2 i 13,9 pugcem™?, redom. Kinetika otpuStanja
gentamicina je ispitivana u uslovima koji imitiraju fizioloske uslove (37 °C)
pracenjem otpustanja gentamicina iz prevlaka u dejonizovanoj vodi tokom 21 dana.
Analizom profila otpustanja gentamicina iz HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent
prevlaka, utvrdeno je postepeno otpustanje antibiotika tokom 21 dana otpustanja, sa
velikom koli¢inom otpustenog antibiotika tokom prvih 7 dana (50,1 % od ukupne
kolicine Gent prisutne u HAP/CS/Gent prevlakama, odnosno 61,1 % od ukupne
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kolicine Gent prisutne u HAP/CS/Gr/Gent prevlakama) sto je kljuc¢ni faktor pri
suzbijanju infekcija nakon implantacije. Nakon 21-og dana, prevlake sa dodatkom
grafena su otpustile veci procenat gentamicina (74 % od ukupne koli¢ine prisutne u
prevlaci) u poredenju sa prevlakama bez grafena (62,9 % od ukupne koli¢ine prisutne
u prevlaci) te je zakljuceno da je grafen pozeljna komponenta biokompozitnih
prevlaka, mada se i HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent prevlake mogu okarakterisati
kao pogodni kandidati za lokalnu administraciju lekova u medicini.

Dobijeni profili otpustanja gentamicina fitovani su Korsmeyer-Peppas i ETA
teorijskim difuzionim modelima, koji su pokazali da je mehanizam otpustanja
difuziono kontrolisan i da sledi Fikov zakon difuzije. Ovaj zakljucak je donesSen na
osnovu vrednosti eksponenta n izra¢unatog iz Korsmeyer-Peppas modela (n < 0,5 za
sve ispitivane uzorke). Izracunati su i koeficijenti difuzije otpustanja gentamicina iz
HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent prevlaka na osnovu modela aproksimacije ranog
vremena i iznosili su 2,4 x 107 cm?s™ za HAP/CS/Gent i 4,5 x 10™* cm2s™2, za
HAP/CS/Gr/Gent sto ukazuje na sporo oslobadanje gentamicina iz prevlake tokom
prvih 14 dana. Uporedujuci dobijeni koeficijent difuzije za oslobadanje gentamicina
iz HAP/CS/Gr/Gent prevlake sa koeficijentom za HAP/CS/Gent prevlaku uoc¢eno je
da HAP/CS/Gr/Gent previlaka pokazuje gotovo dvostruko brzu stopu oslobadanja u
poredenju sa HAP/CS/Gent prevlakom. Ovaj zakljuc¢ak je u skladu sa rezultatima
ukupne koncentracije gentamicina u HAP/CS/Gr/Gent prevlaci, koja je pokazala vecu
vrednost (13,9 ug) u odnosu na HAP/CS/Gent prevlaku (9,4 ug), sto ukazuje da
dodatak grafena utic¢e na bolju adsorpciju i vezivanje leka za kompozitnu matricu, ali
takode i doprinosi povecanju brzine otpustanja leka u odnosu na prevlaku bez grafena.

Antibakterijska aktivnost svih uzoraka ispitana je agar difuzionom metodom i
pracenjem kinetike antibakterijske aktivnosti prema dve vrste bakterija (S. aureus TL
i E.coli ATCC 25922) koje su Cesto uzrok postoperativnih infekcija. Dobijeni rezultati
su ukazali na jak antibakterijski efekat prevlaka sa gentamicinom (HAP/CS/Gent i
HAP/CS/Gr/Gent) prema obe vrste bakterije. Agar difuzionom metodom su uocene
jasne, Siroke zone inhibicije prema soju S.aureus TL, dok se zona inhibicije prema
soju E.coli ATCC 25922 sastojala sastojale od svetle i tamne oblasti §to je ukazalo na
razliCitu osetljivost populacije celija ovog soja prema ispitivanom antibiotiku
gentamicinu (svetla oblast sa maksimalnom osetljivos¢u ¢elija i tamna oblast unutar
koje je samo jedan deo celija pokazao osetljivost) za HAP/CS/Gent i
HAP/CS/Gr/Gent. Prevlake bez antibiotika (HAP/CS i HAP/CS/Gr) nisu pokazale
antibakterijsku aktivnost agar difuzionom metodom. Pracenjem kinetike
antibakterijske aktivnosti u fosfatnom puferu potvrden je baktericidni efekat prevlaka
sa gentamicinom (HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent) prema soju Gram-pozitivne
vrste bakterije S. aureus TL. U prisustvu obe prevlake u fosfatnom puferu doslo je do
potpune redukcije ukupnog broja ¢elija soja S. aureus TL ve¢ 1 h nakon inkubacije sa
HAP/CS/Gent uzorkom i 3 h nakon inkubacije sa HAP/CS/Gr/Gent uzorkom, ¢ime je
samo potvrden jak antibakterijski efekat ovih prevlaka utvrden agar difuzionom
metodom. Antibakterijski efekat prevlaka sa gentamicinom (HAP/CS/Gent i
HAP/CS/Gr/Gent) prema soju Gram-negativne vrste E. coli ATCC 25922 je bio slabiji
1 moze se klasifikovati kao bakteriostatski, uz zna¢ajno smanjenja ukupnog broja ¢elija
tokom 24h inkubacije (oko 3 logaritamske jedinice). Tokom pracenja kinetike
antibakterijske aktivnosti prevlaka bez gentamicina (HAP/CS i HAP/CS/Gr) nije
uocen antibakterijski efekat hitozana ili sinergisticki antibakterijski efekat hitozana 1
grafena, §to se moZe pripisati njihovim niskim koncentracijama u samim ispitivanim
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prevlakama. Uprkos niskoj koncentraciji gentamicina u kompozitnim HAP/CS/Gent i
HAP/CS/Gr/Gent prevlakama, antibakterijska ispitivanja su potvrdila efikasnost ovih
koncentracija u prevlakama prema sojevima E. coli ATCC 25922 i S. aureus TL.

Citotoksicnost istalozenih prevlaka je ispitana MTT i DET testovima citotoksi¢nosti
prema dve celijske linije; humanim MRC-5 i misjim L929 fibroblastima. Rezultati
ovih analiza su ukazali na necitotoksi¢nost ili blagu toksi¢nost ispitivanih prevlaka.
Prema kvantitativnoj skali citotoksi¢nosti, HAP/CS i HAP/CS/Gr prevlake su
klasifikovane kao necitotoksi¢ne, dok su HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent previake
ispoljile blagu citotoksi¢nost, verovatno usled prisustva gentamicina. Misja celijska
linija L929 pokazala je blago smanjenu vijabilnost u prisustvu svih istalozenih uzorka,
u poredenju sa humanom ¢elijskom linijom MRC-5, §to se moze objasniti povecanom
osetljivoscu L929 celija.

Bioaktivna svojstva istalozenih prevlaka su potvrdena biomimeti¢kim rastom novog
sloja hidroksiapatita koji se odlikuje AB tipom supstitucije na svim ispitivanim
povrsinama uzoraka nakon 7 dana izlozenosti SBF rastvoru na 37 °C. Sposobnost
biomineralizacije je detaljno ispitana primenom XRD, FT-IR i FE-SEM metode, kao
i spektroskopijom elektrohemijske impedancije i potenciodinamickim merenjima.
Dodatno, ALP test na MRC-5 i L929 ¢elijskim linijama kao vazan marker bioaktivnog
potencijala, odnosno osteointegracije je potvrdio visok nivo ALP enzima u prisustvu
svih ispitivanih uzoraka. Prevlake sa gentamicinom (HAP/CS/Gent i
HAP/CS/Gr/Gent) su ispoljile vece vrednosti ALP u poredenju sa ekvivalentnim
prevlakama bez gentamicina (HAP/CS i HAP/CS/Gr) i u odnosu na kontrolu.

XRD analiza je potvrdila prisustvo karbonatno-substituisanog HAP-a AB-tipa na
povrsini  ispitivanih  prevlaka (HAP/CS, HAP/CS/Gr, HAP/CS/Gent i
HAP/CS/Gr/Gent). Ovo je dodatno potvrdeno EDS analizom prevlaka nakon
potapanja gde je uocen Ca/P odnos od 1,64 i 1,52 za HAP/CS i HAP/CS/Gr i 1,46 i
1,24 zaHAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent, respektivno. I u slu¢aju novonaraslog HAP-
a je uo¢ena manja veli¢ina kristalita za prevlake sa gentamicinom (374 A i A) u odnosu
na HAP/CS i HAP/CS/Gr (387 A i A) sto je pripisano manjoj veligini kristalita u ovim
prevlakama pre potapanja uzoraka u SBF. Ovi rezultati ukazuju na sli¢nost
biomimetic¢ki formiranog HAP-a sa prirodnim bioloskim apatitim, isticu¢i njegov
visok potencijal za medicinsku primenu.

FT-IR analiza uzoraka nakon potapanja u SBF rastvor je potvrdila prisustvo AB-
supstituisanog HAP-a na povrsini previaka. Traka na 3570 cm™ koja je uvek prisutna
na FT-IR spektrima HAP-a i koja se pripisuje istezanju OH™ grupe u strukturi HAP-a
je bila odsutna na FT-IR spektrima svih uzoraka nakon potapanja i direktno je ukazala
na karbonatnu supstituciju novonaraslog sloja HAP-a gde su OH™ grupe zamenjene
karbonatnim grupama. Dodatno, polozaji karbonatnih grupa na FT-IR spektrima svih
uzoraka su ukazali na prisustvo karbonatno-supstituisanog HAP-a ¢ija je struktura
sli¢na strukturi prirodnih apatita.

FE-SEM analizom je pokazano da su nakon potapanja u SBF rastvor, na povrsini
HAP/CS prevlake zapazeni sferni aglomerati biomimetickog HAP-a, dok su u slucaju
HAP/CS/Gent prevlake zapazene cestice nepravilnog oblika. Pored promene oblika
novonastalih ¢estica, zabelezeno je i smanjenje velicine aglomerata biomimeti¢kog
HAP-a kod prevlaka sa gentamicinom (HAP/CS/Gent), u poredenju sa prevlakama
bez gentamicina (HAP/CS).
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» Elektrohemijska merenja vrsena nakon izlaganja prevlaka SBF rastvoru tokom 28
dana su ukazala na smanjenje gustine struje korozije biokompozitnih prevlake sto je
indirektni pokazatelj rasta novog apatitnog sloja. Vrednosti gustine korozione struje,
dobijene polarizacionim merenjima, pokazale su trend opadanja tokom vremena
(0,011 pAcm™2 za HAP/CS i1 0,017 uAcm™ za HAP/CS/Gent nakon 28 dana, u
poredenju sa 0,061 i 0,52 uA cm™2 pre potapanja, redom). Gustina korozione struje
znacajno je opala i u slucaju uzoraka sa grafenom — zabelezeno je desetostruko
smanjenje za HAP/CS/Gr (sa 0,17 na 0,016 uA cm™2) i HAP/CS/Gr/Gent (sa 0,14 na
0,043 A uecm™2). Sli¢no tome, EIS merenja su ukazala na povecanje impedancije kod
svih prevlake, uz smanjenje kapacitivnosti prevlake i dvostrukog elektri¢nog sloja, sto
ukazuje na formiranje novog sloja biomimetickog HAP-a. Ovi rezultati, zajedno sa
nalazima XRD i FTIR analiza, potvrduju snazan potencijal novosintetisanih prevlaka
za biomimeti¢ku mineralizaciju u SBF rastvoru.

» Zakljuc¢no, na osnovu svih rezultata karakterizacije i bioloskog ponasanja, prevlake sa
gentamicinom — HAP/CS/Gent i HAP/CS/Gr/Gent se mogu smatrati obec¢avaju¢im
biomaterijalima za dalja istrazivanja i potencijalnu biomedicinsku primenu kao
implantati kostanog tkiva sa akcentom na lokalnoj administraciji lekova i postepenom
otpustanju antibiotika.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Wme u npesume aytopa _MwuneHa CteBaHoBUN

Bpoj nHpekca _4028/2016

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTaumja noa HacnosoM

JEnekTpodopeTcke KOMMNO3UTHE NpeBnake xmapokcuanaTuta, XutosaHa v
rpadpeHa Ha TUTaHy ca n 6e3 gogaTka reHTammuuHa®

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXMBaYKOr paaa;

e [a avcepTauMja y LenvHM HU Yy AenoBrMMa Huje buna npeanoxeHa 3a ctuuame
Apyre AuvnsiioMe npema CTyaujckMM nporpamuma ApYrux BUCOKOLLKOSCKMX
yCTaHOBa;

e [a cy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HMCaM KpluMo/Na ayTopcka npaea M KOPUCTUO/Na WHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, 20.05.2025.




U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa: Mwunenaa CteBaHOBMN

bpoj nHoekca: _4028/2016

Cryavjcku nporpam: UHxerhepcTBoO Marepujana

Hacnos pana .ENeKkTpodopeTcke KOMNO3UTHE NpeBake XMapokcmanaTura, Xuro3aHa
1 rpadpeHa Ha TUTaHy ca 1 0e3 goaaTka reHTaMmuLmnHa”

MeHTOp npod. ap bhophe JanahkoBuh, pegoBHW npodecop, YHMBEP3UTET Y
beorpagy, TexHONOLWKO-MeTanypLIkn dakynrteT

MeHTOp ap AHa JaHkoBuh, Hay4YHU caBeTHUK, HoBaumoHn LeHTap TexXHOJIOLKO-
MeTanypLukor dakynteTta YHusepauteTta vy beorpaay

U3sjaBrbyjem Oa je wtamnaHa Bepsuja MOr JOKTOPCKOr pajia UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEP3WjM KOjy caM npedao/na pagu noxparweHa y [OurutanHom penosnTopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe MoOjM NWYHM nojauM Be3aHW 3a Aobujare akagemckor
Has3vBa OOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy uMe 1 nNpesume, rogmHa n MecTto pofewa n gatym
ogbpaHe paga.

OBM nn4yHM nogaum Mory ce o06jaBUTUM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe
BubnmoTeke, y eNekTpoOHCKOM kaTanory n 'y nybnukauvjama YHusepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy, _ 20.05.2025.




UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetoszap Mapkosuh® ga y Odurutantm
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBomMm:

LEnekTpodopeTcke KOMMNO3UTHE NpeBake Xnapokcuanatuta, XmtosaHa U rpadeHa Ha
TUTaHY ca 1 6e3 gogaTka reHTamMmuumnHa“

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OuncepTaumjy ca caum npunosmma npegao/na cam y enekTtpoHckom dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxMBupaHE.

Mojy [OKTOpCKy Auceptauujy noxpaweHy Yy [OurutanHom  penosuTopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpagy n gOCTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOPUCTE CBU
Koju nowiTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duno/na.

1. AytopctBo (CC BY)
2. AytopcTtBO — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
AyTopCTBo — HeKoMepumjanHo — genuTu nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTBO — Aenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo faa 3aoKkpyxute camo jegHy oA WecT NOHYHeHnX nuueHuum.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4e0 OBe 13jaBe).

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, _ 20.05.2025.




1. AytopcTtBOo. [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBake, OUCTPUOYLMj)y M jaBHO caomnluTaBaH-e
aena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH oapeheH of cTpaHe ayTopa
UnNn gasaoua nuueHue, Yak n y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboagHuja o cBux
NULEHUMN.

2. AyTOopcTBO — HeKkomepuwujanHo. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTPUBYLNjY K
jaBHO caonwTaBakwe Aena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH oapeheH
o[, CTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOrbaBa Komepuujanyy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO — HeKkomepuujanHo — 6e3 npepaga. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBakE,
anctpubyumnjy M jaBHO caonwitaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBara Wnv
ynoTpebe gena y CBOM [erny, ako Cce HaBede Mme ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSbaBa KoMepuumjanHy
ynoTpeby Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehn o6um npaBa kopuwhera gena.

AyTOpCTBO — HeKOMepuMjanHo — AenuTy noj UCTUM ycrnoBuma. [Jo3BorbaBaTe
yMHOXaBah-e, AUCTpMbyuujy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepaje, ako ce HaBede
“Me ayTopa Ha HauuH ogpefeH of CTpaHe ayTopa Wnu AaBaoua NULEHLE U ako ce
npepaga AMCTpUOyvMpa Mog WCTOM WM CRMYHOM nuvueHuoM. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa KoMepLuujandy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopcTBO — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpUbyuunjy 1 jaBHO
caonwrTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBawa nnu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wvnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpedy aena.

6. AyTOopCcTBO — OenuTtu nop MUCTUM ycnoBuma. [lo3BOrbaBaTte YMHOXaBake,
ANcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oppefeH oa cTpaHe ayTopa WM JaBaoua NUUEHLEe U ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM WM cnu4HOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [o03BOrbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnnyHa je copTBEPCKMM nuvuUeHuama,
O[HOCHO Nu1LeHuama OTBOPEeHOr Koaa.



OIIEHA U3BEHITAJA O ITPOBEPU OPUT'MHAJIHOCTHU
JOKTOPCKE JUCEPTAIINJE

Ha ocnoBy IlpaBuiHuka 0 NmOCTynKy HpOBEpe OPUTHMHAIHOCTH JOKTOPCKUX IMCEpTalyja Koje ce OpaHe Ha
VuuBepsutery y beorpany m Hamaza y um3BemTajy u3 mporpama iThenticate xojum je u3BpIueHa mnpoBepa
opurunHanHocT noktopcke aucepranyje , EJJEKTPO®OPETCKE KOMIIO3UTHE MPEBJIAKE
XUJAPOKCHAIIATUTA, XUTO3AHA U T'PA®EHA HA THUTAHY CA U BE3 JOJATKA
IFEHTAMMUIIMHA”, ayropa Muiaene Jb. CtreBanoBuh, xoHcTaTyjeMo na yTBpheHO momynmapame TEKCTa
u3HOCcU cymapHo 8%, mpu yemy OHO MMOTHYE U3 77 PA3IUUUTHX M3BOPA, Y OKBUPY KOjUX j€ KO 5 U3BOpa CTeneH
nojequHavYHOr noayaapama 1%, a kog octanux <1 %. OBaj cTeneH noayJapHOCTH j€ HACTA0 Kao MOCIeANIA:

1) kopuimihema uMeHa YHHBep3uTeTa M (paKylaTeTa, HA3WBa IIHPE M YK€ HaydHe O0JACTH, JTHYHHX HMEHA
HACTaBHUKA M KOJIETa y 3aXBAJIHUIIAMA U ITOJIallIMa O YWIAHOBUMa KOMHUCH]E, IMEHa Mpou3Bohaua HHCTpyMeHaTa
KOjU Cy KOpHUIINEHU 32 MEpPeHha U KapaKTepu3allijy MaTepujaia, Kao U ynorpede yoOuuajeHuX OMIITUX TEPMUHA
1 ¢pasza Koje ce KOpHUCTe y MMCAaHOM OOJHKY U3paKkaBamka, HE3aBHCHO Off CTPYYHE TEPMUHOIIOTH]E;

2) kopurihema CTaHaapHe HaydHe U CTPyYHE TEPMUHOJIOTH]jE KOja ce OHOCH Ha ojipel)eHe mojMoBe H Mpolece
y OKBHpPY Hay4yHe 00JIaCTH KOjoj MpHIaja TeMa OBE JOKTOPCKE IUCEpTalldje, Kao IITO Cy HAa3MBU XEMHU)jCKUX
jenumbemha, TEXHUKA CHHTE3€ XEMH]jCKHX jeINbEmha U pollecHparma MaTepyrjana, Kao U CTAaHIapTHIX OHOIOIIKIX
MPOTOKOJIa U Ha3WBa OakTepHja u hemujcKuX KynTypa,;

3) mokianame y aeuHHECamy OMITenpruxBaheHNx MojMOBa U 3HAMba U3 00JACTH JOKTOPCKE JAMCEPTAIMje KOjU
ce Kao TaKBU Haja3e y CTPy4YHO]j JINTepaTypH;

4) mokiamname y ONUCY W HayMHy no0Wjamba Matepujana, aeduHHCamy CTPYKType Marepujaia, Kao Hu
neQUHUCAKY U pauyyHamby QU3MYKO-XEMHjCKUX NapamMmeTapa Ha OCHOBY Je(HUHUCAaHUX MOJeNa  CIl., yrnorpeda u
Mojallibelhe 03HAKA Y KapakTepUCTUUYHUM jeJHauYMHaMa 3a JaTy oO0JacT, ynotpeba oarosapajyhux MepHHX
jenuHUIA y TeKCTy U Tabenama;

5) kopuriheme TEPMUHOIOTHjE Y HA3UBHMA M OMKCY OJpel)eHuX eKCIEepPUMEHTATHUX METO/1a KapaKTepH3alluje
CTpyKType u cBojcTaBa Mmarepujana (Hnp. SEM, XRD, FTIR, XPS utx.), TepmuHonoruje y HauuHy n3Bohema THx
METO/Ia, Y IPUIIPEMH y30paKa H CJ;

6) ymotpebe OpojHUX BPEAHOCTH, O3HAKA UCITUTUBAHHUX Y30paKa COICTBEHHX Pe3yJiTaTa KaHANAaTa MPOU3aLIHX
U3 OBe Te3e, a Koju cy Beh MmyOJIMKoBaH! y Mel)yHapoTHIM 4aconucuma,

HITO je y cKkiaay ca wianoM 9. [IpaBuiHuKa.
Ha ocHOBY cBera M3HETOT, a y CKiaay ca wianoM 8. ctaB 2. [IpaBHiIHHKA O MOCTYIKY MTPOBEPE OPUTHHATHOCTH
JOKTOPCKHUX JHUCepTalrja Koje ce OpaHe Ha YHuBep3uTery y beorpasy, usjaBibyjeMo 1a M3BEIITa] yKa3yje Ha

OPUTHMHAJIHOCT JOKTOPCKE AWCepTaluje, Te C€ MPONHCAHW IOCTYHaK MPUIPEME 3a HEHY OJ0paHy MOXKe
HACTaBUTH.

Hatym: 20.06.2025. roz. MenTopu:

np ‘Bophe Janahkosuh, penosau npodecop,
Yuusepsuret y beorpany, TexHomomKo-MeTamypmku GpakyiaTer

Ip AHa JankoBuh, HAyYHU CaBETHHK,
HNuoBanmonu uenrap TM®



