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Z wielka przyjemndcia chcielibysmy Pastwu przedstawiinnowacyjny produkt, ktéry powstat w ramach wspéalyy po-
migdzy laboratoriami naukowymi LEBSC (Laboratory of Enaovimental and Biological Structural Chemistry — Lattor
rium ChemiiSrodowiskowej i Struktur Biologicznych) i Coswell.

BioRepaif® jest pierwsz pasy do zbéw zawierajca bioaktywne mikrocgsteczki, ktore dzki swojej budowie wnikaj w
mikroskopijne uszkodzenia powierzchni szkliwglbiny, zapocatkowujac efektywny proces remineralizacji i naprawy.

Laboratorium LEBSC od ponad trzydziestu lat dzialeyWydziale Chemii ,,G. Ciamician” Uniwersytetu w Bolgrwyko-
rzystupc najbardziej zaawansowane techniki chemiczno-fimgado badanad chemicznymi i biologicznymi aspektami
procesOw mineralizacji uwapnionych tkanek, a zwdaazkanki kostnej.

LEBSC zdobylo znaczne dwiadczenie i umigitnosci na polu uwapnionych materialéw oraz w przygotesagiu innowa-
cyjnych biomateriatow przeznaczonych dgytlku w transplantaciji tkanki kostnej, stomatoldgthirurgii szczkowo-
twarzowej.

Z przyjemndcia zahczam do niniejszego listu sethada naukowych, ktdre potwierdzagkutecznéé dziatania mikrocg-
steczek MICROREPAIR.

Obecnie mog Paistwo sprawdzi niezwykle dziatanie bioaktywnych mikragteczek MICROREPAIR codzienne zywa-
nie pasty BioRepairprzywrdci radé¢ z usmiechania sii pokazywania zdrowycheb6w.

Dziekuje za uwag,
Z powaaniem,

Prof. Norberto Roveri

Dr Chemii Ogélnej,

»G. Ciamician” Wydziat Chemii
Uniwersytet w Bolonii



1 — Wprowadzenie

Zeby, tak jak tkanka kostnadgowcow, g naturalnym materialem zto- m— o
nym, ktérego gtéwnym skiadnikiem jest nieorganichiygroksyapatyt
weglanowy stanowicy 65-70% masyegbiny oraz ponad 90% masy szkli-
wa. Szkliwo zbowe tworzy zewgtrzmy cienky warstwe pokrywapca nasze
z¢cby i jest uwaane za najtwardszy i najmocniejszy materiat bioggmy
(rysunek nr 1).

Szkliwo zbowe w gtéwnej mierze sktadaesi dwych, pryzmatycznych,
wysoce krystalicznych krysztatow hydroksyapatyniewielka zawart@cig =~ Rysunek nr 1: Budowaba
biatka (rysunki nr 2a i 2b).

s iy Do =

Rysunek nr 2a: Struktura szkliwa przedstawiona w Rysunek nr 2b: Obraz SEM: warstwy nanokrysztatow ~ Rysunek nr 3: Budowaghiny w obrazie z elektronowego
obrazie z elektronowego mikroskopu skaningowego sztywnego hydroksyapatytu twarego szkliwo (linia mikroskopu skaningowego (SEM). Dobrze widoczne
(SEM) (linia skali = um). Zdkcie uzyskane za zgad. skali = Jum). Zdkcie uzyskane za zga. Lowestan and  kanaliki zbinowe, zajte przez wypustki cytoplazma-
Lowestan and S. Weiner, autoréw pracy ,On Biominera S. Weiner, autoréw pracy ,On Biomineralization",fxi  tyczne odontoblastow i ptyn guzykanalikowy. .
lization", Oxford University Press 1989. University Press 1989.

Szkliwo zbowe o0sbéb dorostych nie posiadednych komoérek, dlategoz@ie ma zdolnéci autoregeneracyj-
nych. Jakiekolwiek uszkodzenie jest nieodwracaldgz nie istnieje biologiczny proces, dki ktdremu mdali-
wa bytaby naprawa. W podobny spos@bina (rysunek nr 3), wystawiona na dziatanie elexwedrodowiska
jamy ustnej, nie me zostéa odbudowana, poniewarowa tkanka jest odkladana na wewnnej powierzchni
korony, blisko miazgi gbha. Z tego wzgldu, aby maliwa byta naprawa powstatych uszkoéz&onieczne jest
uzywanie materiatow obcych w stosunku do metabolizkamki zbowej. Mazemy podzielt te substancje na
syntetyczne lub wydzielane zkny.

MICROREPAIFR®

Mikrokrysztaty BioRepaif
Mikrokrysztaty hydroksyapatytu (Microrep&);
znajdujce sk w preparacie BioRep&ir s

catkowicie identyczne z elementami mineral- ca[‘“*lznx{PcJ‘lfsi'l(coa]T (OH}?
nymi tworzacymi zbing i szkliwo. To wignie z (Y:4.B % CQ4“ podstawiony w miejscu PQ)
tego podobigstwa wynika fakt,Z mikrokrysz- - 7+ : -

taly syntetyczne posiadardolnag¢ do odbudo- (x"‘ % Zn podstawiony w miejscu €3
wy zebiny oraz szkliwa.

Rysunek nr 4: Wzér chemiczny mikrokrysztaléw hydspdpatytu (Microrepal) remineralizujcych
z¢bing i szkliwo. Fosforan wapnia orazgglan wapnia, obecne w preparacie, pozastapodobnym
zwiazku, ktéry ma miejsce w przyrodzie. Bi antyseptycznym wiziwosciom cynku mana
uzyska& ochror przed tworzeniem siptytki nazbne;j.

Substancja, zyta w produkcie BioRepdir jest innowacyjna technologicznie, agdipostaci mikrokrysztatow
odznacza siwzmocnion reaktywndcia chemiczr. Mikrokrysztaty, dz¢ki statemu uwalnianiu sktadnikow
wapniowych i fosforanowych situ, spetniag funkcje remineralizujca dla tkanki zbinowej. W przypadku
szkliwa zbowego dziatanie mikrokrysztatow opiera Be ich zdolnéci do przyczepiania sido naturalnych
tkanek, a przez to do wypetniania znajgyich s¢ w nim mikroszczelin.

r

Rysunek nr 7 i 8: Mikroskopowe skupiska krysztakerorepaif® w obrazie TEM
(Elektronowy mikroskop transmisyjny) (linia skali5um i 20um odpowiednio).

Rysunki nr 5 i 6: Mikroskopowe skupiska krysztatéicrorepaif” w obrazie TEM
(Elektronowy mikroskop transmisyjny) (linia skali®0um)
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=

Mechanizm dziatania

HER]]

Wzmocniona reaktywrié krysztatéw Microrepaft
wynika gtdwnie z biomimetycznego dziatania opisy- —
wanych mikroczsteczek, co powodujee posiadaj

one wyr@niajaca cecle, ktora jest bardzo podobny do
szkliwa i zbiny sktad chemiczny. Spektrum dyfrakcji ' |*=
promieniowania rentgenowskiego (rysunek nr 9) po- =
kazuje,ze stopi@ krystaliczndci mikrokrysztatow ;|
znajduje st w potowie pomgdzy wartgciami szkliwa ' : : . :
i quiny. Rysunek nr 9

Rysunek nr 9: Wykresy dyfrakcji promieniowania X
dla szkliwa (linia czerwona), krysztatéw Microrepai
(linia niebieska) oraz dlaghiny (linia zielona).

Zdolnas¢ do remineralizacji tkanek twardych ma wplyw naglieg kilku zaburag ktére dotyca zebow:

1. Zapobieganie powstawaniu ubytkOéw popreaineralizacje miejsca pierwotnego uszkodzenia;

2. Zmniejszenie zjawiska nadwrealiwosci tkanki zbinowej poprzez pokrycie kanalikbwanowych;

3. Zapobieganie powstawarkamienia nazbnegoorazpiytki nazebnej dzieki antybakteryjnemu jak réwnie
antyseptycznemu dziataniu jondéw cynku.

Rysunek nr 10: obrazy uzyskanegziSEM pokazuj
powierzchng zgbiny przed leczeniem (a) oraz po
zastosowaniu Microrep&ir po minucie (b), 10
minutach (c) i godzinie (d). Zeliia wyraznie przed-
stawiaj, stopniowy przyrost nanokrysztatéw apatyto-
wych do momentu catkowitego przykrycia kanatow
zghiny.

Rysunek nr 10c - Rysunek nr 10d

Rysunki nr 10 (a, b, ¢ oraz d) przestawidziatanie krysztatéw Microrep&ir ktére stopniowo przytwierdzaj
sie do powierzchni gbiny, blokupc kanaliki zbinowe, a przez to powodig skutecza i dlugotrwah desensy-
tyzacg tkanki.

Opisywane zjawisko mima dostrzec po kilku minutach od zastosowania kaysw BioRepaif, co oznaczayi
remineralizacyjne i desensytyzacyjne dziatanie okkysztatow rozpoczynaekaledwie po kilku aplikacjach

pasty.

Podobny mechanizm dziatania mna zaobserwowana powierzchni szkliwagbowego, w ktérym wyspuja
mikroskopijne uszkodzenia lub nieregulaftiqpowierzchni. Po nak@niu, krysztaly BioRepdiirozpoczynaj
proces rekrystalizacji.

Mechanizm uwalniajcy jony cynku jest catkowicie innowacyjny i odbywsia droga powolnego rozpuszczania
apatytu, ktéry naspnie wydziela miejscowo efie sktadniki (ZA*, C&*, COZF, PO4). Cynk w postaci jono-
wej jest dwuwartéciowym kationem, ktéry posiada vitdwosci antyseptyczne wykorzystywane w jamie ustnej.

Jony cynku g uwalniane w optymalnym gteniu, co zapewnia dziatanie antyseptyczne w jarsieaj.

4. Ponadto apatyt odznacza driataniem drugokdlowym, na ktore sktadaesim.in. absorpcja sktadnikéw siar-
czandw, jak HS, odpowiedzialnych za rii@iezy oddech. Dlatego #ew celu kontroli tego problemu zaleca si
codzienne stosowanie preparatu BioRéhalricki whasciwosciom mikrokrysztatéw BioRepdircodzienne
uzywanie Microrepait okazuje si skuteczne w walce z problememduigezego oddechu.
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Badaniein vitro chemiczno-fizycznej modyfikacji powierzchni szkliva zgbowego poprzez dziatanie r#-

nych past do 2bdéw o wigciwosciach remineralizujacych znajdujacych sk w sprzedazy: badanie porow-

nawcze zdolndci preparatu Biorepair do odnowy mineralnej, a obieywany efekt dziatania innych flu-
orowanych past do zbow dosgpnych na rynku

N. Roveri*, E. Foresti*, M. lafisco*, M. Lelli*, B. Blazzo*, L. Rimondini®

STRESZCZENIE

W opisywanym badaniu poréwnano efekt remineradizuj
cy, uzyskanyn vitro na fragmencie powierzchni szkliwa
zebowego, po @yciu réznych rodzajéw past daladéw o
przypisywanych im wigciwosciach remineralizagcych.
Poréwnywane fragmenty ludzkiego szkliwgawego
byly szczotkowane trzy razy dziennie przez okreslidis
przy wyciu trzech past dogbow zawierajcych fluorki
oraz za pomacpreparatu Biorepair posiadaggo w
swoim sktadzie syntetyczne, biomimetyczne mikrokrys
taly hydroksyapatytu gglanowego w paiczeniu z jona-
mi cynku (MICROREPAIR).

Po wykonaniu powtarzanych szczotka@waa pomog
czterech past deekdw, uzyskano dwojakiego rodzaju
chemiczno-fizyczny aspekt powierzchni fragmentéw
szkliwa zbowego. Pasty doghow z fluorkami powodo-
waty znaczny wzrost stopnia zawdxtbkrystalicznego
apatytu w szkliwie, ktéry e#ciowo zostat przeksztatco-
ny we fluoroapatyt — odporniejszy na rozpuszazaj
dziatanie kwasowcieranie, ale tate bardziej kruchy.
Z drugiej strony preparat Biorepair wytworzyt na po-
wierzchni szkliwa gbowego trwad powtoke z wytraco-
nego hydroksyapatytuaglanowego. Opisywana powio-
ka apatytowa jest mniej krystalicznaz miaturalny apatyt
szkliwa, ale pozwala na rzeczywisemineralizagj
poprzez odktadanie zazkdéw mineralnych, ktére stop-
niowo wypetniag zarysowania na powierzchni oraz
obszary demineralizacji, a w konsekwenciji przeciadz
taja wptywom kwasoéw i bakterii. Najwaiejsz cechy
remineralizacji wywotanej dziataniem fluorkéw jest
powstanie mocnej warstwy hydroksyapatytu na po-
wierzchni szkliwa bez powstawania osadu z nowych
zwiazkdéw mineralnych. Efekt remineralizy jaki
otrzymujemy po zastosowaniu MICROREPAIRiaze

sie z odkltadaniem nowej, prawdziwej warstwy hydroksy-

apatytu weglanowego w zerodowanych i zdemineralizo-
wanych uszkodzeniach powierzchni szkliwa, ktéra-two
rzy trwak mikrometryczi powtoke mineralr, zbudowa-
na ze stadium biomimetycznego apatytu, ktéra pokrywa
zabezpiecza struktgiszkliwa oraz ochrania przédiera-
niem i szkodliwym dziataniem kwasow i bakterii.

WPROWADZENIE

Erozja zbow jest chemicznym zyciem twardej tkanki
zebowej bez udzialu bakterii w tym procesiZnaczenie
kliniczne tego procesu jest coraz szerzej opisywaine
uwaza sk, ze po chorobach przyhia oraz préchnicy jest
on jednym z gtéwnych stanéw patologicznyeha, ktére
powoduj powstanie uczucia dyskomfortu u pacjenta.

Rosrice wystpowanie przypadkow erozji szkliwa jest
$cisle zwiazane z ogromnym wzrostem sgoia napojow
bezalkoholowych, sokéw owocowych i napojéw izoto-
nicznych dla sportowcéwéwnoczenie z innymizro-
dtami substancji kwénych, jak leki pod postagsyropu,
srodki przeciwbolowe, witamina C, a takkontaktem z
kwasami wsrodowisku pracy:*?

Mechanizmami zaangawanymi w proces uszkadzania
tkanki twardej zba % szkodliwe dziatania substancji
kwasnych na zewetrzna warstwe szkliwa zbowego z
wynikajaca z tego demineralizagjoraz czsciowe roz-
puszczanie zvzkéw mineralnych?1®

Podstawowym wyznacznikiem gziowego rozpuszcze-
nia powierzchni szkliwa jest: rozpuszczaldbydroksy-
apatytu (HA), faza mineralna tkankitlowej oraz niska
wartas¢ jej pH. Dzieje s tak z powodu obecioi kwa-
sOw nie w petni neutralizowanych przez ostofikiowe,
ktérych znaczenie réwnievzrasta’°

Nadwraliwos¢ zebiny, okrelona przez Hollanda i
wspétautorovi® jako ,krétki, ostry bol powstapy w
odpowiedzi na dziatanie typowego cieplnego, chicdz
go, dotykowego, osmotycznego lub chemicznegatad
na odstonita zebing; opisywanego bdlu nie nina przy-
pisa jakiemukolwiek uszkodzeniu, patologii lub choro-
bie” %, zostata wyjéniona w kategorii mechanizméw
hydrodynamicznych. Nadwzkwo$¢ pojawia s¢, gdy
tkanka zbinowa jest odstogta, a kanaliki zbinowe
otwarte, co pozwala na przemieszczanigsinu me-
dzykanalikowego pod wplywem wiw bacbw 2 Nawet
jesli wiele informacji dotycacych etiologii nadwraiwo-
$ci zebiny jest nieznanych lub nieudowodnionych, to
jednak, wg wielu autoréw, zjawisko zcia tkanki zba
mozna rozwaaé w tej kategori?* Warstwa mazista,
bedaca sztuczg powierzchni o grubdci okoto jednego
mikrona, skladajca st z kolagenu i hydroksyapatytu,
jest wytwarzana przez miejscaukanke zebinowy i
powstaje po starciu warstwytiiny.2® Opisywana war-
stwa pokrywa leaca ponizej zehine, zamykagc kanaliki
zebinowe, ale mgna p usuné poprzezcieranie, erozj
substancjami kwéymi oraz szczotkowaniezéw przy
uzyciu pasty?® 2’ Pomidzy etiologh erozji zba a nad-
wrazliwoscia zgbiny istnieje znacy zwiazek. Aby
zapobiec pogpowi erozji zba, pacjentowi zalecagsi
zmniejszenie lub wyeliminowanie kémych napojow
bezalkoholowych oraz sokéw wywohgych szkodliwe
dziatanie. Cgste miejscowe stosowanie zazkow fluoru
o wysokim s¢zeniu mae sk okaza korzystne w zapo-
bieganiu dalszej demineralizacji i sprayjazrostowi
odporndci nascieranie spowodowane procesem ergz;ji.
Badaniain vitro pokazatyze zahamowanie deminerali-
zacji poprzez dziatanie syntetycznego hydroksyapaty
weglanowego jest logarytmicarfunkcija stzenia fluor-
kow w roztworze?

*_aboratorium ChemiSrodowiskowej i Struktur Biologicznych (LEBSC), Wyidz Chemii ,G.Ciamician” Uniwersytetu w Bolonii, ai

Selmi 2, 40126 Bolonia, Wiochy

*Wydziat Nauk Medycznych, Uniwersytet WschodniegerRontu ,Amedeo Avogadro”, via Solaroli 17, 20068vdra,

Wiochy
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Zostato udowodnionez iog6lnoustrojowe przyjmowanie
fluorkéw podczas procesu tworzenigha skutecznie
zapobiega powstawaniu préchnicy poprzez zablokosvani
demineralizacji apatytu. Zgodnie z opimianelu NDA
(odzywianie i alergie) Europejskiego UWdu ds. Bezpie-
czenstwaZywnaosci dawka dzienna 0,1 mg fluorku/kg
masy ciata/dzig u dzieci do 8 rokuycia mae by
uwazana za dawk ponizej ktérej nie kdzie zadnego
znacacego wystpowania umiarkowanych postaci flu-
orozy w zbach statych?®

Niemniej jednak nalsy uwzgkdnic fakt, ze fluorowana
woda, fluorkowe suplementy w diecie, fluorowanetpas
do zbbéw oraz miejscowo stosowane preparaty fluaru s
przyczyn, fluorozy szkliwa zbowego® Ponadto ,praw-
dopodobna dawka toksyczna” fluorku — dawka, ktéra
mogtaby sktont do zastosowania leczenia i hospitalizacji
wynosi 5 mg/kg masy ciata/dZieobecnie wiele produk-
téw dentystycznych zawiera wystarcaajilos¢ fluor-
kéw, aby przekroczyte ,prawdopodoba dawlk tok-
syczry” dla malych dziect?

Wiekszas¢ produktow i uradzen uzywanych do prze-
ciwdziatania erozji szkliwa oraz:iny, jak fluorek®®3¢
dziata bardziej poprzez zmniejszanie procesu razpus
czania apatytu, niprzez celowanie w zdol§a buforu-
jace lub promujce prawdzivw mineralizac} pod postaei
krystalizacji apatytu lub odnowy utraconych zekow
mineralnych.

Hydroksyapatyt jest gtownym sktadnikiem tkaneka-
wych, stanowic 95% masy szkliwa oraz 75 % masy
zebiny.

Faza nieorganiczna, tak jak w tkance kostnej,gdpb-
wiedzialna za mechaniczne zachowanie tkankowve;.
W przeciwigistwie do kdéci w szkliwie i zbinie, po
rozpuszczeniu lub starciu HA, nie paoby¢ on samo-
rzutnie odbudowany, gdyszkliwo nie zawiera komorek,
a komorki zbiny narastaj jedynie w kierunku miazgi.
Dlatego te zaréwno szkliwo, jak ighina mog zosta
odtworzone jedynie po zastosowaniu materiatow &lop
stycznych zapewniggych pewien rodzaj odbudowy
protetycznej. W obliczu tej sytuacji obszary demitie
zacji oraz mikrometryczne zarysowania, ktére nomieal
pojawiah sie na powierzchni szkliwa jako napstwo
jego zuycia i szkodliwego dziatania substancji léngch
(rysunek nr 1¥, nie mog by¢ naprawione metegbiolo-
giczr.

Rysunek nr 1: Obraz z SEM pokagy obszary demineralizacji oraz mikrometryczne
zarysowania pojawiage s¢ na powierzchni szkliwagbowego jako wynik mikrozu-
zycia i dziatania substancji kéaych. (Powikszenie rzdu 4000 razy).

Badane pasty do:k6w, poza BIOREPAIR ktéry za-
wiera syntetyczne mikrokrysztaty hydroksyapatyit w
glanowego w paiczeniu z jonami cynku (MICROREPA-
IR®), zawierag fluorki.

Opisywane mikrokrysztaty syntetycznego hydroksyapa-
tytu, ze wzgtdu na swaj biokompatybilnéc¢ i osteokon-
dukcje, zostaly szeroko wykorzystane do bagkko
wypetniacze kéci oraz powtoki protez, co czyni z nich
wybiérczy materiat pokrywagy szeroki zakres zastoso-
wati w technikach zaspczych tkanki kostneff Mikro-
krystaliczny HA, w padczeniu ze swoimi doskonatymi
wihasciwosciami biologicznymi, jak nietoksycziéi brak

wytwarzania odpowiedzi zapalnej czy immunologicznej
odznacza siwtasciwosciami bioreabsorpciji w warun-
kach fizjologicznych. Opisywane wieiwosci mog byé
modulowane poprzez zmiastopnia krystaliczriei, co
uzyskuje st dziecki wprowadzeniu innowacyjnych metod
kontroli w stosunku do nanokrysztatéw. W ostatnim
dzieskcioleciu wykorzystano zaawansowane technologie
do produkcji alloplastycznych materiatéw biomimetyc
nych nowej generacji, co pozwala na optymalizacj
oddzialywania z elementami biologicznymi gidisilnej
bioaktywndci powierzchniowej wspomnianych substan-
cji.>® Celem niniejszej pracy jest zbadanie, przyaiu
metod chemiczno-fizycznych, modyfikagji vitro struk-
tury szkliwa zbowego wywotanych poprzezycie
réznych past dogbow, ktérym przypisuje siwtasciwo-

sci remineralizugce.

Wszystkie przebadane pasty zawigifajorki, z wyjat-
kiem preparatu BIOREPAIR ktéry posiada syntetyczne,
biomimetyczne mikrokrysztaty hydroksyapatytagha-
nowego w pajczeniu z jonami cynku (MICROREPA-
IR®) opatentowane przez COSWELL S.p.A.

MATERIALY | METODY

Synteza mikrokrysztatéw hydroksyapatytaghlanowego
w pokczeniu z jonami cynku (MICROREPAfiR
Mikrokrysztaty weglanu hydroksyapatytu z podstawio-
nymi jonami cynku, nazywane MICROREPAIRo
wielkosci okoto 100 nm g syntetyzowane ktzone w
mikroskupiska krysztatéw zgodnie z opatentoyfan
metod,. MICROREPAIR® stanowi aktywny sktadnik
(okoto 15-20% masy) pasty delmw BIOREPAIF.

Charakterystyka morfologiczna

Badania na transmisyjnym mikroskopie elektronowym
(TEM) zostaly przeprowadzone przyyeiu mikroskopu
elektronowego Philips 100 CM. Sproszkowane probki
zostaly rozproszone za pomadtradzwiekdw w ultra-
czystej wodzie, a naginie kilka kropel zawiesiny osa-
dzono na miedzianej mikrosiatce.

Przeprowadzono rowniehadania za pomaelektrono-
wego mikroskopu skaningowego (SEM) przyciu
aparatu SEM (Jeol 840A, Jeol, Tokio, Japonia), wz¥o
stujac elektrony wtérne przy 5 kV i 2000X.

Prébki zostaty zawieszone na aluminiowyehigech i
pokryte powtolg Au-Pd o grubéci 10 nm przy ayciu
jednostki pokrywajcej (wieza lakiernicza).

Charakterystyka strukturalna

Spektrum dyfrakcji promieniowania X otrzymano przy
uzyciu dyfraktometru proszkowego Analytical X'PerioPr
wyposaonego w detektor X'Celerator wykorzysiay
promieniowanie Cu K wytwarzanego przy 40 kV i 40

mA. Aparat zostat skonfigurowany na poziomie 1° od-
chylenia dla szczeliny wrki pierwotnej oraz 0,2 mm dla
szczeliny wazki wtérnej. Probki przygotowano przy
uzyciu tadowanego od przodu standardowego pojemnika
aluminiowego o wymiarach 1 mmetpokasci, 20 mm
wysokaici i 15 mm szerokgei.

Analiza mikroskopowa widma w podczerwieni

Widma podczerwieni zostaly zarejestrowane aparatem
Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR wypasaym w
mikroskop Perkin-Elmer Auto-image. Rozdzielézo
widma wynosita 4cm-1. Rozdzielcgoprzestrzenna byta
rzedu 100 x 10Qum.
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Wyznaczanie okfnego obszaru powierzchni

Pomiary zostaly wykonane aparatem Carlo Erba Sorpty
1750 poprzez pomiar absorpcji N2 przy 77 K oraz z
zastosowaniem dobrze znanej procedury BET.

Analiza spektrofotometryczna

Zawartdi¢ zwiazkow fosforu zostata okéna metod
spektrofotometrycznz uzyciem kwasu molibdenowana-
dofosforanowego w 1 cm komorze kwarcowej.
ZawartG¢ cynku oraz wapnia zostata zmierzona metod
optycznej spektrometrii emisyjnej (OES) z indukadgjn
wzbudzon plazmy (ICP) przy uyciu aparatu Perkin
Elmer Optima 4200 DV.

Przygotowanie fragmentéw szkliwa oraz zabiegéw z
uzyciem pasty dogbow

Fragmenty szkliwa (3 x 3mm) zostaty pobrane z po-
wierzchni miedzyzbowej zbow przedtrzonowych usu-
nietych ze wskaz@aortodontycznych.

Po ekstrakcji @by zostaly pogite diamentowymi tarcza-
mi, a uzyskane fragmenty sonikowano (poddawano dzia
taniu ultradwickéw) przez 10 minut w 50% roztworze
etanolu, aby usuié wszelkie zanieczyszczenia.
Uzyskane fragmenty szkliwa wytrawiano w 37% kwasie
ortofosforowym przez 1 min, a ngghie kilkukrotnie
umyto elektrycza szczoteczkdo zbow w wodzie
destylowanej i wysuszono powietrzem.

Kazdy fragment szkliwa byt szczotkowany trzy razy
dziennie przez okres 15 dni. K mycie trwato okoto

30 sekund z 5 godzinnymi przerwami pedzy zabie-
gami. Do tego celuayto elektrycznej szczoteczki do
zebOw (ze stat sita nacisku) z niewielkiloscia (wielko-

$ci groszku) pasty doebdw zwilzona woda wodochgo-

wa, aby jak najwierniej oddaprocesn vivo szczotkowa-
nia zbéw. Po kadym myciu oddzielne fragmenty szkli-
wa czyszczono z resztek pasty @b@w za pomog

czystej elektrycznej szczoteczki dghpw oraz wody
wodocigowej. Po kadym wzyciu szczoteczki dogbdw
myto w wodzie wodoaigowej.

Poréwnywalne, ale odmienne fragmenty szkliwa petrak
towano trzema hymi pastami dogbow, znajdujcymi
sie w sprzeday, zawieragcymi fluorki (nazywanymi a,

b, c) oraz preparatem BIOREPAIRd) z MICROREPA-
IR®. Dla poréwnania dwa fragmenty szkliwa szczotko-
wano wyhcznie wod wodochgows (e, f) (rysunek nr 2a,
b, c,d, e, f).

Rysunek nr 2. Zdfie przedstawiape
aparat uyty w czasie badania do
szczotkowania fragmentéw szkliwa
zebowego za pomac elektrycznych
szczoteczek do ¢bdw oraz rénych
rodzajéw pasty.

WYNIKI

Wiasciwosci chemiczno-fizyczne MICROREPAR
zawartych w preparacie BIOREPAIRMICROREPA-
IR® stanow, aktywny sktadnik (15-20% masy) pasty do
zebéw BIOREPAIR i 8 odpowiedzialne za jej efekt
remineralizugcy.

MICROREPAIF® s utworzone z nanokrysztatéw hy-
droksyapatytu wglanowego wielkéci okoto 100 nm w
pofaczeniu z jonami cynku;asone syntezowane oraz
skupiane w mikrokrysztaty zgodnie megogpatentowa-
na przez COSWEL®,

Obraz z TEM mikroskupisk MICROREPAfRest
przedstawiony na rysunku nr 3.

Rysunek nr 3. Obrazy mikroskupisk MICROREPAIR SEM przedstawiafe
nanostrukturalp powierzchn powstad w wyniku wewrgtrznego wzrostu nanokrysz-
tatow (linia skali = 100nm).

Obrazy mikroskupisk syntetycznych MICROREPAR
TEM przedstawiaj nanostrukturalj powierzchng po-
wstah w wyniku wewrgtrznego wzrostu nanokrysztatow.
Wzér dyfrakcji promieniowania X mikroskupisk
MICROREPAIR® pokazuje charakterystyczne maksyma
dyfrakcyjne apatytu w fazie pojedync48CPDS 01-089-
6439), (rys. nr 4a).

Ten wzor dyfrakcji promieniowania X zostat poréwgan
ze wzorem dyfrakcji uzyskanym dla naturalnego higdro
syapatytu wglanowego pochodzego z pozbawionej
biatka zbiny (rys. nr 4b).

Wzory dyfrakcyjne promieniowania X dla mikroskupisk
MICROREPAIR utworzonych z apatytu w postaci
piytek o ksztalcie igietkowatym i wielkai 100 nm nie
réznia si¢ znacaco od tych, ktdre znajdapie na rys. nr
4b. To podobigstwo podkréla wiasciwosci biomime-
tyczne MICROREPAIR.

Rozmycie pikéw dyfrakcyjnych promieniowania X (rys.
nr 4a) wskazuje na wzglnie niski stopi#é krystaliczno-
$ci rzedu okoto 35%, bardzo zkbny do wartéci 28%
wyznaczonej ze wzoru dyfrakcji promieniowania X dla
naturalnego apatytu, co zostato przedstawione siary
4b.

MICROREPAIF jest utworzony z mikrokrysztatéw
hydroksyapatytu wglanowego i jonéw cynku ze stosun-
kiem molowym Ca/P rglu okoto 1,6 i zawiera 5+1%
masy jonow wglanowych, ktére gtéwnieaspodstawione
w miejsce grup fosforowych, co doktadnie wéda
badaniu spektroskopowym w podczerwieni.
Szczego6towa charakterystyka chemiczno-fizyczna po-
wierzchni MICROREPAIR zostata wykonana, aby
zbad& syntetyczne mikroskupiska powierzchni, ktore si
tacza i spajaj z naturalnym hydroksyapatytengglano-
wym z odstonitej tkanki zbinowej, co prowadzi do
wytworzenia reakcji chemicznej. Okteny przez
MICROREPAIF® obszar powierzchni obejmuje 8Ggt

— nieco mniej ni 110 nfg* uzyskanych dla nanokryszta-
téw naturalnego hydroksyapatytieglanowego. Stosu-
nek molowy Ca/P oznaczony na powierzchni MICRO-
REPAIR® wynosi 1,4, co ujawnia zaburzenie na po-
wierzchni syntetycznego mikrokrysztatu, a to pordiz
jego silm reaktywnd¢.
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Rysunek nr 4. Wzory dyfrakcji promieniowania X nokrysztatow
MICROREPAIR® (a) w poréwnaniu z wzorem dyfrakcji promieniowania
X dla naturalnego hydroksyapatytuglanowego pochodzego z po-
zbawionej biatka giny (b).
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Rysunek nr 5¢

Rysunek nr 5. Wzory dyfrakcji promieniowania X ukgae dla fragmen-
téw szkliwa czyszczonego tylko weda), po zastosowaniu pasty do
z¢bow zawierajcej fluorki (b). Nie ma rénic pomigdzy trzema rodzajami
uzytej pasty do @dw, a preparatem BIOREPAIR (c). Dwa ostre piki w
pozycji 38 i 44 (2Theta) powstaty w wyniku dyfraknjetalowego
pojemnika, w ktérym znajdowatagsprobka.

Poréwnanie procesu remineralizacji uzyskanego irovit
na powierzchni szkliwackowego przy tyciu r&nych
rodzajoéw past doebéw

Rysunek nr 5 pokazuje wzory dyfrakcji promieniovani
X na powierzchni fragmentéw szkliwa po zwyktym
szczotkowaniu z zyciem wody (a), pasty dazéw z
fluorkami (b) (nie mazadnych istotnych rhic pomedzy
trzema rodzajamiaytych past dogodw) i po zastoso-
waniu preparatu Biorep&ir(c).

Mozna zauway¢, ze wzory dyfrakcji promieniowania X
uzyskane na powierzchni fragmentéw szkliwa po szczo
kowaniu past do zbow zawierajcej fluorki s iden-
tyczne jak wzory uzyskane dla szkliwa czyszczonego
tylko przy wyciu zwykiej wody, podczas gdy we wzorze
5 (c), powstalym po zastosowaniu preparatu Biorepair
mozna dostrzec rozszerzone maksyma dyfrakcyjne cha-
rakterystyczne dla fazy apatytowej (MICROREPA)R
tak jak zostato to pokazane na rysunku nr 4a.
Opisywane rezultaty pokazypze po zabiegach pigina-
cyjnych z wykorzystaniem preparatu Biorepair, na po-
wierzchni szkliwa gbowego tworzy s warstwa hydrok-
syapatytu MICROREPAIRI pozostaje na niej nawet po
szczotkowaniu, gdyjest chemicznie spojona z natural-
nym hydroksyapatytemeglanowym szkliwa; warstete
mozna lepiej uwidoczrdi w obrazach pochodeych z
mikroskopu elektronowego.

Zdjecia fragmentéw szkliwa, uzyskane za pom8EM,
ktore zostaly poddane dziataniwngch past doebdw,

Sa przedstawione na rys. nr 6.

Jak mana zauway¢, po zastosowaniu past debdw
zawierajcych fluorki, powierzchnie szkliwa nie ulegaj
prawiezadnej zmianie (rys. nr 6 c, d); jedynie po zasto-
sowaniu preparatu Biorep&irys. nr 6 e, f) na po-
wierzchni szkliwa mee powstd warstwa, zlokalizowana
przede wszystkim w miejscu ubytkéw tkankbowej,
ktora tworzy bariey zapobiegajca gromadzeniu si
kamienia nagbnego oraz ptytki bakteryjnej i stanowi
prawdziva ,remineralizac}” w postaci depozytéw no-
wych biomimetycznych zwzkéw mineralnych, bardzo
podobnych budowdo elementow sktadgych sé na

faze nieorganicza szkliwa zbowego.
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Rysunek nr 6c.

L7 Rysunek nr 6f.
Rysunek nr 6b.

Rysunek nr d.

Rysunek nr 6. Zdgcia wykonane w elektronowym mikroskopie skaningow{&EM) przedstawiafpe fragmenty szkliwagbowego po rénych zabiegach
czyszczcych:

- zwykla woda (a, b)

- past do zbéw z fluorkami (c, d)

- preparatem BIOREPAI(Re, )

Nazwy poréwnywanych past del®w, ktére § najbardziej rozpowszechnione na rynkiytych w niniejszym badaniu nie zostaly ujawnionegeiu uniknécia
oskaten z tytutu oczernienia.

WNIOSKI

Szkliwo zhowe jest najtwardazi najbardziej zmineralizowantkanky ludzkiego ciata. Jest zbudowane w taki sposéb, aby
zachowé odpornd¢ na zuycie mechanicznescieranie i dziatanie zwzkdéw chemicznych. Niemniej jednak szkodliwe
dziatanie substancji kwaych jest jeda z gtéwnych przyczyn utraty hydroksyapatytow sziivviaze to nasfpi¢ nawet w
miodyrcv2 V\iieku w konsekwencji procesu metabolicznegayvoju plytki bakteryjnej lub po prostu spavania pokarméw i
napojow:

W opisywanym badaniuzyto metod chemiczno-fizycznych do oceinyitro modyfikacji powierzchni szkliwa wywotanej,
na izolowanych fragmentach tkanki, poprzez szcas#hoe rénymi rodzajami pasty doghow, ktérym przypisuje siwta-
sciwosci remineralizujce.

Trzy z badanych past zawieraty fluorki (a, b, @dpzas gdy preparat BIOREPAIRosiada syntetyczne mikrokrysztaty
MICROREPAIR® biomimetycznego hydroksyapatytwzgianowego. Wyniki tego badania poréwnano z frageeniszkli-
wa szczotkowanymi tylko sapwods.

Zebrane dane badawcze potwierdza pasty do zb6w zawierajce fluorki (a, b, ¢) powoduajznaczny wzrost krystaliczno-
$ci apatytu szkliwa, ktéry eZciowo ulega przemianie we fluoroapatyt, odpornigjsa rozpuszczanie, ale za to bardziej
kruchy.

W przeciwigistwie do opisanej sytuaciji preparat BIOREPAIfowoduje trwale osadzanie; $iydroksyapatytu aglanowe-
go w obebie apatytu szkliwaebowego. Opisywana powtoka ma mnigjsaystalicznéé niz apatyt w szkliwie, ale sklada
sie z nowego biomimetycznego apatytowegoazkiu mineralnego, ktéry odktadaj sk, stopniowo wypetnia zarysowania
powierzchni i przeciwdziata szkodliwemu dziatanubstancji kwanych oraz bakterii. Niniejsze udokumentowane odkryc
stanowi pierwszy proces remineraligty odpowiadajcy rzeczywistemu odktadaniueshowych zwizkéw mineralnych
apatytu na zdemineralizowanym obszarze powierzetkiiwa zbowego.

Opisywane odkladaniegbyntetycznego biomimetycznego osadu apatytowedjoormego na szczotkowanie mechaniczne,
ze wzgtdu na silne wizanie z naturalnymi krysztatami apatytu tkankba, stanowi znacanochrorg przed szkodliwym
dziataniem substancji kwaych oraz bakterii.
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Pohczenie codziennego stosowania pastygmw oraz ptynu do ptukania jamy ustnej co najmdiga razy w tygodniu
umazliwia czasteczkom Microrepaftregularm, remineralizagj szkliwa zba. Poza dziataniem MicrorepBjsreparat jest
takze siln substangj antybakteryja dzieki wolnym jonom cynku, ktére wspétdziatajazem z jonami cynku zawartymi w
Microrepaif®. Opisywane jony niszezbakterie i zapobiegapowstawaniu ptytki nasonej bez @ycia chlorheksydyny-
najbardziej powszechnej substancji antybaktenyjaejycyjnie dodawanej do wszystkich preparatéw pmaezonych do
ptukania jamy ustnej. W zwiku z tym,ze cynk jest suplementem diety, nie ma przeciwwskarejego stosowania. Silne
dziatanie przeciwbakteryjne tego kompleksu Zn(PLCzstalo pokazane w trakcie pgsiego badania:

Ocena dziatania kompleksu Zn(PCA)przeciwko tworzeniu sk ptytki nazebnej

CEL

Ocena dziatania kompleksu Zn(PGAy postaci bezpwedniej oraz jako sktadnika ptynéw do ptukania jansynej, prze-
ciwko tworzeniu si ptytki nazbnej.

WYNIKI ORAZ ROZWI AZANIA DOTYCZ ACE POSTACI BEZPOSREDNIEJ ZWI AZKU

Przeciwbakteryjne dziatanie samego kompleksu jgstawne w postacirednicy otoczki wokét kezka.

ROZTWOR CHLORHEKSYDYNY
w maksymalnym dopuszczalnyngatniu

ROZTWOR Zn(PCA)

WYNIKI PO U ZYCIU PLYNU
DO PLUKANIA JAMY USTNEJ

BIOREPAIR Zn(PCA) ,

WNIOSKI

Streptococcus mutans jest jadnbakterii powszechnie wygtujacych w jamie ustnej, a zarazem jedntych odpowiedzial-
nych za proces niszczenigbdw. Jak mena zobacz§ na zdgciach powyej, szeroké otoczki zahamowania wzrostu bakte-
ryjnego jest taka sama w przypadku roztworu chlkshidyny (tradycyjnie tywanej jako substancja zapobiegaj tworze-

niu ptytki nazbnej) w maksymalnym dopuszczalnymzeniu, jak i roztworu Zn(PCA)(przy minimalnym dopuszczalnym
stezeniu). Na podstawie wyfaie szerszej otoczki zahamowania wzrostu bakteggindziatania przeciwbakteryjnego oraz
zapobiegajcego tworzeniu giptytki nazbnej skuteczni@ kompleksu Zn(PCA) jako sktadnika produktow do piginacii
jamy ustnej, zostata jasno dowiedziona.

METODA

ODTWORZENIE AKTYWNOSCI SZCZEPU BAKTERYJINEGO

Szczep bakteryjn$treptococcus mutans ATCC 3568f@jduje si w postaci liofilizowanej wzelatynowych pastylkach, ktére mkubowane w temperaturze 2-
8°C. Aby dokoné petnego odtworzenia aktywfm bakterii, probk nalezy umieici¢ w temperaturze pokojowej na kilka godzin. Nasie w sterylny sposéb
usuryé zelatynowy pastylle i rozpuci¢ zawartdé w 2-3 ml hodowlanej pogywki bulionowej (Tryptic Soy Broth lub Buffered Peme Water), sywajac ezy i
wiréwki. Inkubacja bulionu hodowlanego nie jest lemzna.

PRZYGOTOWANIE NACZYN Z HODOWLA

Przenig¢ 1 ml bulionu zawieragego S. mutans do szalki Petriego i pbsiakterie na nieselektywnym podioagarowym (okoto 15 ml Plate Count Agar lub
Nutrient Agar); podziat podi@ agarowego musi byednorodny, aby zapewhjak najbardziej réwny i optymalny wzrost baktewd catej powierzchni naczy-
nia.

UMIESZCZENIE PROBKI ORAZ INKUBACJA

Po stzeniu odywki agarowej probk materiatu naley umiesci¢ w srodku kmzka. W przypadku probek statych ma ta:ldyg materiatu; w przypadku ptynéw
nalery uzy¢ krazkow celulozowych (filtry papierowe) grednicy 2 cm, nasycone 1 ml roztworu prébki. W pbzypadkach naley delikatnie nacisat na
probke, aby s¢ upewnt, ze dobrze przylega i penetruje dazgaki na drodze dyfuzji. Inkubowaw cieplarce w temperaturze 37°C przez co najmt8ej
godzin, a nagpnie wyp¢ i dokona@ odczytu.
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REMINERALIZUJ ACY WPLYW NANOKRYSZTALOW HYDROKSYAPATYTUW EGLA-
NOWEGO NA TKANK E ZEBINOW A

Lia Rimondini, Barbara PalazzoMichele lafiscé Lorenza Canegatio
Federica DemardsiMichela Merloi Norberto Roveri

Streszczenie

Wykorzystanie specyficznych substancji reminergizu
cych w pastach doghéw maze poméc w zapobieganiu
prochnicy i leczeniu nadwizbwosci tkanki zbinowej. W
opisywanym badaniu wykorzystano nanotechnalogy
stworzy¢ substang wypetniajca dla past doghdéw o
wiasciwosciach remineralizajcych.

W tagodnych warunkach zostaty zsyntetyzowane nano-
krysztaty hydroksyapatytu eglanowego o wielksi,
budowie morfologicznej, sktadzie chemicznym i keyst
licznosci poréwnywalnymi z tymi, ktére posiaddirysz-
taty zbiny. Efekt remineralizacy zostat zbadany przy
uzyciu elektronowego mikroskopu skaningowego, w
ktdrym oghdano pocite kawatki zbiny wczéniej zde-
mineralizowanej za pomakwasu ortofosforowego.
Zastosowanie badanych tworzyw na tkaadbinowa
pokazato proces stopniowego zamykangaosivorow
kanalikow zbinowych z wytworzeniem uszczelnienia po
10 minutach i odbudoawvarstwy mineralnej po 6 godzi-
nach. Takie tempo remineralizacji wydaje it kompa-
tybilne z rozwojem past dalzdéw o wigciwosciach
remineralizugcych.

Wprowadzenie

Tkanki zbowe g naturalnymi materiatami zlnymi
zbudowanymi z niewielkiej liczby elementéw fazy arg
nicznej wtopionych w dig ilos¢ materii mineralnej
utworzonej przez hydroksyapatytglanowy.

ZawartGg¢ skltadnikéw fazy nieorganicznej jestzna w
zaleznosci od szkliwa i zbiny, odpowiednio 90% i 65%;
podobnie jak w tkance kostnej sne odpowiedzialne za
odpornd¢ mechanicza zebéw. Niemniej jednak szkliwo
oraz zbina nie posiadajsamodzielnej mdiwosci na-
prawy, kiedy zb zostanie uszkodzony w wyniku préch-
nicy, scierania lub ztam@a Jest to zwizane z faktemzi
szkliwo nie posiadaadnych komoérek, a komérkekiny
narastaj jedynie w kierunku miazgi [1]. Dlategozev
momencie kiedy szkliwo orazlzina g wystawiane na
dziatanie czynnikéwsrodowiska jamy ustnej, ich odbu-
dowa jest uzalmiona od zastosowania alloplastycznych
materiatdw, ktére zapewniapewien rodzaj odnowy
protetycznej.

Celem niniejszego badania byto opracowanie niskokry-
stalicznego materiatu hydroksyapatytowego nanowielk
sci do regeneracji utraconych tkanefoawych. Materia-
ty zostaly opracowane podtiem zamykania otwartych
kanalikéw zbinowych korzenia, co maesprzyczyné do
stworzenia innowacyjnych past debpw wywanych do
leczenia nadwdiwosci.
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Tworzywa oraz charakterystykydroksyapatytu wagla-
nowego (HA), o nagpujacym wzorze stechiometrycz-
nym [Cal0(P04)6-X(CO3)X(0OH)2], gdzie x stanowi 2-
4% masy, otrzymano dragyntezy w tagodnych warun-
kach.

Uzyskane nanokrysztaty syntetyczne zostaty schangkt
zowane, z uwzghtnieniem budowy morfologicznej, za
pomoa TEM, XRD, FT-IR, BET, TGA oraz chromato-
grafii jonowej.

Nastpnie wykonano zawiesgnwodr materiatdw (sto-
sunek wagowy HA:H20 1,5:1) i natychmiast zastosowa-
no ja na piytki zbinowe.

Przygotowywanie piytelelzinowych i zastosowanie
materiatu

Piytki z zhiny korzeniowej uzyskano zaviezych zbow
bydta po przeeiiu pifa z ostrzem diamentowym. Usu-
nigto wigzadto ozbnowe przy ayciu metalowego skro-
baka, a cement korzeniowy wydobyto za pomeertta
diamentowego chtodzonego wpd

Ze¢bina byta wytrawiana kwasem ortofosforowym przez 1
minute, aby usun¢ warstwe mazist i uwidocznt kanali-
ki zebinowe. Kwas zostat zmyty wadv spreju przez
minute, a probki pozostawiono mokre. Ngstie na
ptytki zebinowe naniesiono zawiesitlA przy wyciu
szczotki. Mokre ptytki poddano inkubacji w cieplany
temperaturze 37°C przez okleny czas: 10 minut, go-
dzina oraz 6 godzin, po czym prébki przeptukano awed
spreju przez mingti wykonano zdjcie w elektronowym
mikroskopie skaningowym (SEM).

Wyniki

Charakterystyka hydroksyapatytgglanowego na ry-
sunku nr 1 przedstawia obraz materiatu uzyskany w
TEM.

Nanokrysztaty odznaczggi¢ dtugacia w zakresie od 20
do 100 nm oraz grul§oia od 5 do 10 nm. Obszar po-
wierzchni wyznaczony metadBET waha si od 60 do

40 m2/g. Na rysunku nr 2 przedstawiono wzory dyfrak
cyjne syntetycznych nanokrysztatéw HA (a) w poréwna
niu z elementami nieorganicznej fazy XRD tkandtiz
nowej (b). Nanometryczne rozmiary krysztatoznie z
jego nisl krystaliczndcia i podobigistwem do elemen-
téw fazy nieorganicznejebiny decyduj o wysokiej
bioreaktywndci.
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Rysunek nr 1. Mikrografia
materiatu w TEM.

- -

¢ — 1 godzina

d-6 godzirT '

Rysunek nr 2. Wzory dyfrakcyjne dla nanaokrysztalé#v (a) oraz | Rysunek nr 3. Powierzchnie tkankinowej — powgkszenie rzdu 1000X |

elementéw nieorganicznej fazy tkankbmowej (b).

Na rysunku nr 2 pokazano wzory dyfrakcyjne dla synt
tycznych nanokrysztatow HA (a) w poréwnaniu z ele-
mentami fazy nieorganicznej XRRkziny (b). Nanome-
tryczne rozmiary krysztatwé¢znie z jego niskkrysta-
licznoscia i podobigistwem do elementow fazy nieorga-
nicznej zbiny decyduj o wysokiej bioreaktywrgei.

Rysunki nr 3a-d pokazacechy zbiny od pocatku
badania (a- zdemineralizowanag,@ prébki poddane
remineralizacji po zastosowaniu materiatu po 10umin
tach (b), 1 godzinie (c) oraz 6 godzinach (d).c£id
przedstawiaj stopniowe formowanie krysztatow i w
konsekwencji state zamykanie otwartych kanalikow
z¢binowych. M@na dostrzec stopniowy wzrost warstwy
mineralnej zaleny od czasu aplikacji materiatow.

Whioski

Nanotechnologia zostata okrzykta jedry z najbardziej
rewolucyjnych metod wykorzystywanych do produkc;ji
lekéw i uradzer. Niemniej jednak obecnie niewiele
zastosowa nanotechnologii nadajegsilo sprzeday [2].

W niniejszej pracy przedstawiono przyktad rozwoju
potencjalnie szeroko wykorzystywanegoadzenia.
Nadwraliwo$¢ zebiny jest aktualnie bardzo powszech-
nym schorzeniem zwtanym ze wzrostem przepuszczal-
nosci tkanki zbinowej spowodowanej przez jej demine-
ralizacg [3-6]. W opisywanym badaniu udowodniorie,
material, stosowany jako wypetniacz do pasty ¢uzv,
byt zdolny do remineralizacji powierzchnilziny wytra-
wionej kwasem ortofosforowym; poza tym powodowat
stopniowe zmniejszenie liczby otwartych kanalikow
zebinowych, a w cigu kliku godzin odbudowana zostata
warstwa mineralna. Takie tempo remineralizacji wgda
sie by¢ zgodne z procesem rozwoju past do@v posia-
dajacych takie wtaciwosci.
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Syntetyczne, biomimetyczne nanokrysztaly hydroksyaatytu weglanowego uyte w celu remineralizaciji
zerodowanej powierzchni szkliwa gbowego

L. Rimondini® C.L. Bianchi, E. Foresti*, M. lafisc o*, B. Palazzo*, G. Cappelletti®i N. Roveri*.

STRESZCZENIE

W niniejszym badaniu nanokrysztaty nowego, syntetyc
nego, biomimetycznego hydroksyapatytegianowego
(CHA) zostaly poddane testom, w celu ustalenia d¢hara
terystyki chemiczno-fizycznej oraz mwosci in vitro
remineralizacji uszkodzonej powierzchni szkliwaelel
tronowa mikroskopia skaningowa i transmisyjna, algr
cja promieniowania X, charakterystyka chemiczno-
fizyczna powierzchni za pomaspektroskopii fotoemi-
syjnej promieniowania X, mikroskopowa analiza widma
podczerwieni oraz skala mikrotwarad zostaty wyko-
rzystane do oceny i przetestowania zdédhoanokrysz-
tatow syntetycznego hydroksyapatyteghanowego do
produkcji biomimetycznej warstwy mineralnej na po-
wierzchni szkliwa.

Zaledwie kilkuminutowe zabiegi z wykorzystaniem
syntetycznych nanokrysztatéw CHA, prowadzone na
zdemineralizowanej powierzchni ptytek szkliwa, ikdu
ja proces remineralizacji, powodgjwzrost stosunku
molarnego Ca/P z 1,1 do 1,3. Wadiona skali mikro-
twarddici, uzyskane na zdemineralizowanej powierzchni
szkliwa, nie wykazywaly istotnej zmiany po zastoaew
niu CHA, co miato zwqzek z odbudow powierzchni
dzieki wzrostowi produkcji krysztatow biomimetycz-
nych.

Wyniki bada eksperymentalnych sugegupozliwosé
uzyskania remineralizacji szkliwa @ki reaktywndgci
innowacyjnych nanotechnologicznych, syntetycznych
biomateriatow przypominagych biogeniczne sktadniki
nieorganicznej fazy szkliwa. W rzeczywistbnano-
krysztaty hydroksyapatytu, syntezowane ,na gfigod
wzgledem sktadu, budowy, wiellkoi i morfologii mog
sie wigzat chemicznie na powierzchni twardych tkanek
zeba, wypetnié zarysowania. Powoduje to powstawanie
biomimetycznej powtoki apatytowej pokrywaagj i
ostaniajcej struktug powierzchni szkliwa.

WPROWADZENIE

Erozja zbowa jest procesem chemicznegayaia tkanki
twardej zba bez szkodliwego udziatu bakterii. Jej #wi
zek kliniczny jest coraz szerszy, a poza tym jeszana
za jedn z gléwnych patologii @ba mogcych prowadzi

do dyskomfortu pacjenta, choréb przlgia oraz prochni-
cy.

Jej etiologia zwjzana jest z ogromnym sp@iem napo-
jow bezalkoholowych, sokéw oraz napojow energetyzu-
jacych. Jednak inngrodta substancji kwéaych, jak leki
zawierajce syropysrodki p/bélowe i witamina C, a

takze naraenie na dziatanie kwasow ssodowisku pracy
mog by¢ zwiazane z rozwojem erozji szkliwalzowego.
Mechanizmem odpowiedzialnym za uszkodzenie twardej
tkanki zbowej jest szkodliwe dziatanie substancji kwa-
$nych na kilka zewgtrznych mikrometrow szkliwa, co w
konsekwencji prowadzi do demineralizacji i rozpuszc
nia zwiazkéw mineralnych.

Gtébwnym wyznacznikiem stopnia rozpuszczenia jest
rozpuszczalng hydroksyapatytu (HA) oraz jego pH, ale
réwnie wanym jest stzenie niezdysocjowanego kwasu,

ktére ma zwizek ze zdolnécia buforujca i obecndcia
ostonekslinowych.

Nadwraliwo ¢ zebiny, okrelona przez Hollanda i
wspotautorow jako ,krétki, ostry bol powstay w od-
powiedzi na dziatanie typowego cieplnego, chimggo,
dotykowego, osmotycznego lub chemicznegozoaca
odstontta zebing; opisywanego bélu nie nina przypi-
s& jakiemukolwiek uszkodzeniu, patologii lub chordbie
21 zostata wyjéniona w kategorii mechanizméw hydro-
dynamicznych. Nadwediwo$¢ pojawia s¢, gdy tkanka
zebinowa jest odstorta, a kanaliki zbinowe otwarte, co
pozwala na przemieszczanie¢ plynu miedzykanaliko-
wego pod wplywem w/w badow.

Nawet jgli wiele informaciji dotyczcych etiologii nad-
wrazliwosci zgbiny jest nieznanych lub nieudowodnio-
nych, to jednak, wg wielu autoréw, ura rozwaaé w

tej kategorii zjawisko ziycia tkanki zba. Warstwa
mazista, bdaca sztucza powierzchni o grubdci okoto
jednego mikrona, sktadgja st z kolagenu i hydroksy-
apatytu, jest wytwarzana przez miejsadkanle zebi-
nowa i powstaje, kiedy warstwaghiny zostaje starta.
Opisywana warstwa pokrywazgea ponizej zbine,
zamykajc kanaliki zbinowe, ale mgna j usuraé po-
przezscieranie, erozj substancjami kwiaym oraz
szczotkowaniemebow z past. Pomidzy etiologa

erozji zba a nadwrdiwoscia zebiny istnieje znaccy
zwiazek. Aby zapobiec pogtowi erozji zba, pacjentowi
zaleca si zmniejszenie lub wyeliminowanie kéraych
napojow bezalkoholowych oraz sokéw.¢8 miejsco-
we stosowanie zwzkoéw fluoru o wysokim stzeniu

moze sk okaz& korzystne w zapobieganiu dalszej demi-
neralizacji i sprzyjé&wzrostowi odporn&ci nascieranie
spowodowan procesem eroziji.

Badaniain vitro pokazatyze zahamowanie deminerali-
zacji poprzez dziatanie syntetycznegegianu hydroksy-
apatytu jest logarytmicarfunkcja stzenia fluorkéw w
roztworze.

Zostato udowodnionez iog6lnoustrojowe przyjmowanie
fluorkéw podczas procesu tworzenigoa skutecznie
zapobiega powstawaniu préchnicy poprzez zablokosvani
demineralizacji apatytu. Zgodnie z opimianelu NDA
(odzywianie i alergie) Europejskiego Wdu ds. Bezpie-
czenstwaZywnaosci dawka dzienna 0,1 mg fluorku/kg
masy ciata/dzig u dzieci do 8 rokuycia mae by
uwazana za dawk ponizej ktérej nie kdzie zadnego
znacacego wystipowania umiarkowanych postaci flu-
orozy w zbach statych.

Niemniej jednak nalsy uwzgkdnic fakt, ze fluorowana
woda, fluorkowe suplementy w diecie, fluorowanetpas
do zbbéw oraz miejscowo stosowane preparaty fluaru s
przyczyn, fluorozy szkliwa zbowego. Ponadto ,praw-
dopodobna dawka toksyczna” fluorku — dawka, ktéra
mogtaby sktoni do zastosowania leczenia i hospitalizacji
wynosi 5 mg/kg masy ciata/dZieobecnie wiele produk-
tow dentystycznych zawiera wystarcgajilos¢ fluor-
kéw, aby przekroczayte ,prawdopodoba dawle tok-
syczry” dla matych dzieci.

Wiekszas¢ produktow i uradzen uzywanych do prze-
ciwdziatania erozji szkliwa orazhiny, jak fluorek,
dziatap bardziej poprzez zmniejszanie procesu rozpusz-
czania apatytu, niprzez celowanie w zdol§a buforu-
jace lub

*Wydziat Chemiczny ,G. Ciamician”, Uniwersytetu w Bolonii, via Selmi 2, 40126 Bolonia, Wiochy
°Wydziat Chemii Fizycznej & Elektrochemii, Uniwers ytet Mediolanski, via Golgi 19, 20133 Mediolan, Wiochy
“Wydziat Nauk Medycznych, Uniwersytet Wschodniego Piemontu ,Amedeo Avogadro”, via Solaroli 17, 20068 Novara, Wiochy
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promupce prawdziw mineralizac pod postaai krysta-
lizacji apatytu lub odnowy utraconych zwwkéw mine-
ralnych.

Hydroksyapatyt jest gtéwnym sktadnikiem tkaneba-
wych, stanowdic 95% masy szkliwa oraz 75 % masy
z¢biny.

Faza nieorganiczna, tak jak w tkance kostnej,gdpb-
wiedzialna za mechaniczny charakter tkarkiawej. W
przeciwieistwie do kdci w szkliwie i zbinie, po roz-
puszczeniu HA lub jego starciu, nie pedby¢ on samo-
rzutnie odbudowany, gdyszkliwo nie zawiera komorek,
a komorki zbiny narastaj jedynie w kierunku miazgi.
Dlatego te zar6wno szkliwo, jak ighina mog zosta
odtworzone jedynie po zastosowaniu materiatéw &lop
stycznych zapewniggych pewien rodzaj odbudowy
protetycznej. W tej sytuacji obszary demineralizacjz
mikrometryczne zarysowania, ktére normalnie pojgwia
sie na powierzchni szkliwa jako napstwo jego ziycia

i szkodliwego dziatania substancji kémgch (rysunek nr
1), nie mog by¢ naprawione metagbiologiczr ani
protetycza.

Rysunek nr 1: Obraz z SEM pokagy obszary demineralizacji oraz mikrometryczne
zarysowania pojawiage s¢ na powierzchni szkliwagbowego jako wynik mikrozu-
zycia i dziatania substancji kéaych. (Powikszenie rzdu 4000 razy).

Opisywane mikrokrysztaty syntetycznego hydroksyapa-
tytu, ze wzgtdu na swaj biokompatybilng¢, jak i oste-
okondukcg, zostaty szeroko wykorzystane do bagkko
wypetniacze kéci oraz powtoki protez, dgki czemu
stanowi wybidrczy materiat pokrywagy szeroki zakres
zastosowa w technikach zagpczych tkanki kostnej.
Mikrokrystaliczny HA, w padczeniu z jego doskonatymi
wiasciwosciami biologicznymi, jak nietoksycziéi brak
wytwarzania odpowiedzi zapalnej czy immunologicznej
odznacza siwtasciwosciami bioreabsorpciji w warun-
kach fizjologicznych. Opisywane wieiwosci mog byé
modulowane poprzez zmiastopnia krystalicznii, co
uzyskuje st dzigki wprowadzeniu innowacyjnej syntezy
z zastosowaniem kontroli nanokrysztatow. W ostatnim
dzieskcioleciu wykorzystano zaawansowane technologie
do produkcji alloplastycznych materiatéw biomimetyc
nych nowej generacji, co pozwala na optymalizacj
oddzialywania z elementami biologicznymi gidisilnej
bioaktywndci powierzchniowej wspomnianych substan-
cji. Celem niniejszej pracy jest zbadanieAiwosci
indukcji procesu remineralizacji szkliwagliny poprzez
chemiczn interakcg powierzchni zba z wykonanymi

»na miar” biomimetycznymi nanokrysztatami HA.

MATERIALY | METODY

Synteza nanokrysztatéw hydroksyapatytu weglanowego.
Dokonano syntezy nanokrysztatow hydroksyapatytu
weglanowego o ksztalcie ptytkowo-igietkowym i wielko-
$ci okoto 100 nm; proces odbykstgodnie z modyfika-

cja uprzednio zgloszonej i opatentowanej metody. Nano-
krysztaty CHA o wielkdci okoto 100 nm zostaly wydr
cone z zawiesiny wodnej Ca(OHY,17 M) poprzez
powolne podawanie 0, (0,15 M w wodzie).

Mieszanie, przeprowadzone w temperaturze 37°C w
ciagu 12 godzin, zostalo naphie wstrzymane, w celu
utatwienia depozycji nanokrysztatébw CHA. Gdy miesza-
ning pozostawiono na ponad 48 godzin w statej tempera-
turze, nanokrysztaty CHA o wielkoi 100 nm padczyty
sie w krystaliczne mikroskupiska. Zsyntezowane nano-
krysztaty CHA, jak i mikroskupiska nanokrysztatowhpy
wyizolowane poprzez filtragjz cieczy macierzystej,
wielokrotnie myte, a nagbnie suszone w temperaturze
mrozenia. Do badania wybrano frakdjrysztatéw o
ksztalcie ptytek, posiad@ga rozmiary ziarna o wiellkiei

od 100 do 15@m.

Nanokrysztaty hydroksyapatytugglanowego o ksztalcie
ptytkowym i rozmiarze ok. 20 nm byly syntezowane wg
metody L. Sz-Chian i jego wspétpracownikéw z niewiel
kimi modyfikacjami. Nanokrysztaty zostaty wytione z
roztworu wodnego (NEP;0, (5,1 mM) poprzez powol-
ne dodanie roztworu wodnego Ca ({CHDO,) (8,5 mM),
utrzymupc wartag¢ pH na stalym poziomie 10 po doda-
niu roztworu NH40OH. Mieszanie, przeprowadzone w
temperaturze 37°C wagu 24 godzin, zostalo naphie
wstrzymane, w celu utatwienia depozycji. Nanokrgzt
CHA o wielkasci 20 nm tworzyly mikroskupiska, po tym
jak mieszania pozostawiono na dhgj niz 24 godziny w
stalej temperaturze. Zsyntezowane nanokrysztaty CHA
mikroskupiska krysztatéow CHA byly wyizolowane z
roztworu drog filtracji, powtornie oczyszczone i wysu-
szone w temperaturze nienia. Do badania wybrano
frakcje krysztatléw o ksztatcie ptytek, posiadej rozmia-
ry ziarna o wielkéci od 100 do 15@m.

Charakterystyka morfologiczna materiatow

Przeprowadzono badania w elektronowym mikroskopie
transmisyjnym (TEM) przy zyciu mikroskopu elektro-
nowego Philips 100 CM. Sproszkowane probki zostaly
rozproszone za pomgaltradiwickow w ultra czystej
wodzie, a nagpnie kilka kropel zawiesiny osadzono na
foli weglowej wzmocnionej miedziarmikrosiathk.

Charakterystyka strukturalna

Rentgenogram proszkowy promieniowania X otrzymano
przy wyciu dyfraktometru proszkowego Analytical
X'Pert Pro wyposzonego w detektor X'Celerator wyko-
rzystupcy promieniowanie Cu Ka wytwarzane przy 40
kV i 40 mA. Aparat zostat skonfigurowany na poziemi

1° odchylenia dla szczeliny waki pierwotnej oraz 0,2

mm dla szczeliny vaizki wtorne;.

Mikroskopowa analiza widma w podczerwieni

W celu sprawdzenia skltadu materiatéw, widma podczer
wieni zostaly zarejestrowane aparatem Perkin-Elmer
Spectrum One FT-IR (Fourier Transformed-Infra Red)
wyposaonym w mikroskop Perkin-Elmer Auto image.
Rozdzielczé¢ widma wynosita 4cm-1. Rozdzielcgo
przestrzenna byta ¢du 100 x 10um. Uzyskano 32
skany widma. Skany tta zostaty uzyskane z obszaru
pozbawionego probki i przyréwnane do pojedynczego
widma. Cienkie fragmenty zostaly uline na tytanowym
oparciu i widma wspotczynnika odbicia zostaty zelera
Okreslone obszary zainteresowaostaty oznaczone przy
uzyciu mikroskopowej kamery telewizyjnej. W idym
przypadku wykonano oznaczenie linii odniesieniaefwi
lomianowa linia dopasowaga) oraz wygtadzenie. Anali-
za przy uyciu techniki ATR (Ttumione odbicie we-
wnetrzne) zostata wykonana Thermo Nicolet 380 FT-IR.
Rozdzielczé¢ widm byta rzdu 0,01 cm-1.



Wyznaczanie oksnego obszaru powierzchni

Pomiary zostaly wykonane aparatem Carlo Erba Sorpty
1750 poprzez pomiar absorpcji N2 przy 77 K oraasgt@sowa-
niem procedury BET.

Demineralizacja szkliwa i zabiegi z wykorzystan@hA:
procedury

Ptytki szkliwa (3x3mm) zostaly pobrane z powierzicimiedzy-
zebowej przedtrzonowcéw usugtych ze wskaz@ortodontycz-
nych.

Po ekstrakcji @y zostaly pocite diamentowymi tarczami, a
uzyskane fragmenty poddawano dziataniu ultwagkéw przez
10 minut w 50% roztworze etanolu, aby ugtiwszelkie zanie-
czyszczenia.

Nastpnie omawiane ptytki umyto w destylowanej wodzie i
podzielono na 5 grup:

A) Bezzadnych zabiegéw

B) Wytrawiane 37% kwasem ortofosforowym przez 1uin
C) Wytrawiane 37% kwasem ortofosforowym przez 1lutim
poddane dziataniu mikroskupisk utworzonych z piytke
igietkowych nanokrysztatéw CHA o wielkoi 100 nm

D) Wytrawiane 37% kwasem ortofosforowym przez 1utin
poddane dziataniu mikroskupisk utworzonych z ptytioh
nanokrysztatow CHA o wielkiei 20 nm

Natozenie nanokrysztatdw CHA oraz mikroskupisk zostato
wykonane w nasgpujacy sposob: plytki wyecignieto z wody,
suszono powietrzem przez miguhasgpnie 0,2 g nanokryszta-
tow CHA i mikroskupisk zawieszono w 1 ml destylovean
wody, ktér natazono na powierzchnie prébek na 10 minut w
temperaturze pokojowej i wzginej wilgotndci rzedu 100%.
Po 10 minutach stosowania HA pozostate CHA ugonprze-
mywajac destylowan woda przez 10 minut, a nagtnie wysu-
Szono.

Demineralizacja szkliwa i zabiegi z wykorzystan@hA:
charakterystyka analizy spektrofotometrycznej

Zawartd¢ zwigzkOw fosforu zostata okéona metod spektro-
fotometryczm z wyciem kwasu molibdenowanadofosforanowe-
go w 1 cm komorze kwarcow&jawartdg¢ cynku oraz wapnia
zostala zmierzona metpdptycznej spektrometrii emisyjnej
(OES) z indukcyjnie wzbudzarplazmy (ICP) przy wyciu

aparatu Perkin EImer Optima 4200 DV.

Spektroskopia fotoemisyjna promieniowania X (XPS)

zostala wykonana aparatem M-Probe Instrument (Bgipsa-
zonym w monochromatyczngodto Al K (1486,6 eV) zdred-
nica plamkiswietinej 200 x 75Qum i energa przegcia rzdu 25
eV, co daje rozdzielczé 0,74 eV. Przy monochromatycznym
zrodle wyto przeptywowego dziata elektronowego, aby skom-
pensowad narastanie dodatniego tadunku na probkach izalator
podczas wykonywania pomiaréw. Do pomiaréw probekavy
rzystano wart& 10 eV. Doktadn& zanotowanej energii wza-
nia (BE) zostata oceniona na +0,2 eV. Dankcilmwe zostaly
réwniez dokladnie sprawdzone i powtdrzone kilkakrotnie (co
najmniej 10 razy dla kalej prébki), a odsetek ddu zostat
ustalony na poziomie + 1%.

Morfologiczna charakterystyka powierzchni szkliwa
Przeprowadzono réwnicadania za pomaelektronowego
mikroskopu skaningowego (SEM) przyyeiu aparatu SEM
(Jeol 840A, Jeol, Tokio, Japonia), wykorzystuglektrony
wtérne przy 5 kV i 2000X.

Probki zostaly zawieszone na aluminiowyaiiach przy ayciu
tasm weglowych i pokryte powtok Au-Pd o grubéci 10 nm
przy wyciu jednostki pokrywajcej (Polaron Sputter Coater
E5100, Polaron Equipment, Watford, Hertfordshirk).U

Mikrotwardas¢ Vickersa

Mikrotwardas¢ Vickersa zmierzono przyzyciu mikrotwardo-
sciomierza (VMHT 30A/M, Leika), stosag tadunek wciskagy
rzgdu 300 g przez 5 sekund.

Pomiar wykonano na powierzchniacheodyz;bowych 10
przedtrzonowcow w 1,5 mm paomj szczytowego fragmentu

powierzchnizujacej i 1,5 mm od granicy railzy powierzchryi
migdzyzzbows, a gzykowa lub podniebiens

Analiza statystyczna

Oznaczenie wielkiei obszaru krystalitu HA, kierunku c, sto-
sunku Ca/P dla masy oraz powierzchni, adégkomiar specy-
ficznego obszaru powierzchni przeprowadzono 5-keatite
danego zsyntezowanego produktu. Dane zostaly pezeidse
jako wartdci srednie + SD (odchylenie standardowe). Badania
zostaly sporadzone w 3 egzemplarzach, a wyniki nagkseo
jako wartdci srednie + SD (odchylenie standardowe}ytd
testu T Studenta oraz Wilcoxona do poréwnania odgamo
niezalenych i zalenych prébek. Poziom istotéa wynidst
959%.

WYNIKI

Synteza i charakterystyka nanokrysztatéw biomirzaggo
hydroksyapatytu gglanowego

Biomimetyczne nanokrysztaly hydroksyapatytegl@nowego
zostaly zsyntezowane w prawie stechiometrycznysustiou w
masie Ca/P rdu 1,6-1,7, i zawieraly 5+1% masy jonéwgia-
nowych zasfpujacych przewaajace grupy fosforanowe. Nano-
krysztaty CHA zostaty utworzone w wielkgiach 100 i 20 nm
oraz w ksztalcie ptytkowo-igietkowym oraz ptytkowy®@trzy-
many z TEM obraz ptytkowo- igietkowej budowy moidgicz-
nej syntetycznych nanokrysztatéw o rozmiarze 204100 jest
przedstawiony na rysunku nr 2.

|
Rysunek nr 2. Zdgia TEM: syntetyczne nanokrysztaty CHA o rozmiarze
20 nm i ptytkowo-igietkowej budowie morfologiczn), syntetyczne
nanokrysztaly CHA o rozmiarze 100 nm i ptytkowoelfiowej budowie
morfologicznej (b); syntetyczne mikroskupiska nanysktatow CHA o
rozmiarze 20 nm (c) i syntetyczne mikroskupiskaakaysztatow CHA o
rozmiarze 100 nm (d); nanostruktura powierzchnieizaona jest od
wewrgtrznego wzrostu nanokrysztaldw (linia skali = 208).

Nanokrysztaty CHA magsi¢ gromadzé w mikroskupiska, co
znacznie wydhaa czas dojrzewania w roztworze macierzystym
przy stalej temperaturze i mieszaniu.

Wzory dyfrakcyjne rentgenogramu proszkowego dlaessowa-
nych nanokrysztatéw CHA o rozmiarze 20 nm o plytkpw
budowie morfologicznej oraz dla syntetyzowanychakayszta-
tow CHA o rozmiarze 100 nm o ptytkowo-igietkowatmjdowie
morfologicznej pokazaty charakterystyczne maksyyfealicyj-
ne dla fazy pojedynczego apatytu (JCPDS 01-0740%8%0ry
dyfrakcyjne rentgenogramu proszkowego dla syntengeia
nanokrysztatéw CHA o rozmiarze 20 nm i 100 nyrodnotowa-
ne na rysunku nr 3b i c. Opisywane wzafypsrownane z tymi,
ktore uzyskano dla naturalnego hydroksyapatytglanowego
pochodzcego z pozbawionego biatka szkliwagbiny, a ktére
przedstawigj rysunki nr 3a i d. Wzory dyfrakcyjne rentgeno-
gramu proszkowego dla mikroskupisk CHA o rozmi&@enm i
plytkowej budowie morfologicznej oraz dla tych @ntarze
100 nm i plytkowo-igietkowatej budowie morfologiagmie
réznia si¢ istotnie od przedstawionych na rysunku nr 3bi c.
Niniejsze odkrycie pokazujee domena krysztalu ma ten sam
rozmiar w nanokrysztatach, jak i mikroskupiskacbzRycie
maksimow dyfrakcji, przedstawione na wzorach dyéjgfro-
mieniowania X na rysunku nr 3, wskazuje na wdgle niski
stopier krystaliczndci, ktory zostat obliczony zgodnie z po-
przednim badaniem.
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Rysunek nr 3. Wzory dyfrakcyjne promieniowania 4 dhaturalnego
hydroksyapatytu wglanowego pochodzego z pozbawionej biatka
z¢biny (a), syntetycznych nanokrysztatéw CHA o rozmé20 nm i
ptytkowej budowie morfologicznej (b), syntetycznyaanokrysztatow
CHA o rozmiarze 100 nm i ptytkowo-igietkowatej bwdie morfologicz-
nej (c) oraz naturalnego hydroksyapatyttglanowego ze szkliwa (d).

Stopie krystaliczndci syntetycznych nanokrysztatow o
rozmiarze 20 nm i ptytkowej budowie morfologicznej
oraz tych o rozmiarze 100 nm i plytkowo-igietkowjate
budowie morfologicznej wynosi odpowiednio 30% i
50%. Stopié krystaliczndci syntetycznych nanokryszta-
tow o rozmiarze 20 nm jest bardzo zbly do tego
okreslonego z wzoru dyfrakcyjnego promieniowania X
dla naturalnego hydroksyapatytu z pozbawionej biatk
zebiny

(28% - rysunek nr 3a).

Dodatkowo stopig krystaliczngci naturalnego hydrok-
syapatytu pochodzego ze szkliwa pozbawionego biatka
wynosi 70% (rysunek nr 3). Rozmiar domeny krysztatu
razem z wartécia kierunku c zostaty obliczone na pod-
stawie wzoru Scherrera przyyciu 2=26° (002) piku
dyfrakcyjnego ze wzoréw na rysunku 3a, b, c. Ololitez
rozmiary domeny krysztatu dla nanokrysztatow CHA 20
nm, mikroskupisk CHA oraz pozbawionej biatkginy
wynosz odpowiednio 2504, 230 A i 213 A. Badanie
dyfrakcyjne promieniowania X ujawniae struktura
krysztatu syntetycznych nanokrysztatow CHA jest kard
podobna do tej dla naturalnego apatytu. To samo-pod
bienstwo mana zaobserwowana podstawie poréwnania
widm FTIR dla syntetycznych nanokrysztatéw CHA 20
nm i naturalnego apatytu przedstawionych na rystimka
daib.

Rysunek nr 4. Widma FTIR naturalnego hydroksyapatyglanowego z
pozbawionej biatkagbiny (a), syntetycznych nanokrysztatéw CHA 20
nm (b), syntetycznych nanokrysztatéw CHA 100 nmi {@dturalnego
apatytu ze szkliwa (d).

Wartcici dla syntetycznych nanokrysztatéw CHA 100
nm i naturalnych apatytow ze szkliwvapzedstawione
na rysunku nr 4 c i d, pokaagjcharakterystyczne linie
absorpcji dla grup fosforanowych gglanowych. Ramngi
wykresu, ktére wydaje sby¢ bardzo blisko linii odpo-
wiadajcej zgkciu dla O-H przy wyszej czstotliwosci
fali (1468 cm-1) nie mze byt traktowane, jak zmiana
linii, ale nalezy to przypisé podstawieniu grupy fosfora-
nowej (lub hydroksylowej) grupweglanows w struktu-
rze apatytu. Niniejsze odkrycie ujawnig, nanokrysztaty
CHA nie tylko zawieraj podobn ilos¢ weglanow, ale
takze pokazuje, jak podstawienie gaupeglanova grupy
fosforanowej i/lub hydroksylowej jest bardzo zbine w
krysztatach syntetycznych i biologicznych.

W celu okrélenia wiaciwosci chemiczno-fizycznych
powierzchni nanokrysztatow, ktore bepdnio hcza

sie | reaguj na eksponowarntkank zebows, zostata
wykonana charakterystyka powierzchni syntetycznych
nanokrysztatow CHA. Widma ATR syntetycznych nano-
krysztatéw CHA 20 nm i 100 nm, przedstawione na rys.
nr 5a i b, pokazaj% masy powierzchni, ktrstanowi
weglan, a ktéry wynosi odpowiednio 4% i 3%. Statd@dlo
weglanu w syntetycznych CHA jest istotnie #@yga ni w
szkliwie czy zbinie — 2% (rysunek nr 5c).

Specyficzny obszar powierzchnidu odpowiednio
100m2g-1 i 80m2g-1 zostat okteny dla nanokryszta-
tow CHA 20 nm z ptytkow budowa morfologiczra oraz
dla tych o wielkgci 100 nm i ptytkowo-igietkowatej
budowie morfologicznej. Powzgze wartéci, uzyskane

dla nanokrysztatéw syntetycznych, fieznacznie risze

od wart@ci 110m2g-1 przypisywanej nanokrysztatom
biologicznym. Stosunek molowy Ca/P na powierzchni,
okreslony przez analizy XPS dla nanokrysztatow i mikro-
skupisk CHA, jest znacznieasizy, niz stosunek Ca/P
oznaczony w ICP w masywnym niedoborze wapnia,
prawdopodobnie na skutek zaburzewierzchni. W
rzeczywistdci stosunek molowy Ca/Pgdu 1,7 okrélo-

ny dla duych ilosci nanokrysztatéw CHA zmniejszaesi
do wartaci 1,4-1,5 podczas analizy metoPS (tabela

nr 1). Analiza widmowych cech obszaru O 1s dla rano
krysztatéw syntetycznych CHA 100 nm, uzyskanych
metody, XPS, pokazuje ksztatt O 1s zmieniony przez trzy
skfadniki: pierwszy — bardzo intensywny pik przyszej
energii whzania BE przypisywany obecfw tlenu w
grupie fosforanowej, drugi pik z powodu obeécigrupy
hydroksylowej w CHA i ostatni pik przy bardzo wyseki
BE, ktéry mana przypisé uwiezionej niezdysocjowanej
wodzie i weglanom.

143

[i:13
Rysunek nr 5. Widma ATR
T =1 nanokrysztatow syntetycznych
CHA 20 nm (a), 100 nm(b),
zdemineralizowanego szkliwa za
ey pomoa 37% kwasu ortofosforo-

wego przez mingt(c) oraz
zremineralizowanego szkliwa
dzieki stosowanym zabiegom - za
pomoa syntetycznych mikrosku-
pisk nanokrysztatbw CHA 100 nm
przez 10 minut (d)

Powierzchnia szkliwa potraktowanego CHA: charaktery-
styka analizy SEM pozwala zbadbudove morfolo-

giczm zdemineralizowanej powierzchni szkliwa i zmian
obserwowanych po aplikacji nanokrysztatow CHA.
Podczas procedury demineralizacyjnejyaiem 37%
kwasu ortofosforowego przez 1 minutochodzi do
usunkcia pryzmatycznego szkliwa i odstenia
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pryzmatéw hydroksyapatytu. Rysunek nr 6 pokazuje
demineralizagj obydwu struktur szkliwa: pryzmatycznej
i miedzypryzmatycznej. Po 10 minutackywania synte-
tycznych mikroskupisk CHA, zfmnych z nanokryszta-
tow 20 nm, zdemineralizowana powierzchniascrowo
pokrywa s¢ elementami fazy CHA (rysunek nr 7). Pry-
zmatyczna i midzypryzmatyczna struktura szkliwa nie
jest catkowicie ukryta.

nt oll - !
Rysunek nr 6. Zdgie SEM demineralizacji pryzmatycznej iqdzypry-
zmatycznej struktury szkliwa.

Dla kontrastu — powierzchnia po 10 minutach odcast
sowania syntetycznych mikroskupisk CHA zaych z
nanokrysztatéw 100 nm, zaréwno pryzmatyczna, jak i
migdzypryzmatyczna struktura szkliwa pokrywa si
grubsa, bardziej jednorodpwarstwy apatytove (rysu-
nek nr 8).

) b
Rysunek nr 7. British Soft Drinks Association AnhB&port 2002—2003.
(Raport Roczny Brytyjskiego Stowarzyszenia Prodt@erNapojow
Bezalkoholowych 2002-2003) A Shared Responsibi(Bzielona
odpowiedzialné¢) The British Soft Drinks Association Ltd., 20-22
Stukeley Street, London WC2B 5LR.

Rysunek nr 8SEM i8 Da Costa C C, Almeida | C, Costa Filho L C.
Erosive effect of an antihistamine-containing syoampprimary enamel
and its reduction by fluoride dentifrice. (Nisacy wplyw syropu zawie-
rajacego antyhistaminna szkliwo i jego zmniejszenie po zastosowaniu
fluorowej pasty do @dw) Int J Paediatr Dent 2006 ; 16: 174-180.

Analizy XPS cech obszaru O 1s zdemineralizowanego
szkliwa poprzez dziatanie 37% kwasu ortofosforowego
przez 1 minut pokazuj pojedynczy, ale za to szerokopa-
smowy pik, z czego wynika trudéibdoktadnego okre-
$lenia i policzenia BE, a przez to rodzaju sktadnikow
powierzchniowych sktadnikéw tlenowych. Natomiast po
remineralizacji szkliwa syntetycznymi mikroskupigkia
CHA zawierajcymi nanokrysztaty 100 nm, po 10 minu-
tach stosowania, moa zobacz§ trzy oznaczenia dla
obszaru O 1s przy #aych energiach wiania. Opisywa-

ne sktadniki odpowiadajtym samym trzemaytym, by
nada ksztatt O 1s po wykorzystaniu syntetycznych
mikroskupisk nanokrysztatéw CHA 100 nm. Pierwszy —
bardzo intensywny pik przy #¥8zej energii wizania BE
przypisywany obecrigi tlenu w grupie fosforanowej,
drugi pik z powodu obecrgoi grupy hydroksylowej w
CHA i ostatni pik przy bardzo wysokiej BE, ktory ama
przypis& uwigzionej niezdysocjowanej wodzie kgla-
nom. Powysze wyniki jednogténie potwierdzaj obec-
nos¢ syntetycznego CHA na powierzchni pighowane-
go szkliwa i konsekwentiremineralizagj tkanki. Ta-
kiego samego odkrycia moa dokoné na podstawie
widm ATR (rysunek nr 5d) szkliwa po 10 minutach od
zastosowania syntetycznych mikroskupisk nanokryszta
tow CHA 100 nm, ktére pokazagnacznie wysz inten-
sywnai¢ charakterystycznych pasm absorpcji dla jonow
weglanowych (przy 1420-1460 i 1680 cm-1) z uvezgl
nieniem tych samych widm ATR dla pasm absorpcji
obecnych w zdemineralizowanym szkliwie (rysunek nr
5c¢). Brak znacgych r&nic w wyghdzie pasm dla grup
fosforanowych (1000-1100 i 530-580 cm-1). Widmo
ATR dla remineralizowanego szkliwa (rysunek nr 5d)
ujawnia,ze powierzchnia apatytu jest bogatsza gglan
niz naturalna, jak np. syntetyczne mikroskupiska nano-
krysztatéw CHA 100 nm (rysunek nr 5b).

Wartcsci mikrotwarddgci Vickersa znajduj sie na rysun-
ku nr 9. Zdrowe szkliwo posiada najisza wartasé
twarddici (311,64+20,21). Twardé znacaco spada
(266,69+21,38; 14,4%redni spadek) po wytrawieniu w
kwasie ortofosforowym (p < 0,0001)

Vickers' microhardness
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Rysunek nr 9. Kitchens M, Owens B M. Effect of acarated beverages,
coffee, sports and high energy drinks, and bottlater on the in vitro
erosion characteristics of dental enamel. (Wplyypajdw gazowanych,
kawy, napojow energetyzigych, wody mineralnej na charakterystyki
erozji szkliwa in vitro.) J Clin Pediatr Dent 20031: 153-159.

Twardas¢ zdemineralizowanego szkliwa niezro sie
Znacaco po zastosowaniu nanokrysztatow CHA 20 i 100
nm — odpowiednio (262,92+28,89) i (268,02+22,81).
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Analizy statystyczne nie pokazaly istotneimity w
stosunku do nieznacznie podiggonych wartéci mikro-
twardaici obserwowanych po zastosowaniu CHA 100
nm, CHA 20 nm, czy oznaczonych na wytrawionym
szkliwie. Niniejsze dane sugesuje syntetyczne nano-
krysztaty CHA 100 i 20 nm twogzna powierzchni
szkliwa biomimetycza powtoke apatytowd, nie tylko z
punktu widzenia sktadu chemicznego, budowy struktu-
ralnej czy morfologicznej, ale tak ze wzgtdu na wia-
$ciwosci mechaniczne.

WNIOSKI

Szkliwo jest najtwardsgi najbardziej zmineralizowan
tkanka w ludzkim organizmie. Jej budowa zapewnia
odpornad¢ na uszkodzenia mechanicziegranie i dzia-
tanie czynnikéw chemicznych. W przeciwiwie do
innych zmineralizowanych tkanek szkliwo nie posiada
biatek, pomimo tegozisa one potrzebne do jego po-
wstania. Wtaciwie macierz biatkowa jest rozszczepiona
przez biatka wytwarzane przez ameloblasty podczas
tworzenia gba; w ten sposéb biatka macierzy szkliwa nie
sa wprowadzane do elementéw pryzmatycznych tkanki.
Rozpad i odrodzeniegbiatek macierzy szkliwa jest
przyczyry, z powodu ktérej pryzmaty szkliwa, raz utwo-
rzone, nie mogby¢ zmienione. Po utworzeniu pryzma-
toéw szkliwa tylko ilgi¢ hydroksyapatytu m@ sk
zmniejszy w wyniku chemicznych zmian ¥wodowisku
jamy ustne;j.

Szkodliwe dziatanie substanciji kiévgych jest jedn z
gtéwnych przyczyn utraty hydroksyapatytéw ze szhliw
Moze pojawt si¢ to nawet w mtodym wieku jako konse-
kwencja metabolizmu ptytki nakanej lub po prostu w
wyniku spaycia pokarméw statych i napojow.

W niniejszej pracy przeprowadzono badanigitro
dotyczice widciwosci chemiczno-fizycznych nowych
biomimetycznych syntetycznych nanokrysztatéw hyerok
syapatytu wglanowego, w celu sprawdzenia thaosci
naprawy uszkodzonych powierzchni szkliwa.
Zsyntezowane i opisane materiaty byty zbhe pod
wzgledem chemicznym do naturalnego hydroksyapatytu,
jak pokazata to spektroskopia w podczerwieni i izaal
dyfrakcji promieniowania X. Ponadto byly one naneme
trycznie i morfologicznie podobne do nanowiei&io
sztyletowatych krysztatéw naturalnie odpowiedzialmy
za proces biomineralizaciji.

Modelem eksperymentalnymzytym w niniejszym
badaniu, byto zdrowe szkliwo z powierzchnigdzyz-
bowej, ktére zdemineralizowano kwasem ortofosforo-
wym, a nasfpnie nakltadano na nie materiaty syntetycz-
ne, aby ocegiich wiasciwosci remineralizujce.

Wybrano taki model badawczy, poniexwstasciwosci
demineralizujce kwasu ortofosforowega slobrze znane
po wzgkdem chemicznym i mikrohistologicznym, co jest
istotm czgscia procedur maijcych na celu odbudaow
tkanki. Ograniczenie modelu badawczego stanowita
ocena interakcji chemicznej syntetycznych matewato
biogenicznym substratem nieorganicznym; skupioao si
gtéwnie na nanometrycznych wymiarach krysztatow, ab
ocent ich wysok reaktywndc i wtasciwosci taczace
(wiazace). Opisywany model wykluczat ogemnych
zmiennych obecnych podczas sytuaciji klinicznyck, ja
charaktesliny, ktorej sktad lub pH magznacaco
wptynaé na interakcje pomilzy syntetycznymi kryszta-
tami CHA a zdemineralizowanym szkliwem.

Ocena odbudowy i remineralizacji zostata przeprowa-
dzona przy #yciu metod obserwacji budowy morfolo-
gicznej (SEM), analizy powierzchni chemicznej (XRPS)

w tescie mikrotwarddci Vickersa. Obserwacje za pomo-
ca SEM pokazatyze szkliwo, nawet po patzeniu,
zawiera amorficzny i pryzmatyczny hydroksyapatgzor
nieregulara powierzchng. Uzycie kwasu ortofosforowe-
go powoduje odstorcie pryzmatow i utratsubstanciji
pryzmatycznych i midzypryzmatycznych. Dziatanie
syntetycznych nanokrysztatéw CHA na zdemineralizo-
wane szkliwo tylko przez 10 minut powoduje rozpgcz
cie stalej remineralizacji poprzez tworzenig pbwioki z
hydroksyapatytu wglanowego. Opisywana powioka
powstaje w wyniku chemicznego pokenia syntetycz-
nych nanokrysztatéw CHA (biomimetycznych pod
wzgledem sktadu, struktury, rozmiaru i budowy morfolo-
gicznej) z pryzmatycznym hydroksyapatytem powierzch
ni szkliwa. Zastosowanie nanokrysztaltéw CHA 20 nm
pozwala na mineralizagjv nizszej czsci szczeliny na
powierzchni szkliwa, ale struktury pryzmatyczneigm
dzypryzmatyczne wydajsie by¢ tylko czsciowo ukryte.
Przy takim samym czasie stosowanigaie krysztatow
100 nm powoduje powstanie jednorodnej powtoki, &tor
pokrywa pryzmatyczne i milzypryzmatyczne elementy
szkliwa. Analizy za pomecXPS pokazaty,s wytrawia-
nie zmniejsza stosunek molowy Ca/P na powierzchni z
uwzglednieniem teoretycznym stosunkiem dla HA (od-
powiednio 1,1 i 1,67). Zastosowanie obydwu rozmiar6
20 100 nm krysztatéw CHA pozwolito na wzrost sto-
sunku molarnego Ca/P na powierzchni do wéaitt, 3,

Co sugeruje istnienie remineralizoggo wptywu obu
rodzajéw materiatow.

Pomiary mikrotwardéci Vickersa nie pokazaty znagz
cych r&nic we wigciwosciach mechanicznych wytra-
wionej powierzchni szkliwa przed i po aplikacji @wyu
rodzajow krysztatdbw CHA (20 i 100 nm). Zastosowanie
nanokrysztatow apatytowych nie powoduje wzmocnienia
powierzchni szkliwa, jak w przypadku fluorkéw, ale
pokazujeze opisywane krysztaly wypetniazerodowane
zarysowania powierzchni szkliwa, twaczbiomimetycz-
na mineralry powtoke ochronm bez zmiany mechanicz-
nych wiaciwosci szkliwa.

Syntetyczna powloka apatytowa uzyskana po zastesowa
niu CHA jest cienka, i w kalym przypadku wize sk
przypadkowo z powierzchiiszkliwa bez uporgkowa-
nej struktury spotykanej w zdrowym, zwartym szkbwi
Powyzsze wyniki udowadniajistnienie maliwosci
remineralizacji szkliwa poprzez stworzenie powtoki
zbudowanej z hydroksyapatytweglanowego dziki
taczeniu s¢ miedzy sol, syntetycznych biomimetycz-
nych nanokrysztatbw CHA, nawetjestruktury pryzma-
tyczne szkliwa nie megby¢ catkowicie odbudowane, ze
wzgledu na brak biatka. Aby uzyskavspomniany cel,
taczne stosowanie opisywanych nanokrysztatow hydrok-
syapatytu wglanowego z odpowiednim rusztowaniem
(scaffold48) powinno byobiecuacym postpowaniem.

Sampls opd | oEn | e | P | NP | S | W) | GF
0 o CHA samocryals | 904 T76 e €
TO0 o CHA namoczyuia | 464 TED 5 EX] - - B T+
| Eoomal maamad nith L) Tz i3 i i1 TE T=

p———]

Eonml bersd wih S0 | 933 3 jEE 1 13 B 5]
CHA zezaczytals

Tl med b 100 | 97 LA HE ik} T B 5
I p———

Tabela nr 1. Analiza XPS nanokrysztatow HA, w pagku zba po
wytrawieniu kwasem ortofosforowym ¢laa po zastosowaniu nanokrysz-
tatow HA.



Ponizej cytujemy artykut opublikowany w Chemistry World, ktéry pokazuje niezwykta
innowacje w preparacie BIOREPAIR®
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Pasty do zbow i ptyny do ptukania jamy ustnej dosgpne obecnie na rynku g nieskuteczne w
naprawie mikropeknigé i zarysowai szkliwa powstapcych pod wptywem dziatania szczoteczek
do zebdw i substancji kwanych znajdujacych si w pokarmach

BioRepair®, jedyna pasta odbudowugca szkliwo,
jest juz dostepna takze w postaci ptynu do ptukania
jamy ustne.

Od dhwzszego czasu naukowcy poszukiwali prostego i
skutecznego lekarstwa na problemy gsine z mikro-
peknigciami i zarysowaniami szkliwa spowodowanymi
substancjami kwéymi zawartymi w pokarmie i mecha-
nicznym dziataniem szczoteczek dgoaw. Opisywane
mikroubytki @ czgsto miejscem powaych schorzé
zebbw, jak nadwraiwosé, ptytka nagbna, kamié i
prochnicaNareszcie dzgki bliskiej wspotpra-
cy laboratoriéw naukowych Coswell i Uni-
wersytetu w Bolonii (Laboratorium Chemii
Srodowiskowej i Struktur Biologicznych,

LEBSC) znalezionaozwiazanie tego problemu: opa-
tentowany w EuropidICROREPAIR ©

OD BADAN NAUKOWYCH DO SKUTECZNO S$ClI

W CODZIENNYM U ZYCIU

Skuteczné¢ dziatania nowej serii produktoRioRepa-
ir® oparta jest na biologicznie aktywnych mikrogranul-
kach hydroksyapatytMICROREPAIRS ©. Mikrocza-
steczki, ktore sidentyczne z naturalnymi zgakami
mineralnymi, lkdacymi sktadnikami szkliwa iginy, i
ktére mo@ naprawé mikroskopijne defekty powierzchni
z¢ba.

OV ASIGKE

AEVETTATA

BIOREPAIR ®: KOMPLETNY SYSTEM ODNOWY
SZKLIWA

Dziatanie past Total Protection i Sensitive Teethtato

juz sprawdzone, a obecnie do tych produktovaciot

nowy — ptyn do ptukania jamy ustnej - BioRepair® Plus
Mouthwash. Dziki zawartym sktadnikom niniejszy
produkt gwarantuje zdecydowane dziatanie antybgikter
ne — podczenie jondéw cynku, ktére znajdigie w
MICROREPAIR i kompleksu Zn PCA. Jednoczesne
stosowanie pasty BioRep8ir ptynu do plukania jamy
ustnej BioRepair® Plus Mouthwash pozwala na wzmoc-
nienie Twoich zbow i ich ochror przed atakiem bakte-
rii. Uzywajac BioRepair® Plus Mouthwash resz

réwniez tatwo czyci¢ miejsca, ktéresniedosgpne dla
szczoteczki, co zapewnia skuteczne dziatanie przeci
bakteryjne w catej jamie ustnej

"'*.- a ." 'I-"- "“!‘ ' - =
Zeby s podatne na Mikrogranulki hydrok- Z BioRepair® oraz
scieranie, co jest syapatytu wnikaj w MICROREPAIR®
przyczyn, bardzo niedoskonaféci zgba. mozliwa jest naprawa
matych niedoskonaimi i szkliwa zbowego.
zarysowa szkliwa
z¢bowego.




