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TER STUDIORUM
ITADI BOLOGNA

LEBSC

Laboratorio di Strutturistica
Chimica Ambientale e Biologica

Szanowny Panie, Szanowna Pani,

Z wielka przyjemnoscig chcieliby$Smy Panstwu przedstawi¢ innowacyjny produkt, ktory powstat w ramach wspolpracy po-
mig¢dzy laboratoriami naukowymi LEBSC (Laboratory of Environmental and Biological Structural Chemistry — Laborato-
rium Chemii Srodowiskowe;j i Struktur Biologicznych) i Coswell.

BioRepair” jest pierwsza pasta do zgbow zawierajaca bioaktywne mikroczasteczki, ktore dzieki swojej budowie wnikaja w
mikroskopijne uszkodzenia powierzchni szkliwa i zgbiny, zapoczatkowujac efektywny proces remineralizacji i naprawy.

Laboratorium LEBSC od ponad trzydziestu lat dziata przy Wydziale Chemii ,,G. Ciamician” Uniwersytetu w Bolonii, wyko-
rzystujac najbardziej zaawansowane techniki chemiczno-fizyczne do badan nad chemicznymi i biologicznymi aspektami
proceséw mineralizacji uwapnionych tkanek, a zwlaszcza tkanki kostne;j.

LEBSC zdobyto znaczne do§wiadczenie i umiejetnosci na polu uwapnionych materiatow oraz w przygotowywaniu innowa-
cyjnych biomaterialdw przeznaczonych do uzytku w transplantacji tkanki kostnej, stomatologii i chirurgii szczgkowo-
twarzowe;j.

Z przyjemnoscia zataczam do niniejszego listu seri¢ badan naukowych, ktore potwierdzajg skuteczno$¢ dziatania mikrocza-
steczek MICROREPAIR.

Obecnie moga Panstwo sprawdzi¢ niezwykle dziatanie bioaktywnych mikroczasteczek MICROREPAIR®: codzienne uzywa-
nie pasty BioRepair® przywroci rado$¢ z usmiechania sig i pokazywania zdrowych zebow.

Dzickuje za uwagg,
Z powazaniem,

Prof. Norberto Roveri

Dr Chemii Ogolnej,

,,G. Ciamician” Wydziat Chemii
Uniwersytet w Bolonii



1 — Wprowadzenie

Z¢by, tak jak tkanka kostna kr¢gowcow, sg naturalnym materialem ztozo-
nym, ktérego glownym sktadnikiem jest nicorganiczny hydroksyapatyt
weglanowy stanowiacy 65-70% masy zg¢biny oraz ponad 90% masy szkli-
wa. Szkliwo zgbowe tworzy zewngtrzng cienka warstwe pokrywajaca nasze
zgby i jest uwazane za najtwardszy i najmocniejszy materiat biogeniczny
(rysunek nr 1).

Szkliwo zebowe w gtdéwnej mierze sktada si¢ z duzych, pryzmatycznych,
wysoce krystalicznych krysztatlow hydroksyapatytu z niewielka zawarto$cia
biatka (rysunki nr 2a i 2b).

- a P
Rysunek nr 2a: Struktura szkliwa przedstawiona w Rysunek nr 2b: Obraz SEM: warstwy nanokrysztalow Rysunek nr 3: Budowa zgbiny w obrazie z elektronowego
obrazie z elektronowego mikroskopu skaningowego sztywnego hydroksyapatytu tworzacego szkliwo (linia mikroskopu skaningowego (SEM). Dobrze widoczne
(SEM) (linia skali = Sum). Zdjgcie uzyskane za zgoda H. skali = 1pm). Zdjecie uzyskane za zgoda H. Lowestan and kanaliki zgbinowe, zajete przez wypustki cytoplazma-
Lowestan and S. Weiner, autoréw pracy ,,On Biominera- S. Weiner, autoréw pracy ,,On Biomineralization", Oxford ~ tyczne odontoblastow i ptyn migdzykanalikowy. .
lization", Oxford University Press 1989. University Press 1989.

Szkliwo zgbowe 0sob dorostych nie posiada zadnych komorek, dlatego tez nie ma zdolno$ci autoregeneracyj-
nych. Jakiekolwiek uszkodzenie jest nicodwracalne, gdyz nie istnieje biologiczny proces, dzigki ktoremu mozli-
wa bylaby naprawa. W podobny sposob z¢bina (rysunek nr 3), wystawiona na dziatanie elementow Srodowiska
jamy ustnej, nie moze zosta¢ odbudowana, poniewaz nowa tkanka jest odktadana na wewnetrznej powierzchni
korony, blisko miazgi z¢ba. Z tego wzglgdu, aby mozliwa byta naprawa powstatych uszkodzen, konieczne jest
uzywanie materialow obcych w stosunku do metabolizmu tkanki z¢gbowej. Mozemy podzieli¢ te substancje na
syntetyczne lub wydzielane ze $liny.

MICROREPAIR®

Mikrokrysztaty BioRepair®
Mikrokrysztaty hydroksyapatytu (Microrepa-
. ® T N . . S ®
ir"), znajdujace si¢ w preparacie BioRepair -, sg

catkowicie identyczne z elementami mineral- ca[m“lznx{Pod{m{coﬂ]? {0 H}z
nymi tworzacymi zebine i szkliwo. To wlaénie z (Y:.ll,-ﬂ % 0032_ podstawiony w miejscu PO,
tego podobienstwa wynika fakt, iz mikrokrysz- —_ 2+ . .. 2 i
taty syntetyczne posiadajg zdolno$¢ do odbu- [x-1 Yo ZN podstawiony w miejscu Ca™)

dowy zgbiny oraz szkliwa.
Rysunek nr 4: Wzor chemiczny mikrokrysztalow hydroksyapatytu (Microrepair®™) remineralizujacych
zgbing i szkliwo. Fosforan wapnia oraz weglan wapnia, obecne w preparacie, pozostaja w podobnym
zwigzku, ktory ma miejsce w przyrodzie. Dzigki antyseptycznym wlasciwosciom cynku mozna
uzyskac¢ ochrong przed tworzeniem si¢ ptytki nazgbne;j.

Substancja, uzyta w produkcie BioRepair”, jest innowacyjna technologicznie, a dzieki postaci mikrokrysztatow
odznacza si¢ wzmocniong reaktywnoscia chemiczng. Mikrokrysztaty, dzigki statemu uwalnianiu sktadnikow
wapniowych i fosforanowych in situ, spelniajg funkcje remineralizujaca dla tkanki zgbinowej. W przypadku
szkliwa zgbowego dzialanie mikrokrysztatow opiera si¢ na ich zdolno$ci do przyczepiania si¢ do naturalnych
tkanek, a przez to do wypetniania znajdujacych si¢ w nim mikroszczelin.

r

Rysunki nr 5 i 6: Mikroskopowe skupiska krysztaléw Microrepait™ w obrazie TEM Rysunek nr 7 i 8: Mikroskopowe skupiska krysztaltow Microrepair® w obrazie TEM
(Elektronowy mikroskop transmisyjny) (linia skali = 100pm) (Elektronowy mikroskop transmisyjny) (linia skali = 50pum i 20pm odpowiednio).




1 — Wprowadzenie

Mechanizm dzialania

¢ 13l

Wzmocniona reaktywnos¢ krysztatow Microrepair®
wynika glownie z biomimetycznego dziatania opisy- ~—
wanych mikroczasteczek, co powoduje, ze posiadaja
one wyrodzniajaca cechg, ktorg jest bardzo podobny do - = .
szkliwa i zgbiny sktad chemiczny. Spektrum dyfrakeji o5

promieniowania rentgenowskiego (rysunek nr 9) po- o
kazuje, ze stopien krystalicznos$ci mikrokrysztatow "
znajduje si¢ w potowie pomigdzy wartosciami szkliwa ' . > . :
1 Z@b lIly Rysunek nr 9

L B

Rysunek nr 9: Wykresy dyfrakcji promieniowania X
dla szkliwa (linia czerwona), krysztatdow Microrepair®™
(linia niebieska) oraz dla zgbiny (linia zielona).

Zdolno$¢ do remineralizacji tkanek twardych ma wptyw na przebieg kilku zaburzen, ktore dotycza z¢bow:

1. Zapobieganie powstawaniu ubytkow poprzez remineralizacje miejsca pierwotnego uszkodzenia;

2. Zmniejszenie zjawiska nadwrazliwoesci tkanki zgbinowej poprzez pokrycie kanalikow zgbinowych;

3. Zapobieganie powstawaniu kamienia nazebnego oraz plytki nazebnej dzigki antybakteryjnemu jak réwniez
antyseptycznemu dziataniu jondw cynku.

Rysunek nr 10: obrazy uzyskane dzigki SEM pokazuja
powierzchnig zgbiny przed leczeniem (a) oraz po
zastosowaniu Microrepair™: po minucie (b), 10
minutach (¢) i godzinie (d). Zdjecia wyraznie przed-
stawiajg stopniowy przyrost nanokrysztalow apatyto-
wych do momentu catkowitego przykrycia kanatow
zgbiny.

Rysunek '- Rysuek 10d I
Rysunki nr 10 (a, b, ¢ oraz d) przestawiaja dziatanie krysztaléw Microrepair”, ktore stopniowo przytwierdzaja
si¢ do powierzchni zebiny, blokujac kanaliki zebinowe, a przez to powodujac skuteczng i dlugotrwata desensy-
tyzacje tkanki.

Opisywane zjawisko mozna dostrzec po kilku minutach od zastosowania krysztaléw BioRepair”, co oznacza, iz
remineralizacyjne 1 desensytyzacyjne dziatanie mikrokrysztatdw rozpoczyna si¢ zaledwie po kilku aplikacjach
pasty.

Podobny mechanizm dziatania mozna zaobserwowac na powierzchni szkliwa zebowego, w ktorym wystepuja
mikroskopijne uszkodzenia lub nieregularnosci powierzchni. Po natozeniu, krysztaty BioRepair” rozpoczynaja
proces rekrystalizacji.

Mechanizm uwalniajacy jony cynku jest catkowicie innowacyjny i odbywa si¢ droga powolnego rozpuszczania
apatytu, ktory nastepnie wydziela miejscowo rézne skladniki (Zn**, Ca**, CO3*, PO4>). Cynk w postaci jono-
wej jest dwuwarto$ciowym kationem, ktory posiada wlasciwos$ci antyseptyczne wykorzystywane w jamie ustne;j.

Jony cynku sg uwalniane w optymalnym stezeniu, co zapewnia dziatanie antyseptyczne w jamie ustne;j.

4. Ponadto apatyt odznacza si¢ dzialaniem drugorzgdowym, na ktdre sktada si¢ m.in. absorpcja sktadnikéw siar-
czandw, jak H,S, odpowiedzialnych za nieswiezy oddech. Dlatego tez w celu kontroli tego problemu zaleca si¢
codzienne stosowanie preparatu BioRepair™; dzigki wiasciwosciom mikrokrysztaléw BioRepair” codzienne
uzywanie Microrepair™ okazuje si¢ skuteczne w walce z problemem nieswiezego oddechu.



2 — Badanie poréwnawcze efektu remineralizacji

Badanie in vitro chemiczno-fizycznej modyfikacji powierzchni szkliwa zebowego poprzez dzialanie roz-

nych past do zebéw o wlasciwosciach remineralizujacych znajdujacych si¢ w sprzedazy: badanie porow-

nawcze zdolnoS$ci preparatu Biorepair do odnowy mineralnej, a obiecywany efekt dzialania innych fluo-
rowanych past do zebéw dostepnych na rynku

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

STRESZCZENIE

W opisywanym badaniu poréwnano efekt remineralizujg-
¢y, uzyskany in vitro na fragmencie powierzchni szkliwa
z¢bowego, po uzyciu réoznych rodzajow past do zeboéw o
przypisywanych im wtasciwosciach remineralizujacych.
Porownywane fragmenty ludzkiego szkliwa zgbowego
byty szczotkowane trzy razy dziennie przez okres 15 dni
przy uzyciu trzech past do zebow zawierajgcych fluorki
oraz za pomocg preparatu Biorepair posiadajacego w
swoim sktadzie syntetyczne, biomimetyczne mikrokrysz-
taty hydroksyapatytu weglanowego w potaczeniu z jona-
mi cynku (MICROREPAIR®).

Po wykonaniu powtarzanych szczotkowan za pomoca
czterech past do z¢gbow, uzyskano dwojakiego rodzaju
chemiczno-fizyczny aspekt powierzchni fragmentow
szkliwa zgbowego. Pasty do zgbow z fluorkami powodo-
watly znaczny wzrost stopnia zawarto$ci krystalicznego
apatytu w szkliwie, ktory cze¢sciowo zostal przeksztatco-
ny we fluoroapatyt — odporniejszy na rozpuszczajace
dziatanie kwasow i $cieranie, ale takze bardziej kruchy.
Z drugiej strony preparat Biorepair wytworzyl na po-
wierzchni szkliwa zebowego trwatg powtoke z wytraco-
nego hydroksyapatytu weglanowego. Opisywana powto-
ka apatytowa jest mniej krystaliczna, niz naturalny apatyt
szkliwa, ale pozwala na rzeczywista remineralizacje¢
poprzez odktadanie zwigzkow mineralnych, ktore stop-
niowo wypelniajg zarysowania na powierzchni oraz
obszary demineralizacji, a w konsekwencji przeciwdzia-
laja wptywom kwasow i bakterii. Najwazniejsza cecha
remineralizacji wywotanej dzialaniem fluorkow jest
powstanie mocnej warstwy hydroksyapatytu na po-
wierzchni szkliwa bez powstawania osadu z nowych
zwigzkoéw mineralnych. Efekt remineralizujacy jaki
otrzymujemy po zastosowaniu MICROREPAIR® wigze
si¢ z odktadaniem nowej, prawdziwej warstwy hydrok-
syapatytu weglanowego w zerodowanych i zdeminerali-
zowanych uszkodzeniach powierzchni szkliwa, ktora
tworzy trwala mikrometryczna powloke mineralna zbu-
dowana ze stadium biomimetycznego apatytu, ktora
pokrywa i zabezpiecza strukturg szkliwa oraz ochrania
przed $cieraniem i szkodliwym dziataniem kwasow i
bakterii.

WPROWADZENIE

Erozja zgbow jest chemicznym zuzyciem twardej tkanki
zebowej bez udzialu bakterii w tym procesie.' Znaczenie
kliniczne tego procesu jest coraz szerzej opisywane”* i
uwaza sig, ze po chorobach przyzebia oraz prochnicy jest
on jednym z gldwnych stanow patologicznych zeba, ktore
powoduja powstanie uczucia dyskomfortu u pacjenta.

Rosnace wystgpowanie przypadkow erozji szkliwa jest
$cisle zwigzane z ogromnym wzrostem spozycia napojow
bezalkoholowych, sokow owocowych i napojow izoto-
nicznych dla sportowcow’ réwnoczesnie z innymi 7ro-
dtami substancji kwasnych, jak leki pod postacia syropu,
srodki przeciwbdlowe, witamina C, a takze kontaktem z
kwasami w $rodowisku pracy.®'?

Mechanizmami zaangazowanymi w proces uszkadzania
tkanki twardej zeba sa szkodliwe dziatania substancji
kwasnych na zewngtrzng warstwe szkliwa zebowego z
wynikajacg z tego demineralizacjg oraz czgsciowe roz-
puszczanie zwigzkéw mineralnych.'>1¢

Podstawowym wyznacznikiem cz¢$ciowego rozpuszcze-
nia powierzchni szkliwa jest: rozpuszczalno$¢ hydrok-
syapatytu (HA), faza mineralna tkanki z¢gbowej oraz
niska warto$¢ jej pH. Dzieje si¢ tak z powodu obecnosci
kwasow nie w petni neutralizowanych przez ostonki
§linowe, ktorych znaczenie réwniez wzrasta.' ™"
Nadwrazliwo$¢ zebiny, okreslona przez Hollanda i
wspotautorow™ jako ,,krotki, ostry bol powstajacy w
odpowiedzi na dziatanie typowego cieplnego, chlodzace-
go, dotykowego, osmotycznego lub chemicznego bodzca
na odstonieta zebing; opisywanego bolu nie mozna przy-
pisa¢ jakiemukolwiek uszkodzeniu, patologii lub choro-
bie”?!, zostata wyjasniona w kategorii mechanizmow
hydrodynamicznych. Nadwrazliwos$¢ pojawia sig, gdy
tkanka zegbinowa jest odstonigta, a kanaliki zgbinowe
otwarte, co pozwala na przemieszczanie si¢ ptynu mig-
dzykanalikowego pod wptywem w/w bodzcow.>* Nawet
jesli wiele informacji dotyczacych etiologii nadwrazliwo-
$ci zebiny jest nieznanych lub nieudowodnionych, to
jednak, wg wielu autoréw, zjawisko zuzycia tkanki zgba
mozna rozwazac¢ w tej kategorii.>* Warstwa mazista,
bedaca sztuczng powierzchnig o grubosci okoto jednego
mikrona, sktadajaca si¢ z kolagenu i hydroksyapatytu,
jest wytwarzana przez miejscowa tkanke zebinowa i
powstaje po starciu warstwy zebiny.?> Opisywana war-
stwa pokrywa lezaca ponizej zgbing, zamykajac kanaliki
zgbinowe, ale mozna ja usunaé¢ poprzez cieranie, erozj¢
substancjami kwasnymi oraz szczotkowanie zgbow przy
uzyciu pasty.”® >’ Pomiedzy etiologia erozji zeba a nad-
wrazliwos$cig z¢biny istnieje znaczacy zwigzek. Aby
zapobiec postepowi erozji zgba, pacjentowi zaleca si¢
zmniejszenie lub wyeliminowanie kwasnych napojow
bezalkoholowych oraz sokéw wywolujacych szkodliwe
dziatanie. Czgste miejscowe stosowanie zwiazkow fluoru
o wysokim st¢zeniu moze si¢ okaza¢ korzystne w zapo-
bieganiu dalszej demineralizacji i sprzyja¢ wzrostowi
odpornosci na $cieranie spowodowane procesem erozji.”®
Badania in vitro pokazaty, ze zahamowanie deminerali-
zacji poprzez dziatanie syntetycznego hydroksyapatytu
weglanowego jest logarytmiczng funkcja stezenia fluor-
kow w roztworze.

*Laboratorium Chemii Srodowiskowej i Struktur Biologicznych (LEBSC), Wydzial Chemii ,,G.Ciamician” Uniwersytetu w Bolonii, via

Selmi 2, 40126 Bolonia, Wiochy

*Wydzial Nauk Medycznych, Uniwersytet Wschodniego Piemontu ,,Amedeo Avogadro”, via Solaroli 17, 20068 Novara,

Wtochy
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Zostato udowodnione, iz ogélnoustrojowe przyjmowanie
fluorkéw podczas procesu tworzenia zgba skutecznie
zapobiega powstawaniu prochnicy poprzez zablokowanie
demineralizacji apatytu. Zgodnie z opinig panelu NDA
(odzywianie i alergie) Europejskiego Urzedu ds. Bezpie-
czenstwa Zywnosci dawka dzienna 0,1 mg fluorku/kg
masy ciata/dzien u dzieci do 8 roku zycia moze by¢
uwazana za dawke, ponizej ktorej nie bedzie zadnego
znaczacego wystepowania umiarkowanych postaci fluo-
rozy w zgbach statych.*

Niemniej jednak nalezy uwzglednic fakt, ze fluorowana
woda, fluorkowe suplementy w diecie, fluorowane pasty
do zgbow oraz miejscowo stosowane preparaty fluoru sa
przyczyna fluorozy szkliwa zebowego.’' Ponadto ,,praw-
dopodobna dawka toksyczna” fluorku — dawka, ktora
mogtaby sktoni¢ do zastosowania leczenia i hospitalizacji
wynosi 5 mg/kg masy ciata/dzien; obecnie wiele produk-
tow dentystycznych zawiera wystarczajaca ilos¢ fluor-
kow, aby przekroczy¢ t¢ ,,prawdopodobng dawke tok-
syczna” dla matych dzieci.>

Wigkszos$¢ produktdéw i urzadzen uzywanych do prze-
ciwdziatania erozji szkliwa oraz zgbiny, jak fluorek,*
dziata bardziej poprzez zmniejszanie procesu rozpusz-
czania apatytu, niz przez celowanie w zdolnosci buforu-
jace lub promujace prawdziwag mineralizacj¢ pod postacia
krystalizacji apatytu lub odnowy utraconych zwiazkow
mineralnych.

Hydroksyapatyt jest gtdbwnym sktadnikiem tkanek zg¢bo-
wych, stanowiac 95% masy szkliwa oraz 75 % masy
z¢biny.

Faza nieorganiczna, tak jak w tkance kostnej, jest odpo-
wiedzialna za mechaniczne zachowanie tkanki zgbowe;j.
W przeciwienstwie do kosci w szkliwie i zgbinie, po
rozpuszczeniu lub starciu HA, nie moze by¢ on samo-
rzutnie odbudowany, gdyz szkliwo nie zawiera komorek,
a komorki zgbiny narastaja jedynie w kierunku miazgi.
Dlatego tez zar6wno szkliwo, jak i zebina moga zostac
odtworzone jedynie po zastosowaniu materiatéw allopla-
stycznych zapewniajacych pewien rodzaj odbudowy
protetycznej. W obliczu tej sytuacji obszary deminerali-
zacji oraz mikrometryczne zarysowania, ktore normalnie
pojawiaja si¢ na powierzchni szkliwa jako nastgpstwo
jego zuzycia i szkodliwego dziatania substancji kwasnych
(rysunek nr 1)*7, nie moga by¢ naprawione metoda biolo-
giczna.

Rysunek nr 1: Obraz z SEM pokazujacy obszary demineralizacji oraz mikrometryczne
zarysowania pojawiajace si¢ na powierzchni szkliwa zgbowego jako wynik mikrozu-
zycia i dzialania substancji kwasnych. (Powigkszenie rz¢du 4000 razy).

Badane pasty do zeb6w, poza BIOREPAIR®, ktéry za-
wiera syntetyczne mikrokrysztaly hydroksyapatytu we-
glanowego w polaczeniu z jonami cynku (MICROREPA-
IR®), zawieraja fluorki.

Opisywane mikrokrysztaty syntetycznego hydroksyapa-
tytu, ze wzgledu na swoja biokompatybilnos¢ i osteokon-
dukcje, zostaty szeroko wykorzystane do badan jako
wypetniacze kosci oraz powloki protez, co czyni z nich
wybiodrczy material pokrywajacy szeroki zakres zastoso-
wan w technikach zastepczych tkanki kostnej.*® Mikro-
krystaliczny HA, w potaczeniu ze swoimi doskonatymi
wiasciwosciami biologicznymi, jak nietoksyczno$¢ i brak

wytwarzania odpowiedzi zapalnej czy immunologicznej,
odznacza si¢ wlasciwos$ciami bioreabsorpcji w warun-
kach fizjologicznych. Opisywane wtasciwoséci mogg by¢
modulowane poprzez zmiang stopnia krystaliczno$ci, co
uzyskuje si¢ dzigki wprowadzeniu innowacyjnych metod
kontroli w stosunku do nanokrysztalow. W ostatnim
dziesigcioleciu wykorzystano zaawansowane technologie
do produkg;ji alloplastycznych materiatow biomimetycz-
nych nowej generacji, co pozwala na optymalizacje
oddziatywania z elementami biologicznymi dzigki silnej
bioaktywnosci powierzchniowej wspomnianych substan-
¢ji.* Celem niniejszej pracy jest zbadanie, przy uzyciu
metod chemiczno-fizycznych, modyfikacji in vitro struk-
tury szkliwa zgbowego wywotanych poprzez uzycie
roéznych past do zebdw, ktorym przypisuje si¢ wlasciwo-
$ci remineralizujace.

Wszystkie przebadane pasty zawierajg fluorki, z wyjat-
kiem preparatu BIOREPAIR®, ktory posiada syntetyczne,
biomimetyczne mikrokrysztaty hydroksyapatytu wegla-
nowego w polaczeniu z jonami cynku (MICROREPA-
IR®) opatentowane przez COSWELL S.p.A.

MATERIALY I METODY

Synteza mikrokrysztatdéw hydroksyapatytu weglanowego
w potaczeniu z jonami cynku (MICROREPAIR®).
Mikrokrysztaty weglanu hydroksyapatytu z podstawio-
nymi jonami cynku, nazywane MICROREPAIR®, o
wielkosci okoto 100 nm sg syntetyzowane i taczone w
mikroskupiska krysztalow zgodnie z opatentowang*’
metoda. MICROREPAIR® stanowi aktywny sktadnik
(okoto 15-20% masy) pasty do zebéw BIOREPAIR®.

Charakterystyka morfologiczna

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

Przeprowadzono réwniez badania za pomocg elektrono-
wego mikroskopu skaningowego (SEM) przy uzyciu
aparatu SEM (Jeol 840A, Jeol, Tokio, Japonia), wykorzy-
stujac elektrony wtorne przy 5 kV i 2000X.

Probki zostaly zawieszone na aluminiowych petlach i
pokryte powtoka Au-Pd o grubosci 10 nm przy uzyciu
jednostki pokrywajacej (wieza lakiernicza).

Charakterystyka strukturalna

Spektrum dyfrakcji promieniowania X otrzymano przy
uzyciu dyfraktometru proszkowego Analytical X Pert Pro
wyposazonego w detektor X’Celerator wykorzystujacy
promieniowanie Cu Ko wytwarzanego przy 40 kV i40
mA. Aparat zostat skonfigurowany na poziomie 1° od-
chylenia dla szczeliny wigzki pierwotnej oraz 0,2 mm dla
szczeliny wiazki wtdrnej. Probki przygotowano przy
uzyciu tadowanego od przodu standardowego pojemnika
aluminiowego o wymiarach 1 mm gl¢gbokos$ci, 20 mm
wysokosci i 15 mm szerokosci.

Analiza mikroskopowa widma w podczerwieni

Widma podczerwieni zostaty zarejestrowane aparatem
Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR wyposazonym w
mikroskop Perkin-Elmer Auto-image. Rozdzielczo$¢
widma wynosita 4cm-1. Rozdzielczo$¢ przestrzenna byta
rzedu 100 x 100 pm.
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Wyznaczanie okreslonego obszaru powierzchni

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

Analiza spektrofotometryczna

Zawarto$¢ zwiazkow fosforu zostata okreslona metoda
spektrofotometryczng z uzyciem kwasu molibdenowana-
dofosforanowego w 1 cm komorze kwarcowej.*
Zawarto$¢ cynku oraz wapnia zostata zmierzona metoda
optycznej spektrometrii emisyjnej (OES) z indukcyjnie
wzbudzong plazma (ICP) przy uzyciu aparatu Perkin
Elmer Optima 4200 DV.

Przygotowanie fragmentow szkliwa oraz zabiegow z
uzyciem pasty do zgbow

Fragmenty szkliwa (3 x 3mm) zostaty pobrane z po-
wierzchni miedzyzebowej zgbow przedtrzonowych usu-
nietych ze wskazan ortodontycznych.

Po ekstrakcji z¢by zostaly pocigte diamentowymi tarcza-
mi, a uzyskane fragmenty sonikowano (poddawano dzia-
taniu ultradzwigkow) przez 10 minut w 50% roztworze
etanolu, aby usung¢ wszelkie zanieczyszczenia.
Uzyskane fragmenty szkliwa wytrawiano w 37% kwasie
ortofosforowym przez 1 min, a nastgpnie kilkukrotnie
umyto elektryczng szczoteczka do zebow w wodzie
destylowanej i wysuszono powietrzem.

Kazdy fragment szkliwa byt szczotkowany trzy razy
dziennie przez okres 15 dni. Kazde mycie trwato okoto
30 sekund z 5 godzinnymi przerwami pomi¢dzy zabie-
gami. Do tego celu uzyto elektrycznej szczoteczki do
z¢bow (ze stalg sitg nacisku) z niewielkg iloscig (wielko-
$ci groszku) pasty do zgbow zwilzong woda wodociago-
wa, aby jak najwierniej odda¢ proces in vivo szczotkowa-
nia zgbow. Po kazdym myciu oddzielne fragmenty szkli-
wa czyszczono z resztek pasty do zebow za pomoca
czystej elektrycznej szczoteczki do zgbow oraz wody
wodociagowej. Po kazdym uzyciu szczoteczki do zgbow
myto w wodzie wodociagowe;j.

Porownywalne, ale odmienne fragmenty szkliwa potrak-
towano trzema réznymi pastami do zgbow, znajdujacymi
si¢ w sprzedazy, zawierajacymi fluorki (nazywanymi a,
b, ¢) oraz preparatem BIOREPAIR® (d) z MICROREPA-
IR®. Dla poréwnania dwa fragmenty szkliwa szczotko-
wano wylacznie woda wodociagows (e, f) (rysunek nr 2a,
b,c,d, e, f).

Rysunek nr 2. Zdjgcie przedstawiajace
aparat uzyty w czasie badania do
szczotkowania  fragmentow  szkliwa
zgbowego za pomoca elektrycznych
szezoteczek do zgbdw oraz roznych
rodzajow pasty.

WYNIKI

Wihasciwosci chemiczno-fizyczne MICROREPAIR®
zawartych w preparacie BIOREPAIR®. MICROREPA-
IR® stanowia aktywny sktadnik (15-20% masy) pasty do
zgboéw BIOREPAIR i sg odpowiedzialne za jej efekt
remineralizujacy.

MICROREPAIR™ s3 utworzone z nanokrysztatow hy-
droksyapatytu weglanowego wielkosci okoto 100 nm w
polaczeniu z jonami cynku; sa one syntezowane oraz
skupiane w mikrokrysztaty zgodnie metoda opatentowa-
ng przez COSWELL®.

Obraz z TEM mikroskupisk MICROREPAIR® jest
przedstawiony na rysunku nr 3.
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Rysunek nr 3. Obrazy mikroskupisk MICROREPAIR® w SEM przedstawiajace
nanostrukturalng powierzchnig powstala w wyniku wewngtrznego wzrostu nanokrysz-
tatow (linia skali = 100nm).

Obrazy mikroskupisk syntetycznych MICROREPAIR® w
TEM przedstawiajg nanostrukturalng powierzchni¢ po-
wstatg w wyniku wewngtrznego wzrostu nanokrysztatow.
Wzo6r dyfrakcji promieniowania X mikroskupisk MI-
CROREPAIR® pokazuje charakterystyczne maksyma
dyfrakcyjne apatytu w fazie pojedynczej (JCPDS 01-089-
6439), (rys. nr 4a).

Ten wzor dyfrakcji promieniowania X zostal pordwnany
ze wzorem dyfrakcji uzyskanym dla naturalnego hydrok-
syapatytu weglanowego pochodzacego z pozbawionej
bialka zebiny (rys. nr 4b).

Wzory dyfrakcyjne promieniowania X dla mikroskupisk
MICROREPAIR® utworzonych z apatytu w postaci
plytek o ksztalcie igietkowatym i wielkosci 100 nm nie
r6znig si¢ znaczaco od tych, ktdre znajduja si¢ na rys. nr
4b. To podobienstwo podkresla wiasciwosci biomime-
tyczne MICROREPAIR®.

Rozmycie pikow dyfrakcyjnych promieniowania X (rys.
nr 4a) wskazuje na wzglednie niski stopien krystaliczno-
$ci rzedu okoto 35%, bardzo zblizony do wartosci 28%
wyznaczonej ze wzoru dyfrakcji promieniowania X dla
naturalnego apatytu, co zostato przedstawione na rys. nr
4b.

MICROREPAIR® jest utworzony z mikrokrysztalow
hydroksyapatytu weglanowego i jonéw cynku ze stosun-
kiem molowym Ca/P rzedu okoto 1,6 i zawiera 5+1%
masy jonow weglanowych, ktore glownie sa podstawione
w miejsce grup fosforowych, co doktadnie wida¢ w
badaniu spektroskopowym w podczerwieni.
Szczegotowa charakterystyka chemiczno-fizyczna po-
wierzchni MICROREPAIR® zostata wykonana, aby
zbadaé syntetyczne mikroskupiska powierzchni, ktore si¢
lacza i spajaja z naturalnym hydroksyapatytem weglano-
wym z odstonigtej tkanki zgbinowej, co prowadzi do
wytworzenia reakcji chemicznej. Okreslony przez MI-
CROREPAIR® obszar powierzchni obejmuje 80 m’g™" —
nieco mniej niz 110 m’g™" uzyskanych dla nanokryszta-
16w naturalnego hydroksyapatytu weglanowego. Stosu-
nek molowy Ca/P oznaczony na powierzchni MICRO-
REPAIR® wynosi 1,4, co ujawnia zaburzenie na po-
wierzchni syntetycznego mikrokrysztatu, a to potwierdza
jego silng reaktywnosé.
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Rysunek nr 4. Wzory dyfrakcji promieniowania X mikrokrysztatow
MICROREPAIR" (a) w poréwnaniu z wzorem dyfrakcji promieniowania
X dla naturalnego hydroksyapatytu weglanowego pochodzacego z po-
zbawionej biatka zgbiny (b).
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Rysunek nr 5c

Rysunek nr 5. Wzory dyfrakcji promieniowania X uzyskane dla fragmen-
tow szkliwa czyszczonego tylko woda (a), po zastosowaniu pasty do
z¢bow zawierajacej fluorki (b). Nie ma réznic pomigdzy trzema rodzajami
uzytej pasty do zgbow, a preparatem BIOREPAIR (c). Dwa ostre piki w
pozycji 38 i 44 (2Theta) powstaty w wyniku dyfrakcji metalowego
pojemnika, w ktorym znajdowata si¢ probka.

Porownanie procesu remineralizacji uzyskanego in vitro
na powierzchni szkliwa zebowego przy uzyciu roznych
rodzajow past do zebow

Rysunek nr 5 pokazuje wzory dyfrakcji promieniowania
X na powierzchni fragmentéw szkliwa po zwyklym
szczotkowaniu z uzyciem wody (a), pasty do z¢bow z
fluorkami (b) (nie ma zadnych istotnych réznic pomi¢dzy
trzema rodzajami uzytych past do zgbow) i po zastoso-
waniu preparatu Biorepair® (c).

Mozna zauwazy¢, ze wzory dyfrakcji promieniowania X
uzyskane na powierzchni fragmentow szkliwa po szczot-
kowaniu pasta do z¢boéw zawierajacej fluorki sg iden-
tyczne jak wzory uzyskane dla szkliwa czyszczonego
tylko przy uzyciu zwyktej wody, podczas gdy we wzorze
5 (c), powstatym po zastosowaniu preparatu Biorepair,
mozna dostrzec rozszerzone maksyma dyfrakcyjne cha-
rakterystyczne dla fazy apatytowej (MICROREPAIR®),
tak jak zostato to pokazane na rysunku nr 4a.

Opisywane rezultaty pokazuja, ze po zabiegach pielggna-
cyjnych z wykorzystaniem preparatu Biorepair, na po-
wierzchni szkliwa zgbowego tworzy si¢ warstwa hydrok-
syapatytu MICROREPAIR® i pozostaje na niej nawet po
szczotkowaniu, gdyz jest chemicznie spojona z natural-
nym hydroksyapatytem weglanowym szkliwa; warstwe te
mozna lepiej uwidoczni¢ w obrazach pochodzacych z
mikroskopu elektronowego.

Zdjecia fragmentow szkliwa, uzyskane za pomoca SEM,
ktore zostaty poddane dziataniu réznych past do zebow,
sa przedstawione na rys. nr 6.

Jak mozna zauwazy¢, po zastosowaniu past do zgbow
zawierajacych fluorki, powierzchnie szkliwa nie ulegaja
prawie zadnej zmianie (rys. nr 6 ¢, d); jedynie po zasto-
sowaniu preparatu Biorepair® (rys. nr 6 e, f) na po-
wierzchni szkliwa moze powsta¢ warstwa, zlokalizowana
przede wszystkim w miejscu ubytkow tkanki zgbowe;j,
ktora tworzy bariere zapobiegajaca gromadzeniu si¢
kamienia nazgbnego oraz ptytki bakteryjnej i stanowi
prawdziwa ,,remineralizacj¢” w postaci depozytow no-
wych biomimetycznych zwigzkéw mineralnych, bardzo
podobnych budowa do elementéw sktadajacych si¢ na
fazg nieorganiczng szkliwa zgbowego.
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Rysunek nr 6c¢.

Rysunek nr 6e.

5 Rysunek nr 6f.
Rysunek nr 6b.

Rysunek i 6d.

Rysunek nr 6. Zdjecia wykonane w elektronowym mikroskopie skaningowym (SEM) przedstawiajace fragmenty szkliwa zgbowego po réznych zabiegach
czyszczacych:

- zwykla woda (a, b)

- pasta do zgbow z fluorkami (c, d)

- preparatem BIOREPAIR® (e, f)

Nazwy porownywanych past do zgbow, ktore sa najbardziej rozpowszechnione na rynku, uzytych w niniejszym badaniu nie zostaty ujawnione, w celu uniknigcia
oskarzen z tytutu oczernienia.

WNIOSKI

Szkliwo zgbowe jest najtwardsza i najbardziej zmineralizowang tkanka ludzkiego ciata. Jest zbudowane w taki sposob, aby
zachowa¢ odporno$¢ na zuzycie mechaniczne, $cieranie i dziatanie zwigzkéw chemicznych. Niemniej jednak szkodliwe
dziatanie substancji kwasnych jest jedna z glownych przyczyn utraty hydroksyapatytow szkliwa. Moze to nastapi¢ nawet w
miodym gvjeku w konsekwencji procesu metabolicznego, rozwoju plytki bakteryjnej lub po prostu spozywania pokarmow i
napojow.

W opisywanym badaniu uzyto metod chemiczno-fizycznych do oceny in vitro modyfikacji powierzchni szkliwa wywotanej,
na izolowanych fragmentach tkanki, poprzez szczotkowanie ré6znymi rodzajami pasty do zgbow, ktorym przypisuje si¢ wia-
$ciwos$ci remineralizujace.

Trzy z badanych past zawieraty fluorki (a, b, c), podczas gdy preparat BIOREPAIR® posiada syntetyczne mikrokrysztaty
MICROREPAIR® biomimetycznego hydroksyapatytu weglanowego. Wyniki tego badania pordwnano z fragmentami szkli-
wa szczotkowanymi tylko sama woda.

Zebrane dane badawcze potwierdzaja, iz pasty do zgbow zawierajace fluorki (a, b, ¢) powoduja znaczny wzrost krystaliczno-
Sci apatytu szkliwa, ktory czesciowo ulega przemianie we fluoroapatyt, odporniejszy na rozpuszczanie, ale za to bardziej
kruchy.

W przeciwienstwie do opisanej sytuacji preparat BIOREPAIR®™ powoduje trwate osadzanie sie hydroksyapatytu weglanowe-
go w obrebie apatytu szkliwa zgbowego. Opisywana powloka ma mniejsza krystaliczno$¢ niz apatyt w szkliwie, ale sktada
si¢ z nowego biomimetycznego apatytowego zwiazku mineralnego, ktory odktadajac sig¢, stopniowo wypelnia zarysowania
powierzchni i przeciwdziata szkodliwemu dzialaniu substancji kwasnych oraz bakterii. Niniejsze udokumentowane odkrycie
stanowi pierwszy proces remineralizujacy odpowiadajacy rzeczywistemu odktadaniu si¢ nowych zwigzkéw mineralnych
apatytu na zdemineralizowanym obszarze powierzchni szkliwa zegbowego.

Opisywane odkladanie si¢ syntetycznego biomimetycznego osadu apatytowego, odpornego na szczotkowanie mechaniczne,
ze wzgledu na silne wigzanie z naturalnymi krysztalami apatytu tkanki zgba, stanowi znaczng ochrong przed szkodliwym
dziataniem substancji kwasnych oraz bakterii.
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Polaczenie codziennego stosowania pasty do zebow oraz ptynu do ptukania jamy ustnej co najmniej dwa razy w tygodniu
umozliwia czasteczkom Microrepair® regularng remineralizacje szkliwa zgba. Poza dziataniem Microrepair® preparat jest
takze silng substancja antybakteryjna dzigki wolnym jonom cynku, ktore wspotdziataja razem z jonami cynku zawartymi w
Microrepair®. Opisywane jony niszcza bakterie i zapobiegaja powstawaniu ptytki nazebnej bez uzycia chlorheksydyny-
najbardziej powszechnej substancji antybakteryjnej tradycyjnie dodawanej do wszystkich preparatéw przeznaczonych do
ptukania jamy ustnej. W zwiazku z tym, ze cynk jest suplementem diety, nie ma przeciwwskazan do jego stosowania. Silne
dziatanie przeciwbakteryjne tego kompleksu Zn(PCA), zostato pokazane w trakcie ponizszego badania:

Ocena dzialania kompleksu Zn(PCA), przeciwko tworzeniu si¢ plytki nazebnej

CEL

Ocena dziatania kompleksu Zn(PCA),, w postaci bezposredniej oraz jako sktadnika ptynéw do plukania jamy ustnej, prze-
ciwko tworzeniu si¢ ptytki nazgbnej.

WYNIKI ORAZ ROZWIAZANIA DOTYCZACE POSTACI BEZPOSREDNIEJ ZWIAZKU

Przeciwbakteryjne dziatanie samego kompleksu jest wyrazone w postaci $rednicy otoczki wokot krazka.

ROZTWOR CHLORHEKSYDYNY
w maksymalnym dopuszczalnym stezeniu

ROZTWOR Zn(PCA),

WYNIKI PO UZYCIU PLYNU
DO PLUKANIA JAMY USTNEJ

PLYN DO PLUKANIA JAMY USTNEJ
BIOREPAIR Zn(PCA),

WNIOSKI

Streptococcus mutans jest jedna z bakterii powszechnie wystgpujacych w jamie ustnej, a zarazem jedna z tych odpowiedzial-
nych za proces niszczenia zgbow. Jak mozna zobaczy¢ na zdjeciach powyzej, szeroko$¢ otoczki zahamowania wzrostu bakte-
ryjnego jest taka sama w przypadku roztworu chlorheksydyny (tradycyjnie uzywanej jako substancja zapobiegajaca tworze-
niu plytki nazgbnej) w maksymalnym dopuszczalnym stezeniu, jak i roztworu Zn(PCA), (przy minimalnym dopuszczalnym
stgzeniu). Na podstawie wyraznie szerszej otoczki zahamowania wzrostu bakteryjnego, dziatania przeciwbakteryjnego oraz
zapobiegajacego tworzeniu si¢ ptytki nazebnej skutecznos¢ kompleksu Zn(PCA),, jako sktadnika produktow do pielegnacji
jamy ustnej, zostata jasno dowiedziona.

METODA

ODTWORZENIE AKTYWNOSCI SZCZEPU BAKTERYINEGO

Szczep bakteryjny Streptococcus mutans ATCC 35668 znajduje si¢ w postaci liofilizowanej w zelatynowych pastylkach, ktore sa inkubowane w temperaturze 2-
8°C. Aby dokona¢ petnego odtworzenia aktywnosci bakterii, probke nalezy umies$ci¢ w temperaturze pokojowej na kilka godzin. Nastgpnie w sterylny sposob
usung¢ zelatynowa pastylke i rozpusci¢ zawarto$¢ w 2-3 ml hodowlanej pozywki bulionowej (Tryptic Soy Broth lub Buffered Peptone Water), uzywajac ezy i
wirdwki. Inkubacja bulionu hodowlanego nie jest konieczna.

PRZYGOTOWANIE NACZYN Z HODOWLA

Przenie$¢ 1 ml bulionu zawierajacego S. mutans do szalki Petriego i posia¢ bakterie na nieselektywnym podtozu agarowym (okoto 15 ml Plate Count Agar lub
Nutrient Agar); podziat podioza agarowego musi by¢ jednorodny, aby zapewnic jak najbardziej rowny i optymalny wzrost bakterii na calej powierzchni naczy-
nia.

UMIESZCZENIE PROBKI ORAZ INKUBACJA

Po stgzeniu odzywki agarowej probke materiatu nalezy umiesci¢ w srodku krazka. W przypadku probek statych ma to by¢ 1 g materiatu; w przypadku ptynow
nalezy uzy¢ krazkow celulozowych (filtry papierowe) o $rednicy 2 cm, nasycone 1 ml roztworu probki. W obu przypadkach nalezy delikatnie nacisna¢ na
probke, aby si¢ upewni¢, ze dobrze przylega i penetruje do odzywki na drodze dyfuzji. Inkubowaé w cieplarce w temperaturze 37°C przez co najmniej 48
godzin, a nastgpnie wyjac i dokona¢ odczytu.
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REMINERALIZUJACY WPLYW NANOKRYSZTALOW HYDROKSYAPATYTU WEGLA-
NOWEGO NA TKANKE ZEBINOWA

Lia Rimondini', Barbara Palazzo?, Michele lafisco’, Lorenza Canegallo*
Federica Demarosi’, Michela Merlo‘i Norberto Roveri’

Streszczenie

Wykorzystanie specyficznych substancji remineralizuja-
cych w pastach do zgbow moze pomdc w zapobieganiu
prochnicy i leczeniu nadwrazliwosci tkanki zgbinowej. W
opisywanym badaniu wykorzystano nanotechnologi¢, aby
stworzy¢ substancj¢ wypetniajacg dla past do zebodw o
wiasciwosciach remineralizujacych.

W tagodnych warunkach zostaty zsyntetyzowane nano-
krysztaty hydroksyapatytu weglanowego o wielkosci,
budowie morfologicznej, sktadzie chemicznym i krysta-
licznosci porownywalnymi z tymi, ktore posiadajg krysz-
taty zgbiny. Efekt remineralizujacy zostat zbadany przy
uzyciu elektronowego mikroskopu skaningowego, w
ktorym ogladano pociete kawatki zgbiny wezesniej zde-
mineralizowanej za pomocg kwasu ortofosforowego.
Zastosowanie badanych tworzyw na tkanke zebinowa
pokazato proces stopniowego zamykania si¢ otwordw
kanalikow zgbinowych z wytworzeniem uszczelnienia po
10 minutach i odbudowa warstwy mineralnej po 6 godzi-
nach. Takie tempo remineralizacji wydaje si¢ by¢ kompa-
tybilne z rozwojem past do zgbow o wlasciwosciach
remineralizujacych.

Wprowadzenie

Tkanki zgbowe sa naturalnymi materiatami ztozonymi
zbudowanymi z niewielkiej liczby elementow fazy orga-
nicznej wtopionych w duzg ilo$¢ materii mineralnej
utworzonej przez hydroksyapatyt weglanowy.

Zawarto$¢ sktadnikoéw fazy nieorganicznej jest rozna w
zaleznosci od szkliwa i zgbiny, odpowiednio 90% i 65%;
podobnie jak w tkance kostnej sa one odpowiedzialne za
odporno$¢ mechaniczng z¢boéw. Niemniej jednak szkliwo
oraz z¢bina nie posiadaja samodzielnej mozliwo$ci na-
prawy, kiedy zab zostanie uszkodzony w wyniku proch-
nicy, $cierania lub ztaman. Jest to zwigzane z faktem, iz
szkliwo nie posiada zadnych komoérek, a komorki zgbiny
narastajg jedynie w kierunku miazgi [1]. Dlatego tez w
momencie kiedy szkliwo oraz z¢bina sg wystawiane na
dziatanie czynnikow §rodowiska jamy ustnej, ich odbu-
dowa jest uzalezniona od zastosowania alloplastycznych
materialow, ktore zapewniaja pewien rodzaj odnowy
protetycznej.

Celem niniejszego badania byto opracowanie niskokry-
stalicznego materiatu hydroksyapatytowego nanowielko-
$ci do regeneracji utraconych tkanek zebowych. Materia-
ly zostaty opracowane pod katem zamykania otwartych
kanalikéw z¢binowych korzenia, co ma si¢ przyczyni¢ do
stworzenia innowacyjnych past do zebow uzywanych do
leczenia nadwrazliwosci.
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Tworzywa oraz charakterystyke hydroksyapatytu wegla-
nowego (HA), o nastgpujacym wzorze stechiometrycz-
nym [Cal0(P0O4)6-X(CO3)X(OH)2], gdzie x stanowi 2-
4% masy, otrzymano droga syntezy w tagodnych warun-
kach.

Uzyskane nanokrysztaty syntetyczne zostaly scharaktery-
zowane, z uwzglednieniem budowy morfologicznej, za
pomoca TEM, XRD, FT-IR, BET, TGA oraz chromato-
grafii jonowe;.

Nastepnie wykonano zawiesing wodna materiatow (sto-
sunek wagowy HA:H20 1,5:1) i natychmiast zastosowa-
no ja na plytki zgbinowe.

Przygotowywanie plytek zebinowych i zastosowanie
materiatu

Plytki z zgbiny korzeniowej uzyskano ze Swiezych zgbow
bydta po przecigciu pitg z ostrzem diamentowym. Usu-
nigto wigzadto ozgbnowe przy uzyciu metalowego skro-
baka, a cement korzeniowy wydobyto za pomoca wiertta
diamentowego chtodzonego woda.

Zg¢bina byta wytrawiana kwasem ortofosforowym przez 1
minute, aby usungé warstwe mazistg i uwidoczni¢ kanali-
ki zgbinowe. Kwas zostal zmyty woda w spreju przez
minute, a probki pozostawiono mokre. Nastepnie na
ptytki zgbinowe naniesiono zawiesing HA przy uzyciu
szczotki. Mokre ptytki poddano inkubacji w cieplarce w
temperaturze 37°C przez okreslony czas: 10 minut, go-
dzina oraz 6 godzin, po czym probki przeptukano woda w
spreju przez minutg i wykonano zdjecie w elektronowym
mikroskopie skaningowym (SEM).

Wyniki

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

Nanokrysztaly odznaczaja si¢ dlugoscia w zakresie od 20
do 100 nm oraz gruboscig od 5 do 10 nm. Obszar po-
wierzchni wyznaczony metodg BET waha si¢ od 60 do
40 m2/g. Na rysunku nr 2 przedstawiono wzory dyfrak-
cyjne syntetycznych nanokrysztatéw HA (a) w poroéwna-
niu z elementami nieorganicznej fazy XRD tkanki z¢bi-
nowej (b). Nanometryczne rozmiary krysztatu tacznie z
jego niska krystaliczno$cig 1 podobienstwem do elemen-
tow fazy nieorganicznej z¢biny decyduja o wysokiej
bioreaktywnosci.
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Rysunek nr 1. Mikrografia
materialu w TEM.

| =

a — zdemineralizowana

¢ — 1 godzina

2 A .
d - 6 godzin

Rysunek nr 2. Wzory dyfrakcyjne dla nanaokrysztatow HA (a) oraz ‘ Rysunek nr 3. Powierzchnie tkanki zebinowej — powigkszenie rzgdu 1000X

elementdéw nieorganicznej fazy tkanki zgbinowej (b).

Na rysunku nr 2 pokazano wzory dyfrakcyjne dla synte-
tycznych nanokrysztatéw HA (a) w poréwnaniu z ele-
mentami fazy nieorganicznej XRD z¢biny (b). Nanome-
tryczne rozmiary krysztatu tacznie z jego niska krysta-
licznoscia i podobienstwem do elementéw fazy nieorga-
nicznej zgbiny decyduja o wysokiej bioreaktywnosci.

Rysunki nr 3a-d pokazuja cechy zgbiny od poczatku
badania (a- zdemineralizowana), az po probki poddane
remineralizacji po zastosowaniu materiatu po 10 minu-
tach (b), 1 godzinie (c) oraz 6 godzinach (d). Zdjecia
przedstawiajg stopniowe formowanie krysztatlow i w
konsekwencji stale zamykanie otwartych kanalikow
zgbinowych. Mozna dostrzec stopniowy wzrost warstwy
mineralnej zalezny od czasu aplikacji materiatow.

Whioski

Nanotechnologia zostala okrzyknieta jedna z najbardziej
rewolucyjnych metod wykorzystywanych do produkeji
lekow i urzadzen. Niemniej jednak obecnie niewiele
zastosowan nanotechnologii nadaje si¢ do sprzedazy [2].
W niniejszej pracy przedstawiono przyktad rozwoju
potencjalnie szeroko wykorzystywanego urzadzenia.
Nadwrazliwo$¢ zebiny jest aktualnie bardzo powszech-
nym schorzeniem zwigzanym ze wzrostem przepuszczal-
nosci tkanki zgbinowej spowodowanej przez jej demine-
ralizacj¢ [3-6]. W opisywanym badaniu udowodniono, ze
material, stosowany jako wypetniacz do pasty do zgbow,
byt zdolny do remineralizacji powierzchni zgbiny wytra-
wionej kwasem ortofosforowym; poza tym powodowat
stopniowe zmniejszenie liczby otwartych kanalikow
zgbinowych, a w ciggu kliku godzin odbudowana zostala
warstwa mineralna. Takie tempo remineralizacji wydaje
si¢ by¢ zgodne z procesem rozwoju past do zgbow posia-
dajacych takie wlasciwosci.
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Syntetyczne, biomimetyczne nanokrysztaly hydroksyapatytu weglanowego uzyte w celu remineralizacji
zerodowanej powierzchni szkliwa z¢bowego

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

STRESZCZENIE

W niniejszym badaniu nanokrysztaty nowego, syntetycz-
nego, biomimetycznego hydroksyapatytu weglanowego
(CHA) zostaly poddane testom, w celu ustalenia charak-
terystyki chemiczno-fizycznej oraz mozliwosci in vitro
remineralizacji uszkodzonej powierzchni szkliwa. Elek-
tronowa mikroskopia skaningowa i transmisyjna, dyfrak-
cja promieniowania X, charakterystyka chemiczno-
fizyczna powierzchni za pomocg spektroskopii fotoemi-
syjnej promieniowania X, mikroskopowa analiza widma
podczerwieni oraz skala mikrotwardo$ci zostaty wyko-
rzystane do oceny i przetestowania zdolnosci nanokrysz-
tatow syntetycznego hydroksyapatytu weglanowego do
produkcji biomimetycznej warstwy mineralnej na po-
wierzchni szkliwa.

Zaledwie kilkuminutowe zabiegi z wykorzystaniem
syntetycznych nanokrysztatéw CHA, prowadzone na
zdemineralizowanej powierzchni ptytek szkliwa, induku-
ja proces remineralizacji, powodujac wzrost stosunku
molarnego Ca/P z 1,1 do 1,3. Wartosci na skali mikro-
twardosci, uzyskane na zdemineralizowanej powierzchni
szkliwa, nie wykazywaly istotnej zmiany po zastosowa-
niu CHA, co miato zwiazek z odbudowa powierzchni
dzigki wzrostowi produkcji krysztalow biomimetycz-
nych.

Wiyniki badan eksperymentalnych sugeruja mozliwo$é¢
uzyskania remineralizacji szkliwa dzigki reaktywnosci
innowacyjnych nanotechnologicznych, syntetycznych
biomateriatéw przypominajacych biogeniczne sktadniki
nieorganicznej fazy szkliwa. W rzeczywistosci nano-
krysztaly hydroksyapatytu, syntezowane ,,na miarg¢” pod
wzgledem sktadu, budowy, wielkos$ci i morfologii moga
si¢ wigza¢ chemicznie na powierzchni twardych tkanek
z¢ba, wypehiaé zarysowania. Powoduje to powstawanie
biomimetycznej powloki apatytowej pokrywajacej i
ostaniajacej strukturg powierzchni szkliwa.

WPROWADZENIE

Erozja zgbowa jest procesem chemicznego zuzycia tkanki
twardej zeba bez szkodliwego udziatu bakterii. Jej zwia-
zek kliniczny jest coraz szerszy, a poza tym jest uwazana
za jedng z gtdwnych patologii zgba mogacych prowadzi¢
do dyskomfortu pacjenta, chorob przyzebia oraz prochni-
cy.

Jej etiologia zwigzana jest z ogromnym spozyciem napo-
jow bezalkoholowych, sokéw oraz napojow energetyzu-
jacych. Jednak inne Zrodta substancji kwasnych, jak leki
zawierajace syropy, srodki p/bolowe i witamina C, a
takze narazenie na dziatanie kwasow w srodowisku pracy
moga by¢ zwigzane z rozwojem erozji szkliwa zgbowego.
Mechanizmem odpowiedzialnym za uszkodzenie twardej
tkanki zebowej jest szkodliwe dziatanie substancji kwa-
$nych na kilka zewng¢trznych mikrometréw szkliwa, co w
konsekwencji prowadzi do demineralizacji i rozpuszcza-
nia zwigzkoéw mineralnych.

Glownym wyznacznikiem stopnia rozpuszczenia jest
rozpuszczalnos$é hydroksyapatytu (HA) oraz jego pH, ale
réwnie waznym jest stgzenie niezdysocjowanego kwasu,

ktore ma zwiazek ze zdolnos$cia buforujaca i obecnoscia
ostonek slinowych.

Nadwrazliwos$¢ zgbiny, okreslona przez Hollanda i
wspotautorow jako ,krotki, ostry bol powstajacy w od-
powiedzi na dziatanie typowego cieplnego, chtodzacego,
dotykowego, osmotycznego lub chemicznego bodzca na
odstonigta zebing; opisywanego bolu nie mozna przypi-
sa¢ jakiemukolwiek uszkodzeniu, patologii lub chorobie”
21 zostata wyjasniona w kategorii mechanizméw hydro-
dynamicznych. Nadwrazliwo$¢ pojawia si¢, gdy tkanka
zgbinowa jest odstonigta, a kanaliki zgbinowe otwarte, co
pozwala na przemieszczanie si¢ pltynu migdzykanaliko-
wego pod wptywem w/w bodzcow.

Nawet jesli wiele informacji dotyczacych etiologii nad-
wrazliwosci zgbiny jest nieznanych lub nieudowodnio-
nych, to jednak, wg wielu autoréw, mozna rozwaza¢ w
tej kategorii zjawisko zuzycia tkanki z¢gba. Warstwa
mazista, bedaca sztuczng powierzchnig o grubosci okoto
jednego mikrona, sktadajaca si¢ z kolagenu i hydroksya-
patytu, jest wytwarzana przez miejscowsg tkanke zebino-
wa 1 powstaje, kiedy warstwa z¢biny zostaje starta. Opi-
sywana warstwa pokrywa lezaca ponizej zgbing, zamyka-
jac kanaliki zgbinowe, ale mozna jg usuna¢ poprzez
Scieranie, erozj¢ substancjami kwasnym oraz szczotko-
waniem z¢bow z pasta. Pomig¢dzy etiologia erozji zgba a
nadwrazliwos$cia zgbiny istnieje znaczacy zwiazek. Aby
zapobiec postgpowi erozji zgba, pacjentowi zaleca si¢
zmniejszenie lub wyeliminowanie kwasnych napojow
bezalkoholowych oraz sokéw. Czgste miejscowe stoso-
wanie zwigzkow fluoru o wysokim stgzeniu moze si¢
okazac¢ korzystne w zapobieganiu dalszej demineralizacji
i sprzyja¢ wzrostowi odpornosci na $cieranie spowodo-
wang procesem erozji.

Badania in vitro pokazaty, ze zahamowanie deminerali-
zacji poprzez dziatanie syntetycznego weglanu hydrok-
syapatytu jest logarytmiczng funkcja stgzenia fluorkow w
roztworze.

Zostato udowodnione, iz ogdlnoustrojowe przyjmowanie
fluorkéw podczas procesu tworzenia zgba skutecznie
zapobiega powstawaniu prochnicy poprzez zablokowanie
demineralizacji apatytu. Zgodnie z opinig panelu NDA
(odzywianie i alergie) Europejskiego Urzedu ds. Bezpie-
czehstwa Zywnosci dawka dzienna 0,1 mg fluorku/kg
masy ciata/dzien u dzieci do 8 roku zycia moze by¢
uwazana za dawke, ponizej ktorej nie bedzie zadnego
znaczacego wystepowania umiarkowanych postaci fluo-
rozy w zgbach statych.

Niemniej jednak nalezy uwzglednic¢ fakt, ze fluorowana
woda, fluorkowe suplementy w diecie, fluorowane pasty
do zebow oraz miejscowo stosowane preparaty fluoru sa
przyczyna fluorozy szkliwa zgbowego. Ponadto ,,praw-
dopodobna dawka toksyczna” fluorku — dawka, ktora
mogtaby sktoni¢ do zastosowania leczenia i hospitalizacji
wynosi 5 mg/kg masy ciata/dzien; obecnie wiele produk-
tow dentystycznych zawiera wystarczajacg ilo§¢ fluor-
koéw, aby przekroczy¢ te ,,prawdopodobng dawke tok-
syczng” dla matych dzieci.

Wigkszos¢ produktow i urzadzen uzywanych do prze-
ciwdzialania erozji szkliwa oraz zgbiny, jak fluorek,
dziataja bardziej poprzez zmniejszanie procesu rozpusz-
czania apatytu, niz przez celowanie w zdolnosci buforu-
jace lub

*Wydziat Chemiczny ,G. Ciamician”, Uniwersytetu w Bolonii, via Selmi 2, 40126 Bolonia, Wiochy
° Wydziat Chemii Fizycznej & Elektrochemii, Uniwersytet Mediolanski, via Golgi 19, 20133 Mediolan, Wtochy
°® Wydziat Nauk Medycznych, Uniwersytet Wschodniego Piemontu ,Amedeo Avogadro”, via Solaroli 17, 20068 Novara, Wtochy
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promujace prawdziwa mineralizacje pod postacia krysta-
lizacji apatytu lub odnowy utraconych zwigzkéw mine-
ralnych.

Hydroksyapatyt jest gtownym sktadnikiem tkanek zgbo-
wych, stanowiac 95% masy szkliwa oraz 75 % masy
zgbiny.

Faza nieorganiczna, tak jak w tkance kostnej, jest odpo-
wiedzialna za mechaniczny charakter tkanki zebowej. W
przeciwienstwie do kosci w szkliwie i zgbinie, po roz-
puszczeniu HA lub jego starciu, nie moze by¢ on samo-
rzutnie odbudowany, gdyz szkliwo nie zawiera komorek,
a komorki zgbiny narastaja jedynie w kierunku miazgi.
Dlatego tez zar6wno szkliwo, jak i zebina mogg zostac
odtworzone jedynie po zastosowaniu materiatow allopla-
stycznych zapewniajacych pewien rodzaj odbudowy
protetycznej. W tej sytuacji obszary demineralizacji oraz
mikrometryczne zarysowania, ktore normalnie pojawiaja
si¢ na powierzchni szkliwa jako nastepstwo jego zuzycia
i szkodliwego dziatania substancji kwasnych (rysunek nr
1), nie moga by¢ naprawione metoda biologiczng ani
protetyczng.

Rysunek nr 1: Obraz z SEM pokazujacy obszary demineralizacji oraz mikrometryczne
zarysowania pojawiajace si¢ na powierzchni szkliwa zgbowego jako wynik mikrozu-
zycia i dzialania substancji kwasnych. (Powigkszenie rz¢du 4000 razy).

Opisywane mikrokrysztaty syntetycznego hydroksyapa-
tytu, ze wzgledu na swoja biokompatybilno$é, jak i
osteokondukcje, zostaty szeroko wykorzystane do badan
jako wypetniacze ko$ci oraz powloki protez, dzigki cze-
mu stanowig wybidrczy materiat pokrywajacy szeroki
zakres zastosowan w technikach zastepczych tkanki
kostnej. Mikrokrystaliczny HA, w potaczeniu z jego
doskonatymi wtasciwosciami biologicznymi, jak nietok-
sycznos$c¢ i brak wytwarzania odpowiedzi zapalnej czy
immunologicznej, odznacza si¢ wlasciwosciami bioreab-
sorpcji w warunkach fizjologicznych. Opisywane wia-
sciwosci moga by¢ modulowane poprzez zmiang stopnia
krystalicznosci, co uzyskuje si¢ dzigki wprowadzeniu
innowacyjnej syntezy z zastosowaniem kontroli nano-
krysztalow. W ostatnim dziesigcioleciu wykorzystano
zaawansowane technologie do produkcji alloplastycznych
materialow biomimetycznych nowej generacji, co pozwa-
la na optymalizacje oddziatywania z elementami biolo-
gicznymi dzigki silnej bioaktywnosci powierzchniowej
wspomnianych substancji. Celem niniejszej pracy jest
zbadanie mozliwosci indukcji procesu remineralizacji
szkliwa i zgbiny poprzez chemiczng interakcje¢ po-
wierzchni zgba z wykonanymi ,,na miar¢” biomimetycz-
nymi nanokrysztatami HA.

MATERIALY I METODY

Synteza nanokrysztalow hydroksyapatytu weglanowego.
Dokonano syntezy nanokrysztaldow hydroksyapatytu
weglanowego o ksztalcie ptytkowo-igietkowym i wielko-
$ci okoto 100 nm; proces odbyt si¢ zgodnie z modyfika-
cjg uprzednio zgloszonej i opatentowanej metody. Nano-
krysztaly CHA o wielkosci okoto 100 nm zostaty wytra-
cone z zawiesiny wodnej Ca(OH), (0,17 M) poprzez
powolne podawanie H;PO, (0,15 M w wodzie).

Mieszanie, przeprowadzone w temperaturze 37°C w
ciggu 12 godzin, zostato naste¢pnie wstrzymane, w celu
ulatwienia depozycji nanokrysztatow CHA. Gdy miesza-
ning pozostawiono na ponad 48 godzin w statej tempera-
turze, nanokrysztaty CHA o wielkosci 100 nm potaczyty
si¢ w krystaliczne mikroskupiska. Zsyntezowane nano-
krysztaty CHA, jak i mikroskupiska nanokrysztatoéw byly
wyizolowane poprzez filtracj¢ z cieczy macierzystej,
wielokrotnie myte, a nast¢pnie suszone w temperaturze
mrozenia. Do badania wybrano frakcje krysztatéw o
ksztalcie ptytek, posiadajaca rozmiary ziarna o wielkosci
od 100 do 150 pm.

Nanokrysztaty hydroksyapatytu weglanowego o ksztatcie
plytkowym i rozmiarze ok. 20 nm byly syntezowane wg
metody L. Sz-Chian i jego wspdtpracownikow z niewiel-
kimi modyfikacjami. Nanokrysztaty zostaty wytracone z
roztworu wodnego (NH4)P;04 (5,1 mM) poprzez powol-
ne dodanie roztworu wodnego Ca (CH;COO,) (8,5 mM),
utrzymujac warto$¢ pH na statym poziomie 10 po doda-
niu roztworu NH4OH. Mieszanie, przeprowadzone w
temperaturze 37°C w ciagu 24 godzin, zostato nastgpnie
wstrzymane, w celu utatwienia depozycji. Nanokrysztaty
CHA o wielko$ci 20 nm tworzyly mikroskupiska, po tym
jak mieszaning pozostawiono na dtuzej niz 24 godziny w
statej temperaturze. Zsyntezowane nanokrysztaty CHA i
mikroskupiska krysztatbw CHA byly wyizolowane z
roztworu drogg filtracji, powtdrnie oczyszczone i wysu-
szone w temperaturze mrozenia. Do badania wybrano
frakcje krysztatow o ksztalcie ptytek, posiadajaca rozmia-
ry ziarna o wielkosci od 100 do 150 pm.

Charakterystyka morfologiczna materiatow

Przeprowadzono badania w elektronowym mikroskopie
transmisyjnym (TEM) przy uzyciu mikroskopu elektro-
nowego Philips 100 CM. Sproszkowane probki zostaty
rozproszone za pomocg ultradzwieckéw w ultra czystej
wodzie, a nastepnie kilka kropel zawiesiny osadzono na
foli weglowej wzmocnionej miedziang mikrosiatka.

Charakterystyka strukturalna

Rentgenogram proszkowy promieniowania X otrzymano
przy uzyciu dyfraktometru proszkowego Analytical
X’Pert Pro wyposazonego w detektor X’Celerator wyko-
rzystujacy promieniowanie Cu Ka wytwarzane przy 40
kV 140 mA. Aparat zostat skonfigurowany na poziomie
1° odchylenia dla szczeliny wiazki pierwotnej oraz 0,2
mm dla szczeliny wigzki wtdrne;.

Mikroskopowa analiza widma w podczerwieni

W celu sprawdzenia sktadu materialdw, widma podczer-
wieni zostaly zarejestrowane aparatem Perkin-Elmer
Spectrum One FT-IR (Fourier Transformed-Infra Red)
wyposazonym w mikroskop Perkin-Elmer Auto image.
Rozdzielczo$¢ widma wynosita 4cm-1. Rozdzielczo$¢
przestrzenna byta rzedu 100 x 100 um. Uzyskano 32
skany widma. Skany tta zostaty uzyskane z obszaru
pozbawionego probki i przyrownane do pojedynczego
widma. Cienkie fragmenty zostaly utozone na tytanowym
oparciu i widma wspoétczynnika odbicia zostaly zebrane.
Okreslone obszary zainteresowan zostaly oznaczone przy
uzyciu mikroskopowej kamery telewizyjnej. W kazdym
przypadku wykonano oznaczenie linii odniesienia (wie-
lomianowa linia dopasowujgca) oraz wygladzenie. Anali-
za przy uzyciu techniki ATR (Ttumione odbicie we-
wnetrzne) zostata wykonana Thermo Nicolet 380 FT-IR.
Rozdzielczo$¢ widm bylta rzedu 0,01 cm-1.



Wyznaczanie okreslonego obszaru powierzchni

Pomiary zostaty wykonane aparatem Carlo Erba Sorpty
1750 poprzez pomiar absorpcji N2 przy 77 K oraz z zastosowa-
niem procedury BET.

Demineralizacja szkliwa i zabiegi z wykorzystaniem CHA:
procedury

Plytki szkliwa (3x3mm) zostaty pobrane z powierzchni miedzy-
zgbowej przedtrzonowcdw usunigtych ze wskazan ortodontycz-
nych.

Po ekstrakeji zeby zostaty pocigte diamentowymi tarczami, a
uzyskane fragmenty poddawano dziataniu ultradzwigkow przez
10 minut w 50% roztworze etanolu, aby usuna¢ wszelkie zanie-
czyszczenia.

Nastepnie omawiane plytki umyto w destylowanej wodzie i
podzielono na 5 grup:

A) Bez zadnych zabiegow

B) Wytrawiane 37% kwasem ortofosforowym przez 1 minutg
C) Wytrawiane 37% kwasem ortofosforowym przez 1 minutg i
poddane dziataniu mikroskupisk utworzonych z ptytkowo-
igietkowych nanokrysztatéw CHA o wielkosci 100 nm

D) Wytrawiane 37% kwasem ortofosforowym przez 1 minutg i
poddane dziataniu mikroskupisk utworzonych z ptytkowych
nanokrysztatow CHA o wielkosci 20 nm

Natozenie nanokrysztatéw CHA oraz mikroskupisk zostato
wykonane w nastgpujacy sposob: plytki wyciagnigto z wody,
suszono powietrzem przez minutg, nastepnie 0,2 g nanokryszta-
16w CHA i mikroskupisk zawieszono w 1 ml destylowanej
wody, ktdra natozono na powierzchnie probek na 10 minut w
temperaturze pokojowej i wzglednej wilgotnosci rzgdu 100%.
Po 10 minutach stosowania HA pozostate CHA usunigto, prze-
mywajac destylowana woda przez 10 minut, a nastgpnie wysu-
$zono.

Demineralizacja szkliwa i zabiegi z wykorzystaniem CHA:
charakterystyka analizy spektrofotometrycznej

Zawarto$¢ zwigzkow fosforu zostata okreslona metoda spektro-
fotometryczna z uzyciem kwasu molibdenowanadofosforanowe-
go w | cm komorze kwarcowej. Zawarto$¢ cynku oraz wapnia
zostala zmierzona metoda optycznej spektrometrii emisyjnej
(OES) z indukcyjnie wzbudzong plazma (ICP) przy uzyciu
aparatu Perkin Elmer Optima 4200 DV.

Spektroskopia fotoemisyjna promieniowania X (XPS)

zostata wykonana aparatem M-Probe Instrument (SSI) wyposa-
zonym w monochromatyczne zrodto Al K (1486,6 eV) ze $red-
nicg plamki §wietlnej 200 x 750 um i energia przejscia rzedu 25
eV, co daje rozdzielczosé¢ 0,74 eV. Przy monochromatycznym
zrodle uzyto przeptywowego dziata elektronowego, aby skom-
pensowac¢ narastanie dodatniego tadunku na probkach izolatora
podczas wykonywania pomiaréw. Do pomiaréw probek wyko-
rzystano warto$¢ 10 eV. Doktadnos¢ zanotowanej energii wigza-
nia (BE) zostata oceniona na 0,2 eV. Dane ilo$ciowe zostaly
rowniez doktadnie sprawdzone i powtdrzone kilkakrotnie (co
najmniej 10 razy dla kazdej probki), a odsetek btedu zostat
ustalony na poziomie + 1%.

Morfologiczna charakterystyka powierzchni szkliwa
Przeprowadzono rowniez badania za pomocg elektronowego
mikroskopu skaningowego (SEM) przy uzyciu aparatu SEM
(Jeol 840A, Jeol, Tokio, Japonia), wykorzystujac elektrony
wtorne przy 5 kV i 2000X.

Probki zostaly zawieszone na aluminiowych petlach przy uzyciu
tasm weglowych i pokryte powtoka Au-Pd o grubosei 10 nm
przy uzyciu jednostki pokrywajacej (Polaron Sputter Coater
E5100, Polaron Equipment, Watford, Hertfordshire, UK).

Mikrotwardos¢ Vickersa

Mikrotwardo$¢ Vickersa zmierzono przy uzyciu mikrotwardo-
$ciomierza (VMHT 30A/M, Leika), stosujac fadunek wciskajacy
rzedu 300 g przez 5 sekund.

Pomiar wykonano na powierzchniach miedzyzgbowych 10
przedtrzonowcow w 1,5 mm ponizej szczytowego fragmentu

powierzchni zujacej i 1,5 mm od granicy miedzy powierzchnia
miedzyzgbowa, a jezykowa lub podniebienna.

Analiza statystyczna

Oznaczenie wielkosci obszaru krystalitu HA, kierunku c, sto-
sunku Ca/P dla masy oraz powierzchni, a takze pomiar specy-
ficznego obszaru powierzchni przeprowadzono 5-krotnie dla
danego zsyntezowanego produktu. Dane zostaty przedstawione
jako wartosci $rednie + SD (odchylenie standardowe). Badania
zostaly sporzadzone w 3 egzemplarzach, a wyniki nakreslono
jako wartosci $rednie + SD (odchylenie standardowe). Uzyto
testu T Studenta oraz Wilcoxona do poréwnania odpowiednio
niezaleznych i zaleznych probek. Poziom istotnosci wyniost
95%.

WYNIKI

Synteza i charakterystyka nanokrysztalow biomimetycznego
hydroksyapatytu weglanowego

Biomimetyczne nanokrysztaly hydroksyapatytu weglanowego
zostaly zsyntezowane w prawie stechiometrycznym stosunku w
masie Ca/P rzgdu 1,6-1,7, i zawieraty 5+1% masy jonow wegla-
nowych zastepujacych przewazajace grupy fosforanowe. Nano-
krysztaty CHA zostaty utworzone w wielkosciach 100 i 20 nm
oraz w ksztalcie ptytkowo-igietkowym oraz ptytkowym. Otrzy-
many z TEM obraz ptytkowo- igietkowej budowy morfologicz-
nej syntetycznych nanokrysztatdéw o rozmiarze 20-100 nm, jest
przedstawiony na rysunku nr 2.

-
Rysunek nr 2. Zdjgcia TEM: syntetyczne nanokrysztaty CHA o rozmiarze
20 nm i ptytkowo-igietkowej budowie morfologicznej (a), syntetyczne
nanokrysztaty CHA o rozmiarze 100 nm i ptytkowo-igietkowej budowie
morfologicznej (b); syntetyczne mikroskupiska nanokrysztatow CHA o
rozmiarze 20 nm (c) i syntetyczne mikroskupiska nanokrysztatow CHA o
rozmiarze 100 nm (d); nanostruktura powierzchni uzalezniona jest od
wewngtrznego wzrostu nanokrysztatow (linia skali = 200 pm).

Nanokrysztaty CHA mogg si¢ gromadzi¢ w mikroskupiska, co
znacznie wydhuza czas dojrzewania w roztworze macierzystym
przy stalej temperaturze i mieszaniu.

Wzory dyfrakcyjne rentgenogramu proszkowego dla syntezowa-
nych nanokrysztatéw CHA o rozmiarze 20 nm o ptytkowej
budowie morfologicznej oraz dla syntetyzowanych nanokryszta-
16w CHA o rozmiarze 100 nm o ptytkowo-igietkowatej budowie
morfologicznej pokazaty charakterystyczne maksyma dyfrakcyj-
ne dla fazy pojedynczego apatytu (JCPDS 01-074-0565). Wzory
dyfrakcyjne rentgenogramu proszkowego dla syntezowanych
nanokrysztaltow CHA o rozmiarze 20 nm i 100 nm s3 odnotowa-
ne na rysunku nr 3b i ¢. Opisywane wzory s3 porownane z tymi,
ktore uzyskano dla naturalnego hydroksyapatytu weglanowego
pochodzacego z pozbawionego biatka szkliwa i z¢biny, a ktére
przedstawiaja rysunki nr 3a i d. Wzory dyfrakcyjne rentgeno-
gramu proszkowego dla mikroskupisk CHA o rozmiarze 20 nm i
ptytkowej budowie morfologicznej oraz dla tych o rozmiarze
100 nm i ptytkowo-igietkowatej budowie morfologicznej nie
r6znig si¢ istotnie od przedstawionych na rysunku nr 3bic.
Niniejsze odkrycie pokazuje, ze domena krysztalu ma ten sam
rozmiar w nanokrysztatach, jak i mikroskupiskach. Rozmycie
maksiméw dyfrakcji, przedstawione na wzorach dyfrakcji pro-
mieniowania X na rysunku nr 3, wskazuje na wzglednie niski
stopien krystaliczno$ci, ktory zostat obliczony zgodnie z po-
przednim badaniem.
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Rysunek nr 3. Wzory dyfrakcyjne promieniowania X dla naturalnego
hydroksyapatytu weglanowego pochodzacego z pozbawionej biatka
zgbiny (a), syntetycznych nanokrysztatow CHA o rozmiarze 20 nm i
plytkowej budowie morfologicznej (b), syntetycznych nanokrysztatow
CHA o rozmiarze 100 nm i ptytkowo-igietkowatej budowie morfologicz-
nej (c) oraz naturalnego hydroksyapatytu weglanowego ze szkliwa (d).

Stopien krystalicznosci syntetycznych nanokrysztatéw o
rozmiarze 20 nm i ptytkowej budowie morfologicznej
oraz tych o rozmiarze 100 nm i ptytkowo-igietkowatej
budowie morfologicznej wynosi odpowiednio 30% i
50%. Stopien krystalicznosci syntetycznych nanokryszta-
16w o rozmiarze 20 nm jest bardzo zblizony do tego
okreslonego z wzoru dyfrakcyjnego promieniowania X
dla naturalnego hydroksyapatytu z pozbawionej biatka
z¢biny

(28% - rysunek nr 3a).

Dodatkowo stopien krystalicznosci naturalnego hydrok-
syapatytu pochodzacego ze szkliwa pozbawionego biatka
wynosi 70% (rysunek nr 3). Rozmiar domeny krysztalu
razem z warto$cig kierunku c zostaty obliczone na pod-
stawie wzoru Scherrera przy uzyciu 2=26° (002) piku
dyfrakcyjnego ze wzoréw na rysunku 3a, b, c. Obliczone
rozmiary domeny krysztatu dla nanokrysztatéw CHA 20
nm, mikroskupisk CHA oraz pozbawionej biatka z¢biny
wynoszg odpowiednio 2504, 230 A 1213 A. Badanie
dyfrakcyjne promieniowania X ujawnia, ze struktura
krysztalu syntetycznych nanokrysztatbw CHA jest bardzo
podobna do tej dla naturalnego apatytu. To samo podo-
bienstwo mozna zaobserwowacé na podstawie porownania
widm FTIR dla syntetycznych nanokrysztalow CHA 20
nm i naturalnego apatytu przedstawionych na rysunkach
4aib.

Rysunek nr 4. Widma FTIR naturalnego hydroksyapatytu weglanowego z
pozbawionej biatka z¢biny (a), syntetycznych nanokrysztatow CHA 20
nm (b), syntetycznych nanokrysztatéow CHA 100 nm (c) i naturalnego
apatytu ze szkliwa (d).

Wartosci dla syntetycznych nanokrysztatéw CHA 100
nm i naturalnych apatytow ze szkliwa s przedstawione
na rysunku nr 4 ¢ i d, pokazujac charakterystyczne linie
absorpcji dla grup fosforanowych i weglanowych. Ramig
wykresu, ktore wydaje si¢ by¢ bardzo blisko linii odpo-
wiadajacej zgieciu dla O-H przy wyzszej czestotliwosci
fali (1468 cm-1) nie moze by¢ traktowane, jak zmiana
linii, ale nalezy to przypisa¢ podstawieniu grupy fosfora-
nowej (lub hydroksylowej) grupa weglanowa w struktu-
rze apatytu. Niniejsze odkrycie ujawnia, ze nanokrysztaty
CHA nie tylko zawieraja podobna ilo$¢ weglanow, ale
takze pokazuje, jak podstawienie grupa weglanowa grupy
fosforanowe;j i/lub hydroksylowej jest bardzo zblizone w
krysztatach syntetycznych i biologicznych.

W celu okreslenia wtasciwosci chemiczno-fizycznych
powierzchni nanokrysztatow, ktore bezposrednio tacza
si¢ i reaguja na eksponowang tkanke zgbows, zostata
wykonana charakterystyka powierzchni syntetycznych
nanokrysztatbw CHA. Widma ATR syntetycznych nano-
krysztatow CHA 20 nm i 100 nm, przedstawione na rys.
nr 5a i b, pokazuja % masy powierzchni, ktora stanowi
weglan, a ktory wynosi odpowiednio 4% i 3%. Stala ilos¢
weglanu w syntetycznych CHA jest istotnie wyzsza niz w
szkliwie czy zgbinie — 2% (rysunek nr 5c).

Specyficzny obszar powierzchni rzedu odpowiednio
100m2g-1 i 80m2g-1 zostal okreslony dla nanokryszta-
tow CHA 20 nm z ptytkowa budowa morfologiczng oraz
dla tych o wielkosci 100 nm i ptytkowo-igietkowatej
budowie morfologicznej. Powyzsze wartosci, uzyskane
dla nanokrysztatéw syntetycznych, sa nieznacznie nizsze
od wartosci 110m2g-1 przypisywanej nanokrysztatom
biologicznym. Stosunek molowy Ca/P na powierzchni,
okreslony przez analizy XPS dla nanokrysztalow i mikro-
skupisk CHA, jest znacznie nizszy, niz stosunek Ca/P
oznaczony w ICP w masywnym niedoborze wapnia,
prawdopodobnie na skutek zaburzen powierzchni. W
rzeczywistosci stosunek molowy Ca/P rzgdu 1,7 okreslo-
ny dla duzych iloséci nanokrysztatow CHA zmniejsza si¢
do wartosci 1,4-1,5 podczas analizy metoda XPS (tabela
nr 1). Analiza widmowych cech obszaru O 1s dla nano-
krysztatlow syntetycznych CHA 100 nm, uzyskanych
metoda XPS, pokazuje ksztalt O 1s zmieniony przez trzy
sktadniki: pierwszy — bardzo intensywny pik przy nizszej
energii wigzania BE przypisywany obecnosci tlenu w
grupie fosforanowej, drugi pik z powodu obecnosci grupy
hydroksylowej w CHA i ostatni pik przy bardzo wysokiej
BE, ktory mozna przypisa¢ uwigzionej niezdysocjowane;j
wodzie i weglanom.

iy
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(41
Rysunek nr 5. Widma ATR
T tel nanokrysztatow syntetycznych

CHA 20 nm (a), 100 nm(b),
zdemineralizowanego szkliwa za

ey pomoca 37% kwasu ortofosforo-
wego przez minutg (c) oraz
zremineralizowanego szkliwa
dzigki stosowanym zabiegom — za
pomocg syntetycznych mikrosku-
pisk nanokrysztatow CHA 100 nm
przez 10 minut (d)

Powierzchnia szkliwa potraktowanego CHA: charaktery-
styka analizy SEM pozwala zbada¢ budowe morfologicz-
ng zdemineralizowanej powierzchni szkliwa i zmian
obserwowanych po aplikacji nanokrysztatow CHA.
Podczas procedury demineralizacyjnej z uzyciem 37%
kwasu ortofosforowego przez 1 minute dochodzi do
usunigcia pryzmatycznego szkliwa i odstonigcia
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pryzmatow hydroksyapatytu. Rysunek nr 6 pokazuje
demineralizacj¢ obydwu struktur szkliwa: pryzmatycznej
i migdzypryzmatycznej. Po 10 minutach uzywania synte-
tycznych mikroskupisk CHA, ztozonych z nanokryszta-
16w 20 nm, zdemineralizowana powierzchnia czgsciowo
pokrywa si¢ elementami fazy CHA (rysunek nr 7). Pry-
zmatyczna i migdzypryzmatyczna struktura szkliwa nie
jest catkowicie ukryta.

zmatycznej struktury szkliwa.

Dla kontrastu — powierzchnia po 10 minutach od zasto-
sowania syntetycznych mikroskupisk CHA ztozonych z
nanokrysztatow 100 nm, zardwno pryzmatyczna, jak i
mi¢dzypryzmatyczna struktura szkliwa pokrywa sig¢
grubsza, bardziej jednorodng warstwa apatytowsa (rysu-
nek nr 8).

>~

Rysunek nr 7. British Soft Drinks Association Annual Report 2002-2003.
(Raport Roczny Brytyjskiego Stowarzyszenia Producentow Napojow
Bezalkoholowych 2002-2003) A Shared Responsibility. (Dzielona
odpowiedzialno$¢) The British Soft Drinks Association Ltd., 20-22
Stukeley Street, London WC2B 5LR.

Rysunek nr 8. SEM i8 Da Costa C C, Almeida I C, Costa Filho L C.
Erosive effect of an antihistamine-containing syrup on primary enamel
and its reduction by fluoride dentifrice. (Niszczacy wplyw syropu zawie-
rajgcego antyhistaming na szkliwo i jego zmniejszenie po zastosowaniu
fluorowe;j pasty do zgboéw) Int J Paediatr Dent 2006 ; 16: 174-180.

Analizy XPS cech obszaru O 1s zdemineralizowanego
szkliwa poprzez dziatanie 37% kwasu ortofosforowego
przez 1 minut¢ pokazuja pojedynczy, ale za to szerokopa-
smowy pik, z czego wynika trudno$¢ doktadnego okre-
$lenia i policzenia BE, a przez to rodzaju sktadnikow
powierzchniowych sktadnikéw tlenowych. Natomiast po
remineralizacji szkliwa syntetycznymi mikroskupiskami
CHA zawierajacymi nanokrysztaty 100 nm, po 10 minu-
tach stosowania, mozna zobaczy¢ trzy oznaczenia dla
obszaru O 1s przy roznych energiach wiazania. Opisywa-

ne sktadniki odpowiadaja tym samym trzem uzytym, by
nada¢ ksztatt O 1s po wykorzystaniu syntetycznych
mikroskupisk nanokrysztatow CHA 100 nm. Pierwszy —
bardzo intensywny pik przy nizszej energii wigzania BE
przypisywany obecnosci tlenu w grupie fosforanowej,
drugi pik z powodu obecnos$ci grupy hydroksylowej w
CHA i ostatni pik przy bardzo wysokiej BE, ktory mozna
przypisa¢ uwigzionej niezdysocjowanej wodzie i wegla-
nom. Powyzsze wyniki jednoglosnie potwierdzaja obec-
no$¢ syntetycznego CHA na powierzchni pielegnowane-
go szkliwa i konsekwentng remineralizacj¢ tkanki. Ta-
kiego samego odkrycia mozna dokona¢ na podstawie
widm ATR (rysunek nr 5d) szkliwa po 10 minutach od
zastosowania syntetycznych mikroskupisk nanokryszta-
16w CHA 100 nm, ktore pokazuja znacznie wyzsza inten-
sywno$¢ charakterystycznych pasm absorpcji dla jondw
weglanowych (przy 1420-1460 i 1680 cm-1) z uwzgled-
nieniem tych samych widm ATR dla pasm absorpcji
obecnych w zdemineralizowanym szkliwie (rysunek nr
5c¢). Brak znaczacych réznic w wygladzie 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 w weglan
niz naturalna, jak np. syntetyczne mikroskupiska nano-
krysztatow CHA 100 nm (rysunek nr 5b).

Wartosci mikrotwardosci Vickersa znajduja si¢ na rysun-
ku nr 9. Zdrowe szkliwo posiada najwyzsza warto$¢
twardosci (311,64+20,21). Twardo$¢ znaczaco 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 carbonated beverages,
coffee, sports and high energy drinks, and bottled water on the in vitro
erosion characteristics of dental enamel. (Wplyw napojow gazowanych,
kawy, napojow energetyzujacych, wody mineralnej na charakterystyki
erozji szkliwa in vitro.) J Clin Pediatr Dent 2007 ; 31: 153-159.

Twardos$¢ zdemineralizowanego szkliwa nie rézni si¢
znaczaco po zastosowaniu nanokrysztatow CHA 20 i 100
nm — odpowiednio (262,92+28,89) i (268,02+22,81).
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Analizy statystyczne nie pokazaly istotnej réznicy w
stosunku do nieznacznie podwyzszonych wartosci mikro-
twardos$ci obserwowanych po zastosowaniu CHA 100
nm, CHA 20 nm, czy oznaczonych na wytrawionym
szkliwie. Niniejsze dane sugeruja, ze syntetyczne nano-
krysztaly CHA 100 i 20 nm tworza na powierzchni
szkliwa biomimetyczna powloke apatytowa, nie tylko z
punktu widzenia sktadu chemicznego, budowy struktu-
ralnej czy morfologicznej, ale takze ze wzgledu na wia-
$ciwosci mechaniczne.

WNIOSKI

Szkliwo jest najtwardszg i najbardziej zmineralizowang
tkanka w ludzkim organizmie. Jej budowa zapewnia
odporno$¢ na uszkodzenia mechaniczne, $cieranie i dzia-
fanie czynnikéw chemicznych. W przeciwienstwie do
innych zmineralizowanych tkanek szkliwo nie posiada
bialek, pomimo tego, iz s3 one potrzebne do jego po-
wstania. Wtasciwie macierz biatkowa jest rozszczepiona
przez biatka wytwarzane przez ameloblasty podczas
tworzenia zgba; w ten sposob biatka macierzy szkliwa nie
sa wprowadzane do elementow pryzmatycznych tkanki.
Rozpad i odrodzenie si¢ biatek macierzy szkliwa jest
przyczyna, z powodu ktorej pryzmaty szkliwa, raz utwo-
rzone, nie mogg by¢ zmienione. Po utworzeniu pryzma-
tow szkliwa tylko ilo§¢ hydroksyapatytu moze si¢
zmniejszy¢ w wyniku chemicznych zmian w Srodowisku
jamy ustnej.

Szkodliwe dziatanie substancji kwasnych jest jedna z
glownych przyczyn utraty hydroksyapatytow ze szkliwa.
Moze pojawic si¢ to nawet w mtodym wieku jako konse-
kwencja metabolizmu ptytki nazgbnej lub po prostu w
wyniku spozycia pokarmow statych i napojow.

W niniejszej pracy przeprowadzono badanie in vitro
dotyczace wlasciwosci chemiczno-fizycznych nowych
biomimetycznych syntetycznych nanokrysztatdéw hydrok-
syapatytu weglanowego, w celu sprawdzenia mozliwosci
naprawy uszkodzonych powierzchni szkliwa.
Zsyntezowane 1 opisane materiaty byly zblizone pod
wzgledem chemicznym do naturalnego hydroksyapatytu,
jak pokazata to spektroskopia w podczerwieni i analiza
dyfrakeji promieniowania X. Ponadto byty one nanome-
trycznie 1 morfologicznie podobne do nanowielkos$ci
sztyletowatych krysztalow naturalnie odpowiedzialnych
za proces biomineralizacji.

Modelem eksperymentalnym, uzytym w niniejszym
badaniu, byto zdrowe szkliwo z powierzchni mi¢dzyzg-
bowej, ktore zdemineralizowano kwasem ortofosforo-
wym, a nast¢pnie nakladano na nie materiaty syntetycz-
ne, aby oceni¢ ich wlasciwosci remineralizujace.
Wybrano taki model badawczy, poniewaz whasciwosci
demineralizujace kwasu ortofosforowego sg dobrze znane
po wzgledem chemicznym i mikrohistologicznym, co jest
istotng czgscia procedur majacych na celu odbudowe
tkanki. Ograniczenie modelu badawczego stanowita
ocena interakcji chemicznej syntetycznych materiatow z
biogenicznym substratem nieorganicznym,; skupiono si¢
glownie na nanometrycznych wymiarach krysztatow, aby
oceni¢ ich wysoka reaktywno$¢ i whasciwosci taczace
(wiazace). Opisywany model wykluczat oceng innych
zmiennych obecnych podczas sytuacji klinicznych, jak
charakter $liny, ktorej sktad lub pH moga znaczaco
wplynaé na interakcje pomigdzy syntetycznymi kryszta-
fami CHA a zdemineralizowanym szkliwem.

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

w te$cie mikrotwardos$ci Vickersa. Obserwacje za pomo-
ca SEM pokazaty, ze szkliwo, nawet po potaczeniu,
zawiera amorficzny i pryzmatyczny hydroksyapatyt oraz
nieregularng powierzchnig. Uzycie kwasu ortofosforowe-
go powoduje odstonigcie pryzmatéw i utrate substancji
pryzmatycznych i migdzypryzmatycznych. Dzialanie
syntetycznych nanokrysztaldw CHA na zdemineralizo-
wane szkliwo tylko przez 10 minut powoduje rozpocze-
cie statej remineralizacji poprzez tworzenie si¢ powtoki z
hydroksyapatytu weglanowego. Opisywana powloka
powstaje w wyniku chemicznego potaczenia syntetycz-
nych nanokrysztatéw CHA (biomimetycznych pod
wzgledem sktadu, struktury, rozmiaru i budowy morfolo-
gicznej) z pryzmatycznym hydroksyapatytem powierzch-
ni szkliwa. Zastosowanie nanokrysztatéw CHA 20 nm
pozwala na mineralizacj¢ w nizszej czeSci szczeliny na
powierzchni szkliwa, ale struktury pryzmatyczne i mig-
dzypryzmatyczne wydaja si¢ by¢ tylko czgéciowo ukryte.
Przy takim samym czasie stosowanie uzycie krysztatow
100 nm powoduje powstanie jednorodnej powtoki, ktora
pokrywa pryzmatyczne i migdzypryzmatyczne elementy
szkliwa. Analizy za pomoca XPS pokazaty, iz wytrawia-
nie zmniejsza stosunek molowy Ca/P na powierzchni z
uwzglednieniem teoretycznym stosunkiem dla HA (od-
powiednio 1,11 1,67). Zastosowanie obydwu rozmiaréw
201 100 nm krysztatow CHA pozwolito na wzrost sto-
sunku molarnego Ca/P na powierzchni do wartosci 1,3,
co sugeruje istnienie remineralizujacego wptywu obu
rodzajow materiatow.

Pomiary mikrotwardo$ci Vickersa nie pokazaly znacza-
cych réznic we wlasciwosciach mechanicznych wytra-
wionej powierzchni szkliwa przed i po aplikacji obydwu
rodzajow krysztatow CHA (20 i 100 nm). Zastosowanie
nanokrysztatdéw apatytowych nie powoduje wzmocnienia
powierzchni szkliwa, jak w przypadku fluorkow, ale
pokazuje, ze opisywane krysztaty wypehiaja zerodowane
zarysowania powierzchni szkliwa, tworzac biomimetycz-
ng mineralng powtoke ochronng bez zmiany mechanicz-
nych wlasciwosci szkliwa.

Syntetyczna powtoka apatytowa uzyskana po zastosowa-
niu CHA jest cienka, i w kazdym przypadku wiaze si¢
przypadkowo z powierzchnig szkliwa bez uporzadkowa-
nej struktury spotykanej w zdrowym, zwartym szkliwie.
Powyzsze wyniki udowadniajg istnienie mozliwosci
remineralizacji szkliwa poprzez stworzenie powloki
zbudowanej z hydroksyapatytu weglanowego dzigki
aczeniu si¢ migdzy sobg syntetycznych biomimetycz-
nych nanokrysztatbw CHA, nawet jesli struktury pryzma-
tyczne szkliwa nie moga by¢ catkowicie odbudowane, ze
wzgledu na brak biatka. Aby uzyska¢ wspomniany cel,
Taczne stosowanie opisywanych nanokrysztatlow hydrok-
syapatytu weglanowego z odpowiednim rusztowaniem
(scaffold48) powinno by¢ obiecujacym postgpowaniem.

Sample O | OO | G2 | POW | N | S | Ml | CaP
T o CHA owmncryeals | 504 78 e TZE
100 w CHA samocryatals | 464 60 [ T5F - - B ]
| Iommal meed oel o B = = T T T=

aribopeapkaris acid

Eomd mesd i S | 93 3 jEE3 o1 13 B 18 3
[ Pp—

Fmmdl meed with 100 | 87 ] HE ik} T B 13 3
2z CHA mzocrytals

Tabela nr 1. Analiza XPS nanokrysztatow HA, w przypadku z¢ba po
wytrawieniu kwasem ortofosforowym i zgba po zastosowaniu nanokrysz-
tatow HA.
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Pasty do ze¢b6w i plyny do plukania jamy ustnej dostepne obecnie na rynku sa nieskuteczne w
naprawie mikropeknie¢ i zarysowan szkliwa powstajacych pod wplywem dzialania szczoteczek
do z¢bow i substancji kwasnych znajdujacych si¢ w pokarmach

BioRepair®, jedyna pasta odbudowujaca szkliwo,
jest juz dostepna takze w postaci plynu do plukania
jamy ustnej.

Od dhuzszego czasu naukowcy poszukiwali prostego i BIOREPAIR®: KOMPLETNY SYSTEM ODNOWY
skutecznego lekarstwa na problemy zwigzane z mikro- SZKLIWA

peknigciami i zarysowaniami szkliwa spowodowanymi

substancjami kwasnymi zawartymi w pokarmie i mecha- Dziatanie past Total Protection i Sensitive Teeth zostato
nicznym dziataniem szczoteczek do zebow. Opisywane juz sprawdzone, a obecnie do tych produktéw dotaczyt
mikroubytki sg cz¢sto miejscem powaznych schorzen nowy — plyn do plukania jamy ustnej - BioRepair® Plus
z¢bow, jak nadwrazliwos¢, ptytka nazgbna, kamien i Mouthwash. Dzi¢ki zawartym sktadnikom niniejszy
préchnica. Nareszcie dzieki bliskiej wspélpra- produkt gwarantuje zdecydowane dziatanie antybakteryj-

ne — poltaczenie jondow cynku, ktére znajduja si¢ w MI-
CROREPAIR® i kompleksu Zn PCA. Jednoczesne sto-
sowanie pasty BioRepair® i ptynu do ptukania jamy

cy laboratoriéw naukowych Coswell i Uni-
wersytetu w Bolonii (Laboratorium Chemii

Srodowiskowej i Struktur Biologicznych, ustnej BioRepair® Plus Mouthwash pozwala na wzmoc-
LEBSC) znaleziono rozwigzanie tego problemu: opa- nienie Twoich z¢bow i ich ochrong przed atakiem bakte-
tentowany w Europic MICROREPAIR® rii. Uzywajac BioRepair® Plus Mouthwash mozesz
réwniez fatwo czysci¢ miejsca, ktore sa niedostepne dla
OD BADAN NAUKOWYCH DO SKUTECZNOSCI szczoteczki, co zapewnia skuteczne dziatanie przeciw-

W CODZIENNYM UZYCIU

Skutecznos¢ dziatania nowej serii produktow BioRepa-
ir® oparta jest na biologicznie aktywnych mikrogranul-
kach hydroksyapatytu MICROREPAIRS®. Mikrocza-

bakteryjne w calej jamie ustnej.

RN

e N

steczki, ktore sg identyczne z naturalnymi zwigzkami VUM | SAEAR Tt e
. . . . . . . . . Zgby sa podatne na Mikrogranulki hydrok- Z BioRepair® oraz
mineralnymi, bedacymi sktadnikami szkliwa i z¢biny, i Scieranie, co jest syapatytu wnikaja w MICROREPAIR®
ktdre moga naprawié mikroskopijne defekty powierzchni przyczyng bardzo niedoskonatosci zgba. mozliwa jest naprawa
matych niedoskonatosci i szkliwa zgbowego.
qua' zarysowan szkliwa
zgbowego.
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