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1. WSTEP

1.1. Budowa histologiczna zgba

Ludzki zab zbudowany jest z wymienionych warstw tkanek [1]:
Szkliwa
Zebiny
Miazgi

Cementu

Kazda z tych struktur pelni okre$long funkcje — szkliwo chroni przed urazami i prochnica,
zgbina przewodzi bodZce, cement umozliwia umocowanie zgba w zgbodole, a miazga odzywia
zab 1 odpowiada za jego wrazliwo$¢ [1]. Szkliwo jest najtwardsza tkanka ustroju cztowieka.
Jego gtownym budulcem jest materia nieorganiczna (95%), a dokladniej krysztaly
hydroksyapatytu Caio(PO4)s(OH)2 budujace pryzmaty szkliwa. To wiasnie hydroksyapatyt
nadaje mu niezwykta twardo$¢. Pozostate 4% stanowi woda, a 1% stanowig zwigzki organiczne
- substancje miedzypryzmatyczne. Tkanka ta pochodzi z ektodermy, jest wytworem

ameloblastow [1,2].

Pod warstwa szkliwa i cementu znajduje si¢ zgbina, ktora stanowi zasadniczga mase zgba,
zardwno korony, jak i korzenia. W zgbach stalych ma barwe zottawa, a w mlecznych niebiesko-
biatg. Sktada si¢ w 70% z substancji nieorganicznych, w tym gldwnie z hydroksyapatytu, a
takze z 18% substancji organicznych tj. kolagenu, biatka i w 12% z wody. W poréwnaniu ze
szkliwem, tkanka ta jest o wiele stabsza 1 mniej twarda. Twardos¢ jej odpowiada 4-5 stopni w
skali Mohsa. Charakteryzuje si¢ specyficzng strukturg zbudowang z kanalikow, ktore
przebiegaja od miazgi do granicy szkliwno-zgbinowej. Kanaliki zgbinowe to mikroskopijne
kanaty znajdujace si¢ w obrgbie zgbiny, ktore petnig kluczowa role w przekazywaniu bodzcow
do miazgi zeba. Zawieraja one wilokna nerwowe (glownie wiokna C 1 A9), ktore sg
odpowiedzialne za percepcj¢ bolu. Gestos¢ kanalikow zebinowych ro$nie w miare zblizania si¢
do miazgi. Woda w kanalikach zg¢binowych pelni rol¢ przewodnika dla bodZcow
mechanicznych i termicznych. Odstonigte kanaliki zebinowe umozliwiajg tatwiejszy dostep dla
bodzcoéw, co prowadzi do pobudzenia zakonczen nerwowych w miazdze. Stymulacja tych
zakonczen moze wywota¢ reakcje¢ zapalng w miazdze zgba, powodujac obrzek, bol i

podraznienie. Zmiany zapalne w miazdze moga wzmaga¢ wrazliwo$¢ na bodzce [3,4].



1.2. Nadwrazliwos$¢ zebiny — rola kanalikow zebinowych

Nadwrazliwo$¢ z¢biny (Dentin Hypersensitivity, DH) to stan obnizonego progu pobudliwos$ci
zebiny, w ktorym zeby reaguja bolem na bodzce, ktére normalnie nie wywotujg reakcji
boélowej. Jest to efekt odstonigcia kanalikow zgbinowych, co prowadzi do ich ekspozycji na
bodzce mechaniczne, termiczne, chemiczne lub osmolarne [5,6]. W prawidlowych warunkach
zebina jest chroniona przez szkliwo lub cement, a po ich utracie staje si¢ wrazliwa — jest to
reakcja obronna miazgi [6—8]. Odstonigcie kanalikow zebinowych jest kluczowym czynnikiem
DH, a jego przyczynami sa m.in. prochnica, $cieranie, erozja oraz recesje dzigset [1].
Najbardziej uznawanym wyjasnieniem mechanizmu bolu jest teoria hydrodynamiczna
Brannstroma (1963) [1], zgodnie z ktorg ruch ptynéw w kanalikach zgbinowych powoduje

pobudzenie zakonczen nerwowych w miazdze [1,8—12].

Nadwrazliwo$¢ zgbiny jest powszechnym problemem wptywajacym na jako$¢ zycia pacjentow
[13]. Czesto bywa niedoszacowana przez pacjentow i klinicystow [14,15]. Moze powodowac
bol przy spozywaniu zimnych, goracych czy kwasnych pokarméw, a w ciezszych przypadkach
— unikanie higieny jamy ustnej, co sprzyja dalszym chorobom. Szacuje si¢, ze dotyczy 8-57%
dorostych, czgsciej kobiet w wieku 20—40 lat. U os6b starszych wystepuje rzadziej ze wzgledu
na odktadanie si¢ zgbiny wtornej [1,13,16].

Do rozwoju DH przyczyniaja si¢ czynniki behawioralne, dietetyczne, anatomiczne, kliniczne i
jatrogennne [10,17]. Najczesciej wystepuje w okolicy szyjek zgbowych, gldéwnie na zebach
przednich, przedtrzonowcach i pierwszych trzonowcach. Recesja dzigset, wynikajaca m.in. z
agresywnego szczotkowania, chordb przyzebia czy predyspozycji genetycznych, prowadzi do
odstoniecia zebiny korzeniowej [5,10,17]. Cienki fenotyp dzigsta sprzyja recesjom,

nadwrazliwosci 1 odktadaniu ptytki [18].

Wsrod czynnikéw zewnatrzpochodnych najwigksze znaczenie ma dieta [19,20]. Pokarmy o
niskim pH (nizszym niz 5.5) powoduja rozpuszczanie hydroksyapatytow, z ktérych zbudowane
jest szkliwo. Taka ucieczka mineraldéw powoduje ostabienie tkanek zgba 1 moze prowadzi¢
m.in. do wystgpienia nadwrazliwosci zebiny czy demineralizacji [2]. Rycina 1 przedstawia
skale pH popularnych napojow spozywanych przez nas na co dzien. Niektdre procedury
stomatologiczne réwniez moga prowadzi¢ do czasowej lub trwatej nadwrazliwos$ci zgbiny.
Zabiegi wybielajace nie sa obojetne dla tkanek zgbowych, gdyz moga powodowaé
nadwrazliwo$¢ zgbiny, a takze podraznienie btony $luzowej jamy ustnej [21]. Intensywne

usuwanie osadow 1 kamienia nazgbnego moze odstoni¢ powierzchni¢ zgbiny, co spowoduje jej



nadwrazliwos$¢. Szlifowanie zebow w celu wykonania koron lub licowek takze moze prowadzié¢

do mechanicznego otwarcia kanalikow zebinowych.
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1.3. Rola sliny w ochronie zebow

Slina odgrywa znaczacg role w zdrowiu jamy ustnej i integralnoéci zebow. Chroni przed erozja
poprzez neutralizowanie i usuwanie kwasow wewnetrznych 1 zewnetrznych, wspomaganie
tworzenia wlasnej warstwy ochronnej oraz dostarczanie substratow mineralnych do
remineralizacji poprzez utrzymanie homeostazy w przewodzie pokarmowym i jamie ustnej [8].
Jej sktadniki maja rowniez dziatanie przeciwbakteryjne. Niedostateczna ilo$¢ $liny
(kserostomia) zwigksza podatno$¢ na erozj¢ 1 uszkodzenia zgboéw, co moze prowadzi¢ do
nadwrazliwosci 1 podatnos$ci na prochnice [12]. Rycina 2 obrazuje jak zucie gumy z sorbitolem

pobudza produkcje $liny 1 wplywa po spozyciu czekolady na pH $liny [1].

Pewne zachowania lub nawyki moga nasila¢ ryzyko nadwrazliwosci wynikajace z diety.
Odwodnienie zmniejsza ilo§¢ wydzielanej $liny, co ostabia naturalne mechanizmy obronne
jamy ustnej przed kwasami, a brak wystarczajacego czasu na neutralizacj¢ kwaséw w jamie

ustnej sprzyja utrzymywaniu si¢ srodowiska o niskim pH [12].
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Rycina 2. Zucie gumy z sorbitolem, pobudzajacej produkcje $liny i wptywajacej na pH $liny

po spozyciu czekolady.
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Kliniczny r. wyd. 2008

1.4. Proces demineralizacji szkliwa

Erozja z¢bow to zlokalizowana powierzchniowa utrata twardych tkanek ze¢ba na drodze
kwasowego rozpuszczania, przyczyniaja si¢ do niej m.in. kwasy wprowadzane z pozywieniem
[2]. Erozja zgba rozpoczyna si¢ od poczatkowego zmigkczenia powierzchni szkliwa, zmniejsza
si¢ uporzadkowanie pryzmatéw szkliwnych, po czym nastepuje rozpuszczanie
hydroksyapatytow w pryzmatach, co prowadzi do utraty ich struktury i1 wytrzymatosci, a

zmigkczona warstwa utrzymuje si¢ na powierzchni pozostatej tkanki [1,2].

Raporty kliniczne pokazuja, ze ekspozycja na kwasy w potaczeniu z niewystarczajaca
wydzielaniem $liny prowadzi do zwigkszonego rozpuszczania. Efekty tych 1 innych interakcji
prowadza do trwate] wymiany jondw/substancji i reorganizacji w materiale zeba lub na jego
granicy, zmieniajac w ten sposob jego wytrzymato$¢ i strukturg. Szybko$¢ i nasilenie erozji
zaleza od podatnos$ci tkanek zebowych na rozpuszczanie. Poniewaz szkliwo zawiera mniej

rozpuszczalnego mineratu niz zebina, eroduje wolniej [22].



1.5. Prochnica

Prochnica to przewlekta, zakazna choroba bakteryjna prowadzaca do uszkodzenia tkanek
twardych zeba — szkliwa, zebiny i cementu — w wyniku demineralizacji i degradacji sktadnikéw
organicznych [1]. Do jej rozwoju niezbedne jest wspolwystepowanie kilku czynnikow:
podatnosci zgba, obecnosci cukrow w diecie, ptytki nazebnej oraz odpowiednio dlugiego czasu
ich dziatania [1,2]. Wrazliwos¢ tkanek moze wynika¢ z czynnikoéw genetycznych i
immunologicznych, powodujacych zaburzenia w tworzeniu i mineralizacji szkliwa oraz
wchtanianiu fluoru. Czynniki zewnetrzne zwigkszajace ryzyko prochnicy to m.in. wysoka
podaz cukrow w diecie matki, glgbokie bruzdy, okolice przydzigstowe, nawisajace

wypehnienia, wady zgryzu i uzupehienia protetyczne utrudniajace higieng [1,2,22].

Cukry w diecie stanowig pozywke dla bakterii ptytki nazgbnej, ktére w procesie fermentacji
wytwarzaja kwasy obnizajace pH ponizej 5, co prowadzi do demineralizacji szkliwa [1]. Plytka
nazebna (biofilm) tworzy si¢ juz po kilku minutach od mycia z¢gbow i zawiera bakterie, gtéwnie
Streptococcus mutans i Lactobacillus acidophilus, odpowiedzialne za produkcje kwasow

uszkadzajacych szkliwo [2].

Czeste spozywanie positkdbw sprzyja rozwojowi prochnicy, powodujac dhlugotrwale
zakwaszenie srodowiska jamy ustnej. Dodatkowymi czynnikami ryzyka sg choroby matki w

cigzy, niska masa urodzeniowa dziecka oraz niekorzystne warunki socjalne [19,22,23].

1.6. Zaburzenia odzywiania i ich wptyw na zeby

U os6b z zaburzeniami odzywiania zaobserwowano wigksze nasilenie prochnicy i zapalenia
dzigsetl, wyzsza czestos¢ wystepowania erozji szkliwa, wad zgryzu, zmian w jamie ustnej oraz
nadwrazliwosci zgbiny. Osoby te majg rowniez nizszy przeptyw sliny i1 pH, ktore sg czynnikami
ryzyka chorob jamy ustnej [24]. Konsekwencje tych schorzen sa wynikiem zaréwno
bezposrednich, jak i posrednich czynnikow, takich jak czgste wymioty, niedozywienie, a takze
stosowanie specyficznych diet. Denty$ci moga rozpozna¢ objawy zaburzen odzywiania
podczas rutynowych wizyt 1 odgrywa¢ wazng rol¢ w kierowaniu pacjentow na odpowiednie

leczenie oraz wczesng interwencje [23,24].

1.6.1. Bulimia nervosa

Bulimia charakteryzuje si¢ nawracajagcymi epizodami objadania si¢, po ktorych nastepuja

dziatania kompensacyjne, takie jak wymioty, stosowanie Srodkéw przeczyszczajacych lub



intensywny wysitek fizyczny. Wymioty majg szczegolnie destrukcyjny wplyw na zdrowie jamy
ustnej (Rycina 3) ze wzgledu na postepujaca erozje zebow. Z przeprowadzonych badan [25]
wynika, ze nawet u bedacych w remisji pacjentéw mozemy zaobserwowac uszkodzenia zgbow
utrzymujace si¢ jako widoczna, utrzymujaca si¢ blizna podczas remisji zaburzen odzywiania,

przypominajaca chorobg 1 jej konsekwencje [25].

Oprocz dewastujacego wptywu na zeby, osoby dotkniete bulimig moga mie¢ réwniez problemy
ze strony periodontologicznej tj. zapalenie blony Sluzowej jamy ustnej przez czesty jej kontakt
z cofajagcym si¢ kwasem zotagdkowym [18]. Kolejnym problemem moga by¢ pegkajace kaciki

ust, zwane zajadami, ktore powstajg przy niedoborze witamin z grupy B [26].

Rycina 3. State uzgbienie wykazujace powazne uszkodzenia zgbow u 40-letniej kobiety
cierpiacej na zaburzenia odzywiania od 20 lat, w tym bulimi¢ z samoistnymi wymiotami. (A)

Widok z przodu (B) Widok zwarciowy zebow szczeki

Zrodto: Niederau, C., Alman, E., Rizk, M., Becker, K., Marx, N., Coenen, F. A., Knaup, [,
Wolf, M., & Craveiro, R. B. (2025). The influence of anorexia nervosa on oral health and
related parameters potentially relevant to orthodontic treatment: a systematic review and

meta-analysis. Clinical oral investigations, 29(1), 76. https://doi.org/ 10.1007/s00784-024-

05774-4

1.6.2. Anoreksja nervosa

Anoreksja charakteryzuje si¢ celowym ograniczaniem spozycia pokarmu w celu utraty masy
ciala, co prowadzi do ci¢zkich niedoborow zywieniowych. Te niedobory majg zaréwno
ogolnoustrojowe, jak i miejscowe konsekwencje dla zdrowia jamy ustnej. Osoby cierpigce na
te chorobe¢ narazone sa na niedobory wielu witamin m.in. witaminy C, przez co moze pojawic¢
si¢ zapalenie dzigsel 1 szkorbut, objawiajacych si¢ obrzgkiem, zaczerwienieniem i

krwawieniem dzigsetl. Niedostatek witamin z grupy B i zelaza skutkuje anemig, co objawia si¢
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blednigciem i $cienczeniem btony $luzowej. Niedozywienie 1 odwodnienie zmniejszajg ilos¢
wydzielanej $liny, co prowadzi do sucho$ci w jamie ustnej 1 zwickszonego ryzyka préchnicy

oraz infekcji grzybiczych (Candida albicans) [26].

Przeprowadzono szereg badan, ktore obejmowaly analizy zdrowia jamy ustnej ogdtu pacjentow
z jadlowstretem psychicznym > 12 lat (Sredni wiek 18,4). ,Metaanaliza wykazala, ze
jadlowstret psychiczny byl zwigzany ze znacznie zwigkszonym ryzykiem prochnicy (DMFT),
nagromadzeniem ptytki nazgbnej i zapaleniem dzigset (BOP). PH i szybkos$¢ przeptywu $liny
byly znaczaco zmienione u pacjentéw z jadtowstretem psychicznym, chociaz nie wykazano

istotnego zwigzku mi¢dzy poziomami a-amylazy a jadtowstretem psychicznym.” [27].

1.6.3. Zaburzenia kompulsywnego jedzenia (BED - Binge Eating Disorder)

Osoby z BED doswiadczaja epizodow niekontrolowanego spozywania duzych ilo$ci jedzenia
w krotkim czasie, co czgsto wigze si¢ z konsumpcja produktow o wysokiej zawartosci cukrow
1 tluszczow. Czeste spozywanie cukréw prostych (stodyczy, ciast, napojow gazowanych)
sprzyja rozwojowi bakterii prochnicotwdrczych oraz grzybiczych infekcji blony §luzowej, a

kwasny pokarm w nadmiarze moze skutkowac erozja czy nadwrazliwoscia zgbow [27].

1.7. Zintegrowane mechanizmy dziatania L-argininy, CaCOs 1 KNOs w produktach do higieny

jamy ustnej

Nadwrazliwos$¢ zebiny (dentine hypersensitivity, DH) stanowi istotny problem kliniczny, ktory
wplywa na jako$¢ Zycia pacjentOw oraz stanowi wyzwanie terapeutyczne dla praktyki
stomatologicznej. Mechanizm lezacy u podstaw tego zjawiska thumaczony jest gtownie przez
teori¢ hydrodynamiczng Brinnstroma, zgodnie z ktora bodzce zewnetrzne powoduja
przemieszczanie si¢ ptynu kanalikowego, aktywujac wldkna nerwowe w obregbie zgbiny i

miazgi [28].

Skuteczno$¢ preparatéw przeznaczonych do higieny jamy ustnej w leczeniu DH zalezy od ich
zdolnosci do zamykania kanalikow zgbinowych lub obnizania pobudliwosci wiokien
nerwowych. Wsrod substancji aktywnych o udokumentowanym dzialaniu znajdujg si¢ L-
arginina, we¢glan wapnia (CaCOs) oraz azotan potasu (KNOs), ich role w zwalczaniu

nadwrazliwo$ci przedstawiono na rycinie 4. Niniejszy rozdziat prezentuje zintegrowane ujgcie
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mechanizmow ich dziatania — od poziomu molekularnego, przez wtasciwosci chemiczne, az po

dowody kliniczne [29].

L-arginina + CaCOa KNO:
ZAMYKANIE KANALIKOW DEPOLARYZAC)A NERWOW
MINERALIZACJA BLOKOWANIE SYGNALU BOLOWEGO

DZIALANIE BIOMIMETYCZNE

REDUKCJA NADWRAZLIWOSCI ZEBINY
(SZYBKI | TRWALY EFEKT)

Rycina 4. Zintegrowany mechanizm dziatania sktadnikoéw

Zrodto: opracowanie wlasne

1.7.1. L-arginina — mechanizm biologiczny i chemiczny

L-arginina to zasadowy aminokwas endogenny, petniagcy liczne funkcje fizjologiczne w
organizmie, m.in. jako prekursor syntezy tlenku azotu (NO), kreatyny, poliamin czy mocznika.
W preparatach stomatologicznych do higieny jamy ustnej L-arginina wykazuje dziatanie
wielokierunkowe — taczy witasciwosci biologiczne, chemiczne oraz funkcje wspomagajace

mikrobiologiczng rownowage jamy ustnej [29].

L-arginina dziata synergistycznie z weglanem wapnia (CaCOs), tworzac system o charakterze
biomimetycznym. Czasteczki L-argininy, jako dodatnio natladowane w warunkach
fizjologicznego pH, adsorbuja si¢ na ujemnie naladowanej powierzchni odslonigtej zgbiny,

zwlaszcza na wejSciach do kanalikow zebinowych [30].

Ta adsorpcja utatwia lokalng rekrutacje jonéw wapnia (Ca*") i fosforanowych (PO+*"), co
prowadzi do powstawania osadow mineralnych o skladzie zblizonym do naturalnego

hydroksyapatytu. Osady te wnikaja w glab kanalikoéw zebinowych i1 je trwale zamykaja,
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ograniczajac przeptyw plynu kanalikowego — glownego czynnika odpowiedzialnego za

transmisj¢ bodzcow bolowych wedlug teorii hydrodynamiczne;j.

Proces ten zachodzi stosunkowo szybko — pierwsze efekty moga by¢ widoczne juz po 1-2
dniach stosowania pasty z 8% L-argininy i CaCOs. Dodatkowo, dzigki wysokiej stabilno$ci
osadu w srodowisku kwasnym, efekt terapeutyczny utrzymuje si¢ dtugofalowo i jest odporny

na dziatanie kwasnych pokarméw czy napojow.

L-arginina bierze udziat w szlaku arginina-deiminaza (ADS), ktory jest wykorzystywany przez
niektore szczepy bakterii komensalnych (np. Streptococcus sanguinis) do produkcji amoniaku.
Produkcja ta prowadzi do lokalnego wzrostu pH w ptytce nazebnej, co przeciwdziata dziataniu
bakterii kariogennych, takich jak Streptococcus mutans, ktore preferuja sSrodowisko

kwasne [31].

W badaniach wykazano, ze dlugotrwale stosowanie past z L-argining moze prowadzi¢ do
przesunigcia sktadu mikroflory jamy ustnej w stron¢ mniej patogenng, wspierajac rownowage
mikrobiologiczng i dziatajac protekcyjnie przeciwko prochnicy. Dziatanie to jest szczegolnie

istotne u pacjentow z tendencja do powstawania ptytki nazebnej lub z niskim przeptywem $liny.

W badaniach in vitro i in vivo sugeruje si¢ rOwniez, ze L-arginina moze stymulowaé
réznicowanie 1 aktywno$¢ komorek odontoblastopodobnych oraz wspieraé procesy
regeneracyjne w obrebie zebiny. Chociaz mechanizmy te nie zostaly jeszcze w petni
potwierdzone klinicznie, stanowig interesujacy kierunek dalszych badan nad wykorzystaniem
L-argininy jako sktadnika wspierajacego remineralizacj¢ i regeneracj¢ tkanek twardych

zgba [32].

1.7.2. Weglan wapnia (CaCQOs) — mechanizm fizykochemiczny

Weglan wapnia (CaCO:s) to powszechnie stosowany sktadnik past do zebow, petnigcy zarowno
funkcje fizykochemiczne, jak i mineralizujace. Znany z wysokiej biozgodnosci, dostgpnosci
oraz korzystnych witasciwos$ci mechanicznych, stanowi jeden z kluczowych skladnikéw w

preparatach przeznaczonych do leczenia nadwrazliwosci zebiny [33].

CaCO:s wystepuje w naturze w kilku postaciach krystalicznych, z ktorych najczesciej stosowane
w stomatologii to kalcyt i aragonit. Czasteczki weglanu wapnia, obecne w pastach do zgbow,
majg zwykle posta¢ drobno zmielonego proszku o wysokiej powierzchni aktywnej, co zwigksza

ich zdolno$¢ do uwalniania jonéw wapniowych (Ca*") w srodowisku jamy ustne;j.
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W obecnosci wilgoci 1 kwasow organicznych zawartych w plytce nazebnej lub $linie, CaCOs
dysocjuje, uwalniajac jony Ca?*", ktore s3a kluczowe dla przebiegu procesow

remineralizacyjnych oraz blokowania kanalikoéw z¢gbinowych [33].

CaCO:s pelni centralng role w fizycznym zamykaniu kanalikow zebinowych. W mechanizmie
tym czasteczki weglanu wapnia, szczegdlnie w obecnosci L-argininy, osadzajg si¢ na
powierzchni zebiny 1 wnikajg do wnetrza otwartych kanalikow. Tam inicjujg proces wtornej
mineralizacji, prowadzac do tworzenia stabilnego osadu zlozonego gidwnie z hydroksyapatytu

lub podobnych faz wapniowo-fosforanowych.

Osad ten tworzy barier¢ mechaniczng, zmniejszajgc przepuszczalnos¢ ptynu kanalikowego 1
tym samym niwelujac transmisj¢ bodzcoéw bolowych. Zdolnos¢ CaCOs do zakotwiczania si¢ w
kanalikach i tworzenia silnie adhezyjnych osadéw zostata potwierdzona w licznych badaniach

z uzyciem mikroskopii skaningowej (SEM).

Jedng z zalet systemu L-arginina—CaCOs jest jego stabilno$¢ w kwasnym $rodowisku, co
odréznia go od wielu innych systemow mineralizujacych (np. fosforanowych). Osady powstate
dzieki obecnosci weglanu wapnia wykazuja odpornos¢ na dziatanie kwasoéw organicznych i nie
ulegaja tatwemu wyptukiwaniu podczas spozywania kwasnych napojow lub w wyniku
dziatania ptytki nazebnej. Dzigki temu efekt zamknigcia kanalikdéw jest nie tylko szybki, ale 1
dhugotrwaty [34].

Poza dziataniem terapeutycznym, CaCOs pelni rowniez funkcje $rodka S$ciernego i
polerujacego. Odpowiednio dobrana wielko$¢ i twardo$¢ czastek pozwalaja na skuteczne
usuwanie biofilmu i przebarwien powierzchniowych bez nadmiernego uszkadzania szkliwa.
Wspomaga to codzienng profilaktyke chorob przyzebia i prochnicy, co jest szczegolnie istotne

u pacjentdw z recesjami dzigsel, odstoni¢tg zgbing 1 predyspozycjami do nadwrazliwosci [35].

1.7.3. Azotan potasu (KNOs) — mechanizm neurofizjologiczny

Azotan potasu (KNOs) to jedna z najczesciej stosowanych substancji aktywnych w preparatach
przeznaczonych do leczenia nadwrazliwosci zgbiny. Jego dziatanie opiera si¢ na bezposrednim
oddzialywaniu na zakonczenia nerwowe znajdujace si¢ w obrebie zebiny i miazgi, dzigki czemu

wykazuje skuteczno$¢ w tagodzeniu bolu zwigzanego z nadwrazliwos$cia.

Zg¢bina zawiera liczne kanaliki wypelnione ptynem, ktére biegna od granicy szkliwno-
zgbinowej az do miazgi. W okolicy miazgi znajduja si¢ zakonczenia nerwowe widkien Ad 1 C,

odpowiedzialnych za odbieranie bodZzcéw mechanicznych, termicznych i1 osmotycznych.
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Zgodnie z teorig hydrodynamiczng Brannstroma, nagta zmiana ci$nienia w kanalikach (np. na

skutek zimna lub dotyku) powoduje przemieszczenie ptynu, co aktywuje receptory bolowe w

miazdze [36].

KNO:s po rozpuszczeniu w $linie uwalnia jony potasu (K*), ktore migruja w glab kanalikow
zebinowych 1 docierajg do zakonczen nerwowych w miazdze. Wysokie stezenie jonow K" w
otoczeniu nerwow powoduje depolaryzacje¢ ich bton komoérkowych. W wyniku tego dochodzi
do inaktywacji kanatow sodowych (Na*) zaleznych od napigcia, co skutkuje zahamowaniem

generowania i przewodzenia potencjaléw czynnosciowych.

Efektem tego procesu jest zmniejszenie pobudliwosci zakonczen nerwowych oraz redukcja
subiektywnego odczucia bolu. Mechanizm ten nie prowadzi do uszkodzenia nerwoéw ani

trwalych zmian w ich funkcjonowaniu — ma charakter odwracalny i bezpieczny.

Dziatanie KNOs rozwija si¢ stopniowo 1 zazwyczaj wymaga kilku dni do tygodnia regularnego
stosowania (2—-3 razy dziennie), zanim zostanie osiggni¢ta petna skutecznos¢. Efekty utrzymuja
si¢ tak dlugo, jak dlugo utrzymywany jest poziom K" w otoczeniu zakonczen nerwowych,

dlatego konieczna jest systematycznos¢ w stosowaniu.

Randomizowane badania kliniczne wykazatly, Zze pasty zawierajace 5% KNOs skutecznie
zmniejszaja objawy nadwrazliwosci zebiny u wigkszoSci pacjentdw, szczegdlnie w
przypadkach o umiarkowanym nasileniu. Warto jednak zaznaczy¢, ze efektywnos¢ tej terapii
moze by¢ nizsza w sytuacjach, gdy dominujagcym mechanizmem nadwrazliwosci jest
ekspozycja i przeptyw w kanalikach — w takich przypadkach zaleca si¢ stosowanie preparatéw
taczonych.
Do gtownych zalet KNOs nalezg:

. dobra tolerancja 1 brak dziatania draznigcego,

*  Dbezpieczenstwo dlugoterminowego stosowania,

. dzialanie niezalezne od stopnia mineralizacji zgbiny.
Ograniczeniami natomiast s3:

*  brak wptywu na strukturalng przyczyne nadwrazliwosci (otwarte kanaliki),

*  konieczno$¢ dlugotrwatego stosowania dla uzyskania efektu,

*  dzialanie jedynie objawowe, bez funkcji odbudowujace;.
Z tego wzgledu KNOs czgsto stanowi uzupehienie terapii fizykochemicznej (np. z L-argining

1 CaCQ0:s), a nie jej samodzielny fundament [37].
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1.7.4. Dowody kliniczne skutecznosci

Skuteczno$¢ preparatow zawierajacych L-argining, CaCOs i KNOs w leczeniu nadwrazliwosci
zgbiny zostata potwierdzona w licznych badaniach klinicznych, zaré6wno w warunkach
kontrolowanych, jak i w codziennej praktyce stomatologicznej. Ocena efektu terapeutycznego
w tego typu badaniach opiera si¢ zazwyczaj na analizie subiektywnej odpowiedzi pacjenta na
bodzce (termiczne, taktylne, osmotyczne) oraz na obiektywnych pomiarach (np. z
wykorzystaniem skali Schiff, skali VAS, testu z powietrzem lub chlodnym wodnym

aerozolem).

Randomizowane badania kliniczne wykazaly, ze pasta zawierajaca 8% L-argininy i weglan
wapnia zapewnia znaczacg redukcje objawow nadwrazliwosci juz po pierwszym tygodniu
stosowania. W pracy Cumminsa i wsp. (2009) wykazano, ze zastosowanie takiej pasty dwa
razy dziennie przez 8 tygodni pozwala na uzyskanie redukcji nadwrazliwo$ci u ponad 85%
pacjentow, co byto istotnie lepszym wynikiem w porownaniu do pasty kontrolnej zawierajacej
tylko fluorek sodu [29]. W badaniach z uzyciem mikroskopii elektronowej (SEM)
udokumentowano, ze juz po jednej aplikacji pasty z L-argining i CaCOs dochodzi do
czesciowego lub calkowitego zamknigcia kanalikow zebinowych, a efekt ten utrzymuje si¢ po
cyklicznej ekspozycji na kwasy [33]. Takie zamknigcie nie tylko redukuje przeptyw ptynu

kanalikowego, ale takze chroni zgbing przed dalszg demineralizacja.

Pasty zawierajace 5% KNOs, stosowane regularnie przez 4-8 tygodni, réwniez wykazuja
skuteczno$¢ w zmniejszaniu nadwrazliwosci zgbiny. W metaanalizie Westa 1 wsp. (2011), ktora
objeta ponad 15 randomizowanych badan klinicznych, potwierdzono statystycznie istotne
zmniejszenie odczucia bolu w odpowiedzi na bodZce zimne 1 mechaniczne u pacjentow
stosujacych KNOs, w pordwnaniu do placebo. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze efekt pojawia si¢
wolniej niz w przypadku systemow fizykochemicznych i jest w wigkszym stopniu zalezny od

systematycznos$ci stosowania [36].

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost liczby badan analizujgcych skutecznos¢ produktow
zawierajacych wiecej niz jeden aktywny sktadnik — szczegolnie polaczenia L-argininy/CaCOs
z KNOs. W badaniach klinicznych takie skojarzone formuty wykazuja:

. szybszy poczatek dzialania (czesto juz po 2—3 dniach),

+  wigkszg trwalo$¢ efektu (nawet po przerwaniu stosowania),

*  szersze spektrum dziatania (redukcja objawow zaréwno u pacjentow z aktywna

nadwrazliwoscia, jak i tych z przewlekta formg DH).

16



Z punktu widzenia lekarzy dentystow, systemy oparte na L-argininie, CaCOs i KNOs sg tatwe
do wdrozenia — nie wymagaja specjalistycznych procedur ani kosztownych zabiegéw. Moga
by¢ bezpiecznie stosowane przez pacjentow w warunkach domowych, a takze jako element
terapii wspomagajacej po zabiegach stomatologicznych (np. skaling, wybielanie, leczenie
periodontologiczne). Umozliwiajg szybkie ztagodzenie objawdéw i poprawe jakosci zycia

pacjentdw, co jest istotne w kontekscie ich wspolpracy z lekarzem i przestrzegania zalecen.

1.7.5. Znaczenie kliniczne

Zintegrowane podejscie do leczenia nadwrazliwos$ci zebiny opiera si¢ na potgczeniu substancji
czynnych o odmiennych, lecz komplementarnych mechanizmach dziatania. L-arginina i
weglan wapnia (CaCOs) wykazuja silne wilasciwosci fizykochemiczne 1 biomimetyczne,
skutecznie zamykajac kanaliki zebinowe, natomiast azotan potasu (KNOs) dziala
neurofizjologicznie, zmniejszajac pobudliwo$¢ zakonczen nerwowych w miazdze. Ich
synergizm pozwala na jednoczesne oddziatywanie na przyczyne oraz objawy nadwrazliwosci,

co czyni takie preparaty wyjatkowo skutecznymi i uniwersalnymi [31,36-38].

Mechanizmy hydrodynamiczne oraz neurogenne, lezace u podstaw nadwrazliwosci zebiny,
wymagaja wielopoziomowego podejscia terapeutycznego. L-arginina i CaCOs odpowiadajg za
szybkie 1 trwate zamykanie kanalikéw, ograniczajac ruch pltynu zgbinowego 1 zabezpieczajac
powierzchni¢ z¢biny przed dziataniem bodzcow zewnetrznych. Dodatkowo, L-arginina
wspomaga stabilizacj¢ pH oraz wspiera mikrobiom jamy ustnej. Z kolei KNOs, dziatajac na
poziomie komorkowym, zmniejsza przewodnictwo nerwowe, tagodzac dolegliwosci bolowe
niezaleznie od mineralizacji zgbiny [39,40]. Tabela 1 obrazuje mechanizm dziatania L-
argininy, CaCOs 1 KNOs.
Preparaty zawierajace te trzy substancje powinny by¢ szczegdlnie zalecane pacjentom z:

*  recesja dzigset i odstonietg zebing korzeniowa,

*  erozjami i abrazjami szkliwa,

*  po zabiegach skalingu, piaskowania lub wybielania,

*  nadwrazliwoscig pourazowa lub idiopatyczna,

*  wysokim ryzykiem prochnicy (L-arginina wspomaga utrzymanie rownowagi

mikrobiologiczne;j).

Terapia oparta na systemie L-arginina—CaCOs—KNOs; moze by¢ rdéwniez korzystna w
profilaktyce nawrotow nadwrazliwosci u osob, ktore zakonczyty leczenie periodontologiczne

lub ortodontyczne [34,40,41].
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Z klinicznego punktu widzenia, stosowanie preparatow taczonych:
»  zwicksza szanse na skuteczne ztagodzenie objawow juz po kilku dniach stosowania,
*  poprawia komfort pacjenta i zwigksza jego motywacje do utrzymania dobrej higieny
jamy ustnej,

. ogranicza konieczno$¢ bardziej inwazyjnych zabiegow.

Z punktu widzenia pacjenta kluczowa jest dostepnos$¢ preparatu, tatwos¢ stosowania oraz
szybkie odczuwalne efekty. Z tego wzgledu rekomenduje si¢, aby pasty zawierajace L-argining,
CaCOs 1 KNO:s byty stosowane codziennie, jako podstawowy element higieny jamy ustnej u

0s0b z nadwrazliwos$cia zebiny.

Nowoczesne badania nad nanotechnologia i biomateriatami moga w przyszto$ci zaowocowaé
dalszym udoskonaleniem preparatéw do leczenia DH, m.in. poprzez zastosowanie nanoform
wapnia, bioaktywnych peptydéw lub kontrolowanego uwalniania jonéw. Niemniej jednak,
aktualne dane kliniczne potwierdzaja, ze systemy oparte na L-argininie, CaCOs i KNOs nalezg

do najskuteczniejszych dostgpnych opcji terapeutycznych.
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Tabela 1. Porownanie mechanizmow dziatania L-argininy, CaCOs 1 KNO:s

Substancja

L-arginina

CaCO:s

KNOs

Mechanizm Typ dzialania
dziatania
Biomimetyczne  Fizykochemiczne,
zamykanie biologiczne
kanalikow
zgbinowych
poprzez
rekrutacje jonow
Ca?* 1 PO+
stabilizacja pH
ptytki
Dostarczanie Fizykochemiczne
jonow Ca** 1
bezposrednia
mineralizacja;
fizyczne
zamknigcie
kanalikow
zgbinowych
Depolaryzacja Neurofizjologiczne
zakonczen

nerwowych

poprzez

dostarczenie K* 1

blokowanie

przewodzenia

bodzcow

bolowych

Czas
dzialania
Szybki (od 1
dnia)

Szybki (od 1
dnia)

Wolniejszy
(kilka dni)

Efekt kliniczny

Zamykanie
kanalikow,
redukcja
nadwrazliwosc
1, profilaktyka

prochnicy

Mineralizacja
zgbiny, trwale
zamykanie

kanalikow

Redukcja bolu,
dzialanie

objawowe

Zrédto: Janczuk Z: Stomatologia zachowawcza — Zarys Kliniczny r. wyd. 2008
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1.8. Ocena skutecznosci past na nadwrazliwos¢ zebow

Liczne badania kliniczne [27,42] oceniaty skuteczno$¢ réznych past do zebéw w leczeniu
nadwrazliwosci zebinowej. W zwigzku z wysoka czestoscig wystgpowania DH oraz jej
wplywem na jakos$¢ Zycia pacjentoOw, opracowano liczne preparaty do uzytku domowego, w

tym pasty do zebow, ktorych dziatanie ukierunkowane jest na:

e Zamknigcie kanalikow zgbinowych (mechanizmy fizykochemiczne, np. tworzenie
osadéw mineralnych),
e Hamowanie przewodnictwa nerwowego (np. dziatanie jonow potasu blokujacych

repolaryzacj¢ wldkien nerwowych).

Ocena skutecznosci past przeciwko nadwrazliwo$ci zebow obejmuje zarowno parametry
subiektywne (np. skale bolu: VAS — Visual Analogue Scale, Schiff Cold Air Sensitivity Scale),
jak 1 obiektywne metody oceny (np. testy z uzyciem bodzcéw zimnych, taktylnych, ew. analiz
mikroskopowych potwierdzajacych okluzj¢ kanalikéw). Skuteczno$¢ past zalezy od ich sktadu
— najczescie] stosowane substancje aktywne to:
*  Azotan potasu (KNOs) — dziala na poziomie neurondw, redukujac pobudliwo$¢
zakonczen nerwowych.
e Zwiazki wapnia i fosforanéw (np. CaCOs, hydroksyapatyt, CPP-ACP) — przyczyniaja
si¢ do mineralizacji i zamykania kanalikow.
* Arginina — w polaczeniu z weglanem wapnia wspomaga naturalny mechanizm
naprawczy poprzez wytracanie ztogdw bogatych w wapn 1 fosfor.
*  Chlorek strontu — zamyka ujsScia kanalikow zgbinowych, blokujac przewodzenie
bodzcow bolowych; odpornos¢ krysztatkow strontu na kwasy zapewnia dlugotrwaty

efekt.

Badania kliniczne wskazuja, ze systematyczne stosowanie past o odpowiednim sktadzie przez
co najmniej 2—4 tygodnie moze prowadzi¢ do istotnego zmniejszenia objawow DH. Jednak
wyniki te moga si¢ r6zni¢ w zaleznosci od indywidualnych czynnikow pacjenta, czasu aplikacji

oraz stosowanej metodyki badan.

Ocena skutecznosci past do zebow w terapii nadwrazliwosci zgbiny powinna uwzgledniad
zardbwno komponentg biologiczng (zamykanie kanalikow, neuroregulacja), jak 1 subiektywne
odczucia pacjenta. Potrzeba dalszych badan z zastosowaniem standaryzowanych protokotéw
klinicznych 1 laboratoryjnych w celu doktadnego okreslenia trwato$ci i mechanizmu dziatania

poszczeg6lnych preparatow [43-46].
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1.9. Zastosowanie metod mikroskopowych i spektroskopowych w badaniach materiatéw

biologicznych i biomedycznych

1.9.1. Metody mikroskopowe i spektroskopowe

Metody mikroskopowe i spektroskopowe sa czgsto wykorzystywane w badaniach materiatow
biologicznych i biomedycznych. Umozliwiaja analize¢ strukturalng, funkcjonalng oraz
chemiczng probek na réznych poziomach organizacji biologicznej. Mikroskopia optyczna
stanowi jedng z podstawowych technik badawczych stosowanych w analizie biomateriatow 1
materiatow biologicznych. Dzigki réznym metodom obrazowania pozwala na oceng¢ struktury,
morfologii oraz dynamicznych proceséw zachodzacych w komorkach i tkankach. Mikroskopia
swietlna jest wykorzystywana do podstawowej obserwacji tkanek i biomateriatéw, jednak jej
zdolno$¢ rozdzielcza jest ograniczona. Mikroskopia konfokalna umozliwia uzyskanie wysokiej
jakos$ci obrazéw w trzech wymiarach, co jest szczegdlnie pomocne w badaniach tkanek oraz
analizie powierzchni biomateriatow. Z kolei mikroskopia elektronowa pozwala na badanie
struktury komorek, tkanek oraz biomateriatbw na poziomie nanometrycznym. Natomiast
mikroskopia sit atomowych (AFM, ang. atomic force microscopy) umozliwia analiz¢ topografii

powierzchni biomolekul oraz ich interakcji [47,48].

Poza technikami mikroskopowymi, w ocenie wtasciwos$ci biomateriatow szeroko stosowane sa
rézne techniki spektroskopowe. Spektroskopia fluorescencyjna to jedna z waznych metod
badan biomateriatow. Umozliwia badanie ich sktadu chemicznego, interakcji z komoérkami oraz
wlasciwosci fizykochemicznych. Spektroskopia Ramana oraz spektroskopia w podczerwieni z
transformacjg Fouriera (FTIR, ang. Fourier transform infrared spectroscopy) sa
wykorzystywane do analizy sktadu chemicznego, struktury molekularnej oraz interakcji
materialtdw z otoczeniem biologicznym. Z kolei spektroskopia dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego (EDS, ang. energy dispersive spectroscopy) pozwala na
okreslenie sktadu pierwiastkowego biomateriatow i jest stosowana gldéwnie w potaczeniu z
mikroskopig elektronowa, co umozliwia jednoczesng analize morfologii i sktadu chemicznego

badanego materiatu [49-52].

Dzigki potaczeniu metod mikroskopowych 1 spektroskopowych mozliwe jest kompleksowe
badanie biomateriatow. Przyczynia si¢ to do ich optymalizacji pod katem biokompatybilnosci,

trwato$ci 1 zastosowan w medycynie.
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1.9.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa

Mikroskopia elektronowa skaningowa (SEM, ang. scanning electron microscopy) to jedna z
najczgsciej stosowanych metod w badaniach materiatéw biologicznych i biomateriatow.
Umozliwia obserwacj¢ probek z bardzo duzg rozdzielczo$cig, znacznie przewyzszajaca
mozliwosci mikroskopii optycznej. Dzigki zastosowaniu wigzki elektronow zamiast Swiatla,
mikroskopia elektronowa pozwala na wuzyskanie szczegdélowych obrazéw struktur
komorkowych, tkanek oraz biomaterialdéw na poziomie nanometrycznym. Elektrony padaja na
powierzchnie probki, a detektory rejestruja emisj¢ wtornych elektrondw, co pozwala uzyskac
szczegblowe obrazy topografii i morfologii. SEM jest szeroko stosowana do analizy
powierzchni biomateriatow, takich jak implanty, nanostruktury, protezy, a takze powierzchni
komorek i tkanek. Dzicki SEM mozliwe jest obserwowanie szczegdtow strukturalnych, takich

jak chropowato$¢ powierzchni biomateriatu, jego interakcje z innymi materiatami [53].

W przypadku tkanek biologicznych mikroskopia elektronowa pozwala na ocene ich
ultrastruktury, co jest kluczowe dla zrozumienia ich funkcji oraz wtasciwosci mechanicznych
[54]. SEM znajduje szerokie zastosowanie w analizie biomateriatdw, takich jak materiaty
stosowane w implantach kostnych, dentystycznych czy ortopedycznych. Mikroskopia
elektronowa pozwala na oceng¢ jakosci powierzchni biomateriatu, jego porowatosci, struktury
mikro- 1 nanostrukturalnej, a takze interakcji z komdrkami. Na przyktad analiza struktury
powtok hydroksyapatytowych, stosowanych w implantach kostnych, przy uzyciu SEM
pozwala na oceng ich trwato$ci oraz zgodnosci z tkankg kostna [55]. Mikroskopia elektronowa
umozliwia rowniez badanie interakcji biomaterialéw z tkankami. Dzieki SEM mozliwe jest
szczegblowe obserwowanie, jak biomateriat przylega do tkanek, jak wchodzi w interakcje z
tkankami oraz jak tkanki zmieniajg swoja morfologi¢ w odpowiedzi na obecnos¢ biomateriatu
[56]. Mikroskopia elektronowa daje roéwniez mozliwo$¢ badania materialow w  skali
nanometrycznej, co jest szczegllnie istotne w przypadku biomaterialdow o strukturze
nanostrukturalnej np. nanoczastki s3 wykorzystywane w dostarczaniu lekow. SEM pozwala na
analizowanie tych materialdow na poziomie atomowym, co umozliwia precyzyjne dopasowanie

ich wlasciwosci do konkretnych zastosowan w medycynie [57].
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1.9.3. Mikrospektroskopia Ramana

Mikrospektroskopia Ramana jest zaawansowang technika analityczna, ktora znajduje szerokie
zastosowanie w badaniach materiatéw biologicznych i biomedycznych. Wykorzystuje ona
zjawisko rozpraszania Ramana, polegajace na nieelastycznym rozpraszaniu §wiatla przez
czasteczki, co pozwala na uzyskanie informacji o ich strukturze chemicznej, wigzaniach
molekularnych oraz interakcjach w probkach [58]. W kontekscie biologicznym i
biomedycznym spektroskopia Ramana posiada wiele zalet. Jest miedzy innymi metoda
nieinwazyjng (probki moga by¢ wielokrotnie badane) oraz umozliwia badanie materiatu w
stanie naturalnym, bez wstepnego przygotowania probek [59]. Mikrospektroskopia Ramana
umozliwia badanie sktadu chemicznego tkanek, np. identyfikacje lipidéw, biatek czy kwasow
nukleinowych [60]. Jest wykorzystywana w diagnostyce medycznej, na przykiad do
réznicowania tkanek zdrowych od patologicznych [61,62]. W inzynierii tkankowej i
projektowaniu implantow metoda ta pozwala na ocen¢ interakcji miedzy biomateriatami a
tkankami  biologicznymi, np. monitorowanie  procesOw  osseointegracji  [63].
Mikrospektroskopia Ramana jest rowniez uzywana do badania rozmieszczenia lekow w

tkankach [64].

W stomatologii spektroskopia Ramana znajduje zastosowanie m.in. w analizie budowy szkliwa
1 zebiny oraz w wykrywaniu zmian patologicznych, takich jak prochnica, co czyni ja cennym
narzedziem zaréwno w diagnostyce, jak 1 w badaniach nad materiatami dentystycznymi.
Umozliwia szczegdtowa analize sktadu chemicznego tkanek twardych zgba, w szczegdlnosci
zawartosci sktadnikow mineralnych, takich jak hydroksyapatyt, oraz komponentéw
organicznych, np. kolagenu [65]. Dzigki wysokiej rozdzielczo$ci spektralnej] mozliwe jest
identyfikowanie zmian w mineralizacji, co ma istotne znaczenie dla oceny wytrzymatosci i
odpornosci mechanicznej tkanek zeba [66]. Jednym z kluczowych zastosowan tej metody jest
wczesne wykrywanie prochnicy. Spektroskopia Ramana pozwala na identyfikacj¢ zmian
chemicznych w szkliwie, takich jak utrata mineraléw czy obecno$¢ zwigzkow porfirynowych
(produktow przemiany materii bakterii) jeszcze przed pojawieniem si¢ zmian widocznych w
tradycyjnych metodach obrazowania. Ponadto technika ta umozliwia ocen¢ stopnia
uporzadkowania struktur szkliwa, co ma istotne znaczenie w diagnostyce prochnicy. W
tkankach objetych demineralizacja obserwuje si¢ zmniejszenie uporzadkowania krysztatow
apatytu [66-68]. Spektroskopia Ramana znajduje takze zastosowanie w charakteryzacji
materiatlow stomatologicznych, w tym wypetnien 1 innych biomaterialdéw stosowanych w
praktyce klinicznej [69-71]. Metoda ta pozwala réwniez na monitorowanie procesOw
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remineralizacji szkliwa po zastosowaniu past lub preparatow fluorowych. Widma Ramana
pozwalaja wskaza¢ zmiany w zawarto$ci sktadnikow mineralnych, co ma istotne znaczenie w

ocenie skutecznosci terapii profilaktycznych przeciwko prochnicy [67].

1.9.4. Spektroskopia dyspersji energii

Spektroskopia dyspersji energii jest wszechstronnym narzedziem w badaniach biologicznych i
biomedycznych, umozliwiajagcym precyzyjng analize sktadu pierwiastkowego tkanek i
biomateriatow. EDS jest metoda stosowang w potaczeniu z mikroskopig elektronowa, ktora
umozliwia identyfikacje 1 ilo§ciowa analize skladu pierwiastkowego materiatéw na poziomie
mikro- i nanoskali. W badaniach materiatow biologicznych i biomedycznych EDS znajduje
zastosowanie dzigki swojej zdolnosci do szybkiego mapowania pierwiastkow w probkach, co
pozwala na oceng ich struktury chemicznej i interakcji z otoczeniem. Metoda ta opiera si¢ na
detekcji charakterystycznych promieni X emitowanych przez atomy probki pod wplywem
wiazki elektronow, co dostarcza informacji o obecnosci i rozmieszczeniu pierwiastkow takich

jak wapn, fosfor, tlen czy metale ciezkie [72].

EDS jest szeroko stosowana do badania mineralizacji tkanek, takich jak kosci i zgby, gdzie
pozwala na ocen¢ zawarto$ci wapnia, fosforu oraz stosunku Ca/P w hydroksyapatycie. Na
przyktad w badaniach kosci technika ta umozliwia wykrywanie zaburzen mineralizacji
zwigzanych z osteoporozg [73]. W stomatologii EDS wykorzystuje si¢ do analizy szkliwa i
zgbiny, co pozwala na ocen¢ zmian w sktadzie pierwiastkowym wywolanych prochnica lub
procesami remineralizacji [74]. W inzynierii tkankowej 1 implantologii EDS stuzy do analizy
polaczenia migdzy biomaterialami np. tytanowymi implantami, a tkankg biologiczng. Metoda

dostarcza informacji o procesach osseointegracji i biokompatybilnosci materiatu [75].

2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest ocena wlasciwosci eksperymentalnej pasty do zebéw w kontekscie
przeciwdziatania nadwrazliwosci zebow poprzez: (1) ograniczanie demineralizacji szkliwa i
zgbiny, (2) zamykanie kanalikow zebinowych oraz (3) ocene ich reakcji na roztwor

demineralizujacy jako model srodowiska sprzyjajacego nawrotom nadwrazliwosci.

24



3. HIPOTEZA BADAWCZA

Eksperymentalna pasta hamuje demineralizacj¢ szkliwa skuteczniej niz produkty
poréwnawcze. Pasta z 8% L-argininy, CaCOs i KNOs skuteczniej zamyka kanaliki zebinowe
oraz jest bardziej odporna na dzialanie roztworu demineralizacyjnego niz referencyjne

produkty.

4. MATERIALY I METODY
4.1. Materiaty
4.1.1. Zeby

Material do badan stanowito 20 zebow przedtrzonowych. Na rycinie 5. widoczne sa
przyktadowe zgby usuniete ze wskazan ortodontycznych. Kazdy z zebdéw zostal wielokrotnie
przebadany z wykorzystaniem technik mikroskopowych 1 spektroskopowych. Pomiary
prowadzono w réznych miejscach na powierzchni szkliwa oraz zgbiny. Po wytrawieniu w
czesci zebow zaobserwowano zmiany wskazujace na demineralizacj¢ szkliwa, dlatego zostaty
one potraktowane jako odrebna grupa badawcza. Zeby podzielono na cztery grupy: do
pierwszej grupy zakwalifikowano pig¢ zegboéw ze zmianami w strukturze szkliwa po
wytrawieniu, na ktore natozono paste eksperymentalng; druga grupa obejmowata pie¢ zgbow
bez zmian w szkliwie, na ktore aplikowano paste odniesienia; w trzeciej grupie znalazto si¢
pig¢ zgbow bez zmian w strukturze szkliwa, na ktore rdéwniez naniesiono paste
eksperymentalng, natomiast czwarta grupe stanowito pig¢ zgbow bez zmian w szkliwie,
pozostawionych bez natoZenia pasty. Przedstawione w pracy wyniki, na przyktad z mikroskopii
elektronowej, sg reprezentatywne i zostaly wybrane sposrod wielu obrazéw uzyskanych na
badanym materiale. Przygotowywanie oraz selekcjonowanie materiatu badawczego wykonano
w Gabinecie Stomatologicznym Euro-dent w Kotobrzegu. Kazdy zab zostal poddany
dezynfekcji w 96% roztworze etanolu oraz oczyszczony z materiatu organicznego za pomoca
szczoteczki 1 gumki. Oczyszczone, umyte 1 osuszone zgby poddano doktadnej ocenie stanu
szkliwa wykorzystujagc metode wizualno-dotykowa w oswietleniu lampy bezcieniowej unitu

stomatologicznego.
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Rycina 5. Ze¢by przed przecigciem

Zrodto: opracowanie wlasne

4.1.2. Przygotowanie zebow do badan

W pracowni Zaktadu Szklarskiego Staniewicz w Kotobrzegu kazdy z zebow zostal przeciety
poprzecznie. Wykorzystano pit¢ przeznaczong do cigcia szkta i mineralow. Miata ona tarcze
tnaca o galwanicznym nasypie diamentowym, aplikowanym elektrochemicznie z chtodzeniem
wodnym. W trakcie przecinania korony zg¢ba trzymano go za pomocg iglotrzymacza, aby

zachowac wszelkie zasady BHP.

4.1.3. Zastosowane preparaty
4.1.3.1. Pasta eksperymentalna

Paste przygotowano na podstawie literatury [42]. Przygotowano dwie rézne pasty rdznigce si¢
zastosowang krzemionka. Autorzy w cytowanej pracy uzyli krzemionki — nie wiadomo o jakiej
wielkosci czgstek, poniewaz nie podano tego w tekscie. Obie pasty roznig si¢ rodzajem

krzemionki oraz jej zawarto$cia.

Do przygotowania 50 ml pasty zawierajacej 5% azotanu potasu oraz 8% L-argininy i weglanu

wapnia wykorzystano materialy wymienione w Tabeli 2. W pierwszym etapie 4,0 g argininy
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(Sigma Aldrich) dodano do roztworu zawierajacego 0,6 g weglanu wapnia (Sigma Aldrich)
rozpuszczonego w 40 ml wody dejonizowanej. Roztwor mieszano za pomoca mieszadla
magnetycznego. Nastepnie dodano 2,5 g azotanu potasu (Sigma Aldrich) oraz 10 ml gliceryny
(Fisher Scientific). Aby poprawi¢ zwilzalno$¢ 1 uzyskaé pozadang konsystencj¢, powoli
wprowadzono 1,5 g karboksymetylocelulozy (Sigma Aldrich) oraz 6 g krzemionki (Syloid 244,
Grace). Potem catos¢ dodatkowo zhomogenizowano w automatycznym ucieraku

mozdzierzowym (Pulverisette 2, Fritsch) z misg agatowa poprzez ucieranie przez 3 minuty.

Po przygotowaniu pasty zmierzono jej pH za pomoca cyfrowego pH-metru (Schott
Instruments). pH uzyskanej pasty miescito si¢ w zakresie 8-9. Gotowa mase¢ zapakowano do

tuby i przechowywano w lodowce przez 24 godziny (Rycina 6).

Rycina 6. Pasta eksperymentalna

Zrodto: opracowanie wlasne

Analogicznie przygotowano rowniez drugg past¢ zawierajaca 13 g krzemionki Silica gel 60
(63-200 pm, nr serii 349049/1 1195, Fluka). Pomimo wstepnej wzglednej homogenicznosci
mieszanki, do osiggniecia ktorej wymagane byto dodanie znacznie wigkszej ilosci krzemionki,

po 24 godzinach zaobserwowano wyrazne rozdzielenie warstw. Swiadczg one o duzej
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niestabilnosci uktadu, zatem kompozycja nie zostata

(Rycina 7).

Tabela 2. Sktad przygotowanej pasty.

zakwalifikowana do dalszych badan

Zwiazek Zawartos¢
wiaze Nr serii Producent
w 50 ml pasty
L-Arginina 40¢g K54947448 418 | Sigma Aldrich
Weglan wapnia bezwodny >99% | 0,6 g MKCQ5591 Sigma Aldrich
Azotan potasu > 99% 25¢g MKCR3008 Sigma Aldrich
Woda dejonizowana 40 ml - -
Glicerol > 99 % 10 ml 2065117 Fisher Scientific
Karboksymetyloceluloza sodowa ) )
1,5¢g MKCP3002 Sigma Aldrich
Mw c.a. 90 000
Krzemionka Syloid 244 (8,3 um) |6 ¢ 1000314674 Grace

Zrodlo: Mohammadipour, H. S., Bagheri, H., Babazadeh, S., Khorshid, M.,

Shooshtari, Z., & Shahri, A. (2024). Evaluation and comparison of the effects of a new
paste containing 8% L-Arginine and CaCO3 plus KNO3 on dentinal tubules occlusion

and dental sensitivity: a randomized, triple blinded clinical trial study. BMC oral

health, 24(1), 507. https://doi.org/10.1186/s12903-024-04298-3
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Rycina 7. Rozdzielenie warstw pasty eksperymentalnej

Zrodlo: opracowanie wlasne

4.1.3.2. Pasta referencyjna

Pasta odniesienia Sensodyne Ultraszybka Ulga zostata opracowana z mys$la o zapobieganiu
nadwrazliwosci zeboéw. Gléwnym sktadnikiem czynnym odpowiedzialnym za dziatanie
przeciwbolowe jest octan strontu, ktéry dziata poprzez mechaniczne blokowanie kanalikéw
zgbinowych, ograniczajac w ten sposob przewodzenie bodzcoéw bolowych do miazgi zeba. W
sktadzie pasty znajduja si¢ rowniez substancje pomocnicze i wspomagajace, takie jak: woda,
sorbitol, uwodniona krzemionka, gliceryna, sol sodowa kwasu tluszczowego kokosowego i
tauryny, oraz guma ksantanowa, odpowiadajace za wiasciwg konsystencje, wilgotnos$¢ i
lepkos$¢ preparatu. Obecnos¢ dwutlenku tytanu nadaje pascie biaty kolor. Produkt zawiera
réowniez fluorek sodu w stezeniu 1040 ppm, ktdry wspomaga proces remineralizacji szkliwa i
zapobiega rozwojowi prochnicy. W skladzie znajduja si¢ rOwniez substancje aromatyzujace (w
tym limonen), stodzace (sacharyna sodowa) oraz konserwujace (propyloparaben sodowy i

metyloparaben sodowy).

29



4.1.3.3. Sztuczna slina

W celu odtworzenia warunkéw zblizonych do tych panujacych w jamie ustnej cztowieka, zeby
zostaly umieszczone w roztworze nasladujagcym ludzkg sling. Roztwor ten zostat opracowany
we wspoOlpracy z dr inz. Zuzanng Buchwald z Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki
Poznanskiej. Przygotowano sztuczng $ling typu SAGF, ktéra nie zawierala skladnikoéw
organicznych, takich jak biatka, ani zwigzkow siarki, jak siarczki [76,77]. Sktad roztworu
sztucznej $liny w przeliczeniu na jeden litr przedstawiat si¢ nast¢pujaco: 125,6 mg NaCl, 630,8
mg NaHCOs, 963,9 mg KCl, 654,5 mg KH2POs, 189,2 mg KSCN, 200 mg mocznika, 227,8 mg
CaCl2x2H-0, 763,2 mg Na:SOa oraz 178 mg NH4Cl. pH roztworu utrzymywano na poziomie

6,8, co odpowiada fizjologicznym warunkom panujgcym w jamie ustne;j.

4.1.3.4. Roztwor demineralizacyjny

W celu uzyskania kontrolowanej demineralizacji szkliwa przygotowano specjalny roztwor
demineralizacyjny. Zostal on opracowany we wspotpracy z dr inz. Zuzanng Buchwald z
Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej, na podstawie dostgpnych Zrédet
naukowych [78,79]. Roztwor zawierat 2,2 mM chlorku wapnia (CaClz), 2,2 mM fosforanu sodu
(NaH2POs) oraz 0,05 M kwasu octowego (CHs:COOH). Aby uzyska¢ odpowiednie pH na
poziomie 4,4, dodano 1 M roztwor wodorotlenku potasu (KOH). Takie pH zapewniato

skuteczne demineralizowanie zdrowego szkliwa.

Zgodnie z zaleceniami literaturowymi, [78,79] zgby byly zanurzone w tym roztworze przez 96
godzin, co pozwolilo na uzyskanie ubytkéw w szkliwie o giebokosci okoto 200 mikrometrow,
poréwnywalnych z tymi obserwowanymi w przypadku préchnicy naturalnej. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze w przeciwienstwie do procesu zachodzacego w jamie ustnej, w tym modelu nie
uwzgledniono obecnosci zwigzkdéw organicznych i bakterii, ktére rowniez odgrywaja istotng
role w rozwoju prochnicy. W trakcie calego procesu regularnie monitorowano wartos¢ pH

roztworu, ktora pozostata stosunkowo stabilna i po uptywie 96 godzin nadal byta nizsza niz 5.
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4.2. Wykorzystane metody pomiaru

4.2.1. Mikroskopia cyfrowa

Do zobrazowania badanych zgbéw wykorzystano mikroskop cyfrowy Magnus Prestige FHD
(TAGRANO, Dania). Urzadzenie to wyposazone jest w kamere o rozdzielczosci Full HD
1080p, ktora umozliwia rejestrowanie bardzo szczegdélowych obrazéw z doskonalym
odwzorowaniem koloréw i ostros$ci. Mikroskop oferuje zakres powigkszen od 1,7x do 53x oraz
pole widzenia od 11 mm do 290 mm, co pozwala na wszechstronng obserwacj¢ zaréwno
wiekszych, jak 1 drobnych struktur. Badania wykonano w Instytucie Badan Materialowych i

Inzynierii Kwantowej Politechniki Poznanskie;.

4.2.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM), spektroskopia dyspersji energii (EDS)

Obrazy SEM mikrostruktury powierzchni szkliwa i zgbiny na kazdym etapie modyfikacji
wykonano za pomocg mikroskopu VEGA 3 (TESCAN, Czechy), pracujacego przy napieciu
przyspieszajacym 10 kV. Mikroskop SEM byt sprz¢zony z systemem EDS (Bruker, Niemcy).
Na kazdej powierzchni szkliwa i zebiny wykonano od 10 do 15 obrazéw w réznych
powigkszeniach, na kazdym etapie modyfikacji. Obrazy przedstawione w pracy maja charakter
reprezentatywny. Spektroskopia dyspersji energii zostala wykorzystana do analizy zawarto$ci
1 rozmieszczenia pierwiastkow w strukturze zgboéw, w tym do potwierdzenia obecnosci
badanego materiatu w szkliwie 1 zgbinie. Badania wykonano w Instytucie Budownictwa
Politechniki Poznanskiej. Analiz¢ sktadu pierwiastkowego przeprowadzono w 10 punktach na
powierzchni szkliwa oraz w 10 punktach na powierzchni ze¢biny, na kazdym etapie modyfikacji.
Przedstawione w pracy wyniki stanowig $rednie wartosci uzyskane z tych pomiaréw dla

kazdego etapu modyfikacji.

4.2.3. Spektroskopia Ramana

Oceng struktury szkliwa i zgbiny na kazdym etapie modyfikacji przeprowadzono za pomoca
mikrospektroskopu Ramana inVia (Renishaw, Wielka Brytania). Do analizy spektroskopowe;j
wykorzystano laser o dlugosci fali 785 nm. W pomiarach zastosowano siatke dyfrakcyjna o
gestosci 1200 linii/mm. W celu wyznaczenia wspotczynnika depolaryzacji, umozliwiajacego

ocen¢ stopnia uporzadkowania struktury szkliwa, rozproszenie Ramana rejestrowano w
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polaryzacji liniowej z uzyciem polaryzatora oraz plytki potfalowej, pozwalajacej na zmiang
kierunku polaryzacji $wiatla rozproszonego. W przypadku analizy pozostatych parametrow,
pomiary prowadzono bez zastosowania elementéw polaryzacyjnych. Badania koncentrowatly
si¢ na rejestracji pasma Ramana przy 959 cm—1, ktére jest wrazliwe na polaryzacj¢ wiazki
laserowej 1 zwigzane z drganiami grupy fosforanowej w krysztale hydroksyapatytu. Podczas
rejestracji widm, wigzka lasera byla ogniskowana na powierzchni szkliwa za pomoca
mikroskopowego obiektywu Leica o powigkszeniu 50x. Procedura ta pozwalata na
minimalizacj¢ wplywu nieregularnosci powierzchni szkliwa na intensywno$¢ sygnatu Ramana.
Analiza zmian w strukturze szkliwa i1 zebiny zostata przeprowadzona z wykorzystaniem
mapowania ramanowskiego. Wszystkie mapy Ramana rejestrowano w réznych obszarach o
identycznych wymiarach 100 x 100 pm, z rozdzielczo$cig przestrzenng 10 um. Kazda mapa
obejmowata 121 punktéw pomiarowych (widm). Na kazdym etapie modyfikacji wykonano
tacznie 6 map: po 3 na powierzchni szkliwa 1 3 na powierzchni zebiny w réznych polaryzacjach

wiazki rozproszone;.

4.3. Analiza statystyczna

W celu okreslenia statystycznie istotnych roznic w wartosciach wspotczynnika depolaryzacji,
wyznaczonego na podstawie wynikdéw spektroskopii Ramana dla szkliwa i zebiny po nalozeniu
pasty (po wytrawianiu - w przypadku zebow bez aplikowania pasty) i po demineralizacji,
przeprowadzono test t-Studenta oraz jednoczynnikowgq analiz¢ wariancji (ANOVA) z post-hoc
testem Tukey’a dla porownan wielokrotnych. Analizy poprzedzono weryfikacja normalnosci
rozktadu (test W Shapiro-Wilka) oraz jednorodno$ci wariancji (test Levene’a). Poziom
istotnosci a ustalono na 5%. Obliczenia wykonano z uzyciem programu Statistica 13.3 (TICBO

Software).

5. PRZEBIEG BADAN I WYNIKI
5.1. Przebieg badan

Przeprowadzone badania zostaly podzielone na kilka etapow. W pierwszym etapie, wybrane i
przecigte zgby zostaly poddane analizie przy uzyciu mikroskopii optycznej, skaningowe;j
mikroskopii elektronowej (SEM), spektroskopii dyspersji energii (EDS) oraz spektroskopii
Ramana. Zastosowanie tych metod pozwolito potwierdzi¢, Ze badane powierzchnie zgbow byty
wolne od zanieczyszczen, a szkliwo oraz zebina nie wykazywaty oznak zmian prochnicowych.

Etap ten pozwolit rowniez na potwierdzenie, ze kanaliki zebinowe pozostawaly zamknigte.
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W drugim etapie badan, w celu odstoni¢cia kanalikéw zebinowych, zeby zanurzono na 30
sekund w wytrawiaczu Gel Etchant firmy Kerr (Wtochy), zawierajacym 37,5% kwasu
fosforowego. Nastepnie, w celu usunigcia pozostatosci wytrawiacza, probki poddano dziataniu
ultradzwigkéw w wodzie dejonizowanej. Mimo tego, na powierzchni cze$ci zebow
obserwowano obecno$¢ resztek wytrawiacza. W takich przypadkach wykonano ponowne
wytrawianie. Po wytrawieniu, probki zebow zostaly poddane analizom przy uzyciu metod
SEM, EDS oraz spektroskopii Ramana. W cz¢éci zgbow po wytrawieniu zaobserwowano
zmiany wskazujace na demineralizacje szkliwa. Dlatego zeby te potraktowano jaka osobng

grupe badawcza.

W etapie trzecim, zeby podzielono na cztery grupy:

*  Grupa L. 5 zebow, ktore wykazaty zmiany w strukturze szkliwa po wytrawianiu oraz na
ktére natozono paste eksperymentalna,

*  Grupall 5 zgbow, ktore nie wykazaty zmian w strukturze szkliwa po wytrawianiu oraz
na ktore nalozono paste odniesienia,

*  Grupa III. 5 zebow, ktore nie wykazaty zmiany w strukturze szkliwa po wytrawianiu
oraz na ktdre naniesiono past¢ eksperymentalng,

*  GrupalV.5 zgbow ktore nie wykazaty zmian w strukturze szkliwa po wytrawianiu oraz

pozostawiono czyste, bez natozenia pasty.

Obie pasty byty aplikowane codziennie przez 10 minut przez okres tygodnia. W trakcie tego
procesu, zeby byly zanurzone w sztucznej $linie, aby w pelni symulowa¢ warunki panujace w
jamie ustnej. Po zakonczeniu aplikacji past, zgby zostaly przeplukane woda dejonizowana.

Nastepnie przeprowadzono analiz¢ z uzyciem wyzej wymienionych metod.

W ostatnim, czwartym etapie, wszystkie zgby =zostaly zanurzone w roztworze
demineralizacyjnym w celu wywolania sztucznego procesu prochnicowego. Po tym procesie,

probki zostaty ponownie poddane analizie za pomoca SEM, EDS oraz spektroskopii Ramana.
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5.2. Wyniki

Etap 1 — ocena powierzchni szkliwa i zebiny zebow przed wytrawianiem
Mikroskopia optyczna

Na rycinach 8-11 przedstawiono zdj¢cia wybranych zgbow, z kazdej z grup I-IV, wykonane za
pomoca mikroskopu optycznego. Istotng dla prowadzonych badan powierzchnig byta
powierzchnia przekroju. We wszystkich przypadkach, oprécz szkliwa, na tej powierzchni
widoczna byta rowniez z¢bina. Kazdy z badanych zebow wykazywal pewne uszkodzenia, takie
jak ubytki czy peknigcia. Nalezy jednak podkresli¢, ze analizie mikroskopowej i
spektroskopowej poddano wylacznie te obszary, ktore wizualnie nie wykazywaty $ladow

uszkodzen ani oznak zmian préchnicowych.

Rycina 8. Obraz wybranego z¢ba z grupy I uzyskany za pomoca mikroskopu optycznego.
Zrodlo: opracowanie wiasne
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Rycina 9. Obraz wybranego z¢ba z grupy Il uzyskany za pomocg mikroskopu optycznego.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 10. Obraz wybranego z¢ba z grupy III uzyskany za pomoca mikroskopu optycznego.

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rycina 11. Obraz wybranego z¢ba z grupy IV uzyskany za pomocg mikroskopu optycznego.

Zrodto: opracowanie wlasne
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Skaningowa mikroskopia elektronowa

Na rycinach 12-15 przedstawiono obrazy reprezentatywnych zebow z grupy I-1V uzyskane za
pomocag mikroskopii elektronowej. Na kazdym zdj¢ciu widoczny jest pelny przekrdj zeba
(Rycina 12a—15a) oraz obszar obejmujacy zaréwno szkliwo, jak i zebine (Rycina 12b—15b).
Ryciny 12c—15c przedstawiaja powierzchnig szkliwa, natomiast 12d—15d powierzchni¢ z¢biny.
Dzigki zastosowaniu mikroskopii elektronowej mozliwe bylo uzyskanie szczegdélowych
obrazow kanalikow zebinowych. We wszystkich przypadkach zaobserwowano, ze kanaliki te

sg zamknigte. W zwigzku z tym zdecydowano si¢ na wytrawienie z¢bow w celu ich otwarcia.
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SEM MAG: 21 x | View field: 129 mm | | | | ||| ||| VEGA3 TESCAN SEM MAG: 2.00 kx | View field: 138 ym 1L
WD: 14.52 mm Det: BSE 2 mm 4 WD: 14.47 mm Det: BSE | 20 ym
SEM HV: 10.0kV | Date(m/dly): 09/04/24 n SEM HV: 10.0kV | Date(m/dly): 09/04/24 | n

s

SEM MAG: 5.00 kx View field: 55.4 pm VEGA3 TESCAN SEM MAG: 5.00 kx View field: 55.4 ym VEGA3 TESCAN
WD: 14.50 mm Det: BSE 10 pm & Wb: 14.52 mm Det: BSE 10 pm ¥
SEM HV: 10.0 kV Date(m/dly): 09/04/24 n SEM HV: 10.0 kV Date(m/d/y): 09/04/24 ‘ n

Rycina 12. Obrazy powierzchni zgba z grupy I uzyskane za pomocg mikroskopu
elektronowego: widoczny pelny przekrdj zeba (a), obszar ze szkliwem 1 zgbina (b),

powierzchnia szkliwa (c), powierzchnia zgbiny (d).

Zrodlo: opracowanie wlasne
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3 L . W A ¢ g
SEM MAG: 30 x View field: 9.23 mm VEGA3 TESCAN SEM MAG: 2.00 kx | View field: 138 pm || ||| || VEGA3 TESCAN
WD: 15.00 mm Det: BSE 2mm 7 WD:13.77 mm Det: BSE | 20 pm 7
SEM HV: 10.0 kV | Date(m/dly): 09/05/24 n SEM HV: 10.0kV | Date(m/dly): 09/05/24 | I

C

SEM MAG: 5.00 kx | View field: 55.4 um L1111 VEGA3 TESCAN SEM MAG: 5.00 kx | View field: 55.4pm | | | ||| || VEGA3 TESCAN
WD: 13.78 mm Det: BSE 10 pm ¥ Wb:13.72mm Det: BSE [ 10 um >
SEM HV: 10.0 kV Date(m/dly): 09/05/24 n SEM HV: 10.0 kV Date(m/d/y): 09/05/24 ‘ n

Rycina 13. Obrazy powierzchni zgba z grupy Il uzyskane za pomocg mikroskopu
elektronowego: widoczny pelny przekrdj zgba (a), obszar ze szkliwem i zgbing (b),

powierzchnia szkliwa (c), powierzchnia zgbiny (d).

Zrodlo: opracowanie wlasne
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SEM MAG: 30 x View field: 9.23 mm Ll 11 VEGA3 TESCAN SEM MAG: 1.00 kx | View field: 276 pm | | | | | | VEGA3 TESCAN
WD: 15.00 mm Det: BSE 2mm 7 WD: 15.14 mm Det: BSE { 50 pm &
SEM HV: 10.0 kV | Date(m/dly): 09/05/24 n SEM HV: 10.0 kV | Date(m/dly): 09/05/24 \ I

C

SEM MAG: 5.00 kx | View field: 55.4 um | | L1111 VEGA3 TESCAN SEM MAG: 5.00 kx | View field: 55.4pm | | | | || ||| VEGA3 TESCAN
WD: 15.00 mm Det: BSE 10 pm & WD: 15.00 mm Det: BSE [ 10 um >
SEM HV: 10.0 kV Date(m/dl/y): 02/20/25 n SEM HV: 10.0 kV Date(m/d/y): 02/20/25 ‘ n

Rycina 14. Obrazy powierzchni zgba z grupy Il uzyskane za pomoca mikroskopu
elektronowego: widoczny pelny przekrdj zgba (a), obszar ze szkliwem i zgbing (b),

powierzchnia szkliwa (c), powierzchnia zgbiny (d).

Zrodlo: opracowanie wlasne
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SEM MAG: 30 x Viewfield:9.23mm | | | | || | | || VEGA3 TESCAN SEM MAG: 1.00 kx View field: 277 pm | | | | || ||| VEGA3 TESCAN
WD: 15.36 mm Det: BSE 2mm 7 WD: 13.11 mm Det: BSE ’ 50 pm 71
SEM HV: 10.0 kV | Date(m/dly): 09/05/24 n SEM HV: 10.0 kV | Date(m/dly): 02/20/25 ] I

SEM MAG: 5.00 kx | View field: 55.4 m |  VEGA3 TESCAN SEM MAG:5.00 kx | View field: 55.4 Mo VEGA3 TESCAN
' 4

WD: 13.85 mm Det: BSE 10 pm - WD: 13.21 mm Det: BSE l 10 ym
SEM HV: 10.0 kV Date(m/dly): 09/17/24 n SEM HV: 10.0 kV Date(m/dly): 02/20/25 ‘ n

Rycina 15. Obrazy powierzchni zgba z grupy IV uzyskane za pomoca mikroskopu
elektronowego: widoczny pelny przekrdj zgba (a), obszar ze szkliwem i zgbing (b),

powierzchnia szkliwa (c), powierzchnia zgbiny (d).

Zrodlo: opracowanie wlasne

Spektroskopia dyspersji energii (EDS)

Spektroskopia EDS umozliwia okreslenie sktadu pierwiastkowego szkliwa oraz zebiny.

Technika ta pozwala rowniez na identyfikacje obecnosci dodatkowych pierwiastkow, ktore

moga pochodzi¢ np. z resztek past do zgbow lub innych zanieczyszczen. Co istotne, metoda

EDS pozwala na potwierdzenie obecnosci hydroksyapatytu poprzez wyznaczenie stosunku
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zawartosci atomowej wapnia (Ca) do fosforu (P). Dla idealnego krysztatu hydroksyapatytu
stosunek Ca/P wynosi 1,67. W przypadku szkliwa i zgbiny warto$¢ ta moze si¢ nieznacznie
r6zni€. Zazwyczaj miesci si¢ w przedziale od 1,60 do 1,95 [80-82]. Odchylenia te wynikaja z

mozliwosci substytucji jonow Ca?" oraz PO+*" innymi jonami obecnymi w naturalnej tkance.

Na rycinach 16 i 17 przedstawiono $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa oraz
zebiny zeboéw z grupy I, wyrazony w procentach atomowych. W przypadku szkliwa wykres
przedstawia zawarto§¢ wapnia, fosforu, tlenu oraz wegla, ktore tacznie stanowily 99,23%
wszystkich wykrytych pierwiastkow. Pozostate 0,77% stanowity pierwiastki takie jak séd,
fluor, chlor, magnez, krzem oraz glin. Obliczony stosunek Ca/P wyniost 1,81. W przypadku
zgbiny, oprocz wyzej wymienionych pierwiastkdw, odnotowano réwniez obecnos¢ azotu. Jego
zrodtem sg przede wszystkim czasteczki organiczne, gldwnie kolagen typu I. Jest to biatko
bogate w azot, bedace dominujagcym sktadnikiem organicznym zegbiny. Pie¢ gltéwnych
pierwiastkéw w zebinie (Ca, P, O, C, N) stanowito tacznie 98,78% wszystkich obserwowanych
pierwiastkéw. Stosunek Ca/P w zgbinie wynidst 1,68. Otrzymane wyniki sugeruja, ze badane

powierzchnie byty wolne od zanieczyszczen.

Na rycinach 18 i 19 przedstawiono $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa oraz
zgbiny zgbow z grupy II, wyrazony w procentach atomowych. W przypadku szkliwa wykres
przedstawia zawarto$¢ wapnia, fosforu, tlenu oraz wegla, ktére tacznie stanowily 98,78%
wszystkich wykrytych pierwiastkow. Pozostale 1,2% stanowily pierwiastki takie jak séd, fluor,
chlor, magnez, krzem oraz glin. Obliczony stosunek Ca/P wyniost 1,68. W przypadku zgbiny
pig¢ gtownych pierwiastkow (Ca, P, O, C, N) stanowito lacznie 98,82% wszystkich
obserwowanych pierwiastkow. Stosunek Ca/P w zgbinie wynidst 1,48. Podobnie jak w
przypadku zebow z grupy I, otrzymane wyniki sugeruja, ze badane powierzchnie byty wolne

od zanieczyszczen.

Na rycinach 20 1 21 przedstawiono $redni sklad pierwiastkowy powierzchni szkliwa oraz
zgbiny zgbow z grupy III, wyrazony w procentach atomowych. W przypadku szkliwa wykres
przedstawia zawarto$§¢ wapnia, fosforu, tlenu oraz wegla, ktore tacznie stanowily 98,69%
wszystkich wykrytych pierwiastkow. Pozostate 1,3% stanowity pierwiastki takie jak sod, fluor,
chlor, magnez, krzem oraz glin. Obliczony stosunek Ca/P wyniést 2,01. W przypadku zgbiny
pie¢ gléwnych pierwiastkow (Ca, P, O, C, N) stanowito lacznie 98,64% wszystkich

obserwowanych pierwiastkéw. Stosunek Ca/P w zebinie wynidst 1,97. Podobnie jak
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wczesniejsze wyniki, réwniez te sugerujg, ze badane powierzchnie byly wolne od

zanieczyszczen.
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Rycina 16. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy I

uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrbdlo: opracowanie wlasne
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Rycina 17. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zebiny zebdw z grupy 1

uzyskany za pomoca analizy EDS.
Zrédlo: opracowanie wiasne
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Rycina 18. Procentowy s$redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zgbow z grupy 11

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrbdto: opracowanie wlasne
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Rycina 19. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zgbiny z¢bow z grupy 11

80

uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 20. Procentowy sredni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy 111

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 21. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zgbiny z¢bow z grupy 111
uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne

Na rycinach 22 1 23 przedstawiono sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa oraz zebiny
zgbow z grupy IV, wyrazony w procentach atomowych. W przypadku szkliwa wykres
przedstawia zawarto$¢ wapnia, fosforu, tlenu oraz wegla, ktére tacznie stanowily 98,46%
wszystkich wykrytych pierwiastkow. Pozostate 1,54% stanowily pierwiastki takie jak sod,
fluor, chlor, magnez, krzem oraz glin. Obliczony stosunek Ca/P wyniost 1,96. W przypadku
zgbiny pig¢ gtdéwnych pierwiastkéw (Ca, P, O, C, N) stanowilo tacznie 98,70% wszystkich
obserwowanych pierwiastkow. Stosunek Ca/P w zebinie wynidst 2,06. Podobnie jak
wczesniejsze wyniki, réwniez te sugerujg, ze badane powierzchnie byly wolne od

zanieczyszczen.
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Rycina 22. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy IV

uzyskany za pomoca analizy EDS.
Zrédlo: opracowanie wiasne
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Rycina 23. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zebiny zebow z grupy IV

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrbdto: opracowanie wlasne
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Mikrospektroskopia Ramana

Mikrospektroskopia Ramana zostata wykorzystana w celu potwierdzenia, ze badany materiat
wykazuje cechy charakterystyczne dla zdrowej struktury zg¢ba, oraz do oceny stopnia jego
demineralizacji. Metoda ta umozliwia ocen¢ uporzadkowania struktury krystalicznej
hydroksyapatytu na podstawie analizy widma Ramana. W zdrowym szkliwie i z¢binie struktura
ta jest wysoce uporzagdkowana, natomiast w miar¢ postepujacej demineralizacji staje si¢ coraz
bardziej zaburzona. Na rycinach 24 1 25 zaprezentowano widma rozpraszania Ramana,
odpowiednio dla szkliwa i z¢biny. Widmo Ramana szkliwa charakteryzuje si¢ obecnos$cia pasm
przypisanych grupie fosforanowej (PO+*"), bedacej gldéwnym sktadnikiem hydroksyapatytu
[83]. Pasma te wystepuja w zakresie od 300 cm™ do 1200 cm™ i sg typowe dla struktury
nieorganicznej. W widmie tym nie obserwuje si¢ sygnatlow przypisywanych zwigzkom
organicznym. W przypadku zebiny, oprocz pasm charakterystycznych dla grupy fosforanowej
(PO+*"), obecne sg takze pasma zwigzane ze zwigzkami organicznymi. W zakresie od okoto
1200 cm™ do 1800 cm™ widoczne sg pasma odpowiadajace drganiom grup amidowych

(amidoéw I- 1 [lI-rzedowych) oraz grup C—H [83].

Najistotniejszym elementem analizy zmian w strukturze zg¢ba jest intensywne pasmo
odpowiadajace symetrycznym drganiom grupy fosforanowej (vi PO+*"), wystepujace w okolicy
959 cm™'. Analiza intensywnosci tego pasma w widmach zarejestrowanych w $wietle
spolaryzowanym, pozwala na okreslenie stopnia uporzadkowania struktury krystalicznej
apatytu w szkliwie [84]. Wskaznikiem stopnia uporzadkowania hydroksyapatytu w szkliwie 1
zgbinie jest wspotczynnik depolaryzacji pasma, definiowany jako stosunek intensywnos$ci pasm
w widmach zarejestrowanych w polaryzacji prostopadlej do intensywno$ci w polaryzacji
rownolegte;] wzgledem kierunku polaryzacji wigzki lasera. Im wyzsza warto$¢ tego
wspolczynnika, tym bardziej nieuporzadkowana jest struktura zgba. Uzyskane w trakcie badan
wartosci wspolczynnika depolaryzacji poréwnano z danymi literaturowymi [67,68,85].
Warto$ci ponizej 0,30 wskazuja na wysoce uporzadkowang struktur¢ charakterystyczng dla
zdrowego, niezdemineralizowanego szkliwa 1 zgbiny. Z kolei wartosci oscylujace wokot 0,30-

0,40 mogg $wiadczy¢ o wystepowaniu poczatkowych zmian prochnicowych.
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Rycina 24. Widmo rozpraszania Ramana szkliwa
Zrédto: opracowanie wlasne
: T : T : T E T : T u T : T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Liczba falowa [cm™]

Rycina 25. Widmo rozpraszania Ramana zgbiny

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Narycinach 26 1 27 przedstawiono $rednie warto$ci wspotczynnika depolaryzacji uzyskane dla
powierzchni szkliwa 1 zg¢biny. Warto$ci te zostaly okre§lone na podstawie widm
zarejestrowanych na obszarze o wymiarach 100 um % 100 um, przy kroku pomiarowym
wynoszacym 10 um, co dalo tacznie 121 widm na kazda powierzchni¢. Dla wszystkich
badanych zebow wspodtczynnik depolaryzacji mierzony na powierzchni szkliwa pozostaje
wyraznie ponizej wartosci 0,30, co $wiadczy o wysokim stopniu uporzadkowania struktury
szkliwa. W przypadku zebiny warto$ci sa nieco wyzsze niz dla szkliwa, jednak nadal pozostaja

ponizej progu 0,30, co wskazuje na prawidlowa, zdrowg strukture tkanki.
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Rycina 26. Srednia warto$¢ wspotezynnika depolaryzaciji szkliwa

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina. 27. Srednia warto$é wspotczynnika depolaryzacji zebiny

Zrodto: opracowanie wlasne

Etap 2 — ocena powierzchni szkliwa i z¢biny z¢ebow po wytrawieniu

Wszystkie wyniki uzyskane w pierwszym etapie wskazuja, ze wybrane zgby byly zdrowe 1
pozbawione zanieczyszczen. Nalezy jednak zauwazy¢, ze kanaliki zebinowe byly zamknigte.
W celu oceny penetracji pasty w kanaliki zgbinowe oraz sprawdzenia ich ewentualnego

otwarcia po demineralizacji zebiny, zdecydowano si¢ na wytrawienie ze¢bow.
Skaningowa mikroskopia elektronowa

Na rycinach 28-32 przedstawiono obrazy wybranych z¢gbow (przedstawione rowniez w
poprzednim etapie) uzyskane za pomoca mikroskopii elektronowej po wytrawieniu. Ukazano
na nich powierzchni¢ szkliwa 1 zgbiny w réznych powigkszeniach. W przypadku czesci zebow,
po pierwszym wytrawieniu, na ich powierzchni zaobserwowano wykrystalizowane struktury,
prawdopodobnie bgdace pozostatosciami po wytrawiaczu. W zwigzku z tym zeby te zostaty

ponownie wytrawione, co skutkowato usunigciem dodatkowych struktur z ich powierzchni.

Szkliwo wytrawionych zebow, z wyjatkiem zeba z grupy I, nie wykazuje istotnych zmian. Na
ich powierzchni nie zaobserwowano usunigcia krysztatow hydroksyapatytu w wyniku procesu

wytrawiania. W przypadku zgba z grupy I widoczne sg zmiany sugerujace, ze hydroksyapatyt
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zostal usunigty z powierzchni. Wyniki uzyskane za pomoca spektroskopii Ramana
potwierdzaja, ze w tym przypadku doszto do demineralizacji szkliwa, co jest zgodne z obrazami
uzyskanymi mikroskopem elektronowym. W przypadku zgbiny uzyskano oczekiwany rezultat,
poniewaz kanaliki zebinowe zostaly otwarte. W ten sposob zeby zostaly przygotowane do

kolejnego etapu modyfikacji.
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Rycina 28. Obrazy powierzchni zgba z grupy I uzyskane za pomocg mikroskopu

elektronowego po wytrawieniu: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia zgbiny (c, d).
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Rycina 29. Obrazy powierzchni zgba z grupy Il uzyskane za pomocg mikroskopu

elektronowego po wytrawieniu: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia zgbiny (c, d).

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 30. Obrazy powierzchni zgba z grupy Il uzyskane za pomocg mikroskopu

elektronowego po ponownym wytrawieniu: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia zgbiny

(c, d).
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Rycina 31. Obrazy powierzchni zgba z grupy Il uzyskane za pomoca mikroskopu

elektronowego po wytrawieniu: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia zgbiny (c, d).

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 32. Obrazy powierzchni zgba z grupy IV uzyskane za pomocg mikroskopu

elektronowego po wytrawieniu: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia zgbiny (c, d).

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Spektroskopia dyspersji energii (EDS)

Na rycinach 33 i1 34 przedstawiono $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa i zgbiny
zebow z grupy I, wyrazony w procentach atomowych. W przypadku szkliwa wykres obejmuje
zawarto$¢ wapnia, fosforu, tlenu oraz wegla, ktére tacznie stanowity 98,18% wszystkich
wykrytych pierwiastkow. Pozostate 1,82% stanowily s6d, fluor, chlor, magnez, krzem i glin.
Obliczony stosunek Ca/P wyniost 1,91. W zebinie, oprocz wyzej wymienionych pierwiastkow,
odnotowano réwniez obecno$¢ azotu, pochodzacego gltéwnie z kolagenu typu I, bedacego
dominujacym sktadnikiem organicznym zebiny. Pie¢ glownych pierwiastkéw (Ca, P, O, C, N)
stanowito 96,6% wszystkich wykrytych pierwiastkow, a stosunek Ca/P wyniost 1,91.

Na rycinach 35 1 36 przedstawiono $redni sktad pierwiastkowy szkliwa i zgbiny zgbow z grupy
II. W szkliwie wapn, fosfor, tlen 1 wegiel stanowily tacznie 96,37% wszystkich wykrytych
pierwiastkdw, a pozostate 3,63% obejmowaty sod, fluor, chlor, magnez, krzem i glin. Stosunek
Ca/P wyniost 1,91. W zgbinie pie¢ gtownych pierwiastkow (Ca, P, O, C, N) odpowiadato za
99,56% sktadu, przy stosunku Ca/P wynoszacym 2,19.

Na rycinach 37 i 38 przedstawiono $redni sktad pierwiastkowy szkliwa i zgbiny zgbow z grupy
II. W szkliwie wapn, fosfor, tlen 1 wegiel stanowily 98,67% wszystkich wykrytych
pierwiastkdw, natomiast pozostate 1,33% stanowily sod, fluor, chlor, magnez, krzem 1 glin.
Obliczony stosunek Ca/P wyniost 1,92. W zebinie pie¢ gldownych pierwiastkow (Ca, P, O, C,
N) stanowito 98,45% catosci, a stosunek Ca/P wyniost 0,72.

Na rycinach 39 i1 40 zaprezentowano $redni sklad pierwiastkowy szkliwa i1 zgbiny zgbow z
grupy IV. W szkliwie wapn, fosfor, tlen 1 wegiel stanowity tacznie 98,23% wszystkich
wykrytych pierwiastkéw, natomiast 1,77% przypadato na sod, fluor, chlor, magnez, krzem i
glin. Stosunek Ca/P wyniost 1,85. W zebinie pig¢ gtownych pierwiastkow (Ca, P, O, C, N)
stanowito 97,37% wszystkich wykrytych pierwiastkow, a stosunek Ca/P wyniost 13,73.

W wyniku wytrawienia nie zaobserwowano istotnych zmian w sktadzie pierwiastkowym
szkliwa. Stosunek wapnia do fosforu réwniez pozostat stabilny. W przypadku zebiny
odnotowano natomiast wyrazne zmiany w sktadzie procentowym. Znacznie zmniejszyta si¢
zawarto$¢ wapnia 1 fosforu, do tego stopnia, ze w niektorych zebach, przy wzroScie
niedoktadnosci pomiarowej, uzyskano stosunek Ca/P, ktory nie jest charakterystyczny dla
hydroksyapatytu. Jednocze$nie w zebinie zaobserwowano wzrost zawartos$ci azotu 1 wegla,
jednak zmiana ta miata charakter wzgledny. Nie wynikata ona ze zwigkszenia ilo$ci substancji

organicznej, lecz z usunigcia czg$ci mineralnej i odslonigcia komponentu organicznego.

59



Powyzsze wyniki wskazujg, ze zebina jest znacznie mniej odporna na dziatanie wytrawiacza

niz szkliwo.
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Rycina 33. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy |

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rycina 34. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zebiny zebdw z grupy 1

uzyskany za pomoca analizy EDS.
Zrédlo: opracowanie wiasne
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Rycina 35. Procentowy s$redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zgbow z grupy 11

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrbdto: opracowanie wlasne
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Rycina 36. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zgbiny z¢bow z grupy 11
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uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 37. Procentowy sredni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy 111
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uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrbdto: opracowanie wlasne
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Rycina 38. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zgbiny z¢bow z grupy 111
uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rycina 39. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zgbdw z grupy IV

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrbdto: opracowanie wlasne
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Rycina 40. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zebiny zgbdw z grupy IV
uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne

Mikrospektroskopia Ramana

Na rycinach 41 142 przedstawiono srednie warto$ci wspotczynnika depolaryzacji uzyskane dla
powierzchni szkliwa 1 zebiny. Wartosci te okreslono w sposob analogiczny do wczesniejszych
pomiaréw, na podstawie widm zarejestrowanych na obszarze o wymiarach 100 pm x 100 um,
przy kroku pomiarowym wynoszacym 10 pm, co dato lacznie 121 widm na kazda
powierzchnie. Dla wszystkich badanych zebow, z wyjatkiem zebow z grupy I, wspotczynnik
depolaryzacji mierzony na powierzchni szkliwa pozostaje wyraznie ponizej wartosci 0,30, co
Swiadczy o wysokim stopniu uporzadkowania struktury szkliwa. W przypadku zgbow z grupy
I warto$¢ wspodlczynnika depolaryzacji wyniosta 0,33, co sugeruje demineralizacje na poziomie

zblizonym do wczesnej prochnicy.
W odniesieniu do z¢biny, wartosci wspolczynnika depolaryzacji istotnie wzrosly 1 dla

wszystkich zgbodw przekroczyty wartos¢ 0,30. Moze to wskazywa¢ na zaburzenie struktury

zgbiny oraz zaawansowany stopien jej demineralizacji. Wyniki te sg zgodne z rezultatami
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uzyskanymi w spektroskopii EDS, gdzie po wytrawieniu zaobserwowano znaczng redukcje

zawartos$ci wapnia i fosforu w zgbinie.
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Rycina 41. Srednia warto$¢ wspotezynnika depolaryzaciji szkliwa

Zrodto: opracowanie wlasne
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Rycina 42. Srednia warto$¢ wspotczynnika depolaryzacji zebiny

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Etap 3 — ocena powierzchni szkliwa i zebiny zebow po naniesieniu pasty

Paste eksperymentalng naniesiono na z¢by z grupy I i IIl. Po wytrawieniu zaobserwowano
zmiany wskazujace na demineralizacj¢ szkliwa w grupie I, dlatego dodatkowo zastosowano
paste eksperymentalng na zeby z grupy III. Paste odniesienia naniesiono na zgby z grupy IL
Z¢by z grupy IV pozostawiono bez pasty, aby porownaé zmiany w strukturze szkliwa i zgbiny

w warunkach z pastg i bez niej.

Skaningowa mikroskopia elektronowa

Na rycinach 43-45 przedstawiono obrazy zebow (przedstawiane réwniez w poprzednich
etapach badan) uzyskane w skaningowej mikroskopii elektronowej po aplikacji pasty
eksperymentalnej (zgby z grupy I i III) oraz pasty odniesienia (z¢by z grupy II). Obrazy
przedstawiaja powierzchni¢ szkliwa i zgbiny w réznych powigkszeniach. Analiza zmian na
powierzchni szkliwa wykazata, ze na ze¢bie z grupy | wystepuje znaczna ilo$¢ pasty
eksperymentalnej, w przeciwienstwie do zeba z grupy II (pasta odniesienia) i z¢ba z grupy III
(pasta eksperymentalna), gdzie takich zmian nie zaobserwowano. Moze to wynika¢ z wyraznej
demineralizacji szkliwa na zgbie z grupy 1. Zwigkszona porowato$¢ struktury szkliwa na tym

zgbie moze utatwia¢ wnikanie pasty eksperymentalne;.

W przypadku zebiny zarowno pasta eksperymentalna, jak 1 pasta odniesienia sg widoczne na
powierzchni. Pasta eksperymentalna wystepuje w mniejszej i1losci na powierzchni zgbiny w
poréwnaniu z pasta odniesienia. Pasta eksperymentalna przenika do kanalikoéw zgbinowych.
Srednica kanalikéw zebinowych rozni sie miedzy zebem z grupy I a zebem z grupy III, co moze
wynikaé z roznej glebokosci odcigcia korony zeba. Srednica kanalikow maleje wraz z
odlegtoscia od miazgi w kierunku powierzchni zgba, osiggajac najmniejsze wartoSci w
warstwach blizej szkliwa. W efekcie ilo$¢ pasty eksperymentalnej wnikajacej w kanaliki

zgbinowe w zgbie z grupy III jest mniejsza niz w zgbie z grupy 1.
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Rycina 43. Obrazy powierzchni zgba z grupy I uzyskane za pomocg mikroskopu

elektronowego po naniesieniu pasty eksperymentalnej: powierzchnia szkliwa (a, b),

67

powierzchnia zgbiny (c, d).

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 44. Obrazy powierzchni zgba z grupy Il uzyskane za pomocga mikroskopu

elektronowego po naniesieniu pasty odniesienia: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia

zgbiny (c, d).
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Rycina 45. Obrazy powierzchni zgba z grupy Il uzyskane za pomoca mikroskopu
elektronowego po naniesieniu pasty eksperymentalnej: powierzchnia szkliwa (a, b),

powierzchnia zgbiny (c, d).

Zrodlo: opracowanie wlasne

Spektroskopia dyspersji energii (EDS)

Na rycinach 46 1 47 przedstawiono sredni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa oraz
zgbiny zebow z grupy I, wyrazony w procentach atomowych. W przypadku szkliwa, wykres
obejmuje zawarto$¢ wapnia, fosforu, tlenu 1 wegla, ktére tacznie stanowity 96,92% wszystkich

wykrytych pierwiastkow. Pozostate 3,08% to sod, fluor, chlor, magnez, krzem oraz glin.
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Obliczony stosunek Ca/P wyniost 1,84. W zgbinie, oprocz wymienionych pierwiastkow,
odnotowano takze obecno$¢ azotu, pochodzacego gléwnie z kolagenu typu I — dominujacego
sktadnika organicznego tej tkanki. Pig¢ glownych pierwiastkow (Ca, P, O, C, N) stanowito
94,12% catosci, a stosunek Ca/P wynidst 1,81.

Na rycinach 48 i 49 zaprezentowano $redni sktad pierwiastkowy szkliwa i zgbiny zgbow z
grupy II. W szkliwie wapn, fosfor, tlen 1 wegiel stanowily tacznie 96,93% wszystkich
wykrytych pierwiastkoéw, natomiast pozostate 3,07% obejmowaty sod, fluor, chlor, magnez,
krzem 1 glin. Stosunek Ca/P wyniost 1,78. W zebinie pie¢ gtownych pierwiastkow (Ca, P, O,
C, N) odpowiadato za 86,02% sktadu pierwiastkowego, przy stosunku Ca/P rownym 1,99.

Ryciny 50 1 51 przedstawiajg sredni sktad pierwiastkowy szkliwa i zebiny zebow z grupy II1.
W szkliwie wapn, fosfor, tlen 1 wegiel stanowity 95,32% wszystkich wykrytych pierwiastkow,
a pozostale 4,68% to sod, fluor, chlor, magnez, krzem i glin. Obliczony stosunek Ca/P wynidst
1,71. W zebinie pig¢ gtéwnych pierwiastkow (Ca, P, O, C, N) stanowilo 95,25% wszystkich

zarejestrowanych, a stosunek Ca/P wynidst 1,91.

W wyniku aplikacji past nie zaobserwowano istotnych zmian w skladzie pierwiastkowym
szkliwa. Jedyna wyrazng rdznicg stwierdzono w zawartoSci krzemu, ktorego obecnosé
odnotowano zardwno w pascie eksperymentalnej, jak i referencyjnej. Udziat krzemu w szkliwie
wyniost odpowiednio: 1,61% (grupa I — pasta eksperymentalna), 1,56% (grupa II — pasta
referencyjna) oraz 1,05% (grupa III — pasta eksperymentalna).

W przypadku ze¢biny odnotowano wyrazne zmiany w skladzie pierwiastkowym w poréwnaniu
do etapu po wytrawieniu zebow. Zawartos¢ krzemu w zebinie wynosita odpowiednio: 4,28%
(grupa I — pasta eksperymentalna), 12,57% (grupa II — pasta referencyjna) oraz 4,13% (grupa
IIT — pasta eksperymentalna). Zaobserwowano réwniez zmiany w poziomie wapnia i fosforu.
W przypadku zgbow z grupy I zawartos¢ wapnia 1 fosforu powrdcita do wartosci zblizonych do
tych sprzed wytrawiania. W zebach z grupy II i1 III rdwniez odnotowano procentowy wzrost
ilosci obu pierwiastkdw, cho¢ nie osiggngly one poziomow obserwowanych przed
wytrawieniem. Warto jednak podkresli¢, ze przedstawione warto$ci sg wzgledne tzn. ich
wysoko$¢ zalezy rowniez od udziatu pozostatych pierwiastkow, dlatego rzeczywisty przyrost

wapnia 1 fosforu moze by¢ wiekszy, niz wynika to z bezposrednich danych.

Pasta eksperymentalna zawierata weglan wapnia, ktéry moégt by¢ zrodlem jondw wapnia.
Nalezy jednak zauwazy¢, Ze nie zawierata ona fosforu. Z kolei pasta referencyjna nie zawierata

bezposrednich zrodet ani jondéw wapnia, ani fosforandw, ktére sa niezbedne do odbudowy
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hydroksyapatytu. Zeby podczas aplikacji past byly przechowywane w sztucznej $linie,
zawierajacej m.in. chlorek wapnia oraz diwodorofosforan potasu, ktore moga odpowiadaé za
wzrost zawarto$ci wapnia i fosforu na powierzchni zgbow. Roztwor ten miat pH 6,8, co réwniez

moze sprzyja¢ procesom remineralizacji.
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Rycina 46. Procentowy Sredni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy 1

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 47. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zebiny zebdw z grupy 1
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uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 48. Procentowy s$redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zgbow z grupy 11

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrbdto: opracowanie wlasne
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Rycina 49. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zgbiny z¢bow z grupy 11
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uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 50. Procentowy sredni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy 111
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uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 51. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zgbiny z¢bow z grupy 111
uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne

Mikrospektroskopia Ramana

Na rycinach 52 1 53 przedstawiono $rednie warto$ci wspotczynnika depolaryzacji uzyskane dla
powierzchni szkliwa oraz zg¢biny. Wartosci te okre$lono analogicznie do wcze$niejszych
pomiardéw, na podstawie widm zarejestrowanych w obszarze o wymiarach 100 x 100 pm, przy

kroku pomiarowym wynoszacym 10 um, co dato tacznie 121 widm dla kazdej z powierzchni.

We wszystkich przypadkach zebow, na ktore zostala naniesiona pasta (zgby z grupy I-III),
sredni wspotczynnik depolaryzacji mierzony na powierzchni szkliwa przyjmowat wartosci
znacznie ponizej 0,30, co $wiadczy o wysokim stopniu uporzadkowania struktury tej tkanki.
Warto zwrdci¢ uwage, ze w przypadku zgbdéw z grupy I $rednia warto$¢ wspotczynnika
depolaryzacji istotnie spadta, z 0,33 do 0,11. Uzyskany rezultat wskazuje na remineralizacje¢
szkliwa, najprawdopodobniej spowodowang przechowywaniem zg¢ba w sztucznej $linie
podczas aplikacji pasty zawierajacej jony korzystnie wptywajace na odbudowe tkanki.

W przypadku zebiny zaobserwowano spadek $redniej warto$ci wspotczynnika depolaryzacji
dla zebow z grupy II (z 0,57 do 0,39) oraz zebow z grupy III (z 0,48 do 0,24). Dla zebow z

grupy I $rednia warto§¢ wspotczynnika pozostata niezmieniona. Wyniki te, podobnie jak w
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przypadku szkliwa, sugeruja proces remineralizacji struktury zgbiny zachodzacy podczas
przechowywania probek w sztucznej §linie. Warto podkresli¢, ze obserwacje te s zgodne z
wynikami uzyskanymi za pomoca spektroskopii EDS, w ktorej po aplikacji pasty
(eksperymentalnej, jak i odniesienia) zaobserwowano wzrost zawartosci wapnia i fosforu w

zebinie.
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Rycina 52. Srednia warto$¢ wspotezynnika depolaryzaciji szkliwa

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 53. Srednia warto$¢ wspétczynnika depolaryzacji zebiny

Zrodto: opracowanie wlasne

Etap 4 — ocena powierzchni szkliwa i z¢biny z¢bow po demineralizacji

Najistotniejszym etapem z punktu widzenia prowadzonych badan byt etap koncowy, w ktorym
wykazano zmiany w strukturze zgba spowodowane jego demineralizacjag. W tym etapie
oceniono wpltyw obecnosci pasty w obrebie szkliwa i zgbiny na proces hamowania
demineralizacji. Dla poréwnania, oprocz zebow poddanych dziataniu pasty, analizie poddano

réwniez zab, na ktdry nie zostala naniesiona pasta (zab z grupy 1V).

Skaningowa mikroskopia elektronowa

Na rycinach 54-57 przedstawiono obrazy reprezentowanych z¢bodw (przedstawione roéwniez
na poprzednich etapach) uzyskane w skaningowej mikroskopii elektronowej po procesie
demineralizacji. Obrazy przedstawiaja powierzchnie¢ szkliwa 1 zebiny w r6znych

powigkszeniach.
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Analiza zmian na powierzchni szkliwa wykazata, ze na zebie z grup I wystepuje znaczna ilo$¢
pasty eksperymentalnej, w przeciwienstwie do zgba z grupy Il (pasta odniesienia) i zeba z grupy
III (pasta eksperymentalna), gdzie takich zmian nie zaobserwowano. Moze to wynikaé z
wyraznej demineralizacji szkliwa po wytrawieniu na zebie z grupy I. Zwigkszona porowatos¢

struktury szkliwa na tym zgbie moze utatwia¢ wnikanie pasty eksperymentalne;.

W przypadku zgbiny zaré6wno pasta eksperymentalna, jak i pasta odniesienia sg widoczne na
powierzchni. Pasta eksperymentalna wystepuje w mniejszej ilosci na powierzchni zgbiny w
poréwnaniu z pasta odniesienia. Pasta eksperymentalna przenika do kanalikoéw zebinowych.
Srednica kanalikoéw zgbinowych rozni sie miedzy zebem z grupy 1 a zebem z grupy 111, co moze
wynikaé z roznej glebokosci odcigcia korony zeba. Srednica kanalikow maleje wraz z
odlegloscia od miazgi w kierunku powierzchni zeba, osiggajac najmniejsze wartoSci w
warstwach blizej szkliwa. W efekcie ilo$¢ pasty eksperymentalnej wnikajacej w kanaliki

zgbinowe w zebie z grupy III jest mniejsza niz w zebie z grupy L.
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Rycina 54. Obrazy powierzchni zgba z grupy I uzyskane za pomocg mikroskopu

elektronowego po procesie demineralizacji: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia zgbiny

(c, d).
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Rycina 55. Obrazy powierzchni zgba z grupy Il uzyskane za pomocga mikroskopu

elektronowego po procesie demineralizacji: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia zgbiny

(c, d).
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Rycina 56. Obrazy powierzchni zgba z grupy Il uzyskane za pomoca mikroskopu

elektronowego po procesie demineralizacji: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia zgbiny

(c, d).
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Rycina 57. Obrazy powierzchni zgba z grupy IV uzyskane za pomoca mikroskopu

elektronowego po procesie demineralizacji: powierzchnia szkliwa (a, b), powierzchnia zgbiny

(c, d).

Zrodlo: opracowanie wlasne

Spektroskopia dyspersji energii (EDS)

Na rycinach 58 1 59 przedstawiono $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa i zgbiny

zgbow z grupy I, wyrazony w procentach atomowych. W przypadku szkliwa cztery gléwne

pierwiastki, wapn, fosfor, tlen i wegiel, stanowily lacznie 97,45% wszystkich wykrytych

sktadnikéw. Pozostate 2,55% obejmowaly sod, fluor, chlor, magnez, krzem oraz glin.
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Obliczony stosunek Ca/P wynosit 1,83. W zebinie zidentyfikowano pig¢ dominujgcych
pierwiastkow (Ca, P, O, C, N), ktore tacznie stanowity 88,68% sktadu pierwiastkowego.
Stosunek Ca/P w tym przypadku wyniost 1,82.

Na rycinach 60 i 61 przedstawiono wyniki analizy sktadu pierwiastkowego szkliwa i ze¢biny
z¢bow z grupy II. W szkliwie glowne pierwiastki (Ca, P, O, C) stanowity 97,6% ogdlnej
zawarto$ci, natomiast pozostale 2,4% przypadaty na sod, fluor, chlor, magnez, krzem oraz glin.
Warto$¢ stosunku Ca/P wyniosta 1,84. W zebinie zgba nr 2 dominujace pierwiastki (Ca, P, O,
C, N) stanowity 84,04% catkowitego sktadu, a stosunek Ca/P wynosit 2,06.

Ryciny 62 i 63 obrazuja sktad pierwiastkowy szkliwa i ze¢biny zebdw z grupy III. W szkliwie
cztery gldwne pierwiastki (Ca, P, O, C) stanowity 97,44%, za$ pozostate 2,56% to pierwiastki
sladowe: Na, F, Cl, Mg, Si i Al. Stosunek Ca/P wynosit 1,86. W zebinie zidentyfikowano pie¢
gléwnych pierwiastkow (Ca, P, O, C, N), ktore tacznie odpowiadaty za 95,46% sktadu

pierwiastkowego. Stosunek Ca/P wyniost 3,07.

Na rycinach 64 i 65 zaprezentowano sktad pierwiastkowy szkliwa i zebiny zgbdw z grupy IV.
W szkliwie pierwiastki Ca, P, O i C stanowity tacznie 98,05%, natomiast pozostate 1,95%
przypadaty na Na, F, Cl, Mg 1 Al. Obliczony stosunek Ca/P wyniost 1,94. W zebinie pigé
gléwnych pierwiastkow (Ca, P, O, C, N) stanowito 98,68% calkowitej zawartosci

pierwiastkowej, a stosunek Ca/P wyniost 2,22.

Aplikacja past nie spowodowata istotnych zmian w sktadzie pierwiastkowym szkliwa w
poréwnaniu do jego stanu sprzed demineralizacji. Krzem, bedacy wskaznikiem obecnos$ci pasty
na powierzchni, zostal wykryty zar6wno w probkach szkliwa po zastosowaniu pasty
eksperymentalnej, jak 1 referencyjnej. Udzial krzemu w szkliwie wynosit 1 zmieniat si¢
nastepujaco: z 1,61 £0,16% do 1,03 = 0,23% (grupa I — pasta eksperymentalna), z 1,56 = 0,26%
do 1,39+ 0,21% (grupa Il — pasta referencyjna) oraz z 1,05 £ 0,23% do 1,51 + 0,18% (grupa III
— pasta eksperymentalna). W przypadku zebow z grupy IV, na ktory nie nanoszono zadnej pasty
ani przed, ani po procesie demineralizacji, zgodnie z oczekiwaniami, nie odnotowano

obecnos$ci krzemu na powierzchni szkliwa.

W przypadku zebiny zaobserwowano zmiany w sktadzie pierwiastkowym w poréwnaniu do
stanu po aplikacji past. Dotyczy to migdzy innymi zawarto$ci wapnia i fosforu, ktérych
warto$ci zmieniaty si¢ odpowiednio: grupa I (pasta eksperymentalna): Ca z 15,19 £0,58% do
11,444+3,40%; P z 8,39+0,40% do 6,29+2,14%; grupa II (pasta referencyjna): Ca z
3,13£1,04% do 1,71£0,25%; P z 1,57+0,49% do 0,83+0,17%; grupa III (pasta
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eksperymentalna): Ca z 0,69+ 0,75% do 0,36+0,03%; P z 0,36 +0,32% do 0,12+ 0,05%;
grupa IV (brak pasty): Caz 11,43 +1,37% do 1,72 £0,42%; P 20,83+ 0,17% do 0,77 = 0,23%.
Nalezy jednak podkresli¢, ze wartosci te sg wzgledne, ich wysokos¢ zalezy rowniez od udziatu
pozostatych pierwiastkow, co oznacza, ze rzeczywiste zmiany zawarto$ci wapnia i fosforu
moga rozni¢ si¢ od tych wynikajacych z bezposrednich odczytow. Z tego wzgledu nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze doszlo do demineralizacji szkliwa i zgbiny wylgcznie na

podstawie tych danych.

Z kolei obecnos¢ krzemu po procesie demineralizacji stanowi istotny wskaznik wskazujacy na
dalszg obecnos$¢ pasty w zebinie. Zawartos¢ krzemu wynosita: grupa I (pasta eksperymentalna):
10,26 £ 3,58%, grupa II (pasta referencyjna): 15,22 + 1,56%, grupa I1I (pasta eksperymentalna):
4,26 £0,70%, grupa IV (brak pasty): 0,87 £0,22% (brak pasty). Wyniki te sugeruja, ze mimo

przeprowadzonej demineralizacji obie pasty byty nadal obecne w strukturze zebiny.
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Rycina 58. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy |

uzyskany za pomocg analizy EDS

Zrbdto: opracowanie wlasne
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Rycina 59. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zebiny zebdw z grupy 1
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Rycina 60. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zgbow z grupy 11

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrbdto: opracowanie wlasne
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Rycina 61. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zgbiny z¢bow z grupy 11
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uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 62. Procentowy sredni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy 111

uzyskany za pomocg analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 63. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zgbiny z¢bow z grupy 111
uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rycina 64. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni szkliwa zebow z grupy IV

uzyskany za pomocg analizy EDS.
Zrédlo: opracowanie whasne
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Rycina 65. Procentowy $redni sktad pierwiastkowy powierzchni zgbiny zgbow z grupy IV
uzyskany za pomoca analizy EDS.

Zrodlo: opracowanie wlasne

Mikrospektroskopia Ramana

Narycinach 66 1 67 przedstawiono srednie wartosci wspotczynnika depolaryzacji uzyskane dla
powierzchni szkliwa oraz zgbiny w etapie 4, natomiast Tabela 3 1 4 wskazuje warto$ci tego
parametru uzyskane na wszystkich etapach badan. Wartosci te okreslono analogicznie do
wczesniejszych pomiarow, na podstawie widm zarejestrowanych w obszarze o wymiarach 100
% 100 um, przy kroku pomiarowym wynoszacym 10 pm, co dato tacznie 121 widm dla kazdej

z powierzchni.
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Tabela 3. Wartosci wspotczynnika depolaryzacji uzyskane na powierzchni szkliwa.

SD — odchylenie standardowe

Etap 1 Etap 2 Etap 3 Etap 4

Srednia SD Srednia SD Srednia SD Srednia SD

Grupal 0.16 0.04 0.33 0.08 0.11 0.02 0.22 0.03
Grupall 0.14 0.03 0.18 0.03  0.18 0.03 0.24 0.03
Grupa
I 0.13 0.02 0.14 0.02 0.14 0.01 0.27 0.10
Grupa
v 0.12 0.01 0.12 0.02 nd. nd. 0.52 0.05

Zrédto: opracowanie na podstawie wtasnych badan
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Tabela 4. Wartosci wspotczynnika depolaryzacji uzyskane na powierzchni zebiny.

SD — odchylenie standardowe

Etap 1 Etap 2 Etap 3 Etap 4

Srednia SD Srednia SD Srednia SD Srednia  SD

Grupal 0.18 0.03 0.31 0.06 0.31 0.05 0.49 0.06
Grupa
II 0.27 0.06 0.57 0.08 0.39 0.05 0.44 0.04
Grupa
I 0.23 0.02 048 0.09 0.24 0.04 0.36 0.05
Grupa
v 0.22 0.02 0.38 0.06 nd. nd. 0.48 0.08

Zrédlo: opracowanie na podstawie wiasnych badan

We wszystkich przypadkach zebdw, na ktore naniesiono paste (zeby z grupy I-11I),
zaobserwowano wzrost wspotczynnika depolaryzacji mierzonego na powierzchni szkliwa w
poréwnaniu do etapu przed demineralizacjg. Co istotne, wartosci te nadal pozostaja ponizej
poziomu 0,30, co moze $wiadczy¢ o zachowaniu wysoce uporzadkowanej struktury szkliwa.
Z kolei w przypadku zgbdw z grupy 1V, na ktory nie aplikowano pasty, odnotowano wyrazny
wzrost wspotczynnika depolaryzacji. Osiagnat on warto$¢ 0,52, co wskazuje na znaczne
zaburzenie struktury szkliwa. Wszystkie zaobserwowane roznice dla badanych zgboéw po
nalozeniu pasty (po wytrawianiu - w przypadku zgbow bez aplikowania pasty) i po

demineralizacji sg statystycznie istotne w podanym przedziale ufnosci (p < 0,05).

W przypadku z¢biny zaobserwowano wzrost §redniej wartosci wspotczynnika depolaryzacji
odpowiednio o: 0,18 (grupa I — pasta eksperymentalna), 0,05 (grupa II — pasta referencyjna),
0,12 (grupa III — pasta eksperymentalna) oraz 0,10 (grupa IV — brak pasty). We wszystkich
przypadkach koncowe warto$ci wspotczynnika depolaryzacji wskazuja na znaczne zaburzenia
struktury krystalicznej po procesie demineralizacji. Analiza statystyczna wykazala, Ze roznice
pomiedzy wynikami uzyskanymi dla zebow po natozeniu pasty (po wytrawianiu - w przypadku
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zebow bez aplikowania pasty) sg statystycznie istotne w przyjetym przedziale ufnosci (p <
0,05). Co istotne, najmniejszy wzrost wspotczynnika depolaryzacji zaobserwowano dla zgba
traktowanego pastg referencyjng, co sugeruje, ze mogla ona skuteczniej ograniczy¢ proces

demineralizacji zebiny w poréwnaniu do pasty eksperymentalne;.

Przeprowadzono réwniez analiz¢ poroOwnawczg parametréw pomiedzy zgbami z grup -1 a
zgbami z grupy IV (bez zastosowania pasty), w celu oceny wpltywu badanych past na
hamowanie demineralizacji szkliwa i zebiny. W przypadku szkliwa réznice te byly
statystycznie istotne (p < 0,05) (Tabela 5), co pozostaje zgodne z przewidywaniami. Sredni
wspolczynnik depolaryzacji dla zebow z grupy IV byt wyraznie wyzszy niz dla pozostatych
grup. Wykazano réwniez istotne statystycznie réznice pomigdzy grupami I-III (p < 0,05)

(Tabela 5).

W odniesieniu do zebiny niemal wszystkie obserwowane roznice byly statystycznie istotne
(Tabela 6), co moze sugerowa¢ wptyw obu past na te struktur¢, pomimo ze zmiany §redniego
wspotczynnika depolaryzacji przebiegaly w sposob zblizony do grupy kontrolnej (bez pasty).
Jedynie roznice pomiedzy warto$ciami wspotczynnika depolaryzacji dla zeboéw z grupy I i

grupy IV nie osiaggnely poziomu istotnosci statystycznej (Tabela 6).
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Rycina 66. Srednia warto$¢ wspotczynnika depolaryzacji szkliwa

Zrbdto: opracowanie wlasne
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Rycina 67. Srednia warto$¢ wspétczynnika depolaryzacji zebiny

Zrodto: opracowanie wlasne

Tabela 5. Wyniki wielokrotnego testu porownan post-hoc Tukeya dla wartosci parametréw

uzyskanych z powierzchni szkliwa.

Grupa | Grupa II Grupa III Grupa IV
Grupa I 0.020376 0.000008 0.000008
Grupa II 0.020376 0.003851 0.000008
Grupa III 0.000008 0.003851 0.000008
Grupa IV 0.000008 0.000008 0.000008

Zrédlo: opracowanie na podstawie wiasnych badan
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Tabela 6. Wyniki wielokrotnego testu poréwnan post-hoc Tukeya dla wartos$ci parametrow

uzyskanych z powierzchni z¢biny.

Grupa [

Grupa II

Grupa I1I

Grupa IV

Grupa | Grupa II Grupa 11 Grupa IV

0.000008 0.000008 0.081747
0.000008 0.000008 0.000025
0.000008 0.000008 0.000008
0.081747 0.000025 0.000008

Zrédlo: opracowanie na podstawie wlasnych badan
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6. DYSKUSJA

Nadwrazliwo$¢ z¢bow, powszechna wsréd znacznej czesSci populacji, jest najczescie]
konsekwencja demineralizacji szkliwa oraz odstoni¢cia kanalikow zebinowych, co prowadzi
do odczuwania dyskomfortu lub bolu w kontakcie z bodZzcami termicznymi, chemicznymi czy
mechanicznymi. Z tego wzgledu kluczowe znaczenie maja badania nad innowacyjnymi
metodami zapobiegania nadwrazliwosci, ktéorych celem jest opracowanie skutecznych

preparatdw ograniczajacych proces demineralizacji tkanek twardych zeba.

Niniejsze badania skoncentrowano na ocenie eksperymentalnej pasty do zgboéw, analizowane;j
przede wszystkim pod katem jej zdolnosci do hamowania demineralizacji szkliwa i z¢biny, a
tym samym do potencjalnego tagodzenia objawow nadwrazliwosci. Wciaz pozostaje aktualne
pytanie: czy wspodltczesna stomatologia jest w stanie stworzy¢ paste do zebow, ktora skutecznie
zapobiegnie nadwrazliwosci 1 zapewni dlugotrwata ochrone przed utrata mineraléw z tkanek
twardych? Dostepnos¢ szerokiej gamy produktéw rynkowych przy jednoczesnym
utrzymujacym si¢ wzroscie czestosci wystepowania nadwrazliwosci zgbiny sprawia, ze
poszukiwanie odpowiedzi na to pytanie nabiera szczegdlnego znaczenia dla poprawy zdrowia
jamy ustnej. Dynamiczny rozwdj technologii, a takze rosngca §wiadomo$¢ i wymagania
pacjentow, prowadza do opracowywania nowych oraz doskonalenia istniejacych materialow
stomatologicznych. W tym kontekscie badanie skutecznosci past do zgbéw w hamowaniu
demineralizacji 1 zamykaniu kanalikow zebinowych stanowi istotny element postepu w
dziedzinie stomatologii zachowawczej. Prezentowana praca integruje zagadnienia z zakresu
stomatologii zachowawczej, chemii biomateriatow oraz inzynierii materialowej. Analiza
dziatania konkretnej pasty umozliwia oceng¢ jej skutecznosci w hamowaniu utraty mineralow
zgbow, jak rowniez jej zdolnosci do zamykania kanalikow zgbinowych. Gtowne pytanie
badawcze niniejszej pracy brzmi: w jaki sposob eksperymentalna pasta do zeboéw wptywa na
zamykanie kanalikow zgbinowych oraz w jakim stopniu hamuje proces demineralizacji tkanek
twardych z¢ba? W celu udzielenia odpowiedzi na to pytanie zastosowano czterostopniowy
protokot badawczy: I — ocena stanu wyjsciowego tkanek zgba (integralnos¢ struktur oraz sktad
chemiczny szkliwa i1 zgbiny), II — analiza efektow wytrawiania (stopien otwarcia kanalikéw
zebinowych 1 wptyw wytrawienia na strukture zgba), II1 — ocena wptywu dwoéch past do zebow
na proces zamykania kanalikow zebinowych, IV — ocena odpornosci tkanek na demineralizacje
po aplikacji pasty. Do analizy wykorzystano metody mikroskopii optycznej, skaningowe;j
mikroskopii elektronowej (SEM) oraz spektroskopii EDS i Ramana, co umozliwito

kompleksowg oceng¢ zmian strukturalnych i sktadu chemicznego badanych probek. Stan badan
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dotyczacych hamowania demineralizacji zgboéw oraz zamykania kanalikow zgbinowych jest

obszerny, jednak wcigz niewyczerpany.

Zgodnie z obserwacjami Farooq i wsp. (2021) oraz Alhamdan i wsp. (2024) pasta do z¢bow
zawierajaca fluorki moze odwraca¢ proces demineralizacji w obrebie szkliwa. Boncheva i
Vassileva (2019) zwracajg jednak uwage, ze wcigz wyzwaniem pozostaje skuteczna
remineralizacja zebiny i szkliwa oraz petna odbudowa struktur zeba w warunkach pH typowych

dla jamy ustne;.

Badania podzielono na cztery etapy, z ktorych kazdy konczyl si¢ zastosowaniem metod
mikroskopowych 1 spektroskopowych do oceny szkliwa i zg¢biny po przeprowadzonej
modyfikacji. W pierwszym etapie przeanalizowano stan poczatkowy badanych z¢gbow, przed
procesem  wytrawiania. Mikroskopia optyczna ujawnila obecno$¢ obszaréow z
mikrouszkodzeniami, peknigciami oraz mozliwymi oznakami wczesnej prochnicy.
Jednoczes$nie na znacznej czes$ci powierzchni szkliwa 1 z¢biny zaobserwowano obszary zdrowe,
niezmienione i wolne od widocznych defektéw. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)
potwierdzita obecnos$¢ fragmentéw pozbawionych cech patologicznych, ktére wytypowano do
dalszych analiz. Spektroskopia EDS wykazala typowy dla zdrowych tkanek sklad
pierwiastkowy, a warto$ci stosunku Ca/P miescily si¢ w zakresie charakterystycznym dla
naturalnego hydroksyapatytu. Nie stwierdzono obecno$ci zwigzkow obcych mogacych
swiadczy¢ o zanieczyszczeniu probek. Mikrospektroskopia Ramana umozliwita oceng
uporzadkowania struktury krystalicznej szkliwa 1 zgbiny; uzyskane niskie wartoSci
wspotczynnika depolaryzacji byly zgodne z parametrami charakterystycznymi dla zdrowych

tkanek.

Stan poczatkowy tkanek zeba, w tym ich sktad mineralny 1 organiczny, jest kluczowym
czynnikiem determinujacym przebieg procesoOw demineralizacji i ochrony przed nimi. Szkliwo,
bedace najtwardsza tkanka ludzkiego organizmu, cechuje si¢ wysokim stopniem mineralizacji
(ok. 97%) w postaci krysztaldéw hydroksyapatytu, z typowym stosunkiem Ca/P w zakresie 1,5—
1,7. Zawarto$¢ substancji organicznych i wody jest niewielka, co przektada si¢ na wysoka
twardo$¢ oraz odporno$¢ mechaniczng na Scieranie 1 nacisk. Z¢bina jako wewnetrzna tkanka
twarda zgba, zawiera wigkszg 1lo$¢ sktadnikow organicznych — gtéwnie kolagenu typu I (ok.
20% masy) — co zapewnia jej elastyczno$¢, ale wigze si¢ z nizszg mineralizacja (Ca/P ~1,68).
Integralnos¢ szkliwa 1 zebiny stanowi podstawe oceny skuteczno$ci materiatow

profilaktycznych 1 terapeutycznych.
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W zdrowych préobkach SEM ujawnia gtadka morfologi¢ szkliwa oraz zamknigte kanaliki
zgbinowe. Wartosci wspodtczynnika depolaryzacji Ramana (0,12-0,16 dla szkliwa i 0,18-0,27
dla zebiny) §wiadcza o wysokim uporzadkowaniu krysztatow hydroksyapatytu, co zwicksza
odpornos¢ tkanek na dzialanie kwaséw oraz uszkodzenia mechaniczne. Nawet w zdrowych
zebach moga wystepowa¢ minimalne zmiany morfologiczne, takie jak mikropgknigcia czy
drobne ubytki, wynikajace z procesOw starzenia si¢ tkanek i codziennego obcigzenia
mechanicznego. Stopniowe odkladanie zebiny wtérnej prowadzi do zamykania kanalikow
zebinowych, zwiekszajac twardos¢ i gestos¢ tkanki, jednak w przypadku silnej ekspozycji na

czynniki demineralizujace taka adaptacja jest niewystarczajaca.

Analiza pierwiastkowa zdrowych tkanek zgba wykazata bardzo wysoka zawartos¢ Ca, P, O, C
i N w szkliwie i zebinie, tacznie ponad 98% sktadu. Ich proporcje pozostaja stale w calej probee,
a odpowiedni stosunek Ca/P zapewnia odporno$¢ na dziatanie czynnikéw demineralizujacych.
Szkliwo 1 zebina wykazuja charakterystyczng mezoporowatos¢ (Sredni rozmiar porow 2—50
nm), ktdra sprzyja wymianie jonowej i moze wptywac na dynamike proceséw mineralnych.
Przewlekle oddziatywanie czynnikow mechanicznych i chemicznych w jamie ustnej moze
prowadzi¢ do zmian morfologicznych takze w tkankach migkkich, co posrednio wptywa na

stan tkanek twardych.

Badania Domian (2020) wykazaty, ze nieprawidlowo dopasowane uzupetnienia protetyczne
moga powodowa¢ zmiany w morfologii komoérek nablonka 1 aktywowaé procesy apoptozy
(ekspresja kaspazy 3, wzrost poziomu biatka p53), zaburzajac rownowage homeostatyczng i
ostabiajac odpornos¢ tkanek na demineralizacj¢. Ocena stanu wyjSciowego tkanek zeba ma
istotne znaczenie w kontekscie profilaktyki chorob jamy ustnej, zwlaszcza prochnicy, ktora
dotyka ponad 50% dzieci w wieku 3 lat. Stan poczatkowy szkliwa 1 zgbiny stanowi kluczowy
punkt odniesienia w kolejnych etapach badafh nad skutecznos$cig dzialan terapeutycznych i

profilaktycznych, w tym nad materiatami hamujacymi proces demineralizacji.

W drugim etapie badan przeprowadzono wytrawianie zgbow 37% kwasem ortofosforowym w
celu otwarcia kanalikow zebinowych 1 umozliwienia glgbszej penetracji badanej pasty.
Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) potwierdzita skuteczne otwarcie kanalikow
zgbinowych. W wigkszos$ci probek nie stwierdzono istotnych zmian w szkliwie, z wyjatkiem
grupy I, w ktorej zaobserwowano wzrost nieuporzadkowania struktur szkliwa. Spektroskopia
Ramana potwierdzita w zgbach zaliczonych do grupy 1 demineralizacje szkliwa, zgodng z
obserwacjami mikroskopowymi. Analiza EDS wykazata wzgledny spadek zawartosci wapnia

i fosforu. Wytrawianie kwasem fosforowym zwigkszylo wspotczynnik depolaryzacji
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wyznaczony spektroskopia Ramana, co odzwierciedla przej$cie czesci struktury w forme
amorficzng. W obrazie SEM widoczna byla zwigkszona porowato$¢, a w pismiennictwie takie
zmiany taczone sg z utratg wytrzymatosci mechanicznej i wzrostu podatnosci na prochnice.
Mikrotwardos¢ szkliwa po wytrawieniu spada z ok. 330,64 HV do 125,64 HV. Zwi¢kszona
porowato$¢ umozliwia lepszg penetracje Srodkow remineralizujacych, ale réwnoczesnie
zwigksza liczbe defektow morfologicznych i1 odstania kanaliki zg¢binowe. Brak odbudowy
mineralnej w tych obszarach prowadzi do ponownego odstoni¢cia kanalikow i zwickszenia
nadwrazliwos$ci. Nadwrazliwo$¢ zebow: poszerzone kanaliki ulatwiajga przewodnictwo
bodzcow termicznych, chemicznych i mechanicznych, wywolujac bol. Wytrawianie usuwa
naturalng bioaktywng warstwe ochronng, a proces pozostawia nieodwracalne zaburzenia
mikrostruktury. Demineralizacja, cho¢ zwigksza podatno$¢ na uszkodzenia, ulatwia penetracje
srodkow remineralizujacych 1 odbudowe warstwy mineralnej. Pasty z bioaktywnymi
sktadnikami wykazuja zdolno§¢ odbudowy warstwy mineralnej szkliwa i1 zebiny oraz
ograniczania dalszej demineralizacji. Skutecznos¢ takich preparatéw zalezy jednak od stezenia
czynnika remineralizujacego, czasu kontaktu z tkanka oraz warunkéw $rodowiska jamy ustnej
(pH, obecno$¢ biofilmu). Aby przywrdci¢ pierwotng struktur¢ i mikrotwardo$¢ tkanek,
konieczny jest kompleksowy proces remineralizacyjny z udziatem czasteczek zdolnych do

wbudowania w sie¢ krystaliczng hydroksyapatytu.

W trzecim etapie przeprowadzono aplikacje pasty eksperymentalnej oraz pasty odniesienia na
wybrane probki zebow. Zeby z grupy IV zostaly pozostawione bez zastosowania pasty, co
pozwolilo na poréwnanie wpltywu preparatow na proces demineralizacji 1 potencjalnej
odbudowy tkanek twardych zeba. Mikroskopia elektronowa (SEM) wykazata, Zze pasta
eksperymentalna skutecznie penetruje kanaliki zebinowe. Jej obecnos¢ byta szczegélnie
widoczna w zgbach, w ktorych wczesniej stwierdzono demineralizacj¢ wywotana
wytrawianiem, a intensywno$¢ osadzania w zg¢binie byta wigksza niz na powierzchni szkliwa.
Analiza EDS potwierdzita wzrost zawartosci wapnia (Ca) i fosforu (P) w tkankach, zwtaszcza
w grupie I, co sugeruje rozpoczecie procesow remineralizacji. W zgbach stwierdzono takze
obecno$¢ znacznych ilosci krzemu (Si), zarowno w szkliwie, jak 1 w zgbinie, pochodzacego z
ich sktadu. Mikrospektroskopia Ramana wykazala istotny spadek wspolczynnika
depolaryzacji, szczegolnie w szkliwie, co wskazuje na czgsciowe odtworzenie uporzadkowane;j
struktury krystalicznej hydroksyapatytu. Zaobserwowany efekt mogt by¢ wspomagany
przechowywaniem préobek w sztucznej Slinie podczas aplikacji pasty, zawierajacej jony

sprzyjajace remineralizacji, mimo ze same pasty nie byly wzbogacone w takie sktadniki.
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Czwarty etap badan, kluczowy dla oceny skutecznosci testowanych past, obejmowat
przeprowadzenie kontrolowanej demineralizacji w celu weryfikacji, czy wczesniejsza aplikacja
past chroni szkliwo i1 zgbing przed utrata mineralow. Analiza po tym etapie wykazata, ze w
zebach zabezpieczonych pastg struktura szkliwa byla wyraznie mniej uszkodzona w
poréwnaniu z zgbem kontrolnym (grupa IV), ktéry nie byl poddany zadnej ochronie.
Mikroskopia skaningowa potwierdzita, ze mimo dziatania §rodka demineralizujacego, resztki
pasty nadal byly obecne w obregbie zgbiny 1 wewnatrz kanalikow zgbinowych. W szkliwie
obecnosci pasty nie udato si¢ jednoznacznie potwierdzi¢, jednak analiza spektroskopowa
wykazata mniejszy stopien zaburzenia jego struktury niz w probkach kontrolnych.
Spektroskopia EDS odnotowata wzgledny spadek zawarto$ci wapnia i fosforu w zgbinie, przy
czym utrata tych pierwiastkow byla mniejsza w probkach z nalozong pasta niz w zgbach
kontrolnych. Mikrospektroskopia Ramana potwierdzita wzrost wspotczynnika depolaryzacji
we wszystkich probkach, jednak warto$ci te byty zdecydowanie nizsze w grupach z pasta niz
w kontrolnej grupie IV. W przypadku szkliwa wspotczynnik depolaryzacji w zgbach
traktowanych pastg nie przekroczyt wartosci 0,30, uznawanej za prég wystepowania wczesnej
préchnicy. Dla poréwnania, w probce kontrolnej warto$¢ ta wyniosta 0,52, co wskazuje na
znacznie bardziej zaawansowana utrat¢ uporzadkowanej struktury hydroksyapatytu. W
odniesieniu do ze¢biny réwniez odnotowano wzrost tego parametru, jednak najmniejszy w zgbie
poddanym dziataniu pasty referencyjnej, co moze sugerowac jej skuteczniejszy wpltyw na

ochrong¢ zebiny w pordwnaniu z pastg eksperymentalna.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena skutecznos$ci eksperymentalnej i referencyjnej
pasty do zebow w zakresie zamykania kanalikow zebinowych oraz ochrony tkanek twardych
przed demineralizacjg. Wyniki eksperymentu potwierdzilty, ze sklad pasty, czestotliwos¢ jej
stosowania oraz warunki srodowiska jamy ustnej maja kluczowe znaczenie dla skutecznos$ci
ochrony zebow. Obie pasty wykazaly zdolno§¢ do cze$ciowego zamykania kanalikéw i
ograniczania utraty mineratow, przy czym pasta eksperymentalna, dzigki obecno$ci wapnia i

argininy, wykazywata wyrazng przewage w odbudowie struktury zebiny.

Badania potwierdzily znaczenie penetracji pasty w glebsze warstwy zgbiny oraz trwalosé
depozytow w kanalikach, co moze wptywaé na dtugotrwalg ochrone szkliwa i zg¢biny. Wyniki
wskazuja réwniez na konieczno$¢ uwzglednienia warunkéw in vivo, takich jak obecnos¢ §liny,
biofilmu i zmienne pH jamy ustnej, ktore moga wplywacé na skuteczno$¢ pasty w praktyce

kliniczne;.
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Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze nowoczesne pasty o precyzyjnie
dobranym sktadzie maja potencjat w hamowaniu demineralizacji i leczeniu nadwrazliwos$ci
zgbiny. Dalsze badania powinny koncentrowaé si¢ na modyfikacji sktadnikow pasty,
uwzglednieniu dodatkowych substancji wspomagajacych remineralizacj¢ i1 antyseptycznych
oraz ocenie ich skutecznosci w warunkach naturalnych jamy wustnej, co pozwoli

zoptymalizowa¢ ochrong tkanek twardych zgbow.
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7. WNIOSKI

* Pasta eksperymentalna wykazata zdolno$¢ penetracji kanalikow zgbinowych. Obecnos¢
jonéw wapnia sprzyjata procesowi remineralizacji, jednak brak jonéw fosforanowych
ograniczal pelng odbudowe struktury hydroksyapatytu. Przechowywanie probek w

sztucznej $linie prawdopodobnie przyczynito si¢ do czg§ciowej remineralizacji z¢biny.

* Pasta referencyjna, mimo braku jonoéw wapnia i fosforandéw, skutecznie ograniczala
demineralizacj¢ z¢biny, co moze wynikaé z lepszej adhezji do powierzchni lub zdolnosci
zamykania kanalikow zebinowych. Zaré6wno pasta eksperymentalna, jak i referencyjna,

hamowaty proces demineralizacji szkliwa.

* Po aplikacji obie pasty pozostawaly obecne w kanalikach zebinowych nawet po etapie

demineralizacji, co sugeruje ich potencjat ochronny.

* Uzyskane wyniki wskazuja, ze pasta zawierajaca 8% L-argininy, weglan wapnia i azotan
potasu moze stanowi¢ obiecujacg opcje w leczeniu nadwrazliwosci zgbiny oraz w ochronie

szkliwa 1 zgbiny przed dalszg demineralizacja.

* Niezbedne sg dalsze badania w celu pelnej oceny skutecznos$ci, trwatosci dziatania oraz

optymalnej formulacji tych preparatow.
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8. STRESZCZENIE

Wstep: Nadwrazliwos¢ zebiny (DH) to powszechne schorzenie objawiajace si¢ bolem zgbow
w odpowiedzi na bodzce, takie jak zimno, ciepto czy dotyk, wynikajace z odstonigcia
kanalikow zebinowych. Z¢by zbudowane sg z czterech warstw: szkliwa, zebiny, miazgi i
cementu — kazda z tych tkanek petni okreslong funkcje ochronng, odzywcza i mechaniczng.
Teoria hydrodynamiczna Brannstrdma wyjasnia mechanizm powstawania nadwrazliwosci.
Zaktada, ze ruch ptynéw w kanalikach zgbinowych pobudza zakonczenia nerwowe, powodujac
bol. Na rozw6j DH wplywaja czynniki anatomiczne, dietetyczne, behawioralne i zwigzane z
zabiegami stomatologicznymi. Istotng rol¢ ochronng odgrywa $lina, a dieta o niskim pH i
wysokiej zawartosci cukru przyczynia si¢ do demineralizacji szkliwa oraz rozwoju prochnicy.
W profilaktyce i leczeniu stosuje si¢ pasty zawierajace argining z CaCQOs 1 azotan potasu, ktore
zamykajg kanaliki zebinowe i1 tagodza objawy bélowe. Pomimo dostgpnych terapii, potrzebne

sa dalsze badania w celu optymalizacji leczenia i jego skuteczno$ci w warunkach klinicznych.

Cel: Celem pracy jest ocena skutecznosci eksperymentalnej pasty do zebow w tagodzeniu
nadwrazliwo$ci poprzez: (1) ograniczanie demineralizacji szkliwa i z¢biny, (2) zamykanie

kanalikéw zgbinowych oraz (3) ocen¢ odpornosci na dziatanie roztworu demineralizujacego.

Materiaty: W badaniu wykorzystano cztery przedtrzonowce usunigte ze wskazan
ortodontycznych. Zeby poddano dezynfekcji, oczyszczeniu i ocenie szkliwa, a nastgpnie
przecigto je koronowo w celu przygotowania probek. Do testow zastosowano dwie pasty:
eksperymentalng, zawierajacg m.in. azotan potasu, argining i krzemionke, oraz referencyjng —
Sensodyne Ultraszybka Ulga, zawierajaca octan strontu. Przygotowano réwniez sztuczng §ling
(typ SAGF) odwzorowujacg warunki jamy ustnej oraz roztwor demineralizacyjny o pH 4,4,

umozliwiajacy uzyskanie ubytkow szkliwa porownywalnych z prochnica.

Metody pomiaru: Zastosowanymi metodami badawczymi byly: mikroskopia cyfrowa,
skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM), spektroskopia dyspersji energii (EDS),

spektroskopia Ramana.

Wyniki i wnioski: W badaniu oceniano powierzchni¢ szkliwa i1 zebiny zgbow na réznych
etapach: przed i po wytrawianiu, po aplikacji past oraz po demineralizacji. Wykorzystano
mikroskopi¢ optyczna, SEM, EDS 1 spektroskopi¢ Ramana. Poczatkowo wszystkie probki
wykazywaty cechy zdrowej struktury. Po wytrawianiu otworzyly si¢ kanaliki zebinowe, a w

zgbinie odnotowano spadek zawarto$ci mineratéw i wzrost udziatu sktadnikoéw organicznych.
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Spektroskopia Ramana potwierdzita demineralizacje zebiny i czg¢Sciowa utrate uporzadkowanej
struktury hydroksyapatytu. Wyniki postuzyly do dalszej analizy skutecznos$ci past do

remineralizacji.
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9. SUMMARY

Introduction: Dentin hypersensitivity (DH) is a common condition characterized by tooth pain
in response to stimuli such as cold, heat, or touch, resulting from the exposure of dentinal
tubules. Teeth are composed of four layers: enamel, dentin, pulp, and cementum—each serving
specific protective, nutritional, and mechanical functions. The key mechanism behind
hypersensitivity is Brannstrom’s hydrodynamic theory, which proposes that fluid movement
within the dentinal tubules stimulates nerve endings, causing pain. The development of DH is
influenced by anatomical, dietary, behavioral, and dental treatment-related factors. Saliva plays
a vital protective role, while a low-pH, high-sugar diet contributes to enamel demineralization
and caries formation. Preventive and therapeutic approaches include the use of toothpastes
containing arginine with calcium carbonate and potassium nitrate, which occlude dentinal
tubules and alleviate pain symptoms. Despite available treatments, further research is needed

to optimize clinical effectiveness.

Objective: The aim of this study is to evaluate the effectiveness of a novel toothpaste in
relieving hypersensitivity through: (1) reducing enamel and dentin demineralization, (2)

occluding dentinal tubules, and (3) assessing resistance to a demineralizing solution.

Materials: The study used four premolars extracted for orthodontic reasons. The teeth were
disinfected, cleaned, and evaluated for enamel condition, then sectioned coronally to prepare
test samples. Two toothpastes were tested: an experimental formulation containing potassium
nitrate, arginine, and silica, and a reference product—Sensodyne Rapid Relief—containing
strontium acetate. Additionally, artificial saliva (SAGF type) was prepared to simulate oral
conditions, along with a demineralizing solution at pH 4.4, designed to produce enamel lesions

similar to natural caries.

Methods of Measurement: The analytical methods used in the study included digital
microscopy, scanning electron microscopy (SEM), energy-dispersive X-ray spectroscopy

(EDS), and Raman spectroscopy.

Results and Conclusions: The study evaluated the enamel and dentin surfaces of teeth at various
stages: before and after etching, after applying toothpaste, and after demineralization. Optical
microscopy, SEM, EDS, and Raman spectroscopy were used. Initially, all samples showed
features of healthy structure. After etching, dentinal tubules became exposed, and dentin
showed decreased mineral content with an increased presence of organic components. Raman

spectroscopy confirmed dentin demineralization and partial loss of the ordered hydroxyapatite
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structure. The findings were used to further analyze the effectiveness of remineralizing

toothpastes.
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