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1. Wstep

Ekstrakcja zgba to powszechnie wykonywany zabieg w chirurgii stomatologiczne;j
i szczekowo-twarzowej, ktory najczesciej jest niezbedny ze wzgledu na zaawansowang
préchnice, chorobe przyzebia, procesy zapalne wokot tkanek okotowierzchotkowych,
uraz mechaniczny lub stloczenie, przewaznie w przypadku zebow madrosci (Akhter
i1in., 2008; AlGhamdi i in., 2020; Aljafar i in., 2021; Almarghlani, 2022; Broers i in.,
2022; Fayaz i in., 2024; Suzuki i in., 2022). Zaawansowana préchnica prowadzi do
znacznego uszkodzenia tkanek zeba, uniemozliwiajac ich odbudowg¢ za pomoca metod
stomatologii zachowawczej (Janczuk i in., 2018). Podobnie w przypadku choréb
przyzebia takich jak paradontoza moze dojs$¢ do ostabienia kosci podporowej oraz tkanek
otaczajacych zgba, doprowadzajac do utraty jego stabilno$ci, a tym samym determinujac
konieczno$¢ ekstrakcji (Borges i in., 2013; Graziani i in., 2019; Kwon 1 in., 2021;

Papapanou i in., 2018).

Mimo uzasadnionych wskazan medycznych do wykonania ekstrakcji zeba, jest to
procedura, ktora wiagze si¢ z ryzykiem wystgpienia zarowno krotko-, jak i dlugo-
terminowych  powiktan  zdrowotnych.  Potencjalnymi  krotkoterminowymi
konsekwencjami ekstrakcji zeba sg: bol oraz dyskomfort w miejscu wykonywanego
zabiegu trwajacy od kilku dni do kilku tygodni. Do innych naleza infekcje rany
poekstrakcyjnej, parestezja nerwu najczgsciej zebodotowego dolnego bedaca
powiklaniem po cigzkich ekstrakcjach zatrzymanych zebow, szczekoscisk, obrzek
tkanek otaczajacych oraz krwawienie trwajace do kilku godzin, suchy zgbodot, ktorego
przyczyna sg zaburzenia hemostazy. Natomiast odleglymi nastgpstwami usunigcia zgba
sq: zanik tkanki kostnej, przesunigecie zebow sasiadujacych w kierunku luki
poekstrakcyjnej, utrzymujace si¢ porazenie nerwu; przecigzenie pozostatych zebow.
Wymienione reperkusje zdrowotne moga wplywac na funkcjonowanie zgryzu, zdrowie
jamy ustnej oraz ogdlng jako$¢ i komfort zycia pacjenta (Czechowska i in., 2013;

Szczepkowska i in., 2016; Szubert i in., 2015).

1.1. Wykorzystanie materialu z¢binowego jako augmentatu

W 1967 roku podjeto proby wykorzystania materialu zebowego do uzupehienia

ubytkoéw kostnych. W kolejnych latach pozyskiwany z zebow biomaterial zyskiwat na
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popularnosci oraz byt coraz czgsciej oceniany w badaniach naukowych. Doprowadzito
to do rozwoju metody oraz zastosowania po raz pierwszy zdemineralizowanego
materiatu zebowego w procesie allogennego przeszczepu wykonanego u cztowieka
(1975 rok). Nastepnie przeprowadzono zabieg z wykorzystaniem przeszczepu
autogennego w 2003 rok. Natomiast w 2015 roku prawdopodobnie po raz pierwszy
przeprowadzono badania, w ktérych wykorzystano §wiezo zdemineralizowany zab jako
material do autogennej transplantacji (Kim, 2015; Kim i in., 2015; Murata, 2003;
Nordenram i in., 1975; Yeomans i Urist, 1967). Na przestrzeni lat powstato wiele
rozwigzan technologicznych oraz wurzadzen wykorzystywanych do mielenia
i procesowania zgba w celu zastosowania go jako autogennego materiatu
kosciozastepczego (Dhucik i in., 2023; Grawish i in., 2022; Olchowy i in., 2024; Sun
i in., 2024; Um, 2018). Wyprodukowany przez firm¢ KometaBio Inc., Cresskill, NJ,
USA mlynek Smart Dentin Grinder® jest jednym z takich urzadzen. Proces
pozyskiwania autogennego materialu zebowego rozpoczyna si¢ od odpowiedniego
przygotowania wczesniej ekstrahowanego zgba poprzez usuniecie wypetnien,
uzupehnien protetycznych, a takze oczyszczenie powierzchni z pozostatosci wigzadta
ozebnewego, osadow i1 kamienia nazebnego. Ponadto nalezy usunaé przebarwiong
zgbing oraz tkanki zmienione prochnicowo. Przygotowany w ten sposéb zab moze by¢
poddany wiasciwej obrobce w Smart Dentin Grinder®, polegajacej na rozdrobnieniu
1 przesianiu przez zestaw wibrujacych sit o rdznej srednicy (w czasie okoto 20 sekund).
Ziarna powstatego granulatu charakteryzujg rozmiary rzedu 300-1200 mikrometrow.
Aby zminimalizowa¢ straty materialu proces mielenia i przesiewania jest kilkukrotnie
powtarzany. W celu eliminacji bakterii i ich toksyn uzyskany granulat poddaje si¢
dziataniu 30 % alkalicznego roztworu alkoholu etylowego zawierajacego 0,5 M
wodorotlenku sodu. Kolejnym etapem jest dwukrotne przemycie materiatu sterylnym,
zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej. Koncowa, lecz opcjonalng faza jest
obrobka termiczna materialu poprzez prazenie w temperaturze 140°C przy
wykorzystaniu elektrycznej ptyty grzewczej. Otrzymany w ten sposob material suchy
moze zosta¢ wykorzystany podczas autotransplantacji. Zdemineralizowana ze¢bina moze

zosta¢ zastosowana w celu augmentacji zgbodolu poekstrakcyjnego, podniesienia dna
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zatoki, czy tez regeneracji tkanek przyzgbia (Bgbenek i in., 2018; Binderman i in., 2014;
Olchowy i in., 2024).

1.2. Odontogeneza

Tworzenie zebow stalych rozpoczyna si¢ juz w okresie prenatalnym, okoto 16-17
tygodnia cigzy. W tym czasie zaczynaja formowac si¢ zawigzki zgbow trzonowych.
Ludzkie z¢by rozwijaja si¢ z wyspecjalizowanych tkanek pochodzacych z ektodermy
i mezenchymy. Formowanie si¢ z¢ba, czyli odontogeneza, przebiega w kilku etapach:
stadium paczka, stadium czapeczki i stadium dzwonu. Na wczesnym etapie formowania
zgba wystepuje znaczna aktywnos$¢ komorkowa, krazenie krwi i wymiana mineratow.
Komorki zwane ameloblastami tworzg szkliwo, natomiast odontoblasty tworzg zebing.
W pehi rozwinigtym zebie dochodzi do znacznego zmniejszenia przeplywu krwi
i wymiany mineralow. Pozostale zgby stale zaczynaja si¢ formowaé réwnoczes$nie
z wyrzynaniem z¢bdw mlecznych w ciagu pierwszych kilku lat zycia dziecka. Pierwsze
trzonowce, czyli pierwsze zeby stale zaczynaja si¢ wyrzynac zwykle okoto széstego roku
zycia. Z¢by state stopniowo zastepuja zeby mleczne. We wczesnym okresie dojrzewania
wiekszo$¢ 0sob ma 28 z 32 zebow statych (Bruzda-Zwiech, 2010; Cameron i in., 2015;
Dobrzynskiiin., 2014; Herman i in., 2016; Hovorakova i in., 2005, 2007, 2018; Kaushal
i Kamboj, 2009). Trzecie zgby trzonowe czgsto nie majg wystarczajaco duzo miejsca,
aby w pelni si¢ wyrzna¢. Ze wzgledu na swoje potozenie i ograniczong przestrzen, zgby
madros$ci czegsto ulegaja zatrzymaniu lub powoduja problemy stomatologiczne, co
wymaga ich usunigcia(Broers i in., 2022; Chestnutt i in., 2000; Lesolang i in., 2009;
McCaul i in., 2001; Suzuki i in., 2022).

Calkowicie zatrzymany zab jest w petni osadzony w kos$ci szczeki i nie przebit si¢ przez
dzigsto, w zwigzku z czym nie ma on kontaktu z bakteriami znajdujacymi si¢ w jamie
ustnej oraz metalami cigzkimi, ktérych zrédtem moze by¢ spozywana zywnos¢, woda
lub wdychane powietrze. Czeéciowo zatrzymany zab cze$ciowo przebil si¢ przez
dzigsto, ale nadal jest zablokowany lub niezdolny do pelnego wyrznigcia. Czesciowo
zatrzymane z¢gby moga by¢ podatne na infekcje lub prochnice, poniewaz ich trudna do
czyszczenia pozycja uniemozliwia utrzymanie prawidtowej higieny przyczyniajac si¢ do

gromadzenia bakterii. Ponadto cze¢$ciowo zatrzymany zab ma kontakt ze §rodowiskiem
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zewnetrznym co moze przyczyniac si¢ do jego kontaminacji metalami cig¢zkimi (Alsaegh
iin., 2022; Anwar i in., 2009; Dominiak i in., 2022; Eshghpour i in., 2014; Kumar i in.,
2017; Padhye i in., 2013; Zaman i in., 2021).

1.3. Mikrobiota jamy ustnej

Mikrobiota jamy ustnej zdrowego cztowieka to zlozony zbidér mikroorganizmow
naturalnie zasiedlajacych rdzne powierzchnie jamy ustnej, takie jak jezyk, dzigsta, zeby,
migdatki, podniebienie czy tez blona $luzowa policzkow. W sktad tego ekosystemu
wchodza réznorodne drobnoustroje, gtownie bakterie, ale takze grzyby, wirusy
i archeony. W jamie ustnej naturalnie wystepuja bakterie z rodzaju Bifidobacterium,
Lactobacillus, Peptococcus, Fusobacterium, Staphylococcus oraz Streotococcus.
Zachowanie stanu rownowagi biologicznej mikrobioty wspomaga procesy trawienia
weglowodandéw oraz funkcje ochronng organizmu (Jaworski i in., 2016; Krakowiak
1 Nowak, 2015; Krauss, 2023; Liiin., 2014; Nasidze 1 in., 2009, 2011; Sarkar i in., 2017;
Takayasu i in., 2017).

Niektore z bakterii tworzace prawidtowa mikrobiote jamy ustnej po przedostaniu si¢ do
rany poekstrakcyjnej moga wywotywaé powazng infekcje. Dlatego istotne jest, aby
material stosowany do regeneracji wyrostka zebodotowego byl wolny od patogendw.
W badaniu Calvo-Guirado i in. wykazano, ze zastosowanie zarowno Dentin Cleanser
(30% alkaliczny roztwér alkoholu etylowego zawierajacy 0,5 M wodorotlenek sodu),
jak 1 EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy) wykazuje wlasciwosci hamujace wzrost
takich bakterii jak: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis.
PBS (bufor fosforanowy zawierajacy 0,9% NaCl o pH 7,4) nie wykazywal zadnych
wlasciwosci dezynfekujacych, natomiast zgodnie ze skala halo Duraffourda, kwas
cytrynowy nie byt skuteczny (Calvo-Guirado i in., 2021). Zarowno Binderman i in.,
Khanijou i in. i Dtucik in. wykazali brak wzrostu baterii po 10 minutach od zastosowania
30% alkalicznego roztworu alkoholu etylowego zawierajacego 0,5 M wodorotlenku
sodu (Binderman i in., 2014; Dhucik i in., 2023; Khanijou i in., 2021). Natomiast
Kubaszek i in. wykazali obecnos¢ Staphylococcus epidermidis MSCNS oraz

Streptococcus sanguinis w materiale poddanym dziataniu 30% alkalicznego roztworu
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alkoholu etylowego zawierajacego 0,5 M wodorotlenku sodu przez 10 minut, a takze
Blautia producta w materiale, ktory dodatkowo zanurzono w PBS (Kubaszek i in., 2022).

1.4. Charakterystyka powiatu zachodniopomorskiego uwzgledniajaca
potencjalne zrodla zanieczyszczen metalami ci¢zkimi

Wojewddztwo zachodniopomorskie zlokalizowane jest w potnocno zachodniej czesci
polski. Zajmuje powierzchni¢ 22 892,48 km? oraz podzielone jest na 21 powiatow:
biatogardzki, choszczenski, drawski, goleniowski, gryficki, gryfinski, kamienski,
kotobrzeski, koszalinski, tobeski, mysliborski, policki, pyrzycki, stawienski, stargardzki,
swidwinski, szczecinecki, watecki, w tym trzy miasta na prawach powiatu: Koszalin,
Swinoujécie i Szczecin. Natomiast laczna liczba gmin znajdujacych sie na terenie
wojewddztwa to 113. Jego naturalne granice wyznacza wybrzeze Battyku na potocy
oraz graniczna rzeka Odra na zachodzie. Poludniowa seminaturalna granice wyznaczona
jest przez przyblizony zasieg ostatniego zlodowacenia. Natomiast od wschodu graniczy
z wojewodztwem pomorskim. Takie usytuowanie przyczynia si¢ do rozwoju
gospodarczego regionu, ze wzgledu na bliskos$¢ granicy z Niemcami, umiejscowienie na
skrzyzowaniu waznych szlakow zaréwno transportu ladowego oraz morsko-rzecznego
pooc-potudnie 1 wschod-zachod. Powierzchnia o  szczegdlnych walorach
przyrodniczych prawnie chroniona znajdujgca si¢ na terenie wojewoddztwa zajmuje
powierzchni¢ 498749,7 ha. Parki narodowe zajmuja 13594,8 ha, rezerwaty przyrody
13326,3 ha, natomiast parki krajobrazowe 112217,3 ha. Pozostale obszary takie jak:
stanowiska dokumentacyjne, zespoly przyrodniczo-krajobrazowe, uzytki ekologiczne,
obszary chronionego krajobrazu obejmujg odpowiednio: 10,4 ha, 6090,2 ha, 6927,3 ha
1 346583,3 ha. Zroznicowanie terenu oraz walory naturalne sprzyjaja rozwojowi

turystyki (GUS, 2022; RDOSwS, 2023; TERY -TERC CIS, 2024).

Jak wynika z danych opublikowanych przez Gléwny Urzad Statystyczny, wojewddztwo
zachodniopomorskie zamieszkiwato 1631,8 tys. 0sob. Rozktad plci byl porownywalny,
z niewielka przewaga kobiet — na 100 m¢zczyzn przypadto 106 kobiet. Ludno$¢ miejska
stanowila 68% ogoélu zamieszkujacego powiat zachodniopomorski (dane na dzien 31
grudnia 2023 r.). Na terenie wojewddztwa znajduje si¢ 20 placowek §wiadczacych ustugi

z zakresu chirurgii stomatologicznej w ramach $wiadczen Narodowego Funduszu
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Zdrowia, z czego 15 zlokalizowanych jest w Szczecinie. Pozostate placowki znajduja si¢
w Koszalinie (2 placowki), Starogardzie (1 placowka), Szczecinku (1 placéwka) oraz
Swidwinie (1 placowka). Ze wzgledu na nieréwnomierne rozlokowanie placowek
umozliwiajacych ekstrakcje zeba w ramach swiadczen NFZ, pacjenci czesto sg zmuszeni
do podrézowania z odleglych cze$ci wojewoddztwa do Szczecina. W zwigzku z tym
w badaniu nie mozna precyzyjniej wyodrebni¢ miejsca zamieszkania badanych a tym
samym specyficznych warunkow srodowiskowych bytowania pacjenta (NFZ, 2024).

1.4.1. Zrédla ekspozycji na metale ciezkie w wojewodztwie
zachodniopomorskim

Srodowiskowa ekspozycja cztowieka na metale toksyczne to ztozone zagadnienie, ktore
ma wiele zrédel, zar6wno naturalnych, jak i antropogenicznych. Zaklady hutnicze,
chemiczne, elektrocieptownie  znajdujagce si¢ na  terenie = wojewoOdztwa
zachodniopomorskiego oraz znajdujaca si¢ w bliskim sgsiedztwie niemiecka rafineria
w Schwedt/Oder moga przyczynia¢ si¢ do zanieczyszczenia $rodowiska takimi
pierwiastkami jak otéw, kadm, rte¢ czy arsen. Podobnie w przypadku transportu
ladowego oraz wzmozonego transportu morskiego wzdtluz linii brzegowej, ktoremu
towarzyszy emisja spalin, ktére moga by¢ zanieczyszczone otowiem i kadmem. Na
terenie wojewodztwa zachodniopomorskiego znajdujg si¢ drogi ekspresowe S3, S6, S10
i S11, ktére tacznie mierza 361,7 km oraz autostrada A6 o diugosci 28,4km. Taka
infrastruktura drogowa sprzyja wzmozonej produkcji spalin. Niewlasciwe zarzadzanie
odpadami poprzez nieodpowiednie ich skladowanie oraz przetwarzanie rowniez moga
skutkowa¢ zanieczyszczeniem $rodowiska pierwiastkami toksycznymi. Dane GUS na
dzien 31 grudnia 2023 r. wskazuja, ze roczna produkcja odpadéw z wylaczeniem
odpadow komunalnych w powiecie zachodniopomorskim wynosita 439989 tys. ton
w tym 31,6 tys. ton odpadow zostato poddanych czasowemu magazynowaniu. Nawozy
sztuczne oraz pestycydy, ktore sg stosowane przez lokalnych rolnikéw, a takze te, ktore
sptywaja wraz z wodami rzek do Baltyku moga stanowi¢ zroédto metali cigzkich
(Chudecka 1 Tomaszewicz, 2017; Gambus 1 Wieczorek, 2012; GUS, 2023; Pasieczna,
2012; Piontek i in., 2012; Popiel i Koziara, 2012; Protasowicki i in., 2001; Trojanowski
iin., 2000).
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1.4.2. Charakterystyka metali ci¢zkich oraz ich wplyw na zdrowie

Do metali wykazujacych silng toksyczno$¢ dla organizméw zywych nawet w niskich
stezeniach zalicza sig, takie pierwiastki jak otow (Pb), kadm (Cd), rte¢ (Hg) czy arsen
(As). Metale te, charakteryzuja si¢ wysoka masg atomowa i gegstoscig wieksza niz 4,5
g/cm?®, dlugotrwala ekspozycja nawet na $ladowe ilo$ci wymienionych pierwiastkow
wigze si¢ z ich gromadzeniem w organizmie ludzkim i zaklécaniem podstawowych
procesow fizjologicznych. (Duffus, 2002; Nadgoérska-Socha, 2021; Shahid i in., 2017).
Po wchlonigciu poprzez spozycie, wdychanie lub kontakt ze skorag moga zaktdcaé
metabolizm komorkowy, funkcjonowanie enzymow i wywolywac stres oksydacyjny,
ktory prowadzi do uszkodzenia tkanek i przyczynia si¢ do rozwoju wielu chorob, w tym
neurologicznych, nefrologicznych oraz onkologicznych. Oléw jest silng neurotoksyna,
ktora uposledza rozwoj poznawczy, szczeg6lnie u dzieci, i moze powodowac anemig,
nadci$nienie i zaburzenia czynnos$ci nerek. Kadm jest zwigzany z uszkodzeniem nerek,
dysfunkcja uktadu oddechowego i demineralizacjg szkieletu, co prowadzi do takich
schorzen jak osteoporoza. Rte¢ wptywa gtownie na uktad nerwowy, powodujac drzenie,
utrate¢ pamigci 1 deficyty poznawcze, a takze moze uszkadza¢ nerki i1 ukfad
odporno$ciowy. Arsen, znany czynnik rakotwoérczy, zaktéca oddychanie komoérkowe,
prowadzac do uszkodzenia wielu narzadow i zwigkszonego ryzyka nowotworow,
zwlaszcza skory, pecherza moczowego i ptuc. Przewlekta ekspozycja jest szczegdlnie
niepokojaca, poniewaz metale ciezkie majg tendencje do bioakumulacji w organizmie,
powodujac dlugotrwate skutki toksyczne, ktore sa trudne do zlagodzenia. Do
najintensywniejszej bioakumulacji metali toksycznych dochodzi w watrobie oraz
nerkach, stanowigcych centra detoksykacji organizmu, a takze w tkance mig$niowej,
nerwowej, thuszczowej, kostnej oraz zebach (Li i in., 2015; Piontek 1 in., 2014; Wang
iin., 2021; Xiao i in., 2020). Zanieczyszczenie metalami cigzkimi ma gltgboki wplyw na
procesy zwigzane z tworzeniem, rozwojem i przebudowg kosci i zgbow. Otéw zakldca
metabolizm wapnia i zaburza funkcjonowanie osteoblastow i1 osteoklastow, komorek
odpowiedzialnych odpowiednio za tworzenie i resorpcje kosci. Skutkuje to stabg
mineralizacjg kos$ci i zwiekszong kruchos$cia, przyczyniajac si¢ do stanow takich jak
osteoporoza i opézniony rozwdj szkieletu. Podobnie kadm hamuje tworzenie kosci

poprzez zmniejszenie aktywnosci osteoblastow i1 zwigkszenie resorpcji kosci za

17



posrednictwem osteoklastow, co prowadzi do utraty gestosci kosci netto i zwiekszonego
ryzyka ztaman. Narazenie na rte¢ zostalo powigzane z upo$ledzong mineralizacja
1 zmianami w organicznej macierzy kosci, co prowadzi do zmniejszenia wytrzymatosci
kosci. W zebach metale cigzkie moga zaburza¢ tworzenie szkliwa i zebiny, ostabia¢
strukture zebow i1 predysponowaé osoby do prochnicy i choréb przyzgbia. Ponadto
metale te moga zastepowaé jony wapnia w zwigzkach o strukturze hydroksyapatytu,
sktadniku mineralnym kosci i zebow, prowadzac do zmiany integralnosci strukturalne;
1 pogorszenia wlasciwo$ci mechanicznych. W zwiazku z tym przewlekte narazenie na
metale cigzkie stanowi znaczace ryzyko dla zdrowia uktadu kostnego 1 zgbow,
szczegOlnie w populacjach o wysokim narazeniu $rodowiskowym lub zawodowym.
W S$wietle powyzszych informacji wykorzystanie z¢bow jako materialu do
autotransplantacji moze przyczynia¢ si¢ do rekontaminacji metalami ciezkimi
(Asaduzzaman i in., 2017; Sharma i in., 2020; Theobaldo i in., 2018; Wychowanski
i Malkiewicz, 2017). Najistotniejsze informacje na temat metali toksycznych
przedstawiono w tabeli 1. (Bryta, 2018; Bryta i in., 2022; Chen i in., 2019; Dz.U. 2017
poz. 1348; Flora i in., 2008, 2008; GIS, (dostep: 04.10.2024); Liu i in., 2000; Mlynek
i Skoczynska, 2005; Mutter, 2011; Mutter i in., 2007; Patwa i Flora, 2020; Prozialeck
i in., 2008; Rabinowitz i in., 1976; Tinkov i in., 2018; WSSE Rzeszow, (dostep:
04.10.2024)).
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Tabela 1. Wplyw metali toksycznych na organizm

Metal Postacie Mechanizm Stezenie Dop(;lasvzvckz;lna OKkres Miejsca Dzialanie Skutki biologiczne
ciezki | chemiczne dzialania toksyczne . poltrwania | kumulacji ukladowe intoksykacji
narazenia
Zastegpuje inne metale Uszkodzenie nerek,
. . , Uktad nerwowy, .
Tlenki kadmu,| w biatkach, zaktoca > 5 mg/g o osteomalacja,
. . . . . 2,5 ng/kg m.c., . krwiotworczy,
siarczki, funkcje enzymow kreatyniny Nerki, L osteoporoza,
Kadm : . 5 pg/l (woda) | 10-30 lat krwiono$ny, P
cd chlorki, antyoksydacyjnych (mocz), S no/m’ (nerki) watroba, okarmow nadcisnienie, choroby
(Cd) zwigzki (np. peroksydazy), > 5 mg/l & kosci, ptuca p owYs uktadu oddechowego,
: . . (powietrze) wydalniczy, .
organiczne zwigksza produkcje (krew) . . rak ptuc, choroba Itai-
- immunologiczny -
wolnych rodnikow itai
Zwicksza stres
ch Tlenki chromu, oksydacyjny, . 2OQ ug narc’lobe; Phuca, nerki, Uktad oddechowy, | Rak ptuc, uszkodgeme
rom . wywotuje uszkodzenia | > 4,7 nmol/l. | (Zywnos¢), 10-20 lat nerkowy, nerek, wrzody skome,
chromiany, LT 5 . watroba, . X .
(Cr) . . DNA, moze wigzac si¢ (krew) 0,005 mg/m (kosci) . immunologiczny, astma, perforacje
dichromiany . h . . skora ; .
z biatkami i zaktoca¢ (powietrze) skorny przegrody nosowej
ich funkcje
. Zastegpuje inne metale
Tlen}ﬂ kob.altu, w biatkach, zaktoca 1000 pg . , Kardiomiopatia,
Kobalt siarczki, metaboli i 0.02 me/l dob 1 Uktad krwiono$ny, lenie pt k
. etabolizm witaminy ,02 mg na dobe . uca, serce, zapalenie ptuc, zmiany
chlorki, . , , | 1-2 miesiagce L. oddechowy, .
(Co) L B12, moze wywotywac (krew) 0,02 mg/m kosci, krew | . . dermatologiczne, rak
zwigzki 4 . immunologiczny .
: reakcje (powietrze) oskrzeli, rak phluc
organiczne . :
immunologiczne
Rtee Wiaze si¢ z grupami Drzenie, zaburzenia
metaliczna, sulthydrylowymi pamieci, uszkodzenie
tlenki rteci, | bialek, uszkadza biatka 5 .. Nerki, Uktad nerwowy, | nerwow obwodowych,
. . . 0,025 mg/m?® | 1-2 miesigce , L
Rteé chlorki, strukturalne i btony >10 pg/l . mozg, nerkowy, uszkodzenie mozgu,
. , . (powietrze), | (krew), lata . , .
(Hg) metylorte¢, | komdrkowe, powoduje (krew) . watroba, immunologiczny, Alzheimer,
: . 1 pg/l (woda) (mozg) . . L
inne zaburzenia w ptuca, skora rozrodczy niewydolnos¢ nerek,
organiczne przewodnictwie zaburzenia
zwiazki rtegci nerwowym immunologiczne,
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uszkodzenie uktadu
rozrodczego, zaburzenia
wzroku
. >33 ug/l
.. Powoduje stres ’
Tlenki nikl . kr
. :Elrt;;llii " oksydacyjny, >El 56:12/1 0,25 mg/m? Phuca, skora, | Uktad oddechow Alergie kontaktowe,
Nikiel 2 wywotuje reakcje e o 20-30 godzin O X Y5 zapalenie skory, astma,
(Ni) chlorki, alergiczne oray (mocz, dzieci)| (powietrze), (krew) kosci, skorny, K ot K
zwigzki aers . >3 nmol/l |20 pg/l (woda) watroba immunologiczny rak pliuc, rak nosd,
: immunologiczne, zaburzenia oddechowe
organiczne . (mocz,
zaktoca synteze DNA o
dorosli)
Niedokrwistos¢,
Tlenki otowiu . nadcisnienie,
Zwiazki ’| Hamuje aktywno$¢ upos$ledzenie rozwoju
organiczne enzymow, W tym >15 ng/dl 0,05 mg/m* |Kilka tygodni| Kosci, zeby, | Uktad nerwowy, urnyslowego.u le.em
Ol6 . enzymow (krew, e . L oraz zmniejszenie
OW | (np. tetraetylki . (dziennie, |(krew), 2 lata nerki, krwiono$ny, L .
. syntezujacych hem, dorostych), . . objetosci istoty szarej
(Pb) olowiu), oraz vakloca >5 ng/dl powietrze), |(moézg) 10-30| watroba, nerkowy, u dorostych
so(lgc(t);;)lwm metabolizm wapnia | (krew, dzieci) 10 g/l (woda) | lat (koSci) | mézg, krew rozrodezy encefalopatia,l,
. Y, i witaminy D uszkodzenie nerek
siarczany) burzenia funkcji’
za

rozrodczych
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2. Cele i zalozenia

Podstawowym sktadnikiem tkanek zgba sg zwigzki o strukturze hydroksyapatytu. Zeby,
cho¢ stabilne chemicznie, moga gromadzi¢ pierwiastki §ladowe poprzez zastgpowanie
wapnia w strukturze hydroksyapatytu. Mimo ze zwiazki o strukturze hydroksyapatytu sa
gléwnym skladnikiem zaréwno tkanek zgba, jak i kosci, tkanki te r6znig si¢ dynamika
przebudowy. W przeciwienstwie do kosci, formowanie zmineralizowanych tkanek zgba
nie wigze si¢ z uwalnianiem mineralow. Zg¢by pozostaja bardziej stabilne,
a procesy uwalniania i fluktuacji mineratéw, obserwowane w kosciach, nie wystepuja
w tkankach zeba. Do nagromadzenia toksycznych metali w trzecich zgbach trzonowych
dochodzi podczas odontogenezy, ktéra ma miejsce w wieku 10-17 lat oraz wynika

z narazenia na zanieczyszczenia srodowiskowe.

Z¢by sktadajg si¢ z roznych tkanek: szkliwa, zgbiny i cementu. Szkliwo w okoto 96%
sktada si¢ z mineratow, gtéwnie zwigzkow o strukturze hydroksyapatytu, a pozostate 4%
stanowig woda i substancje organiczne. Z¢bina zawiera okoto 70% mineratow (gtéwnie
zwigzki o strukturze hydroksyapatytu), 20% substancji organicznych (gtownie
kolagenu) i 10% wody. Cement natomiast sktada si¢ w 65% z mineraldéw, 23% z materii

organicznej (gtownie kolagenu) i 12% z wody.

W przypadku trzecich zebow trzonowych (zebow madrosci), ktore sg czesto zatrzymane,
zwlaszcza w zuchwie, mozliwe jest uzyskanie cennych informacji na temat dlugotrwatej
ekspozycji na metale cigzkie. Zgby madrosci, ktére sa catkowicie zatrzymane
i odizolowane od jamy ustnej, nie podlegaja wptywom czynnikoOw zewngtrznych, takich
jak zywnos$¢, leki czy prochnica, ktére moga zmienia¢ skltad mineralny zebow
wyrzynajacych sie. W trakcie ich formowania jedynym zrédlem mineraléw jest

krwiobieg.

Z¢by czesciowo zatrzymane, ktore majg kontakt z otoczeniem, mogg by¢ narazone na
zmiany w sktadzie mineralnym, np. poprzez kontaminacj¢ metalami ci¢zkimi. Metale
zawarte w zywnosci, wodzie, zanieczyszczonym powietrzu lub dymie papierosowym

moga wbudowywac si¢ w strukture hydroksyapatytu.

Ponadto, zeby catkowicie zatrzymane nie majg kontaktu z mikrobiota jamy ustnej, co

czyni je materiatem mniej zanieczyszczonym mikrobiologicznie.
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Uwzgledniajac powyzsze zatozenia sformutowano nastgpujace cele badawcze:

1

Oznaczenie zawarto$ci wybranych metali toksycznych, takich jak: otow, kadm, rtec,

kobalt i nikiel w materiale pozyskanym z procesowanego z¢ba.

Okreslenie wplywu stanu zatrzymania zgba, catkowicie lub cze§ciowo zatrzymany

na zawarto$¢ metali toksycznych w materiale pozyskanym z procesowanego zgba.

Okreslenie korelacji miedzy takimi zmiennymi jak: wiekiem i ptcig badanych oraz

paleniem papierosOw a zawarto$cig analizowanych metali cigzkich.

Ocena cytotoksycznos$ci materialu przed i po procesowaniu przy uzyciu 30%

alkalicznego roztworu alkoholu etylowego zawierajacego 0,5 M wodorotlenku sodu.

Ocena mikrobiologiczna zgbiny przed i po procesowaniu przy uzyciu 30%

alkalicznego roztworu alkoholu etylowego zawierajacego 0,5 M wodorotlenku sodu.

Ocena fizykochemiczna wuzyskanego materialu po procesowaniu zgodnie

z procedurg zalecang przez producenta Smart Dentin Grinder.
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3. Material i metody

Przed rozpoczeciem badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym we Wroctawiu (numer zgody: 278/2019) oraz zgodg¢ dyrektora
Samodzielnego Publicznego Zakladu Opieki Zdrowotnej Ministerstwa Spraw
Wewngtrznych i Administracji w Szczecinie, na wykorzystanie materiatu tkankowego
pochodzacego od pacjentow placoéwki. Materiat badawczy zostal zebrany na przetomie
2019/2020 roku. Kazdy z badanych zostat poinformowany oraz wyrazit §wiadoma zgode

na wykorzystanie wyekstrahowanego z¢ba w ramach niniejszego badania.

3.1. Material

Materiat badawczy stanowily 44 zeby pozyskane od 44 pacjentow poddanych zabiegowi
chirurgicznej ekstrakcji trzeciego zgba trzonowego czeSciowo (n=22) lub catkowicie
zatrzymanego (n=22). Zabiegi wykonywano w Samodzielnym Publicznym Zaktadzie
Opieki Zdrowotnej Ministerstwa Spraw Wewnetrznych i Administracji w Szczecinie.

Badani byli przedstawicielami obu plci, w r6znym wieku, od 16 do 47 lat.

Dane dotyczace wieku, miejsca zamieszkania, ogolnej subiektywnej oceny zdrowia,
zdiagnozowanych choroéb, przyjmowania lekow, spozywania alkoholu, palenia wyrobow
tytoniowych oraz zazywania $rodkow odurzajacych uzyskano na podstawie wywiadu

medycznego przed przystgpieniem do zabiegu.

3.2. Metody badawcze

Badania mikrobiologiczne oraz ich ocen¢ wykonano w Katedrze i Zakladzie
Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu
(kierownik: prof. dr hab. Beata Magdalena Sobieszczanska). Oceng¢ parametréw
strukturalnych oraz fizykochemicznych wykonano w Oddziale Fizykochemii
Biomedycznej Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych im. Wtodzimierza
Trzebiatowskiego Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu (pod kierunkiem prof. dr hab.
Rafat J. Wiglusza) Oznaczenie zawarto$ci wybranych metali cigzkich wykonano
w Laboratorium Badan Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
(kierownik: dr inz. Marzena Styczynska). Badania cytotoksycznos$ci oraz ich opis zostaty
wykonane w Zakladzie Anatomii Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,

(kierownik: dr hab. Joanna Kle¢kowska-Nawrot, prof. uczelni).
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3.2.1. Przygotowanie materialu badawczego

Kazdy zab byl traktowany jako pojedyncza probka nie mieszana z innymi. Po ekstrakcji
zgby byty przechowywane w temperaturze - 80°C. Przygotowany w ten sposob materiat
byl kazdorazowo wktadany do komory urzadzenia mielgcego Smart Dentin Grinder

KometaBio (USA) oraz procesowany zgodnie ze wskazaniami producenta (Ryc. 1,2).

Rycina 1. Proces mielenia zg¢ba

Rycina 2. Zmielony materiat zgbinowy

Pozyskany materiat podzielono na 4 réwne porcje: 1 probka A oraz 3 probki B, nastepnie

odsypano do proboéwki typu Eppendorf. Probki B zalano na 10 min zataczonym
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w zestawie roztworem Dentin Cleanser Kometa Bio (USA) tak, aby nawilzy¢ 1 pokry¢
caty material powstaly z mielenia i sortowania ze¢ba. Po 10 min, nadmiar roztworu
odsaczono za pomocg sterylnych gazikéw. W kolejnym etapie material zgbinowy zalano
na 3 min dedykowanym roztworem Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline KometaBio
(USA). Podobnie jak w poprzednim kroku, nadmiar ptynu absorbowano za pomoca

sterylnych gazikow (Ryec. 3).

Rycina 3. Reagenty, od lewej Dentin Cleanser, PBS

Probki A nie zostaly poddane dzialaniu zadnej substancji dezynfekujacej oraz byty
przeznaczone tylko do badan mikrobiologicznych. Natomiast probki B po dezynfekcji
byly przeznaczone do badan mikrobiologicznych, fizykochemicznych, oznaczenia

metali cigzkich oraz cytotoksycznosci.

3.2.1. Ocena zawartosci wybranych metali toksycznych

Do oznaczenia zawarto$ci metali toksycznych, takich jak otéw (Pb), kadm (Cd), chrom
(Cr), kobalt (Co), nikiel (Ni) oraz rte¢ (Hg) wykorzystano wcze$niej zmielone oraz

zdezynfekowane materiaty zebinowe (probki B).
3.2.1.1. Mineralizacja materialu badawczego

Proces mineralizacji probek na mokro przeprowadzono w zamknigtym systemie
mikrofalowym. Nawazono okoto 0,3 g homogennej probki z doktadnoscia do

dziesieciotysigcznej czeSci grama. Nastepnie dodano 5 cm? stezonego kwasu azotowego
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(V) cz.d.a. i 1 cm® stezonego nadtlenku wodoru cz.d.a. Przygotowane w ten sposob
analizaty poddano mineralizacji w zamknigtym uktadzie mikrofalowym MARS 6 marki
CEM. Mineralizaty przenoszono ilo$ciowo do prébéwek o pojemnosci 10 cm?® przy

uzyciu wody redestylowane;.

Mineralizacj¢ przeprowadzono zgodnie z Polskg Normg PN-EN 13805:2003 Artykuty

zywno$ciowe — Oznaczanie pierwiastkow §ladowych — Mineralizacja ci$nieniowa.
3.2.1.2. Ocena zawartosci metali toksycznych

Zawarto$ci Cd, Cr, Co, Ni, Pb oznaczono metodg absorpcyjnej spektrometrii atomowej
w plomieniu acetylen-powietrze. Do badan wykorzystano spektrometr absorpcji
atomowej Spectra AA (Varian) z przystawka pltomieniowa V2 AA240FS oraz
dedykowanag lampe z katodg wngkowa. Dokladno$¢ metody zostata potwierdzona na
podstawie certyfikowanego materiatu referencyjnego ERM-BDI151 Skimmed milk
powder (Sigma-Aldrich®). Niepewno$¢ pomiaru zostata oszacowana na 5%. Uzyskane

wyniki wyrazono w mg/kg.

Tabela 2. Charakterystyka parametréw pomiaru

Dhugosé Szerokosé¢ Prz?plyw . Stezenie
Oznaczany . . powietrze- Korekcja | charaktery-
L. fali szczeliny r
pierwiastek [nm] [nm] acetylen tla styczne
[I/min] [ng/l]
Cd 228,8 0,5 13,5/2,0 wi. 0,019 0,9992
Cr 425,4 0,2 13,5/2,0 wi. 0,410 1,0000
Co 240,7 0,2 13,5/2,0 wi. 0,088 1,0000
Ni 341,5 0,2 13,5/2,0 wi. 0,089 1,0000
Pb 217,0 1,0 13,5/2,0 wi. 0,164 0,9996

r — wspotczynnik korelacji Pearsona

Do oznaczenia zawarto$ci Hg zastosowano metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowe;j
w technice zimnych par przy uzyciu analizator rtgci AMA 254. Nawazono do tdédeczki
niklowej okoto 0,05 g mineralizatu z doktadno$cig do dziesigciotysigcznej czgsci grama.

Przygotowane w ten sposob probki poddano analizie. Walidacja metody zostala
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przeprowadzona na podstawie certyfikowanego materiatu referencyjnego ERM-BD151
Skimmed milk powder (Sigma-Aldrich®). Niepewno$¢ pomiaru zostata oszacowana na

5%.
Tabela 3.Charakterystyka parametréw pomiaru rteci

Stezenie charaktery-
styczne r

[ng/1]
Hg ‘ 60 ‘ 150 ‘ 254 ‘ 0,003 0,9999
r — wspotczynnik korelacji Pearsona

Oznaczany Susznie | Dekompozycja | Dtugos¢ fali
pierwiastek [s] [s] [nm]

Metody badan:

Pb, Cd, Cr — PN-EN 14082:2004 Artykuty zywno$ciowe — Oznaczanie pierwiastkow
sladowych — Oznaczanie zawarto$ci otowiu, kadmu i chromu metodg atomowe;j

spektrometrii absorpcyjnej (AAS) po mineralizacji suche;.

Ni — PN-A-86939-6:1998 Oleje i tluszcze roslinne oraz zwierzece — Oznaczanie
zawarto$ci metali cigzkich metoda atomowej spektrometrii emisyjnej — Oznaczanie

zawartosci niklu.

3.2.2. Ocena mikrobiologiczna

Do badan mikrobiologicznych wykorzystano dwie probki: A i B. Probka B zostata
poddana dezynfekcji, probki zostaly przeniesione do 10 ml ptynnej pozywki
Thioglycollate bulion. Proces inkubacji przeprowadzono w temperaturze 37°C przez

okres 10 dni, monitorujgc wzrost mikroorganizméw co 24 godziny.

Po zakonczeniu inkubacji, wykonywano przesiew na pozywki state w celu identyfikacji
bakterii beztlenowych i tlenowych. Dla bakterii beztlenowych zastosowano podtoze
Schaedler agar z dodatkiem 5% krwi baraniej (BD, Niemcy), natomiast dla bakterii
tlenowych uzyto podloza Columbia. Wyhodowane mikroorganizmy izolowano

i identyfikowano na podstawie morfologii i barwienia metodg Grama (Ryc. 4).
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Posiew z¢bow mielonych * Probki A

Thioglycollate bulion » Probki B

Posiew beztlenowy Posiew tlenowy

Izolacja
i identyfikacja
SZCZEpOW

Rycina 4. Schemat postepowania w badaniach mikrobiologicznych
3.2.3. Ocena parametrow strukturalnych i fizykochemicznych

W celu kompleksowej oceny witasciwosci strukturalnych oraz fizykochemicznych

materiatow pozyskanych z zebiny wykonano wieloaspektowa analize.

3.2.4. Proszkowa dyfraktometria rentgenowska (XRPD)

Do oceny parametrow strukturalnych analizowanego materialu zebinowego
wykorzystano technik¢ rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowej (XRPD) przy

pomocy dyfraktometru rentgenowskiego X'Pert PRO (promieniowanie Cu Kal: A =
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1.54060 A) z firmy PANalytical. Pomiary wykonywano przy zakresie kata 2¢
wynoszacym 5-100° w czasie 3 godzin i w temperaturze otoczenia, a takze przy napieciu
40kV oraz natezeniu 30mA. Dyfraktogramy analizowano przy pomocy programu

Match! wersja 3.12.

3.2.5. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR)

Analize obecnosci grup funkcyjnych w materiatach zebinowych przeprowadzono,
rejestrujagc widma spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR) za
pomocg spektrometru Thermo Scientific Nicolet iS50 z przystawka ATR
z monolitycznym krysztatem diamentowym i detektorem DLaTGS-KBr w zakresie od
4000 do 400 cm. Materialy poddawane badaniu mierzono w trybie odbiciowym,

w temperaturze pokojowe;.

3.2.6. Spektroskopia Ramana
Wiasciwosci strukturalne badanych materialow analizowano réwniez przy pomocy
spektroskopii Ramana przeprowadzonej w zakresie 100—1200 cm™ z wykorzystaniem
systemu mikro-Raman Renishaw InVia. System ten obejmowal konfokalny mikroskop
optyczny DM 2500 firmy Leica oraz laser diodowy jako zrédto ekscytacji przy dtugosci
fali 830 nm. Detekcje sygnatu zrealizowano za pomoca termoelektrycznie chtodzonego
detektora typu CCD.

3.2.7. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) i spektrometria
rentgenowska z dyspersja energii (EDS)

Ocen¢ morfologii powierzchni, mapowanie elementarne, a takze analiz¢ iloSciowa
sktadu pierwiastkowego badanych materialéw przeprowadzono za pomocg skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM) przy uzyciu mikroskopu FEI Nova NanoSEM 230,
ktéry byl wyposazony w spektrometr dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego
(EDS) (EDAX GenesisXM4). Mikroskop dziatal przy napigciu przyspieszajacym

w zakresie od 3,0 do 15,0 kV oraz z rozmiarem plamki w zakresie od 2,5 do 3,0 nm.

3.2.8. Ocena cytotoksycznosci

Powszechng technikg okreslania cytotoksycznosci substancji i materiatow jest test MTT

(bromek 3-[4,5-dimetylotiazol-2-ylo]-2,5-difenylotetrazoliowy). Metoda ta polega na
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okresleniu witalno$ci komoérki poprzez pomiar jej zdolnosci do przeksztatcania zottego
zwigzku tetrazolowego (MTT) w nierozpuszczalny niebiesko-fioletowy formazan.
Enzymy mitochondrialne zywych komorek katalizujg redukcje, w zwigzku z tym,

intensywnos¢ koloru formazanu jest skorelowana z iloscig zywych komorek.
3.2.8.1. Przygotowanie linii komorkowych

X W badaniu wykorzystano komorki 3T3 (klon 3T3: CCL 92, American Type Culture
Collection [ATCC], Manassas, VA, USA) oraz komoérki L-929 (klon NCTC 929: CCL 1,
European Collection of Cell Cultures, Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, UK). Komérki
hodowano w pozywce Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) wzbogaconej
o 10% ptodowa surowice bydleca (FBS), 4 mM glutaminy, 100 png/ml penicyliny oraz
100 pg/ml streptomycyny. Komorki inkubowano w standardowych warunkach (37°C,
5% CO2, 90% wilgotnosci). Po osiggnigciu odpowiedniego stanu konfluencji (ok. 80-
90%) hodowle komorkowe byly usuwane z butelek hodowlanych poprzez
trypsynizowanie za pomoca 0,25% roztworu trypsyny-EDTA. Nastepnie zawiesing
komorek odwirowywano (200 g, 3 min). Komorki zostaly resuspensowane w pozywce

hodowlane;j.
3.2.8.2. Przygotowanie ekstraktow

Przygotowano dwie probki: ekstrakt z procesowanego materialu ze¢binowego oraz
ekstrakt z materialu zgbinowego, ktéry nie zostal poddany procesowaniu, oba
przygotowane przez inkubacj¢ materiatdéw w pozywce przez 24 godziny w proporcji 0,25
g materiatu na 1 ml pozywki w temperaturze 37°C. Jako prdoba kontrolna (Slepa)

zastosowano pozywke bez dodatku ekstraktow.
3.2.8.3. Procedura testu

Do obwodowych dotkow 96-dotkowej plytki do hodowli tkankowej dozowano 100 pl
pozywki hodowlanej (proba §lepa). Natomiast do pozostatych dotkéw dozowano 100 pl
zawiesiny komorkowej zawierajacej 1x105 komorek/ml. Komorki inkubowano przez 24
godziny w standardowych warunkach (37°C, 5% CO2, 90% wilgotno$ci). Nastgpnie
kazda ptytke zbadano pod mikroskopem z kontrastem fazowym w celu upewnienia sig,

ze wzrost komorek jest rownomierny na catej plytce.
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Po 24 godzinnej inkubacji z ptytek usunig¢to pozywke. Do kazdej studzienki dodano
pozywke zawierajaca odpowiednio 5 mg/mg, 10 mg/ml, 20 mg/ml ekstraktu materiatu
zgbinowego, kontrole negatywna (tylko pozywka) oraz kontrole pozytywna (10%
DMSO). Nastepnie komodrki inkubowano przez 24 godziny w warunkach

standardowych.

Po zakonczeniu ekspozycji na ekstrakty, medium zostato usunigte, a do kazdego dotka
dodano 50 pl roztworu MTT. Komérki inkubowano z MTT przez 2 godziny w 37°C. Po
zakonczeniu inkubacji roztwér MTT zostal ostroznie usuniety, a do kazdego dotka
dodano 100 pl izopropanolu w celu rozpuszczenia powstatych krysztatkéw formazanu.

Nastepnie ptytki zostaly zakotysane.

Absorbancja rozpuszczonych krysztatkéw formazanu byta mierzona za pomocg czytnika

mikroptytek przy dlugosci fali 570 nm (z korekcja przy 630 nm) (Ryc. 5).

MTT test
Ocena witalnosci komorek
Komérki sg wysiewane na ptytki
testowe (24h) a nastepnie sa (@) Po inkubacii ze zwigzkami (3 Inkubacja 2 godziny
dodawene badane ekstrakty (24h) dodawano MTT (1mg/ml)
— III

(@ Redukcja MTT )
(® O0dczyt wyniku

Formazan =

Rycina 5. Schemat oceny cytotoksycznos$ci materiatu z¢gbinowego
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Kazda proba byla przeprowadzana w co najmniej trzech powtdérzeniach, a wyniki
wyrazano jako procent zywotno$ci komorek w stosunku do kontroli negatywnej (100%)

zgodnie z wzorem:

100 X ODsq,

Viab.% =
ODs70p

gdzie:

ODs7p. — Srednia warto$¢ zmierzonej gestosci optycznej 100% ekstraktow probki

testowej;

ODsop, — Srednia warto$¢ zmierzonej gestosci optycznej probek slepych.

Im nizsza wartos¢ Viab. %, tym wyzszy potencjal cytotoksyczny badanego materiatu.

Metoda badan:

Cytotoksyczno$¢ — PN-EN ISO 10993-5:2009 Biologiczna ocena wyrobow

medycznych — Czg$¢ 5: Badania cytotoksycznosci in vitro.

3.2.9. Analiza statystyczna

W celu wprowadzania i zakodowania danych wykorzystano program Microsoft Excel.
Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica 13 (StatSoft,
Polska). W analizach statystycznych zatozono poziom istotnosci p < 0,05 i a = 0,05. Do
oceny normalnosci rozktadu danych wykorzystano test Shapiro-Wilka. Po interpretacji
wynikow, jesli p bylo mniejsze niz 0,05 odrzucono hipotezg zerowa sugerujaca rozktad
normalny i stosowano testy nieparametryczne takiej jak Kruskala-Wallisa i test
U Manna-Whitney’a. Natomiast jesli p bylo wieksze niz 0,05 przyjmowano hipoteze

zerowg sugerujaca rozklad normalny i1 stosowano testy parametryczne takie jak
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wspolczynnik korelacji r Pearsona. Do analizy zmiennych nominalnych wykorzystano

test ChiZ.
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4. Wyniki

W analizie wynikow przyjeto poziom istotnosci statystycznej p = 0,05. Wartos$¢ ta
stanowi maksymalne prawdopodobienstwo btgdnego odrzucenia prawdziwej hipotezy
zerowej, ktora zaktada brak roznic w badanej grupie pod wzgledem badanej cechy. Na
podstawie poziomu istotnos$ci okreslono przyjecie lub odrzucenie hipotezy. Warto$¢

p mniejsza niz 0,05 wskazuje na statystycznie istotny zwigzek miedzy zmiennymi.

4.1. Szczegolowa charakterystyka grupy badawczej

W badaniu wykorzystano 44 zgby pochodzace od 44 osob. Liczebno$¢ dawcow
materiatu badawczego plci zeniskiej byta nieznacznie wyzsza niz liczebno$¢ uczestnikow

badania ptci meskiej (Tab. 4).
Material pozyskany od kobiet stanowit nieco ponad 52% (Ryc. 6).

Tabela 4. Liczebnos$¢ uczestnikow badania z uwzglednieniem ptcei

Pte¢ N
Kobieta 23
Mezczyzna 21
Razem 44
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= Kobieta
m Mezczyzna

Rycina 6. Procentowy rozktad ptci dawcow materialu badawczego

Materiat zgbinowy zostal pobrany od 0s6b w wieku od 16 do 47 lat. Na potrzeby analiz
statystycznych zostaly utworzone 3 grupy wiekowe. Najliczniejsza grupa stanowili

dawcy w wieku 21-31 lat, pozostate grupy byty nieco mniej liczne (Tab.5).

Tabela 5. Liczebno$¢ uczestnikéw badania z uwzglednieniem wieku

Wiek N
16 — 20 lat 13
21 —31 lat 19
32 —47 lat 12

Razem 44

Pacjenci w wieku 16 — 20 lat stanowili blisko 30 % uczestnikow badania, w grupie
wiekowej 21 — 31 lat znajdowato si¢ okoto 43 % dawcoé6w materialu badawczego. Z kolei

osoby w przedziale wiekowym 32 — 47 stanowity nieco ponad 27 % (Ryc. 7).
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= 16—20 lat
m2]—31 lat
m 32 —47 lat

Rycina 7. Procentowy rozktad wieku dawcow materiatu badawczego

Ze¢by catkowicie zatrzymane stanowily rowno polowe materiatu dodanego analizie (Tab.

6/ Ryc. 8).

Tabela 6. Liczebno$¢ materiatu badawczego z uwzglednieniem stopnia wyrznigcia zgba

Stopien wyrznigcia zeba N
Calkowicie zatrzymany 22
Czesciowo zatrzymany 22

Razem 44
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m Calkowicie zatrzymany

m Czg$ciowo zatrzymany

Rycina 8 Procentowy rozktad materiatu badawczego z uwzglednieniem stopnia
wyrznigcia

Pacjenci, od ktérych pozyskano materiat badawczy zamieszkiwali glownie zachodnig
cze$¢ wojewodztwa zachodniopomorskiego (Ryc. 9). Najliczniejsza grupe badanych

stanowity osoby zamieszkujgce miasto wojewodzkie Szczecin (Tab. 7).

Nieznacznie powyzej 50% uczestnikow badania zamieszkiwato Szczecin. Pacjenci
deklarujacy Police jako miejsce zamieszkania stanowili blisko 9%. Natomiast badani
zamieszkujacy Bielkowo, Troszyn, Nowogard oraz Gryfino stanowili po 5% ogotu

dawcow materiatu badawczego (Ryc. 10).
Prawie wszyscy uczestnicy badania deklarowali dobry ogdlny stan zdrowia (Tab. 8).

Blisko 98 % badanych deklarowato dobry ogdlny stan zdrowia (Ryc. 11).
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Rycina 9. Geograficzne rozmieszczenie miejsca zamieszkania dawcoéw materiatu
badawczego
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Tabela 7. Liczebnos$¢ uczestnikow badania z uwzglednieniem miejsca zamieszkania

Miejsce zamieszkania N
Bielkowo 2
Boleszkowice 1
Brojce 1
Chojna 1
Debno 1
Dziwndw 1
Gryfino 2
Kamien pomorski 1
Nowogard 2
Police 4
Pyrzyce 1
Szczecin 23
Swinoujscie 1
Troszyn 2
Trzebiatow 1
Razem 44
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= Bielkowo = Boleszkowice

m Debno m Dziwnow
= Nowogard = Police
= Troszyn = Trzebiatow

= Chojna
= Kamien pomorski

= Swinoujécie

Rycina 10. Procentowy rozktad miejsca zamieszkania dawco6w materiatu badawczego

Tabela 8. Liczebnos$¢ odpowiedzi dawcdw materiatu badawczego na pytanie: Czy czuje

si¢ Pan(i) ogdlnie zdrowy(a)?

Czy czuje si¢ Pan(i) og6lnie zdrowy(a)? N
Tak 43

Nie 1
Razem 44
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m Tak
m Nie

Rycina 11. Rozktad procentowy odpowiedzi dawcdéw materiatu badawczego na pytanie:
Czy czuje si¢ Pan(i) og6lnie zdrowy(a)?

Tabela 9. Liczebno$¢ odpowiedzi dawcow materialu badawczego na pytanie: Czy
przyjmuje Pan(i) jakies leki?

Czy przyjmuje Pan(i) jakie$ leki? N
Tak 8

Nie 36

Razem 44
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m Tak
= Nie

Rycina 12. Rozklad procentowy odpowiedzi dawcoéw materiatu badawczego na pytanie:
Czy przyjmuje Pan(i) jakie$ leki?

Stosunkowo niewielka liczba pacjentow deklarowata spozywanie alkoholu (Tab. 10).

Niemalze 80 % dawcow materiatu badawczego nie spozywalo alkoholu (Ryc. 13).

Tabela 10. Liczebno$¢ odpowiedzi dawcéw materiatu badawczego na pytanie: Czy pije
Pan(i) alkohol?

Czy pije Pan(i) alkohol? N
Tak 9

Nie 35

Razem 44
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m Tak
= Nie

Rycina 13. Rozklad procentowy odpowiedzi dawcoéw materiatu badawczego na pytanie:
Czy pije Pan(i) alkohol?

Ponadto znaczna cze¢$¢ badanych o§wiadczyta, ze nie zazywa wyrobow tytoniowych

takich jak papierosy (Tab. 11).
Zaledwie nieco ponad 20 % uczestnikow badania deklarowala palenie tytoniu (Ryc. 14).

Tabela 11. Liczebnos$¢ odpowiedzi dawcow materiatu badawczego na pytanie: Czy pali
Pan(i) tyton?

Czy pali Pan(i) tyton? N
Tak 9

Nie 35

Razem 44
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m Tak
= Nie

Rycina 14. Rozklad procentowy odpowiedzi dawcoéw materiatu badawczego na pytanie:
Czy pali Pan(i) tyton?

Struktura plci uczestnikow badania uwzgledniajac stan wyrznigcia zgba nie roéznita si¢
istotnie statystycznie. Natomiast pacjenci, ktorym ekstrahowano zab czg$ciowo
zatrzymany byli istotnie statystycznie starsi od badanych, ktorym usuni¢to zab
catkowicie zatrzymany. Uwzgledniajac stopien wyrznigcia zgba pozostate czynniki takie
jak ogdlny stan zdrowia, zazywanie lekow, spozywanie alkoholu, czy tez palenie tytoniu

nie wykazywaty istotnosci statystycznej (Tab. 12).
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Tabela 12. Charakterystyka pacjentow z uwzglednieniem stanu wyrznigcia zgba

. Gl'l.lp.a CZ Grppa CZzZ Razem CZ vs.
Zmienna Zab catkowicie zatrzymany | Zab czg¢sciowo zatrzymany N= 44 CZZ
N=22 N=22 p
Pte¢ n % n % n %
Kobieta 11 50,0 12 54,5 23 523 0,7628
Megzczyzna 11 50,0 10 45,5 21 47,7
Wiek
16 — 20 lat 11 50,0 2 9,1 13 295 00002
21 -31 lat 10 45,5 9 40,9 19 432
32 —-47 lat 1 4,5 11 50,0 12 273
Leki
Tak 2 9,1 6 27,3 8 18,2 0,1111
Nie 20 90,9 16 72,7 36 81,8
Alkohol
Tak 6 27,3 3 13,6 9 205 0,2585
Nie 16 72,7 19 86,4 35 795
Palenie tytoniu
Tak 3 13,6 6 27,3 9 205 0,2585
Nie 19 86,4 16 72,7 35 795
Ogdlny stan zdrowia
Dobry 21 95,5 22 100,0 43 977 0,2341
Inny 1 4,5 0 0,0 1 23
Wiek (r.2.)
M=+ SD 21,6 +4.,8 32,3 48,4 26,9 +£8,7 0,0001
Me [Q1; Q3] 20,5 [18;23] 31°[25;40] 24 [20;32]
Min — Max 16 -32 19 —47 16 —47

M — $rednia, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana (50. percentyl), Q7 — kwartyl
dolny (25. percentyl), O3 — kwartyl gorny (75. percentyl), Min — warto$¢ najmniejsza,

Max — warto$¢ najwicksza
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4.2. Zawartos¢ metali toksycznych
Oznaczone wartosci kadmu, chromu, kobaltu, niklu, otowiu oraz rteci w materiale
zgbinowym w podgrupach badanych réznigcych si¢ stanem wyrznigcia zgba, miejscem
zamieszkania, wiekiem, plcig, spozywaniem alkoholu, paleniem tytoniu oraz wyniki

korelacji zamieszczono w tabelach.

4.2.1. Zawartos¢ kadmu

Nie wykazano istotnej statystyczne réznicy miedzy materialami pobranymi od kobiet

oraz mezczyzn (Tab. 13).

Tabela 13. Wplyw plci uczestnikow badania na zawarto$¢ kadmu w materiale
zgbinowym

Zawartos¢
kadmu Grup.a K Gr}lp aM Razem Kvs. M
. Kobieta Mezczyzna —
w probce - - N=44 p
N=23 N=21
[mg/kg]
M+ SD 0,2162 £ 0,0579 0,1958 £ 0,0508 0,2064+ 0,0554
Me [Q1; Q3] | 0,2234[0,1530;0,2566] | 0,1929 [0,1596;0,2332] | 0,2006 [0,1596;0,2558] 0.0893
Min — Max 0,1230 - 0,3484 0,0986 — 0,2813 0,0986 — 00,3484

Zawarto$¢ kadmu w materiale badawczym pochodzacym od oséb w wieku 21 — 31 lat
byla istotnie statystycznie wyzsza od zawarto$ci tego pierwiastka w pozostatych grupach

wiekowych (Tab. 14).

Tabela 14. Wpltyw wieku uczestnikow badania na zawartos¢ kadmu w materiale

zgbinowym

Zi‘:g;tl?lsc Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Razem
X 16 —20 lat 21-31 lat 32 —47 lat _ p
w probce N=13 N=19 N=12 N=44
[mg/kg]
M+ SD 0,1863+ 0,0515 0,2231 + 0,0566 0,2019 + 0,0505 0,2064+ 0,0554
. 0,1890°[0,1513; | 0,2285"[0,1629; 0,1969*[0,1667; 0,2006
Me [Q1; Q3] 0,2078] 0,2592] 0,2484] [0,1596;0,2558] 0,0094
Min—Max | 0,0986—0,2813 0,1402 — 0,3484 0,1230 — 0,2800 0,0986 — 0,3484
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Nie wykazano istotnych statystycznie roznic pod wzgledem zawarto$ci kadmu
w materialach zebinowych pochodzacych zarowno od mieszkancow Szczecina, jak

1 pozostatych miejscowosci

znajdujacych si¢ na terenie wojewddztwa

zachodniopomorskiego (Tab. 15).

Tabela 15. Wplyw miejsca zamieszkania uczestnikow badania na zawarto$¢ kadmu

w materiale zebinowym

Zawarto$¢
kadmu Grupa S.Z Grupa P Razem SZ vs. P
, Szczecin Pozostale -
w probce B - N=44 p
N=8 N=36
[mg/kg]
M=+ SD 0,2031 £ 0,0558 0,2101 + 0,0551 0,2064+ 0,0554
Me [Q1; Q3] | 0,2115[0,1435;0,2558] | 0,1960 [0,1679; 0,2535] | 0,2006 [0,1596;0,2558] 0,6174

Min — Max 0,0986 — 00,2806 0,1308 — 0,3484 0,0986 — 00,3484

Zawartos¢ kadmu w zgbach czgsciowo zatrzymanych byta istotnie statystycznie wyzsza

niz w zebach calkowicie zatrzymanych (Tab. 16).

Tabela 16. Wplyw stopnia wyrzni¢cia zgba na zawarto$¢ kadmu w materiale zgbinowym

Zawartos¢ Grupa CZ Grupa CZZ
. . CZ vs.
kadmu Zab calkowicie Zab czegsciowo Razem C77Z
w probee zatrzymany zatrzymany N=44
[mg/kg] N=22 N=22 p
M=+ SD 0,1899 £ 0,0615 0,2230 £ 0,0429 0,2064+ 0,0554
Me [Q1; O3] | 0,1658 [0,1431;0,2484] | 0,2282[0,1929;0,2571] | 0,2006 [0,1596;0,2558] 0,0001
Min — Max 0,0986 — 0,3484 0,1308 —0,3092 0,0986 — 0,3484

Materiat badawczy pochodzacy od pacjentow palacych tyton zawieral istotnie

statystycznie wyzszg zawarto§¢ kadmu w poréwnaniu do uczestnikow badania

deklarujacych abstynencje od palenia wyrobow tytoniowych (Tab. 17).
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Tabela 17. Wplyw palenia tytoniu przez uczestnikow badania na zawarto§¢ kadmu
w materiale zebinowym

Zawarto$¢
kadmu Pal SruI:la iI;ros Nie aleupaaNiI;roséw Razem Pvs. NP
w probce 4 }]]Vp:% y pala 1\}//=p316) N=44 p
[mg/kg]
M+ SD 0,2117 £ 0,0569 0,1859+ 0,0443 0,2064+ 0,0554
Me [Q1; Q3] | 0,2046 [0,1622;0,2571] | 0,1713 [0,1541; 0,2088] | 0,2006 [0,1596;0,2558] 0,0320
Min — Max 0,0986— 0,3484 0,1308 — 0,2800 0,0986 — 0,3484

Wykazano istotnie statystyczng wyzsza zawartos¢ kadmu w materiale zebinowym

pochodzacym od uczestnikéw badania deklarujacych spozywanie alkoholu (Tab. 18).

Tabela 18. Wplyw spozywania alkoholu przez uczestnikow badania na zawarto$¢ kadmu
w materiale zebinowym

Zawartos¢
kadmu ”Grup aP . Qmp a NP Razem P vs. NP
. Pijacy alkohol Niepijacy alkoholu —
w probee _ - N=44 p
N=9 N=35
[mg/kg]
M=+ SD 0,2120 £ 0,0548 0,1848 £ 0,0534 0,2064+ 0,0554
Me [Q1; Q3] | 0,2078 [0,1655; 0,2566] | 0,1890 [0,1486; 0,2019] | 0,2006 [0,1596;0,2558] 0,0302
Min — Max 0,1230-0,3484 0,0986 - 0,2761 0,0986 — 0,3484

Nie wykazano istotnego statystycznie ptywu przyjmowania lekow na zawarto$¢ kadmu

w badanym materiale (Tab. 19).
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Tabela 19. Wpltyw stosowania lekéw przez uczestnikow badania na zawarto$¢ kadmu
w materiale zebinowym

Zawartos¢
kadmu . Gmpa z . . Cnupg NZ . Razem Z vs.NZ
. Zazywajacy leki Niezazywajacy lekow _
w probce N=8g N=36 N=44 p
[mg/kg]
M=+ SD 0,2254 +0,0426 0,2022 + 0,0571 0,2064+ 0,0554
Me [Q1; Q3] | 0,2408 [0,1963;0,2592] | 0,1978 [0,1569;0,2465] | 0,2006 [0,1596;0,2558] 0,0579
Min — Max 0,1406 — 0,2749 0,0986 — 0,3484 0,0986 — 0,3484

4.2.2. Zawartos¢ chromu

Nie wykazano istotnych statystycznie rdéznic w zawarto$ci chromu w zebach

pozyskanych od kobiet oraz m¢zczyzn (Tab. 20).

Tabela 20. Wplyw plci uczestnikow badania na zawartos¢ chromu w materiale

zgbinowym
Zawartos¢ Grupa K Grupa M
chromu D: P Razem Kvs M
; Kobieta Megzczyzna -
w probee N=23 N= 1 N=44 p
[mg/kg]
M=+ SD 9,6513 £ 8,3916 10,2309 + 8,2734 9,9279+ 8,3086
. 7,0860 7,9170 7,4994
Me [Q1; Q3] [2,7849;13,6685] [4,5932;13,3333] [2,9378;13,6324] 0,6695
Min — Max 0,1907 - 36,9110 0,5991 - 30,8669 0,1907 - 36,9110

Wykazano istotng statystycznie r6znice w zawartosci chromu w poszczeg6lnych grupach
wiekowych. Material badawczy pochodzacy od oséb w wieku 21 — 31 lat
charakteryzowal si¢ najnizszg zawarto$cig chromu. Natomiast material badawczy
pozyskany od pacjentow w wieku 32 — 47 lat cechowala najwyzsza zawarto$¢ tego

pierwiastka (Tab. 21).
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Tabela 21. Wptyw wieku uczestnikow badania na zawarto$§¢

chromu w materiale

zgbinowym
Zj;f; ?;1050 Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Razem
, 16 — 20 lat 2131 lat 3247 lat - p
w probee N=13 N=19 N=12 N=a4
[mg/ke]
M=+SD 8,8856 + 6,3929 7,9553 +7,8467 14,1803 + 9,4525 9,9279+ 8,3086
_ 7,3430° [4,5932; 5,0394° [2,7014; 11,8840° [7,3490; 7,4994
Me [Q1; Q3] 12,5935] 13,5172] 18,6810] [2.9378;13,6324] | 0000
Min — Max 0,5991 — 23,8796 0,1907- 30,8669

2,4843 - 36,9110

0,1907 - 36,9110

Pozostale z analizowanych czynnikow, takich jak miejsce zamieszkania, stan wyrznigcia

zgba, palenie tytoniu, spozywanie alkoholu oraz zazywanie lekow nie miaty istotnego

statystycznie wptywu na zawarto$§¢ chromu w materiale zgbinowym (Tab. 22 — 26).

Tabela 22. Wplyw miejsca zamieszkania uczestnikow badania na zawarto$§¢ chromu
w materiale zebinowym

Zawarto$¢

chromu Grupa S.Z Grupa P Razem SZ vs. P

, Szczecin Pozostate -

w probce N=38 N=36 N=44 P

[mg/kg]

M+ SD 10,0768 £ 8,7590 9,7648 + 7,8527 9,9279+ 8,3086

. 9,7899 7,0860 7,4994
Me [Q1; Q5] [2,7849;15,1534] [5,3652;12,5935] [2,9378;13,6324] 0,9385

Min — Max 0,1907 — 36,9110 0,5991 — 30,8669

0,1907 - 36,9110

Tabela 23. Wptyw stopnia wyrznigcia z¢ba na zawarto§¢ chromu w materiale zgbinowym

Zawartos¢ Grupa CZ Grupa CZZ
- . CZ vs.
chromu Zab calkowicie Z3ab czesciowo Razem
, . CzZ
w probee zatrzymany zatrzymany N=44
[mg/kg] N=22 N=22 p
M=+ SD 8,8399 + 7,4737 11,0159 + 8,9927 9,9279+ 8,3086
. 6,7592 8,6895 7,4994
Me [Q1; Q3] [2,6940;13,0020] [2,9647;15,2339] [2,9378:13,6324] 0,182
Min — Max 0,1907 — 30,8669 0,8373 -36,9110

0,1907 - 36,9110
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Tabela 24. Wplyw palenia tytoniu przez uczestnikow badania na zawarto$¢ chromu
w materiale zebinowym

Zawartos¢
chromu Pal SruI:la ilzros Nie aleupaaNil;rosc')w Razem Pvs. NP
w probce 4 }]]Vp:% y pala A}]’:p 316) N=44 p
[mg/kg]
M+ SD 9,2337+ 8,4841 10,1064= 8,2948 9,9279+ 8,3086
. . 7,5192 7,4994
Me [Q1; Q3] | 7,3430[2,8757;9,7797] [3.0207:13.6685] [2.9378:13,6324] 0,4689
Min — Max 0,1907— 26,8585

0,5991-36,9110

0,1907 - 36,9110

Tabela 25. Wplyw spozywania alkoholu przez uczestnikéw badania na zawartos$¢
chromu w materiale zgbinowym

Zawartos¢

chromu P”Grupa P . Qmpa NP Razem P vs. NP
. ijacy alkohol Niepijacy alkoholu -

w probce N=9 A= 35 N=44 p
[mg/kg]

M=+ SD 9,0623 £9,2394 10,1505 + 8,0851 9,9279+ 8,3086

. 6,6532 7,5301 7,4994
Me [Q1; Qs [1,7813;10,0394] [3,0207;13,6685] [2,9378;13,6324] 0,199
Min — Max 0,1907- 30,8669

0,5991 - 36,9110

0,1907 - 36,9110

Tabela 26. Wplyw stosowania lekow przez uczestnikow badania na zawarto§¢ chromu
w materiale zebinowym

Zawartos¢

chromu . Grup az . . erupg NZ , Razem Z vs.NZ
. Zazywajacy leki Niezazywajacy lekow _

w probee N=g =36 N=44 p
[mg/kg]

M+ SD 11,7960+ 11,8899 9,5128+7,2920 9,9279+ 8,3086

) 6,5427 7,7930 7,4994
Me [Q1; Q3] [2,3561;19,5737] [3,4524:13,5069] [2,9378;13,6324] 0,9976
Min — Max 1,2320-36,9110 0,1907 - 30,8669 0,1907 - 36,9110
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4.2.3. Zawartos¢ niklu

Nie wykazano istotnych statystycznie zalezno$ci miedzy zawartoscig niklu w badanym

materiale a ptcig dawcy (Tab. 27).

Tabela 27. Wptyw plci uczestnikow badania na zawarto$¢ niklu w materiale zgbinowym

Zawartos¢
niklu w Grup'a K Gr}lpa M Razem Kvs. M
, Kobieta Mgzczyzna
probee N=23 N= 1 N=44 p
[mg/kg]
M+ SD 5,0352 £+ 3,8040 5,2992 + 3,3075 5,1612+ 3,5646
Me [Q1; Q3] | 3,7006 [2,2169;6,5194] | 4,4772[2,6764;6,7993] | 4,0620 [2,3645;6,6579] 0,2634
Min — Max 1,1062 — 16,4398 0,9985 — 13,0524 0,9985 — 16,4398

Zaobserwowano istotng zalezno$¢ miedzy wiekiem dawcoéw materiatu badawczego
a zawartos$cig niklu w badanym materiale. Materiat zgbinowy pochodzacy od pacjentéw
w wieku 32 — 47 lat zawieral najwyzszg ilo$¢ analizowanego pierwiastka. Z kolei
materiat zebinowy pozyskany od pacjentow w grupie wiekowej 21 — 31 lat cechowat si¢
najnizsza zawarto$cig niklu (Tab. 28).

Tabela 28. Wpltyw wieku uczestnikow badania na zawarto$¢ niklu w materiale
zgbinowym

ZEK??SC Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Razem
robce 16 —20 lat 21-31 lat 3247 lat N= 44 p

p N=13 N=19 N=12

[mg/kg]

M=+ SD 4,5707 £ 2,4828 4,2842 £ 3,4646 7,1897 £ 3,9732 5,1612+ 3,5646
Me [Q1; O 4,1610% [2,6764; 2,39932[2,1504; 6,1441¢ [4,2064; .

Ny 6,6064] 6,3461] 9,4864] 4,0620 [2,3645;6,6579] | 0,0001

Min — Max 0,9985 - 9,8271 1,1062— 12,7697 2,4557 - 16,4398 0,9985 — 16,4398

Podobnie jak w przypadku chromu nie wykazano istotnej statystycznie zaleznosci

miedzy takimi zmiennymi, jak miejsce zamieszkania, stan wyrznigcia zgba, palenie

tytoniu,

spozywanie

alkoholu oraz

w analizowanym materiale (Tab. 29 — 33).

zazywanie

lek6w a zawartoscig niklu
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Tabela 29. Wplyw miejsca zamieszkania uczestnikéw badania na zawarto$¢ niklu
w materiale zebinowym

Zawartos¢
niklu w Grupa S.Z Grupa P Razem SZ vs. P
, Szczecin Pozostate -
probee N=g =136 N=44 p
[mg/kg]
M+SD 5,0636 + 3,2846 5,2504 + 3,8243 5,1612+ 3,5646
. 3,8608 [2,7678; 4,8920 [2,2874; 4,0620
Me [Q1; Qs 6,6064] 6,8054] [2,3645:6,6579] 08881
Min — Max 0,9985 — 13,0524 1,1062 — 16,4398 0,9985 — 16,4398

Tabela 30. Wptyw stopnia wyrznigcia zgba na zawarto$¢ niklu w materiale zebinowym

Zawarto$¢ Grupa CZ Grupa CZZ
) .. . CZ vs.
niklu w Zab catkowicie Zab czgsciowo Razem
, - CZZ
probce zatrzymany zatrzymany N=44
[mg/kg] N=22 N=22 P
M+ SD 4,5338 +2,8873 5,7887 £ 4,0586 5,1612+ 3,5646
) 3,6539 4,7464 4,0620
Me [Q17 Q5] | 1 3708:6,5424] [2.3397:8,2086] [2.3645:6,6579] 0,1595
Min — Max 0,9985 — 12,6450 1,1347 — 16,4398 0,9985 — 16,4398

Tabela 31. Wplyw palenia tytoniu przez uczestnikéw badania na zawarto$¢ niklu
w materiale zebinowym

Zawartos¢

nikly w Pal SruI:la iI;ros Nie alG(r:upaaNil;roséw Razem Pvs. NP
probee 4 }]]Vp:% y paly ]3:p32 N=44 p
[mg/kg]
M+ SD 5,343 £ 4,2901 5,1143 +£3,3754 5,1612+ 3,5646
Me [Q1; Q3] | 3,8608 [2,1972; 6,4753] | 4,1610 [2,4312; 6,6855] | 4,0620 [2,3645;6,6579] 0,6739
Min — Max 1,1062 — 13,0524 0,9985 — 16,4398 0,9985 — 16,4398
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Tabela 32. Wptyw spozywania alkoholu przez uczestnikoéw badania na zawarto$¢ niklu
w materiale zebinowym

Zawartos¢
niklu w ”Grup aP . (Erupa NP Razem P vs. NP
. Pijacy alkohol Niepijacy alkoholu _
probee N=9 =35 N=44 p
[mg/kg]
M=+ SD 4,5534 +3,5842 5,3175 £3,5599 5,1612+ 3,5646
Me [Q1; Q3] | 3,7006 [1,2525; 6,0358] | 4,1610 [2,4312; 6,6855] | 4,0620 [2,3645;6,6579] 0,1937
Min — Max 1,1062— 12,6449 0,9985— 16,4398

0,9985 — 16,4398

Tabela 33. Wptyw stosowania lekow przez uczestnikow badania na zawarto$¢ niklu
w materiale zebinowym

Zawartos¢
niklu w . Gmpa z . . Qrupa} NZ , Razem Z vs.NZ
; Zazywajacy leki Niezazywajacy lekow _
probce N=g =36 N=44 P
[mg/kg]
M=+ SD 5,9471+ 5,0537 4,9866+ 3,1460 5,1612+ 3,5646
Me [Q1; Q3] | 4,0491 [1,7442; 9,3756] | 4,2193 [2,4434; 6,5834] | 4,0620 [2,3645;6,6579] 0,9506
Min — Max 1,1347- 16,4398 0,9985 — 13,0524

0,9985 — 16,4398

4.2.4. Zawartos¢ rteci

Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w zawartosci rteci w zaleznosci od

zmiennych grupujacych, takich jak pte¢, wiek, miejsce zamieszkania, stopien wyrznigcia

zgba, palenie tytoniu oraz spozycie alkoholu (Tab. 34 — 39).

Tabela 34. Wptyw plci uczestnikéw badania na zawarto$¢ rteci w materiale zgbinowym

Zawarto$¢ rteci Grupa K Grupa M R CZ vs.
. . . azem
w probee Kobieta Megzczyzna N= 44 Czz
[mg/kg] N=23 N=21 p
M= SD 0,2898 + 0,8798 1,6184 £ 5,0065 0,9239 + 3,5649
) 0,0120 0,0173 0,013
Me [Q1; Q4 [0,0043;0,0612] [0,0038;0,11482] [0,0039;0,0764] 0.2576
Min — Max 0,0001 —4,1823 0,001607 —25,27108

0,0001 —25,27108
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Tabela 35. Wplyw wieku uczestnikow badania na zawarto$¢ rteci w materiale
zgbinowym

Zax;vtaztiosc Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Razem

W orhee 16 - 20 lat 2131 lat 3247 lat N a4 p
P N=13 N=19 N=12
[mg/kg]
M+ SD 2,5928 + 6,1916 0,3523+0,9578 0,0209 + 0,0262 0,9239 +3,5649
Me [Q1; Q| 00133 [0,0040; 0,0134 [0,0031; 0,0122 [0,0044; _
7 0.3709] 0.1082] 0.0201] 0,013 [0,0039;0,0764] | 0,2343
Min—Max | 0,0016 252711 0,0008 — 4,1823 0,0001 — 0,0842 0,0001 - 25,27108

Tabela 36. Wplyw miejsca zamieszkania uczestnikow badania na zawarto$¢ rteci
w materiale zebinowym

Zawartos¢
rteci Grupa S.Z Grupa P Razem SZ vs. P
, Szczecin Pozostate

w probee N=3g N=36 N=44 p

[mg/kg]

M+ SD 1,6028 + 5,0109 0,3040 £+ 0,8782 0,9239 + 3,5649

) 0,0133 [0,0038; 0,0120 [0,0040; i
Me [Q1; Q3] 0.0842] 0.0684] 0,013 [0,0039;0,0764] | 0,7575

Min — Max 0,0016 — 25,2711 0,0001 —4,1823 0,0001 —25,27108

Tabela 37. Wpltyw stopnia wyrznigcia zgba na zawarto$¢ rteci w materiale zebinowym

Zawartos¢ Grupa CZ Grupa CZZ Razem CZ vs.
rteci w probce Zab catkowicie Zab czgsciowo N=44 CZZ
[mg/g] zatrzymany zatrzymany P
N=22 N=22
M=+SD 1,729 £ 4,916 0,119+ 0,353 0,9239 + 3,5649
Me [Q1; O3] | 0,016 [0,0038;0,15955] | 0,012 [0,0040;0,02245] | 0,013 [0,0039;0,0764] 0.2376
Min — Max 0,0001 —25,27108 0,001607 — 1,64905 0,0001 —25,27108

55



Tabela 38. Wplyw palenia tytoniu przez uczestnikow badania na zawarto$¢ rteci
w materiale zegbinowym

Zawarto$¢

rtec Pal S’rul;a iI;ros Nie aleupaaNilgroséw Razem Pvs. NP
w probce 4 }]]Vp:% y palg 1\}//=p316) N=44 p
[mg/kg]
M+ SD 2,5052 +7,2004 0,5173 £ 11,4933 0,9239 + 3,5649
Me [Q1; Q3] | 0,0173[0,0023;0,0230] | 0,0126 [0,0040; 0,0834] | 0,013 [0,0039;0,0764] 0,4655
Min — Max 0,0008- 25,2711 0,0001-7,6020 0,0001 —25,27108

Tabela 39. Wplyw spozywania alkoholu przez uczestnikéw badania na zawartos$¢ rteci
w materiale zegbinowym

Zawartos¢

rteci ”Grup aP . (irup a NP Razem P vs. NP
, Pijacy alkohol Niepijacy alkoholu —
w probee _ - N=44 p
N=9 N=35
[mg/kg]
M=+ SD 0,4974+ 1,2877 1,0335 £3,9413 0,9239 + 3,5649
Me [Q; O3] | 0,0043 [0,0030; 0,0309] | 0,0134 [0,0046; 0,0834] | 0,013 [0,0039;0,0764] 0,0792
Min — Max 0,0008—-4,1823 0,0001- 25,2711 0,0001 —25,27108

Materiat badawczy pochodzacy od oséb zazywajacych leki zawierat istotnie

statystycznie wyzszg zawarto$¢ rteci

niestosowanie zadnych lekow (Tab. 40).

w poréwnaniu do o0sob deklarujacych

Tabela 40. Wplyw stosowania lekéw przez uczestnikoéw badania na zawarto$¢ rteci
w materiale zebinowym

Zawartos¢
rteci . Gmpa 4 . . Cnupg NZ , Razem Z vs. NZ
, Zazywajacy leki Niezazywajacy lekow —
w probee N=8g N=36 N=44 p
[mg/kg]
M=+ SD 0,0152 £0,0215 1,1258 £3,9157 0,9239 + 3,5649
Me [Q1; Q3] | 0,0049[0,0035;0,0167] | 0,0133[0,0042;0,1115] | 0,013 [0,0039;0,0764] 0,0433
Min — Max 0,0023 - 0,0694 0,0001 — 25,2711 0,0001 —25,27108
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4.2.5. Zawartos¢ olowiu

Uzyskane wyniki znajdowaly si¢ poza zakresem oznaczalno$ci metody, co moze by¢

zwigzane ze stosunkowo malg nawazka badanego materiatu

4.2.6. Zawartos¢ kobaltu

Uzyskane wyniki znajdowaly si¢ poza zakresem oznaczalno$ci metody, co moze by¢

zwigzane ze stosunkowo matlg nawazka materiatu badawczego.

4.3. Ocena mikrobiologiczna

Wyniki posiewdéw mikrobiologicznych wykazaty, ze wszystkie drobnoustroje nalezaty

do grupy wzglednych beztlenowcow.

Hodowle bakteryjne udato si¢ uzyska¢ ze wszystkich probek 22 czgsSciowo
zatrzymanych zgbow, ktore nie zostaly poddane dezynfekcji, co wskazuje na obecnos¢

zanieczyszczenia mikrobiologicznego w kazdym przypadku (Tab. 41).

Podobnie w grupie catkowicie zatrzymanych zgbodw wzrost bakterii wykryto w 18 z 22
pobranych probek zgbow nie poddanych procesowi dezynfekcji, co wskazuje na wysoki
poziom obecnos$ci bakterii. Co ciekawe, w 4 przypadkach z 22 zmielonych zgbow
catkowicie zatrzymanych przygotowanych do autotransplantacji, zar6wno materiaty
zgbinowe bez dezynfekcji (A), jak i po dezynfekcji (B) wykazywaty catkowitg czysto$¢
mikrobiologiczng (Tab. 42).

Wykazano istotng statystycznie roznice w obecnosci mikroorganizmow we wszystkich
badanych probkach przed i po procesowaniu. Uwzgledniajac podzial materiatu
badawczego na stan wyrznigcia, w probkach zgbdw czeSciowo zatrzymanych (B)
skutecznos$¢ procesowania byta nieznacznie nizsza niz w przypadku zebdw catkowicie
zatrzymanych (A). Poréwnujac wyniki miedzy probkami A 1 probkami B,
zaobserwowano, ze w 35% probek po dezynfekcji z zebow czesciowo zatrzymanych
oraz  calkowicie zatrzymanych nastgpita calkowita redukcja  obecnosci

mikroorganizméw (Tab. 43).
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Tabela 41. Analiza mikrobiologiczna czg$ciowo zatrzymanych zgbow

Nr. Rodzaj . . . .
probki | probki Analiza mikrobiologiczna
1 A 1A: ziarniaki G+
B 1B: ziarniaki G+
2 A 2A1: ziarniaki Gram + 2A2: Gram+ ziarniaki 2A3: Grarp—i—
pateczki
B 2B1: ziarniaki Gram+ 2B2: Gram+ ziarniaki -
3 A 3AL: z 1arn1'ak1 Grarp—i—, . 3A2: Gram+ ziarniaki
uktadajace si¢ w paciorki
B - 3B2: Gram+ ziarniaki
4 A 4A1: Gram+ ziarniaki
B -
5 A 5A1: ziarniaki Gram+
B 5B1: ziarniaki Gram+
6 A 6A1: ziarniaki Gram+
B -
L 7A3: ziarniaki
7 A AL zlar akllGram-i- 7A2: pateczki Gram+ Gram+ uktadajace
paciorki .
si¢ w grona
B - 7B2: pateczki Gram+ -
8Al: ziarniaki Gram+ 8A2: Gram+ ziarniaki
8 A . . . . .
uktadajace si¢ w paciorki uktadajace si¢ w grona
8B2: Gram+ ziarniaki
B - . .
uktadajace si¢ w grona
9A1: ziarniaki Gram+
9 A . .
uktadajace si¢ w grona
B -
10 A 10A1: pateczka Gram-

10B1: pateczka Gram-
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11A2: ziarniaki Gram+,

11 A 11A1: Gram + pateczki uktadajace si¢ w grona
11B2: ziarniaki Gram+,
B - . .
uktadajace si¢ w grona
12A1: Gram+ ziarniaki 12A2: ziarniaki Gram—+
12 A ) . .
uktadajace si¢ w grona paciorki
12B1: Gram+ ziarniaki
B ) : -
uktadajace si¢ w grona
13A1: ziarniaki Gram+
13 A . . .
uktadajace si¢ w paciorki
B -
14 A 14A1: ziarniaki Gram+,
14B1: ziarniaki Gram+,
15 A I5Al: zianiaki Gram+ | 1>A2: Gram* ukiadajace
si¢ w paciorki
B 15B1: ziarniaki Gram+ ! SBZ:. Gram+ 21arn1.ak1 .
uktadajace si¢ w paciorki
16A3: ziarniaki
16 A 16A1: ziarniaki Gram+ 16A2: pateczka Gram+ | Gram+ uktadajace
si¢ w grona
16B3: ziarniaki
B 16B1: ziarniak Gram+ - Gram+ uktadajace
si¢ w grona
17 A 17A1: pateczka Gram+ 17A2: ziarniak Gram+
B - -
18 A 18B1: Gram+ ziarniaki
B -
19 A 19A1: pateczki Gram- 19A2: Gram + ziarniaki
B - 19B2: Gram+ ziarniaki
20A1: grzyb ; .
20 A sttt iy 20A2: pateczki Gram+
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21 A 21A1: Gram+ ziarniaki 21A2: Gram+ ziarniaki
21B1: Gram+ ziarniaki -
22A1: ziarniaki Gram+
22 A . . . .
uktadajace si¢ w paciorki
B -

A — probki bez dezynfekcji, B probki po dezynfekcji, kolorem zielonym zaznaczono

catkowitg redukcj¢ mikroorganizméw po zastosowaniu Dentin Cleanser

Tabela 42. Analiza mikrobiologiczna catkowicie zatrzymanych

Nr. Rodzaj . . . .
probki probki Analiza mikrobiologiczna
A 23A1: Gram+ ziarniaki 23A2: Gram+ ziarniaki
23
B = -
A 24A1: Gram+ ziarniaki
24
B -
25A: ziarniaki Gram+
A . . .
25 uktadajace sie¢ w paciorki
B -
26A1: ziarniaki Gram+
A . : .
26 uktadajace sie¢ w paciorki
B -
A -
27
B -
A 28A1: ziarniaki Gram+
28
B -
29A1: pateczki Gram+
A . . , :
29 uktadajace sie w tancuszki
B -
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A 30A1: ziarniaki Gram+
30
B -
A 31A1: ziarniaki Gram+
31
B -
A 32A1: Gram+ ziarniaki
32
B -
A -
33
B -
A -
34
B -
35A1: Gram+ ziarniaki
A ) :
35 uktadajace si¢ w grona
35B1: Gram+ ziarniaki
A 36A1: Gram+ ziarniaki
36
A - R
37
B - R
A
38
B -
A 39A1: Gram + pateczka
39
B -
40A2: Gram+ ziarniaki
A 40A1: Gram+ ziarniaki uktadajace si¢
40 w paciorki,
B . -
41A1: ziarniaki Gram+
A ) .
41 uktadajace si¢ w grona
B -
42 A 42A1: ziarniaki Gram+

uktadajace si¢ w grona
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B -
43A1: ziarniaki Gram+
A . . . .
43 uktadajace sie¢ w paciorki
B -
A 44A1: ziarniaki
44
B -

A — probki bez dezynfekcji, B probki po dezynfekcji, kolorem zielonym zaznaczono

catkowitg redukcj¢ mikroorganizmdéw po zastosowaniu Dentin Cleanser

Tabela 43. Wplyw procesowania na obecno$¢ mikroorganizméw w materiale
zgbinowym

S e Obecnos¢ bakterii w probece
tan wyrznigcia Typ
JP Razem p
zgba prébki Obecne Brak
A 18 4 22
Catkowicie B 0 22 22 0,0000
zatrzymany
Razem 18 26 44
0,0000
A 22 0 22
Czegsciowo B 14 8 22 0,0003
zatrzymany
Razem 36 8 44

4.4. Ocena parametrow strukturalnych i fizykochemicznych
W celu zbadania wlasciwosci strukturalnych, materiaty stomatologiczne w postaci
zgbodw czeSciowo (CZZ) oraz calkowicie zatrzymanych (CZ) zostaly utarte

w mozdzierzu, a nastgpnie zmierzono ich wtasciwosci strukturalne metoda dyfrakcji

proszkowej XRPD (X-Ray Powder Diffraction).
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Rycina 15. Dyfraktogramy proszkowe zgbow czgsciowo oraz catkowicie zatrzymanych
wraz ze wzorcem z bazy danych ICSD

Aby uzyska¢ wigcej informacji na temat struktury badanych materialow

stomatologicznych, wykonano widma FT-IR, ktore przedstawiono na Rycinie 16.
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Rycina 16. Widma FTIR reprezentatywnej probki 12CZZ z serii (a) oraz wszystkich
materiatow zebinowych poddanych charakterystyce strukturalne;
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Rycina 17. Widma Ramana materialéw zgbinowych

Zawarto$¢ procentowa pierwiastkdw, molowy stosunek kationéw do fosforu oraz
procentowy stosunek chloru do grupy hydroksylowej zostaty okreslone za pomoca
analizy SEM-EDS, a rezultaty analizy pierwiastkowej oraz obliczone wartosci

przedstawiono w Tabelach 161 17.

Tabela 44. Analiza SEM-EDS wybranych materialéw zgbinowych

Ca | Q) Mg Na Fe Cr Cl

Prébka  \t00) (At%) (At%) (At%) (At%) (At%) (At%) (At%) C2TMgtNatFetCr/P
12CZZ 2613 14,72 5698 047 130 0,16 000 025 1,91
20CZZ 2506 1476 5737 049 098 021 007 0,16 1,88
26CZZ 2628 1527 5642 049 126 000 000 028 1,84
37CZ 2603 1508 5721 052 099 0,00 000 0,17 1,83
40CZ 2589 14,76 5681 056 1,62 000 000 035 1,90
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Tabela 45. Zawarto$¢ procentowa chloru w stosunku do grupy hydroksylowej
w hydroksyapatycie (na podstawie analizy SEM-EDS)

Prébka % Cl1 w stosunku do gr. OH
12CZZ 4,5

20CZZ 2,9

26CZZ 4.9

37CZ 32

40CZ 6,2
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Rycina 18. Mapy SEM zebow cze$ciowo zatrzymanych 12CZZ
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Rycina 19. Zdjecia SEM zebow cze$ciowo zatrzymanych 12CZZ (a), 20CZZ (b) oraz
catkowicie zatrzymanych 40CZ (c)

4.5. Ocena cytotoksycznosci

W  Dbadaniu  oceniajgcym  cytotoksyczno$¢  zmielonych,  procesowanych

i nieprocesowanych zebow zastosowano metod¢ MTT (bromek 3-[4,5-dimetylotiazol-2-
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ylo]-2,5-difenylotetrazoliowy), ktora pozwala na okreslenie witalno$ci komodrek na
podstawie przeksztatcania zottego zwigzku tetrazolowego w niebiesko-fioletowy
formazan. Test ten zostal przeprowadzony na dwoch liniach komorkowych: 3T3
(fibroblasty mysie) oraz 1929 (fibroblasty tkanki igcznej), co pozwolito na ocene
cytotoksycznos$ci probek w roznych warunkach biologicznych. Przed przeprowadzeniem
testu, probki zeboéw zostaly podzielone na dwie grupy: zeby procesowane, ktére byty
poddane dziataniu $rodkow chemicznych, w tym Dentin Cleanser i DPBS, oraz zgby

nieprocesowane, ktore byty jedynie zmielone.

Przygotowane ekstrakty zebiny w réznych stg¢zeniach (20 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml)
zostaty dodane do komorek, ktore byly inkubowane w standardowych warunkach przez
24 godziny. Po zakonczeniu inkubacji, do komorek dodano roztwor MTT, a nastepnie
inkubowano je przez kolejne 2 godziny. W trakcie tego procesu, aktywne metabolicznie
komorki przeksztatcaty MTT w nierozpuszczalne krysztatki formazanu, ktore nastepnie
rozpuszczano w izopropanolu w celu zmierzenia absorbancji. Pomiar absorbancji
przeprowadzono przy dtugosci fali 570 nm, z korekcja przy 630 nm, co pozwolilo na
doktadng oceng witalnosci komodrek w zaleznosci od wplywu ekstraktow zebiny. Kazdy
eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach, a wyniki wyrazono jako procent

zywotnosci komoérek w odniesieniu do kontroli (1).

Otrzymane wyniki, wyrazone jako wspotczynnik aktywnosci biologicznej, pozwalaja na
ocen¢ wpltywu procesowania zebow na cytotoksycznos¢ materiatu. Analizowano réznice
w  witalno§ci komorek migdzy materiatami  zebinowymi  procesowanymi
a nieprocesowanymi, zar6wno w linii komorkowej 3T3, jak i L929, przy réznych
stezeniach ekstraktow. Dzigki zastosowaniu standardowej metody MTT, mozliwa byta
doktadna ocena potencjalnej toksycznosci oraz ocena, czy proces chemiczny zwicksza,

czy zmniejsza negatywny wplyw materiatu na komorki.

Wyniki z ryciny 20 pokazuja witalnos¢ komorek 3T3 eksponowanych na ekstrakty
zgbiny w stezeniu 20 mg/ml. Zaobserwowano wyzsza witalno$¢ komorek w materiatach
zgbinowych procesowanych (Z1-Z44) w porownaniu do kontroli (warto$¢ odniesienia to
1). W niektorych probach, takich jak Z16, Z17 oraz Z24, witalno$§¢ komorek jest

widocznie podwyzszona, co moze wskazywa¢ na wyzszy potencjal proregeneracyjny
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tych probek. Z kolei zgby nieprocesowane (ZK) wykazuja nizszy poziom witalno$ci
komoérek. Sam proces chemiczny, w ktorym uzyto $rodka czyszczacego (Dentin

Cleanser), nie wptywa negatywnie na witalnos¢.

Na rycinie 21 przedstawiono witalno$¢ komorek 3T3 przy nizszym stezeniu ekstraktow,
10 mg/ml. Witalno$¢ komoérek w probach procesowanych (Z1-Z45) jest podobna jak
w przypadku stezenia 20 mg/ml, jednak w probkach takich jak Z12, Z24 i Z28
zaobserwowano znaczgco wyzszg witalno$¢ komorek w porownaniu do kontroli. Badane
materialy zebinowe moga zawiera¢ substancje uwolnione z z¢biny podczas procesu
chemicznego, ktore wplywaja na witalno$¢ komorek. Z kolei probki Z18, i Z44 maja
wyniki blizsze kontroli, co sugeruje, ze w tych przypadkach potencjalny wptyw jest

mniejszy.

Przy najnizszym stezeniu ekstraktu, 5 mg/ml (Ryc. 22), witalno$¢ komorek jest mniejsza
w porownaniu do wyzszych stezef, co wskazuje na mniejszy wplyw ekstraktow na
komorki. Jednak w probkach Z18 i Z24 nadal zaobserwowano wyzsza witalno$¢
komoérek w stosunku do kontroli, co moze wskazywaé na obecno$¢ substancji
uwolnionych podczas procesu. Wigkszo§¢ materiatow zgbinowych procesowanych
wykazuje witalno$¢ zblizong do probek kontrolnych, co sugeruje, ze zmniejszenie
stezenia ekstraktow skutkuje mniejszym efektem biologicznym. Zgby nieprocesowane
(ZK) ponownie wykazuja nizsza witalno§¢ komoérek w porownaniu do prob

procesowanych, co potwierdza mniejszy wplyw tych probek.

Wszystkie trzy wykresy pokazuja, ze cytotoksyczno$¢ ekstraktow procesowanych (Z1-
7Z44) zalezy od stgzenia — im wyzsze stg¢zenie, tym bardziej zaobserwowano wzrost
witalno$ci komoérek. Najwiekszy wzrost witalnosci zaobserwowano przy stezeniu 20
mg/ml, a probki takie jak Z11, Z24 1 Z38 we wszystkich st¢zeniach wykazuja wyzsza
witalno$¢ komorek w porownaniu do innych prébek. To moze wskazywacé na uwolnienie
substancji biologicznych z ze¢biny w trakcie procesowania z uzyciem Dentin Cleanser,

co zwigksza ich biodostepnos¢.

Z¢by nieprocesowane (ZK) wykazuja wyraznie mniejszy wptyw na witalno§¢ komoérek
we wszystkich stezeniach, co sugeruje, ze sam proces chemiczny jest gtownym

czynnikiem prowadzacym do uwolnienia substancji.
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Rycina 22. Ocena witalnosci komorek linii 3T3 w obecnos$ci ekstraktu z 5 mg
zmielonego zgba w tescie MTT

1,6

1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

O cnrsnmnergg SRRA

N N W R NRRR

R R R R R

72



Na rycinie 23 przedstawiono wyniki witalnosci komoérek L1929 eksponowanych na
ekstrakty o st¢zeniu 20 mg/ml. Zaobserwowano nieznaczny wzrost witalno$ci komorek
w probkach procesowanych (Z1-Z44) w porownaniu do kontroli (warto$¢ odniesienia to
1). Podobnie jak w przypadku linii 3T3, niektore proby, wykazuja wyzsza witalnos¢, co
sugeruje obecnos¢ substancji aktywnych uwolnionych podczas procesu chemicznego.
Zg¢by nieprocesowane (ZK) ponownie wykazuja nizszy poziom witalno$ci komorek, co

wskazuje na wyzszy wplyw cytotoksyczny w porownaniu do probek procesowanych.

Rycina 24 przedstawia wyniki dla komoérek L1929 eksponowanych na ekstrakty
o stezeniu 10 mg/ml. Zaobserwowano wyzsza witalno§¢ komorek w poréwnaniu do
kontroli. Wyniki te moga sugerowaé, ze procesowanie zgbiny powoduje uwolnienie
substancji, ktére maja wpltyw na zywotno$¢ komorek. Jednak wiekszos¢ probek

wykazuje witalnos$¢ zblizong do kontroli.

Przy najnizszym stezeniu ekstraktow, 5 mg/ml (Ryc. 25), zaobserwowano najmniejsza
aktywno$¢ biologiczng komorek w poréwnaniu do wyzszych stezen. Wiekszos¢ probek
procesowanych (Z1-Z44) ma witalno$¢ komorek zblizong do probek kontrolnych, co
sugeruje mniejszy wplyw przy nizszym stezeniu ekstraktu. Zeby nieprocesowane (ZK)
ponownie wykazuja nizszg witalno$¢ komorek, co sugeruje, ze sam proces chemiczny

przyczynia si¢ do uwalniania substancji aktywnych.

Ryciny 23-25 pokazuja podobny trend jak w przypadku linii komdrkowej 3T3: probki
procesowane (Z1-7Z44) wykazuja wyzsza witalno$¢ komorek w poréwnaniu do kontroli,
a witalno$¢ ro$nie wraz ze wzrostem stgzenia ekstraktu. Zeby nieprocesowane (ZK)
cechuje mniejszy wptyw na komorki, co ponownie sugeruje, ze procesowanie z uzyciem
srodka czyszczacego moze uwalnia¢ substancje biologiczne z z¢biny, ktore wptywaja na

witalno$¢ komorek.
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Rycina 23. Ocena witalno$ci komodrek linii L929 w obecnos$ci ekstraktu z 20 mg
zmielonego zgba w tescie MTT
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Rycina 24. Ocena witalno$ci komorek linii L929 w obecnos$ci ekstraktu z 10 mg
zmielonego zgba w tescie MTT
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Rycina 25. Ocena witalnosci komorek linii L929 w obecnosci ekstraktu z 5 mg
zmielonego zgba w tescie MTT

Patrzac na wartosci na rycinie 26 dla linii komorkowych 3T3 i L929 procesowanych
w roéznych stezeniach (20 mg/ml, 10 mg/ml i 5 mg/ml), mozna zauwazy¢ nastepujace
roznice:

Linia komoérkowa 3T3:

=  Wspotczynniki aktywnosci biologicznej dla komoérek 3T3 utrzymujg si¢ na
podobnym poziomie dla wszystkich trzech stezen, wykazujac niewielkie réznice.

= Najwyzszg aktywno$¢ zaobserwowano dla st¢zenia 20 mg/ml (1,174), co moze
sugerowaé, ze przy wyzszych stezeniach witalnos¢ komoérek 3T3 jest nieco
wicksza.

= Wspotczynniki dla 10 mg/ml i 5 mg/ml sg zblizone (1,145 1 1,133), co wskazuje
na stosunkowo stabilng aktywnos¢ biologiczng przy tych stezeniach.
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Linia komorkowa 1.929:

W przypadku komorek 1929 wida¢ wyrazniejszy spadek aktywnos$ci biologicznej
wraz z obnizeniem st¢zenia.

Przy stezeniu 20 mg/ml wspolczynnik wynosi 1,089, co wskazuje na nieco
wyzsza aktywnos¢ biologiczng w poréwnaniu do nizszych stezen.

W stezeniach 10 mg/ml i 5 mg/ml wspdlczynniki wynoszg odpowiednio 1,000
i 0,981, co sugeruje, ze nizsze stezenia ekstraktu maja mniejszy wplyw na

witalno$¢ komorek 1.929 w poréwnaniu do komorek 3T3.

Pordwnanie obu linii:

Komorki 3T3 wykazuja wyzsza aktywnos$¢ biologiczng dla kazdego z badanych
stezen w porownaniu do komorek L.929. Moze to wskazywac, ze linia komdérkowa
3T3 jest mniej podatna na dziatanie toksycznych substancji uwalnianych z zebiny
w porownaniu do 1.929.

Najwigksza réznica mi¢dzy obiema liniami komdrkowymi jest widoczna przy
stezeniu 5 mg/ml, gdzie wspotczynnik dla komorek 1929 spada ponizej wartosci

1, co oznacza nizsza aktywnos¢ biologiczng w poréwnaniu do kontroli.

Zaréwno linia komoérkowa 3T3, jak i L929 reaguja na obecnos$¢ ekstraktow, ale

w réznym stopniu, z wyraznym spadkiem witalno$ci komoérek 1929 w nizszych

stezeniach.

Na podstawie dostarczonych danych dla probek nieprocesowanych (ZK) w pordwnaniu

z probkami procesowanymi, mozemy zauwazy¢ kilka istotnych roznic:
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Linia komoérkowa 3T3 (nieprocesowane):

20 mg/ml: Wspdtczynnik aktywnos$ci biologicznej dla nieprocesowanych probek
wynosi 1,115, co jest nizszg wartoscig niz w przypadku prébek procesowanych
(1,174), ale nadal pokazuje, ze witalno§¢ komorek jest bliska kontroli.

10 mg/ml: Wartos¢ 1.084 dla nieprocesowanych probek jest nizsza od 1,145 dla
procesowanych, co sugeruje mniejszy wptyw na witalno§¢ komorek 3T3.

5 mg/ml: Wspotczynnik wynosi 1,009, co rowniez jest mniejsze niz w przypadku
prébek procesowanych (1,133), co moze oznaczaé, ze nieprocesowane probki

majg mniejszy wpltyw na witalno$¢ komorek przy najnizszym stezeniu.

Linia komoérkowa 1.929 (nieprocesowane):

20 mg/ml: Wartos$¢ 0,837 jest zauwazalnie nizsza od wspotczynnika dla probek
procesowanych (1,089), co sugeruje, ze nieprocesowane probki maja wiekszy
wplyw na obnizenie witalno$ci komorek 1.929 przy wysokim stezeniu.

10 mg/ml: Wartos¢ 0,842 jest podobna do wartosci 1,000 dla probek
procesowanych, co moze wskazywac na podobny wplyw na witalno$¢ komoérek
przy tym st¢zeniu.

5 mg/ml: Wartos¢ 0,874 w przypadku probek nieprocesowanych jest wyzsza niz
0,981 dla probek procesowanych, co moze sugerowaé, ze nieprocesowane probki

maja mniejszy w na obnizenie witalnos$ci komorek przy nizszym stezeniu.
y y

Poréwnanie materiatow zebinowych procesowanych i nieprocesowanych:

Linia 3T3: Probki procesowane wykazujg nieco wyzsza witalno$¢ komorek we
wszystkich stezeniach, co moze sugerowac, ze procesowanie nie zwigksza
cytotoksycznosci wobec tej linii komoérkowe;.

Linia 1.929: W przypadku komorek 1.929 probki procesowane wykazuja wyzsza
aktywnos$¢ biologiczng przy wyzszych st¢zeniach (20 mg/ml), co sugeruje, ze
procesowanie mogto uwolni¢ substancje zmniejszajace toksyczno$¢ w stosunku

do tych komorek.
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= Linia 3T3: Prébki nieprocesowane wykazuja mniejszy wpltyw na witalno$é
komorek, szczegoOlnie przy wyzszych stezeniach. Wydaje sie, ze dla tej linii
komorkowej probki nieprocesowane sg mniej cytotoksyczne.

= Linia L929: Probki procesowane sg bardziej korzystne dla komoérek 1L.929 przy
stezeniu 20 mg/ml, ale w nizszych stezeniach rdznice sg mniej wyrazne. Wydaje
sie, ze linia L929 jest bardziej podatna na dziatanie cytotoksyczne probek

nieprocesowanych.

Podsumowujac, réznice migdzy probkami procesowanymi i nieprocesowanymi sg
bardziej widoczne dla linii L929, gdzie probki nieprocesowane wykazuja wyrazniejszy
spadek witalno$ci komorek, szczego6lnie przy wyzszym st¢zeniu. Dla linii 3T3 rdznice

sg mniejsze, a obie kategorie probek zachowuja podobng aktywno$¢ biologiczng.

20 mg/ml 10 mg/mi 5 mg/mi
m 3T3 =929
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Rycina 26. Ocena aktywnos$ci biologicznej badanych probek zeba procesowanych
odczynnikami
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Rycina 27. Ocena aktywnosci biologicznej badanych probek zgba nieprocesowanych
odczynnikami

Patrzac na dane z rycin, ktére odnoszg si¢ do wartosci aktywnosci dla probek
procesowanych i nieprocesowanych zarowno dla linii komoérkowej 3T3, jak i 1929,

mozna wyciggna¢ nastepujace wnioski:
Linia komoérkowa 3T3:

=  Probki procesowane: Wspotczynnik aktywnosci biologicznej wynosi 1,150, co
sugeruje, ze komorki 3T3 sg mniej podatne na dziatanie toksycznych substancji
uwolnionych w wyniku procesowania. Witalnos¢ tych komorek jest wyzsza niz
w przypadku probek nieprocesowanych.

=  Probki nieprocesowane: Warto$¢ wspodtczynnika wynosi 1,069, co jest nizszym
wynikiem w pordéwnaniu do probek procesowanych. Sugeruje to, ze brak

procesowania moze nieco zmniejsza¢ witalnos¢ komorek 3T3.
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Linia komorkowa 1.929:

Probki procesowane: Wspotczynnik aktywnos$ci biologicznej dla linii L929
wynosi 1,023, co wskazuje na wyzszg witalnos¢ komoérek w probkach
procesowanych w pordwnaniu do probek nieprocesowanych. Moze to sugerowac,
ze procesowanie zgbiny zmniejsza obecnos$¢ toksycznych substancji, co poprawia
witalno$¢ tej linii komorkowe;.

Probki nieprocesowane: Wspotczynnik wynosi 0,851, co wskazuje na nizsza
witalno$¢ komoérek 1929 w probkach nieprocesowanych. Wydaje sig, ze brak
procesowania ma bardziej negatywny wplyw na te lini¢ komorkowa

w porownaniu do probek procesowanych.

W zwiagzku z otrzymanymi wynikami mozna stwierdzi¢:

Linia 3T3: Probki procesowane maja wyzsza aktywno$¢ biologiczng, co
wskazuje, ze procesowanie nie powoduje dodatkowej cytotoksycznosci, a wrecz
moze zwigksza¢ witalno$¢ komorek 3T3.

Linia L929: R6znica miedzy probkami procesowanymi a nieprocesowanymi jest
bardziej widoczna. Procesowanie zebiny poprawia witalno§¢ komorek 1929,
sugerujac, ze substancje uwolnione podczas tego procesu moga mie¢ dziatanie
ochronne lub neutralizujace wobec toksycznych czynnikow w tej linii

komorkowe;.

Podsumowujac, procesowanie zebiny wydaje si¢ wptywaé korzystnie na witalno$¢

komorek zaréwno dla linii 3T3, jak i 929, cho¢ réznice sa bardziej wyrazne

w przypadku linii L929. W obu liniach komoérkowych probki procesowane wykazuja

wyzsze wspotczynniki aktywno$ci biologicznej, co sugeruje, ze proces chemiczny

zmniejsza cytotoksyczno$¢ w probkach zgbiny.

Na podstawie wynikow przedstawionych dla linii komorkowych 3T3 1 L929 oraz

porownania probek procesowanych i nieprocesowanych mozna sformulowaé kilka

wnioskéw dotyczacych potencjalnego zastosowania zmielonych, procesowanych zebow

w kontekscie regeneracji kosci.
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Rycina 28. Witalno§¢ komorek linii 3T3 oraz L.929 poddanych ekspozycji na ekstrakt
materiatu badawczego

Witalno$¢ komorek 3T3 1 L929:

Zaréwno dla linii komorkowej 3T3, jak i L929, probki procesowane wykazuja
wyzsza aktywnos$¢ biologiczng w poréwnaniu do probek nieprocesowanych.
Oznacza to, ze procesowanie zmielonych zebdw, najprawdopodobniej z uzyciem
Dentin Cleanser, moze zmniejsza¢ toksyczno$¢ materiatu. Probki procesowane
mialy mniejszy negatywny wplyw na witalno§¢ komorek, co sugeruje ich
bezpieczenstwo w kontakcie z tkankami biologicznymi.

Linia 3T3, ktora jest szeroko uzywana jako model fibroblastow, wykazuje wyzsza
aktywno$¢ biologiczng w przypadku probek procesowanych, co jest pozytywnym
wskaznikiem w kontek$cie regeneracji tkanki kostnej. Komorki 1929,
reprezentujace fibroblasty tkanki tacznej, takze wykazujg wyzsza aktywno$¢ przy

zastosowaniu probek procesowanych.
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Wspotczynniki aktywnos$ci biologiczne;:

Warto$ci wspotczynnikow aktywnosci biologicznej dla probek procesowanych sa
generalnie wyzsze od tych dla probek nieprocesowanych. Wskazuje to, ze proces
chemiczny nie tylko nie zwieksza toksyczno$ci, ale moze nawet poprawiac
wlasciwosci biologiczne materiatu. To sugeruje, ze procesowanie zebiny moze
by¢ kluczowym krokiem w przygotowaniu tego materiatu do uzycia w regeneracji

kosci, eliminujac ewentualne toksyczne substancje.

Réznice migedzy liniami komérkowymi:

Linia komdrkowa 1929, ktora wykazuje wigkszg podatnos¢ na cytotoksycznos$¢,
takze wskazuje na wyraznie wyzszg aktywno$¢ biologiczng dla prébek
procesowanych. To sugeruje, ze procesowanie materialu zmniejsza toksyczno$¢
zgbiny, co jest istotne dla wszelkich zastosowan medycznych, w ktérych materiat
ten miatby kontakt z tkankami.

Linia komoérkowa 3T3, ktorej wyniki réwniez wskazuja na wyzszg witalno$¢
komorek dla probek procesowanych, sugeruje, ze material ten moze wspierac

regeneracj¢ fibroblastow, co jest kluczowe dla zdrowej odbudowy tkanki kostne;.
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5. Dyskusja

Srodowiskowa dostepno$é roéznych pierwiastkow wplywa na rozwéj oraz
funkcjonowanie wszystkich organizméw zywych, réwniez czlowieka. Kosci oraz zgby
to struktury, ktére najlepiej odzwierciedlaja srodowiskowa ekspozycje na pierwiastki
w tym metale cigzkie takie jak: otoéw, kadm, chrom, nikiel, kobalt czy rte¢. Tkanka kostna
w przeciwienstwie do tkanek zgba jest bardziej dynamiczna i ulega ciagglej przebudowie.
Proces ten zachodzi w tzw. jednostkach metabolicznych kosci (BMU — bone metabolic
unit) i polega na resorpcji starej koSci przez osteoklasty, nastgpnie z osteoblastow
powstaja osteocyty — komorki tkanki kostnej otoczone zmineralizowang substancija
pozakomoérkowa. Proces remodelingu kosci trwa od 3 do 6 miesigcy i powtarza si¢ co 2-
4 lata. Pozwala to na ciggla wymiang pierwiastkow w tkance kostnej. Proces tworzenia
oraz mineralizacji trzecich zgbow trzonowych rozpoczyna si¢ migdzy 9 — 10 rokiem
zycia, a konczy w wieku 18-25 lat (§rednio w wieku 20 lat). Rozwoj korony trzeciego
trzonowca konczy si¢ w wieku 14 — 15 lat, natomiast korzenia $rednio w wieku 20 lat.
Po zakonczeniu procesu tworzenia oraz mineralizacji zeby sa znacznie bardziej stabilne
niz kosci. W zebinie obserwuje si¢ nieco bardziej dynamiczng rotacje pierwiastkow niz
w szkliwie, w ktorym zachodza minimalne procesy przebudowy, gléwnie zwigzane z
kontaktem ze §rodowiskiem zewnetrznym. Mimo minimalnych zmian w elementarnym
sktadzie zeba, wbudowane pierwiastki maja tendencje do trwatej inkorporacji, co
sprawia, ze zeby sg trwatym zapisem $rodowiskowej ekspozycji na pierwiastki w okresie
ich tworzenia (Bielawska-Victorini i in., 2016; Dziedzic-Goctawska i in., 2000; Kahl-
Nieke, 1999; Kong i Penninger, 2000; Mc, 1995; Proffit i in., 2009; Pyrzak i in., 2004;
Simonet i in., 1997; Stawinska i in., 2005). Narazenie na wysokie poziomy metali
cigzkich w §rodowisku, zywnosci czy wodzie pitnej w okresie mineralizacji zgba moze
negatywnie wplyng¢ na zastosowanie ekstrahowanego zeba jako materiatu do

autoprzeszczepu.

W wyniku autograftu moze doj$¢ do rekontaminacji metalami cigzkimi co moze utrudnic¢
regeneracje kosci. Metale cigzkie takie jak kadm, kobalt, chromu, otéw i rte¢ moga
wykazywaé wlasciwos$ci prozapalne w stosunku do tkanek kostnych poprzez aktywacje

wytwarzania mediatoréw prozapalnych (m.in. cytokin, prostanoidow), wywotywac stres
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oksydacyjny osteoblastow zaburzajac funkcjonowanie tkanki kostnej (Arora i in., 2009;
Bar-Sela i in., 1992; Dye i in., 2002; Fleury i in., 2006; Han i in., 2013; Issa i in., 2008;
Y. Kim i Lee, 2013; Terrizzi i in., 2014; Zijlstra i in., 2012).

W badaniu wtasnym, w ktorym uwzgledniono 44 pacjentow, reprezentujacych obie plcie
(23 kobiety, 21 megzczyzn), w wieku od 16 do 47 lat, zamieszkujacych wojewodztwo
zachodniopomorskie wykazano, ze material zgbinowy zawieratl zréznicowane st¢zenia
metali cigzkich. Srednie stezenia kadmu, chromu, niklu oraz otowiu w analizowanych
zgbach mieszkancow Szczecina wynosity odpowiednio 0,2031 £+ 0,0558 mg Cd/kg,
10,0768 + 8,7590 mg Cr/kg, 5,0636 + 3,2846 mg Ni/kg, 1,6028 + 5,0109 mg Hg/kg.
Srednie stezenia metali ciezkich w zebach badanych zamieszkujacych inne miasta
powiatu zachodniopomorskiego niz Szczecin wynosity odpowiednio: 0,2101 £ 0,0551
mg Cd/kg, 9,7648 + 7,8527 mg Cr/kg, 5,2504 + 3,8243 mg Ni/kg, 0,3040 + 0,8782 mg
Hg/kg. Natomiast w badaniu Malara i in. (2016), w ktérym roéwniez analizowano
zawarto$¢ metali toksycznych w trzecich zgbach trzonowych pobranych podczas
ekstrakcji od mieszkancow dwoch miast Bielsko-Biatej oraz Rudy Slaskiej
zlokalizowanych w powiecie §laskim. Wykazano, ze §rednia zawarto$¢ kadmu, chromu
w zgbach mieszkancow Bielsko-Biatej wynosily odpowiednio 0,10 + 0,02 mg Cd/kg,
5.73 + 1.65 mg Cr/kg, natomiast mieszkancoéw Rudy Slaskiej odpowiednio 0,12 = 0,02
mg Cd/kg, 5.54 £ 1.57 mg Cr/kg (Malara i in., 2016). Inni autorzy stwierdzili, ze
trzonowce pochodzace od pacjentéw zamieszkujacych Legnicko-Glogowski Okreg
Miedziowy charakteryzowatly si¢ nastepujacymi stezeniami metali cigzkich (mediana,
Q1-Q3) 0.07 mg Cd/kg (0.05-0.09), 0.00 mg Cr/kg (0.00-0.00), 0.00 mg Ni/kg (0.00—
0.04), natomiast zeby pochodzace od mieszkancow Wroctawia cechowaly sie
nastepujacymi stezeniami metali toksycznych 0.06 mg Cd/kg (0.05-0.08), 0.00 mg
Cr/kg (0.00-0.00), 0.00 mg Ni/kg (0.00-0.00) (Rayad i in., 2023a). Natomiast w badaniu
Rayada i in. (2023) wykazano, ze zgby pochodzace od badanych zamieszkujacych
Legnicko-Glogowski Okreg Miedziowy zawieralty odpowiednio (mediana, Q1-Q3)
0.389 mg Hg/kg (0.274-0.557), z kolei zeby pochodzace od mieszkancow Wroctawia
cechowaly si¢ stezeniem rteci na poziomie 0.341 mg Hg/kg (0.287-0.480) (Rayad i in.,
2023b). Badania przeprowadzone na terenie wojewddztwa slaskiego przez Domagalska

i1in. (2024) wykazaty, ze zgby mieszkancow Katowic zawieraly odpowiednio (mediana,
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min—-max) 0.009 mg Cd/kg (0.0004-0.053), 5.543 mg Hg/kg (0.041-48.141), natomiast
mieszkancow Chorzowa kolejno 0.047 mg Cd/kg (0.0004-0.224), 453.378 mg Hg/kg
(0.009—4500.0), z kolei zeby mieszkancéw Sosnowca cechowaly nastepujace stezenia
metali cigzkich 0.973 mg Cd/kg (0.057-11.126), 0.75 mg Hg/kg (0.028-0.500)
(Domagalska i in., 2024).

Zaistniate roznice w stezeniach metali toksycznych w badanych tkankach pochodzacych
z r6éznych regionéw Polski moga wynika¢ ze stopnia uprzemystowienia. Regiony
z rozwinigtym przemysltem ci¢zkim tj. hutnictwo, gornictwo, zakltady chemiczne oraz
elektrownie cechujg si¢ wyzszym zanieczyszczeniem $rodowiska metalami cigzkimi.

Ponadto stopien urbanizacji moze wptywac na ekspozycj¢ na kadm, otow czy rtec.

W niniejszym badaniu analizowano rowniez zalezno$ci miedzy zawarto$cig metali
cigzkich a stopniem wyrznigcia zgba, plcig, wiekiem badanych, paleniem tytoniu
i spozywaniem alkoholu oraz zazywaniem lekow. Z¢by czgsciowo zatrzymane zawieraty
srednio odpowiednio 0,2230 + 0,0429 mg Cd/kg, 11,0159 + 8,9927 mg Cr/kg, 5,7887 +
4,0586 mg Ni/kg, 0,119 £ 0,353 mg Hg/kg, z kolei zeby caltkowicie zatrzymane
cechowatly si¢ $rednig zawartos$cig metali ciezkich na poziomie 0,1899 + 0,0615 mg
Cd/kg, 8,8399 + 7,4737 mg Cr/kg, 4,5338 + 2,8873 mg Ni/kg, 1,729 +£ 4,916 mg Hg/kg.
Wyzsza zawarto$¢ kadmu, chromu oraz niklu w ze¢bach czgsciowo zatrzymanych moze
wynika¢ z kontaktu tych zeboéw ze $rodowiskiem zewnetrznym, narazeniem na pyly
zawierajace metale toksyczne, dym tytoniowy oraz zywnos$cig. Natomiast wyzsza
zawarto$¢ rteci w zebach calkowicie zatrzymanych moze wynika¢ ze zwigkszonej
ekspozycji osobniczej na ten pierwiastek w okresie tworzenia z¢ba, poniewaz analizujac
mediang stgzenia tego pierwiastka w zebach cze$ciowo oraz catkowicie zatrzymanych
roznice sg nieznaczne (CZ: 0,016 mg Hg/kg (0,0038;0,15955), CCZ: 0,012 mg Hg/kg
(0,0040;0,0224)).

Ponadto w badaniu wlasnym wykazano, ze zgby pochodzace od badanych pici zenskiej
cechowatly si¢ nieznacznie wyzszym stezeniem kadmu (K: 0,2162 £+ 0,0579 mg Cd/kg,
M: 0,1958 + 0,0508 mg Cd/kg) oraz nizszym stezeniem chromu, niklu i otowiu,
odpowiednio material pochodzacy od kobiet zawierat 9,6513 + 8,3916 mg Cr/kg, 0,2898
+ 0,8798 mg Ni/kg, 5,0352 + 3,8040 mg Hg/kg, natomiast uzyskany od me¢zczyzn
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10,2309 + 8,2734 mg Cr/kg, 5,2992 + 3,3075 mg Ni/kg, 1,6184 + 5,0065 mg Hg/kg.
Rayad i in. (2023) zaobserwowali podobng zalezno$¢ migdzy zawarto$cig kadmu
w materiale zebowym a plcig (K: 0.08 mg Cd/kg (0.05-0.10), M: 0.05 mg Cd/kg (0.04—
0.07), natomiast nie wykazano roznic w st¢zeniu chromu oraz niklu w materiale
badawczym pochodzacym zaréwno od kobiet, jak i od mezczyzn (Rayad i in., 2023a).
Piekut i in. (2018) wykazali podobng zalezno$¢ miedzy ptcig badanych a zawartoscig
kadmu w zgbach, jednak nie w zgbach stalych, lecz mlecznych (Piekut, 2018).
W badaniu przeprowadzonym przez Malare i in. (2016) zaobserwowano, ze zar6wno
materiat pozyskany od kobiet w Rudzie Slaskiej, jak i Bielsko-Biatej charakteryzowat
si¢ nizszg zawartoscig chromu oraz kadmu w poréwnaniu do materialu zebowego
wyekstrahowanego do me¢zczyzn (Malara i in., 2016). Wiele badan dowodzi, ze
najwigksze narazenie na rt¢¢ wynikato z par rteci uwalnianych z amalgamatowych
plomb, ekspozycji na etylorte¢ stosowang jako $rodek konserwujacy w szczepionkach
oraz metylorte¢ znajdujaca si¢ w rybach (Clarkson, 2002; Clarkson i in., 2007; Cyran,
2013; Dworak 1 in., 2020; Kot i in., 2016; LeSniewska 1 in., 2009; Mutter, 2011;
Nowicka, 2005; Pawlicka i in., 2007). Z kolei kobiety znacznie czg$ciej korzystaja
z opieki stomatologicznej niz mezczyzni (Gladczuk i in., 2016; Nowicki 1 in., 2017).
Wyzsza zawarto$¢ rtgci w probkach pozyskanych od kobiet moze wynika¢ z wicksze;j
dbatosci o zdrowie jamy ustanej a tym samym wiekszego narazenia na stosowanie plomb

amalgamatowych niz u me¢zczyzn.

W badaniach witasnych wykazano zalezno$¢ miedzy wiekiem dawcéw materiatu
badawczego a zawarto$cig kadmu, chromu oraz niklu w zebie. Materiat pochodzacy od
badanych w wieku 21 — 31 lat cechowal si¢ najwyzszym stezeniem kadmu, podczas gdy
zgby pochodzace od pacjentoéw w wieku 32 — 47 lat zawieraly najwigksza zawarto$¢
chromu i niklu. Natomiast najnizszg zawarto$¢ Cd, Cr, Ni zaobserwowano odpowiednio
w grupach wiekowych 16 — 20 lat, 21 — 31 lat, 21 — 31 lat. Ponadto zawarto$¢ rteci

w materiale zebinowym byta poréwnywalna w kazdej grupie wiekowe;j.

W badaniu Rayada i in. (2023) nie wykazano istotnych statystycznie zalezno$ci migedzy

wiekiem dawcow materiatu badawczego a zawartoscig kadmu, chromu i niklu. Jednak
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zaobserwowano wyzsze zakresy Q3 w grupie wiekowej 27 — 37 lat dla st¢zenia kadmu,

chromu oraz niklu (Rayad 1 in., 2023a).

Wyzsze stezenia chromu i niklu w grupie wiekowej 21 — 31 lat moze wynikaé
z dojrzewania w czasie intensywnych zmian gospodarczych w Polsce. W latach 80.
nastgpila znaczna industrializacja, szczegdlnie w przemysle cigzkim, ktory emitowat
znaczne ilosci metali toksycznych. Ponadto transformacja ustrojowa w 1989 roku
przyczynila si¢ do gwattownego rozwoju gospodarki w sektorze przemyshu cigzkiego,
budownictwa i infrastruktury, dodatkowo obcigzajac S$rodowisko naturalne
zanieczyszczeniami, w tym metalami ciezkimi (Leszczynski, 2015; Protasowicki 1 in.,
2001; Sikorski, 2012; Wozniak, 2009). Natomiast w 2004 roku Polska przystgpita do
Unii Europejskiej oraz wdrozono rygorystyczne normy dotyczace emisji metali
toksycznych zgodnie z unijnymi detektywami $rodowiskowymi. Ponadto w latach 90.
oraz 2000. wprowadzono przepisy ograniczajagce uzycie kadmu oraz chromu
w produktach konsumenckich (Dyrektywa 94/62/WE; Dyrektywa 2004/107/WE; Dz.U.
2001 Nr 62 poz. 627). Natomiast wyzsza zawarto§¢ kadmu w materiale pochodzacym
od badanych w wieku 16 — 21 lat moze wynika¢ z rosngcej popularno$ci e-papieroséw

wsrdd nastolatkow, ktore sg zrodlem metali cigzkich (Kochvar i in., 2024).

Na podstawie analizy wynikow wlasnych wykazano istotng statystycznie zalezno$¢
migdzy stezeniem kadmu w materiale zgbowym a paleniem tytoniu przez pacjentow.
Materiat badawczy pochodzacy od oséb deklarujacych palenie tytoniu cechowal si¢
wyzszg zawarto$cig kadmu. Pozostate z analizowanych pierwiastkow takie jak chrom
oraz nikiel wykazywaty wigksza koncentracj¢ w materiale pochodzacym od pacjentéw
niepalacych, natomiast zawartos$¢ rteci byta wyzsza w zebach pozyskanych od badanych
palacych tyton. Réznice w zawarto$ci chromu, niklu oraz rteci nie wykazywaty
istotnosci statystycznej. W badaniu przeprowadzonym prze innych autoréw nie
wykazano zalezno$ci miedzy paleniem a zawartoscig kadmu, czy tez pozostatych
pierwiastkow (Rayad i in., 2023a). Zaistniale r6znice mogg wynika¢ ze stosunkowo
mniejszej liczebnosci 0sob palacych w badaniu Rayad i in. (2023) w porownaniu badan
wlasnych. Natomiast badania Alhasmi i in. (2015) potwierdzity, ze zeby pochodzace od

pacjentow palacych tyton zawieraly wyzsze stezenie kadmu niz material zebowy
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pozyskany od osob niepalacych (Alhasmi i in., 2015). Podobne wyniki uzyskata
Domagalska 1 in. (2024) wykazujac, ze ze¢by wyekstrahowane od badanych
deklarujacych palenie tytoniu zawieraly istotnie statystycznie wyzsze zawartosci kadmu
oraz nieznacznie wyzsze st¢zenie rteci w porownaniu do grupy kontrolnej niepalacej
tytoniu (Domagalska i in., 2024). Wyzsze stezenie kadmu w zgbach pochodzacych od
palaczy moze by¢ zwigzane ze znacznie czgstsza ekspozycje na dym tytoniowy
zawierajacy liczne metale cigzkie, glownie kadm i rt¢¢ oraz mozliwos$¢ inkorporowania
tych pierwiastkéw w strukture hydoksyapatytu (Afridi i in., 2015; Benson i in., 2017,
Fresquez i in., 2013; Goniewicz i in., 2014; Pappas i in., 2014; Szwalec i Kedzior, 2016;
Trojanowska i Swietlik, 2016; Tyka i Rusin, 2021).

W badaniu wlasnym wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ miedzy spozywaniem
alkoholu a zawarto$ciag kadmu w badanych zebach. Material pobrany od pacjentow
deklarujacych spozywanie alkoholu charakteryzowal si¢ wyzszym stezeniem tego
pierwiastka. Z kolei zeby pozyskane od oséb niespozywajacych alkoholu cechowata
nieznacznie wyzsza zawarto$¢ chromu, niklu i rteci. Ekspozycja zwigzkéw o strukturze
hydroksyapatytu stanowigcych glowny sktadnik szkliwa oraz zg¢biny na dziatanie
alkoholu etylowego moze przyczynia¢ si¢ do zaburzen metabolizmu wapnia oraz
destabilizacji jonéw fosforu oraz wapnia, a tym samym do wyplukiwania tych
pierwiastkOw oraz zastgpowania ich innymi, w tym metalami ci¢zkimi (Cacciotti, 2016;
Chatas i in., 2015; Haider i in., 2017; Lima i in., 2011). Zaburzona réwnowaga jonowa
zwigzkéw o strukturze hydroksyapatytu w potaczniu z dietg bogata w kadm, ktorego
glowne zrdodlo stanowia produkty roslinne migdzy innymi zboza oraz ziemniaki, bedace
rowniez surowcem do produkcji alkoholu zard6wno wysokoprocentowego (wodka), jak
i niskoprocentowego (piwo), moga wyjasnia¢ zwickszone stgzenia kadmu w zebach
pochodzacych od pacjentow spozywajacych alkohol (Czeczot i Majewska, 2010;
Dabrowski, 2014; Jurga, 2011; Kaczynska i in., 2015; Stecka, 1996; Wiktorowicz i in.,
2019; Zdziech, 2020).

Analiza wynikoéw uzyskanych w niniejszym badaniu wykazala, ze material pochodzacy
od os6b niezazywajacych lekéw cechowal istotnie statystycznie wyzsza zawarto$cia

rteci w pordwnaniu do zebow pozyskanych od badanych deklarujacych stosowanie
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lekéw. W przypadku pozostalych pierwiastkow takich jak kadm, chrom i nikiel nie
zaobserwowano zalezno$ci miedzy stosowaniem lekow a stezeniem tych metali cigzkich
w zebach. Wigkszos¢ dostepnej literatury koncentruje si¢ na ocenie wptywu wypehien
amalgamatowych na stezenie rtgci w organizmie, szczegdlnie w kontekscie akumulacji
tego pierwiastka w zmineralizowanych tkankach, takich jak zgby czy kosci, w zwigzku
z czym w dostepnych badaniach nie znaleziono informacji o wptywie zazywania lekow

na poziom rt¢ci w zebach.

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, ze procesowanie zgbiny
z wykorzystaniem 30% alkalicznego roztworu alkoholu etylowego zawierajacego 0,5 M
wodorotlenku sodu jako gléwnego reagenta skutecznie usuwa mikroorganizmy
z badanego materiatu. Podobne wyniki uzyskali zaréwno Dhucik i in. (2023)., Khanijou
iin. (2021), jak i Binderman i in. (2014), co sugeruje, ze zgbina poddana procesowaniu
zgodnym z protokolem dostarczonym przez producenta Smart Dentin Grinder moze
zosta¢ uznana za wolng od patogendw oraz bezpieczng pod wzgledem

mikrobiologicznym (Binderman i in., 2014; Dhucik i in., 2023; Khanijou i in., 2021).

Dyfraktogramy zostaly zestawione ze wzorcem pochodzacym z bazy krystalograficzne;j
ICSD-87668 (Inorganic Crystal Structure Database) odpowiadajagcemu strukturze
hydroksyapatytu Cai0,042(PO4)s952(OH)2292. Jak mozna zauwazy¢ na Rycinie 15.
analizowane materialy stomatologiczne wykazuja zgodnos¢ ze wzorcem, co wskazuje
na to, ze badany materiat jest hydroksyapatytem krystalizujacym w sieci heksagonalne;j

w grupie przestrzennej P63/m (Makrenek i in., 2018).

Jak mozna zauwazy¢ na widmie reprezentatywnej probki 12CZZ (Ryc. 16a),
zarejestrowano charakterystyczne pasma dla struktury hydroksyapatytu odpowiadajace
grupom fosforanowym, hydroksylowym oraz weglanowym. Warto zwroci¢ uwage, ze
najbardziej intensywne pasma odpowiadajg grupom fosforanowym, gdzie jedno z nich
przy maksimum 1008 cm™ odpowiada potrdjnie zdegenerowanemu asymetrycznemu
drganiu rozciggajacemu v3(PO4*"), ktorego dwie sktadowe naktadajg si¢ na siebie, co
powoduje powstanie rowniez niewielkiego ramienia przy ok. 1088 cm™! (Nesseri i in.,
2020; Wiglusz i in., 2019). Jednocze$nie, przy tym samym pasmie w stron¢ nizszych

wartosci liczby falowej, przy 958 cm™ wystepuje niezdegenerowane symetryczne pasmo
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rozciggajace opisane jako vi(PO4*") (Wiglusz i in., 2019). Drgania zginajace dla stanu
zdegenerowanego v4 zostaly zaobserwowane przy liczbach falowych 557 1 599 cm™,
podczas gdy drganie zginajace vz wystapito przy 473 cm™' (Sahadat Hossain i Ahmed,
2023). O obecnosci grup hydroksylowych w badanych materiatach §wiadczy natomiast
szerokie pasmo wystepujace w zakresie 2680-3640 cm™! oraz nieco mniej intensywne
przy 1637 c¢cm™ odpowiadajgce symetrycznym drganiom rozciggajacym (vi(OH))
i zginajacym (v2(OH")) (Blicharska i in., 1999). Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze
widoczne pasma pochodza od czasteczek wody (pary wodnej w komorze pomiarowej).
Oprocz tego, podczas analizy FT-IR zarejestrowano dwa niewielkie pasma przy 871 cm’
L (v2(CO3%)) oraz 1410-1470 cm™! (v3(COs%)) odpowiadajace niewielkim ilo$ciom grupy
weglanowej (Bhagavantam i Venkatarayudu, 1939). Widma catej serii analizowanych

materiatow stomatologicznych zestawiono takze razem na Ryc. 16b.

Analiza probek zebow czesciowo i catkowicie zatrzymanych zostata przeprowadzona
takze z wykorzystaniem spektroskopii Ramana (Ryc. 17). W zakresie niskich wartosci
przesuni¢¢ Ramana, tj. 100-350 cm™! zaobserwowano pasma charakterystyczne dla drgan
wigzan metal-tlen (w przypadku hydroksyapatytu wapn-tlen), ktore przypisano
wigzaniom Vv(Ca—0O) oraz o6(O-Ca—O) (Wiglusz i1 in., 2016). Podobnie, jak
w przypadku widm FT-IR, rowniez na widmach Ramana zarejestrowano cztery pasma
odpowiadajace drganiom grup fosforanowych. Najbardziej intensywne pasmo,
obserwowane przy 959 cm’!, odpowiada symetrycznym drganiom wigzania vi(P-O).
Nieco przy wyzszych warto$ciach przesunigciach Ramana zarejestrowano obszar
z trzema zauwazalnymi pasmami przy 1035, 1042 oraz 1071 cm! zwigzane sg
z asymetrycznymi drganiami rozciggajacymi v3(P—O). Dwa kolejne pasma znajdujace
sie w Srodkowej cze$ci widm w zakresie 570-610 cm! oraz 425-450 cm™! odpowiadaja

z kolei drganiom zginajagcym v2(O-P—0) i v4(O-P-0), kolejno (Wiglusz i in., 2021).

Na podstawie analizy SEM-EDS zarejestrowano trzy charakterystyczne pierwiastki
wystepujace w strukturze hydroksyapatytu (Ca, P oraz O), a takze $ladowe ilosci Mg,
Na, Cl, Fe i Cr (dwa ostatnie wystapily tylko w 1-2 probkach zebow czesciowo
zatrzymanych). Warto zwroci¢ uwage, ze stosunek kationow (Ca+Mg+Na+Fe+Cr) do

P miesci si¢ w zakresie 1,83-1,91, co jest nieco wyzszag wartoscig niz
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w stechiometrycznej strukturze hydroksyapatytu (1,67). Podobne wyniki uzyskali
Dhucik i in. (2023).

Analiza SEM-EDS zostala przeprowadzona w celu uzyskania informacji na temat
morfologii i sktadu pierwiastkowego otrzymanych materialdéw. Obraz SEM oraz mapy
pierwiastkowe zebow czesciowo zatrzymanych 12CZZ potwierdzaja, ze badane
materiaty to zwigzki o strukturze hydroksyapatytu wapnia domieszkowanego dodatkowo
innymi jonami biologicznie waznymi jak Mg?**, Fe** czy Cr*". Co wiecej, otrzymane
rezultaty analizy SEM-EDS (Tab.45) oraz mapowanie (Ryc. 18) wskazujg na obecno$¢
jondéw takich jak Na* czy CI. Ryciny 18b pokazuja, ze glowne pierwiastki budujace
strukture apatytu (Ca, P, O) sg rGwnomiernie rozmieszczone na powierzchni materiatu,
podczas gdy koncentracja pozostatych pierwiastkow, tj. Na, Cl i Mg jest o wiele nizsza,
ale rowniez homogenicznie rozlozone w badanych biomateriatach. Podobne wyniki

zaobserwowali Wang i in. (2023).

W badaniu wlasnym zaobserwowano, ze zard6wno procesowana, jak i nieprocesowana
zgbina nie wykazywala dziatania cytotoksycznego na komorki 3T3 i L929. Ponadto
procesowanie ze¢biny zwigkszyto zywotnos¢ obu linii komdrkowych, przy czym
zwickszong zywotno$¢ komorek zaobserwowano w wyzszych stezeniach ekstraktu, co
sugeruje, ze procesowanie utatwia uwalnianie substancji bioaktywnych, ktore promuja
witalno$¢ komoérek. W badaniu Ganda Wijaya i in., w ktorym autorzy zastosowali 3%
H>O, oraz obrdbke cieplng zebiny, rowniez nie wykazano efektu cytotoksycznego.
Jednak witalno$¢ komorek byta znacznie nizsza niz w badaniu wlasnym (Ganda Wijaya
i1in., 2024). Roznice w witalnosci komorek w obu badaniach moga wynika¢ zarowno
z zastosowania komorek osteoblastow przez Ganda Wijaya i in., jak i deproteinizacji

zgbiny.
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6. Podsumowanie

Na podstawie wynikéw, stosowanie zmielonych, procesowanych zeboéw wydaje sig
bezpieczne w kontekScie cytotoksycznosci. Wysokie wspdtczynniki aktywnos$ci
biologicznej w probkach procesowanych $wiadcza o braku istotnej toksycznosci wobec
komorek fibroblastow, co jest istotne przy rozwazaniu ich zastosowania w zabiegach
regeneracji kosci. Zastosowanie autoaugmentatu pozyskanego ze zmielonych zebow jest
potwierdzone wieloletnimi pozytywnymi do$wiadczeniami klinicznymi na catym
swiecie. O$rodki pionierskie stosujace ta technologie powstawaly przede wszystkim
w krajach azjatyckich (Korea Poludniowa i Japonia). W Korei Potudniowej rozwiniete
sg nawet sieci bankow tkanek zajmujace si¢ przechowywaniem z¢bow do celu tworzenia
materiatbw koSciozastepczych. Istnieja drobne rdéznice proceduralne pomiedzy
technikami procesowania augmentatu zgbowego w Azji i Europie. W Korei oprocz
wstepnego oczyszczania 1 dekontaminacji stosowana jest procedura eliminowania
z augmentatu substancji organicznych. W efekcie otrzymywany jest produkt zawierajacy
tylko czyste zwiazki mineralne. Procedura ta zdecydowanie wydtuza czas produkcji

materiatu i w efekcie nie wptywa znaczaco na finalne zmiany w procesie osteointegracji.

Procesowane, zmielone zeby moga potencjalnie pozytywnie wpltywaé na proces
regeneracji kos$ci, bioragc pod uwage ich zredukowang cytotoksyczno$¢ i wyzsza
aktywno$¢ biologiczng. Proces przygotowania materiatu zmniejsza obecnos$é
szkodliwych substancji, co czyni go bardziej biozgodnym dla komorek bioracych udziat
w regeneracji tkanek. Ponadto procesowanie zgbiny pozwala usungé¢ wszelkie
mikroorganizmy, czynigc ja  mikrobiologicznie = bezpiecznym = materialem

kosciozastgpczym.

Pomimo obecnosci metali toksycznych w zebinie poddanej procesowaniu, nie wykazano
cytotoksycznosci w stosunku do komorek fibroblastow, co réwniez pozwala

przypuszczac, ze materiat ten jest bezpieczny do stosowania w regeneracji kosci.

Wstepne doniesienia kliniczne przedstawiaja zdecydowanie pozytywne wyniki
augmentacji przy uzyciu materiatu pochodzacego z tkanek twardych zgba. Powstajaca
kos$¢ jest homogenna pod wzgledem usieciowana i mineralizacji. Jej wytrzymato$¢

mechaniczna i1 biostrukturalna jest bardzo zblizona do tkanki kostnej pierwotne;.
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Material tego typy uzyty do zabiegdw okotoimplantacyjnych zapewnia bardzo dobra
osteointegracje. Po zastosowaniu augmentatu zgbowego efekty kliniczne leczenia sg
bardzo zblizone do tych ktére uzyskuje si¢ po zabiegach z uzyciem autoaugmentatu
kostnego. Zauwazalna jest nawet mniejsza resorpcja pozabiegowa materiatu w stosunku
do uzywanej ko$ci wilasnej co prawdopodobnie zwigzane jest z wicksza procentowq

zawartos$cig zwigzkoOw mineralnych w zastosowanym materiale.

W $wietle wstepnych doniesien warto jednak zauwazy¢, ze ostateczne potwierdzenie
bezpieczenstwa i skuteczno$ci tego materiatlu w dlugoterminowej regeneracji kosci

wymaga dalszych badan in vivo.

Podsumowujac na podstawie dostepnych danych wynika, ze zmielone, procesowane
zgby moga by¢ bezpieczne do zastosowania w kontekscie regeneracji kosci i moga mie¢
pozytywny wplyw na ten proces, szczegOlnie dzigki zmniejszonej cytotoksycznosci

1 wyzszej aktywnosci biologicznej w pordwnaniu do materiatu nieprocesowanego.
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7. Whnioski

1. Na zawarto$§¢ metali toksycznych w materiatach zgbinowych miaty wplyw
takie czynniki jak: wiek pacjenta, stan wyrznigcia z¢ba, palenie tytoniu,
spozywanie alkoholu, zazywanie lekow.

a. Zawarto$¢ kadmu w materiale zegbinowym wahata si¢ od 0,0986 mg/kg
do 0,3484 mg/kg. Na stezenie tego pierwiastka w analizowanym
materiale miaty wplyw takie czynniki jak: wiek pacjenta, stan
wyrznigcia z¢ba, palenie tytoniu oraz spozywanie alkoholu.

b. Zawarto$¢ chromu w materiale zebinowym wahata si¢ od 0,1907
mg/kg do 26,8585 mg/kg. Stezenie tego pierwiastka w analizowanym
materiale determinowat wiek pacjenta.

c. Zawarto$¢ niklu w materiale zebinowym wahata si¢ od 1,1062 mg/kg
do 16,4398 m/kg. Na stezenie tego pierwiastka w analizowanym
materiale mial wptyw wiek pacjenta.

d. Zawarto$¢ rteci w materiale zebinowym wahata si¢ od 0,0001 mg/kg
do 4,1823 mg/kg. Stezenie tego pierwiastka determinowato zazywanie
lekow.

2. Zeby cze$ciowo zatrzymane cechowala wyzsza zawartos¢ kadmu.

3. Zegby poddane procesowaniu z wykorzystaniem 30% alkalicznego roztworu
alkoholu etylowego zawierajacego 0,5 M wodorotlenku sodu byty catkowicie
wolne od mikroorganizméw oraz wykazywaly wyzsza witalno§¢ zaréwno
komorek 3T3, jak i 929 w pordéwnaniu do materialu zgbinowego
nieprocesowanego.

4. Material zgbinowy cechowaty parametry typowe dla zwigzkow o strukturze
hydroksyapatytu.

5. Mimo obecnos$ci metali toksycznych w probkach zgbinowych nie wykazano
ich negatywnego wptywu na witalno$¢ komorek linii 3T3 oraz L929.

6. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w cytotoksycznosci materiatow
pozyskanych z z¢bow roéznigcych si¢ stanem wyrznigcia.

7. Material zgbinowy poddany procesowaniu z wykorzystaniem 30%

alkalicznego roztworu alkoholu etylowego zawierajacego 0,5 M
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wodorotlenku sodu wydaje si¢ bezpieczny pod wzgledem mikrobiologicznym
i cytotoksycznym do wykorzystania w regeneracji tkanki kostnej oraz
z powodzeniem moze zastepowaé dotychczas powszechnie wykorzystywane
materiaty syntetyczne oraz pochodzace z bankow tkanek.

. W $wietle aktualnych badan materiat ten wydaje si¢ bezpieczny, jednak nalezy
kontynuowa¢ badania in situ w celu potwierdzenia dlugoterminowego
bezpieczenstwa wykorzystania procesowanej zgbiny jako materialu do

autograftu.

95



8. Bibliografia

I.

Afridi, H. L., Talpur, F. N., Kazi, T. G., & Brabazon, D. (2015). Estimation of
toxic elements in the samples of different cigarettes and their effect on the
essential elemental status in the biological samples of Irish smoker rheumatoid
arthritis consumers. Environmental Monitoring and Assessment, 187(4), 157.
https://doi.org/10.1007/s10661-015-4353-5

Akhter, R., Hassan, N. M. M., Aida, J., Zaman, K. U., & Morita, M. (2008). Risk
indicators for tooth loss due to caries and periodontal disease in recipients of free
dental treatment in an adult population in Bangladesh. Oral Health & Preventive
Dentistry, 6(3), 199-207.

AlGhamdi, A., Almarghlani, A., Alyafi, R., Ibraheem, W., Assaggaf, M., Howait,
M., Alsofi, L., Banjar, A., Al-Zahrani, M., & Kayal, R. (2020). Prevalence of
periodontitis in high school children in Saudi Arabia: A national study. Annals of
Saudi Medicine, 40(1), 7-14. https://doi.org/10.5144/0256-4947.2020.7
Alhasmi, A. M., Gondal, M. A., Nasr, M. M., Shafik, S., & Habibullah, Y. B.
(2015). Detection of toxic elements using laser-induced breakdown spectroscopy
in smokers’ and nonsmokers’ teeth and investigation of periodontal parameters.
Applied Optics, 54(24), 7342. https://doi.org/10.1364/A0.54.007342

Aljafar, A., Alibrahim, H., Alahmed, A., AbuAli, A., Nazir, M., Alakel, A., &
Almas, K. (2021). Reasons for Permanent Teeth Extractions and Related Factors
among Adult Patients in the Eastern Province of Saudi Arabia. The Scientific

World Journal, 2021, 1-7. https://doi.org/10.1155/2021/5534455

96



10.

11.

Almarghlani, A. (2022). Prevalence, Predictors, and Reasons for Permanent Tooth
Extraction Among High School Students in Saudi Arabia: A National Cross-
Sectional Study. Cureus. https://doi.org/10.7759/cureus.28687

Alsaegh, M. A., Abushweme, D. A., Ahmed, K. O., & Ahmed, S. O. (2022). The
pattern of mandibular third molar impaction and its relationship with the
development of distal caries in adjacent second molars among Emiratis: A
retrospective study. BMC Oral Health, 22(1), 306.
https://doi.org/10.1186/s12903-022-02338-4

Anwar, N., Khan, A. R., Narayan, K., & Ab Manan, A. H. (2009). A Six-year
review of the third molar cases treated in the dental department of Penang hospital
in Malaysia. Dental Research Journal, 5(2).

Arora, M., Weuve, J., Schwartz, J., & Wright, R. O. (2009). Association of
Environmental Cadmium Exposure with Periodontal Disease in U.S. Adults.
Environmental Health Perspectives, 117(5), 739-744.
https://doi.org/10.1289/ehp.0800312

Asaduzzaman, K., Khandaker, M. U., Binti Baharudin, N. A., Amin, Y. B. M.,
Farook, M. S., Bradley, D. A., & Mahmoud, O. (2017). Heavy metals in human
teeth dentine: A bio-indicator of metals exposure and environmental pollution.
Chemosphere, 176, 221-230. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2017.02.114
Bar-Sela, S., Levy, M., Westin, J. B., Laster, R., & Richter, E. D. (1992). Medical
findings in nickel-cadmium battery workers. Israel Journal of Medical Sciences,

28(8-9), 578-583.

97



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Benson, N. U., Anake, W. U., Adedapo, A. E., Fred-Ahmadu, O. H., & Ayejuyo,
O. O. (2017). Toxic metals in cigarettes and human health risk assessment
associated with inhalation exposure. Environmental Monitoring and Assessment,
189(12), 619. https://doi.org/10.1007/s10661-017-6348-x

Bebenek, K., Szczygielski, T., Kiryk, J., Kosior, P., Dobrzynski, M., &
Mikulewicz, M. (2018). Wykorzystanie autogennego materialu augmentacyjnego
pozyskiwanego z zebow wilasnych pacjenta. Inzynier i Fizyk Medyczny, 7(4).
Bhagavantam, S., & Venkatarayudu, T. (1939). Raman effect in relation to crystal
structure. Proceedings of the Indian Academy of Sciences - Section A, 9(3), 224—
258. https://doi.org/10.1007/BF03046465

Bielawska-Victorini, H., Doniec-Zawidzka, 1., Janiszewska-Olszowska, J.,
Kartowska, I., Rucinska-Grygiel, B., Wedrychowska-Szulc, B., & Ziemba, Z.
(Red.). (2016). Zarys wspolczesnej ortodoncji: Podrecznik dla studentow i
lekarzy dentystow (Wyd. 4. uaktualnione). Wydawnictwo Lekarskie PZWL.
Binderman, 1., Hallel, G., Nardy, C., Yaffe, A., & Sapoznikov, L. (2014). A novel
procedure to process extracted teeth for immediate grafting of autogenous dentin.
J Interdiscipl Med Dent Sci, 2(6), 154.

Blicharska, B., Hrynkiewicz, A., & Rokita, E. (Red.). (1999). Fizyczne metody
badan w biologii, medycynie i ochronie srodowiska: Praca zbiorowa. Wydaw.
Naukowe PWN.

Borges, T. D. F., Regalo, S. C., Taba, M., Siéssere, S., Mestriner, W., & Semprini,

M. (2013). Changes in Masticatory Performance and Quality of Life in

98



19.

20.

21.

22.

23.

24.

Individuals With Chronic Periodontitis. Journal of Periodontology, 84(3), 325—
331. https://doi.org/10.1902/jop.2012.120069

Broers, D. L. M., Dubois, L., De Lange, J., Su, N., & De Jongh, A. (2022).
Reasons for Tooth Removal in Adults: A Systematic Review. International Dental
Journal, 72(1), 52-57. https://doi.org/10.1016/j.identj.2021.01.011
Bruzda-Zwiech, A. (with Szpringer-Nodzak, M., & Wochna-Sobanska, M.).
(2010). Stomatologia wieku rozwojowego (Wyd. 4 popr. i uzup. (dodr.)).
Wydawnictwo Lekarskie PZWL.

Bryta, E. (2018). Zawartos¢ metali toksycznych w zatrzymanych zgbach mgdrosci
oraz przylegajqcej tkance kostnej u mieszkancow powiatu wroctawskiego i miasta
Wroctawia. [Rozprawa doktorska]. Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich
we Wroctawiu.

Bryta, P., Chatterjee, S., & Ciabiada-Bryta, B. (2022). The Impact of Social Media
Marketing on Consumer Engagement in Sustainable Consumption: A Systematic
Literature Review. International Journal of Environmental Research and Public
Health, 19(24), 16637. https://doi.org/10.3390/ijerph192416637

Cacciotti, I. (2016). Cationic and anionic substitutions in hydroxyapatite. W
Handbook of bioceramics and biocomposites (T. 46, s. 145-211). Springer
International Publishing Cham, Switzerland.

Calvo-Guirado, J. L., Garcés-Villala, M. A., Mahesh, L., & De Carlos-Villafranca,
F. A. (2021). Effectiveness of Chemical Disinfection in Discarding Pathogenic
Bacteria of Human Particulate Tooth Graft: An In vitro Study. Indian Journal of

Dental Sciences, 13(4), 277-282. https://doi.org/10.4103/ijds.ijds_79 21

99



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Cameron, A. C., Kaczmarek, U., Kobierska-Brzoza, J., & Widmer, R. P. (Red.).
(2015). Stomatologia dziecieca (Wyd. 2., dodr). Edra Urban & Partner.

Chatas, R., Wojcik-Checinska, 1., Wozniak, M. J., Grzonka, J., Swieszkowski, W.,
& Kurzydilowski, K. J. (2015). Dental plaque as a biofilm—A risk in oral cavity
and methods to prevent. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, 69, 1140—
1148. https://doi.org/10.5604/17322693.1173925

Chen, J., Kang, D., Yan, Z., Shen, Q., Lou, Y., Li, Y., Kong, A., Pan, B., & Huang,
C. (2019). Tissue distribution of tetrabromobisphenol A and cadmium in mixture
inhalation exposure. Toxicology and Industrial Health, 35(2), 165-176.
https://doi.org/10.1177/0748233718820983

Chestnutt, 1. G., Binnie, V. 1., & Taylor, M. M. (2000). Reasons for tooth
extraction in  Scotland. Journal of Dentistry, 28(4), 295-297.
https://doi.org/10.1016/S0300-5712(99)00069-X

Chudecka, J., & Tomaszewicz, T. (2017). Zawartos¢ metali ciezkich w osadach
antropogenicznych z obszaru starego miasta Szczecina= Content of heavy metals
in anthropogenic sediments from area of old town Szczecin.

Clarkson, T. W. (2002). The three modern faces of mercury. Environmental health
perspectives, 110(suppl 1), 11-23.

Clarkson, T. W., Vyas, J. B., & Ballatori, N. (2007). Mechanisms of mercury
disposition in the body. American Journal of Industrial Medicine, 50(10), 757—

764. https://doi.org/10.1002/ajim.20476

100



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Cyran, M. (2013). Wptyw srodowiskowego narazenia na rt¢¢ na funkcjonowanie
organizmu cztowieka. Medycyna Srodowiskowa-Environmental Medicine, 3(16),
55-58.

Czechowska, E., Rydzewska-Lipinska, M., Szubert, P., & Sokalski, J. (2013).
Komplikacje podczas zabiegu operacyjnego usuwania zeba magdrosci—opis
przypadku. 41(1), 119-122.

Czeczot, H., & Majewska, M. (2010). Kadm-zagrozenie i skutki zdrowotne.
Farm Pol, 66(4), 243-250.

Dabrowski, M. (2014). Wphw czynnikow Ssrodowiskowych na zawartosé
pierwiastkow strukturalnych, sladowych i toksycznych w kosci udowej oraz ich
wzajemne korelacje u 0sob leczonych endoprotezoplastykq stawu biodrowego
[Rozprawa doktorska]. Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu.

Dhucik, R., Orzechowska-Wylegata, B., Dhucik, D., Puzzolo, D., Santoro, G.,
Micali, A., Testagrossa, B., & Acri, G. (2023). Comparison of clinical efficacy of
three different dentin matrix biomaterials obtained from different devices. Expert
Review of Medical Devices, 20(4), 313-327.
https://doi.org/10.1080/17434440.2023.2190512

Dobrzynski, M., Bazan, J., Rosinczuk-Tonderys, J., Patka, L., Parulska, O., &
Calkosinski, I. (2014). Charakterystyka procesu odontogenezy w aspekcie
toksykologii eksperymentalnej. Zycie Weterynaryjne, 89(01).

Domagalska, J., Cwielqg—Drabek, M., Dziubanek, G., Ulatowska, N., Bortlik, S.,

& Piekut, A. (2024). Teeth as an Indicator of the Environmental Exposure of

101



39.

40.

41.

42.

43.

44,

Silesia Province’s Inhabitants in Poland to Metallic Trace Elements. Toxics, 12(1),
90. https://doi.org/10.3390/toxics12010090

Dominiak, M., Gedrange, T., & Rahnama, M. (Red.). (2022). Podstawy chirurgii
stomatologicznej (Wydanie 3). Edra Urban & Partner.

Duffus, J. H. (2002). ,,Heavy metals” a meaningless term? (IUPAC Technical
Report). Pure and Applied Chemistry, 74(5), 793-807.
https://doi.org/10.1351/pac200274050793

Dworak, D., Krakowiak, S., Bem, J., & Fischer, A. (2020). Mercury concentration
in samples of fresh and (processed) canned tuna fish. Environmental Medicine,
22(1-2), 24-28. https://doi.org/10.26444/ms/124157

Dye, B. A., Hirsch, R., & Brody, D. J. (2002). The relationship between blood
lead levels and periodontal bone loss in the United States, 1988-1994.
Environmental Health Perspectives, 110(10), 997-1002.
https://doi.org/10.1289/ehp.02110997

Dyrektywa  94/62/WE. (b.d.). DYREKTYWA 94/62/WE PARLAMENTU
EUROPEJSKIEGO I RADY z dnia 20 grudnia 1994 r. W sprawie opakowan i
odpadow opakowaniowych.

Dyrektywa 2004/107/WE. (b.d.). Dyrektywa 2004/107/WE  Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 15 kwietnia 2004 r. W sprawie arsenu, kadmu, rteci,
niklu i wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych w otaczajgcym

powietrzu. Dz. U. Unii Europejskiej z dnia 26.01.2005 poz. L.23/3.

102



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Dziedzic-Goctawska, A., Tyszkiewicz, J., & Uhrynowska-Tyszkiewicz, I. (2000).
Wybrane mechanizmy sterujagce procesem przebudowy tkanki kostnej
wplywajace na przebieg osteoporozy. Nowa Klin, 7, 704-712.

Dz.U. 2001 Nr 62 poz. 627. (62n.e.). Ustawa z dnia 27 kwietnia 2001 r. Prawo
ochrony srodowiska.

Eshghpour, M., Nezadi, A., Moradi, A., Shamsabadi, Rm., Rezaei, N., & Nejat,
A. (2014). Pattern of mandibular third molar impaction: A cross-sectional study
in northeast of Iran. Nigerian Journal of Clinical Practice, 17(6), 673.
https://doi.org/10.4103/1119-3077.144376

Fayaz, Y., Ahmadi, N. A., Ahmadi, S. U., & Atig, M. A. (2024). Common Reasons
for Permanent Tooth Extraction and Its Correlation with Demographical Factors
in Kabul, Afghanistan. Clinical, Cosmetic and Investigational Dentistry, Volume
16, 25-31. https://doi.org/10.2147/CCIDE.S442179

Fleury, C., Petit, A., Mwale, F., Antoniou, J., Zukor, D. J., Tabrizian, M., & Huk,
O. L. (2006). Effect of cobalt and chromium ions on human MG-63 osteoblasts
in vitro: Morphology, cytotoxicity, and oxidative stress. Biomaterials, 27(18),
3351-3360. https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2006.01.035

Flora, S. J. S., Mittal, M., & Mehta, A. (2008). Heavy metal induced oxidative
stress & its possible reversal by chelation therapy. The Indian Journal of Medical
Research, 128(4), 501-523.

Fresquez, M. R., Pappas, R. S., & Watson, C. H. (2013). Establishment of Toxic
Metal Reference Range in Tobacco from US Cigarettes. Journal of Analytical

Toxicology, 37(5), 298-304. https://doi.org/10.1093/jat/bkt021

103



52.

53.

54.

55.

56.

57.

Gambus, F., & Wieczorek, J. (2012). POLLUTION OF FERTILIZERS WITH
HEAVY METALS. Ecological Chemistry and Engineering A, 4-5.
https://doi.org/10.2428/ecea.2012.19(04)036

Ganda Wijaya, M., Prahasanti, C., Dwi Laksono, B., Agrawanty, W.,
Kusumawardhani, B., & Jessica Anggakusuma, M. (2024). Viability Test of
Hydroxyapatite Tooth Graft on Osteoblast cell culture. Research Journal of
Pharmacy  and  Technology, 855-859.  https://doi.org/10.52711/0974-
360X.2024.00132

Gladczuk, J., Karczewska, B., Wojszko, A., Modzelewska, B., & Kleszczewska,
E. (2016). Spoleczno-zdrowotne uwarunkowania profilaktyki stomatologicznej
wérdd studentéw Panstwowej Wyzszej Szkoty Zawodowej w Suwalkach.
Medycyna Ogolna i Nauki o Zdrowiu, 22(4).

Gtowny Inspektorat Sanitarny. (b.d.). Zespol do spraw Suplementow Diety.
Zesp6t do spraw Suplementow Diety. Pobrano 4 pazdziernik 2024, z
https://www.gov.pl/web/gis/zespol-do-spraw-suplementow-diety

Goniewicz, M. L., Knysak, J., Gawron, M., Kosmider, L., Sobczak, A., Kurek, J.,
Prokopowicz, A., Jablonska-Czapla, M., Rosik-Dulewska, C., Havel, C., Jacob,
P., & Benowitz, N. (2014). Levels of selected carcinogens and toxicants in vapour
from  electronic  cigarettes.  Tobacco  Control, 23(2), 133-1309.
https://doi.org/10.1136/tobaccocontrol-2012-050859

Grawish, M. E., Grawish, L. M., Grawish, H. M., Grawish, M. M., Holiel, A. A.,
Sultan, N., & El-Negoly, S. A. (2022). Demineralized Dentin Matrix for Dental

and Alveolar Bone Tissues Regeneration: An Innovative Scope Review. Tissue

104



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Engineering and Regenerative Medicine, 19(4), 687-701.
https://doi.org/10.1007/s13770-022-00438-4

Graziani, F., Music, L., Bozic, D., & Tsakos, G. (2019). Is periodontitis and its
treatment capable of changing the quality of life of a patient? British Dental
Journal, 227(7), 621-625. https://doi.org/10.1038/s41415-019-0735-3

GUS. (2022). Warunki naturalne i ochrona Ssrodowiska. Gtowny Urzad
Statystyczny.
https://szczecin.stat.gov.pl/download/gfx/szczecin/pl/defaultstronaopisowa/1 864
/1/1/1_warunki_naturalne i ochrona_srodowiska.pdf

GUS. (2023). Ochrona srodowiska 2023. Gtéwny Urzad Statystyczny.

Haider, A., Haider, S., Han, S. S., & Kang, [.-K. (2017). Recent advances in the
synthesis, functionalization and biomedical applications of hydroxyapatite: A
review. RSC Advances, 7(13), 7442—7458. https://doi.org/10.1039/C6RA26124H
Han, D., Lee, H., & Lim, S. (2013). Smoking induced heavy metals and
periodontitis: Findings from the Korea National Health and Nutrition
Examination Surveys 2008-2010. Journal of Clinical Periodontology, 40(9),
850-858. https://doi.org/10.1111/jcpe.12133

Herman, P., Uracz, W., Kopanski, Z., & Brukwicka, I[. (2016). Wybrane
zagadnienia z fizjologii zg¢bow mlecznych 1 stalych: Rola sktadnikéw
odzywczych. Journal of Clinical Healthcare, 4.

Hovorakova, M., Lesot, H., Peterka, M., & Peterkova, R. (2005). The

developmental relationship between the deciduous dentition and the oral vestibule

105



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

in human embryos. Anatomy and Embryology, 209(4), 303-313.
https://doi.org/10.1007/s00429-004-0441-y

Hovorakova, M., Lesot, H., Peterka, M., & Peterkova, R. (2018). Early
development of the human dentition revisited. Journal of Anatomy, 233(2), 135—
145. https://doi.org/10.1111/joa.12825

Hovorakova, M., Lesot, H., Vonesch, J., Peterka, M., & Peterkova, R. (2007).
Early development of the lower deciduous dentition and oral vestibule in human
embryos. European Journal of Oral Sciences, 115(4), 280-287.
https://doi.org/10.1111/j.1600-0722.2007.00464.x

Issa, Y., Brunton, P., Waters, C., & Watts, D. (2008). Cytotoxicity of metal ions to
human oligodendroglial cells and human gingival fibroblasts assessed by
mitochondrial dehydrogenase activity. Dental Materials, 24(2), 281-287.
https://doi.org/10.1016/j.dental.2007.09.010

Janczuk, Z., Kaczmarek, U., & Lipski, M. (2018). Prochnica w zebinie i jej wptyw
na miazge. W Stomatologia zachowawcza z endodoncj. Wydawnictwo Lekarskie
PZWL.

Jaworski, A., Dudek, K., Jurczak, 1., & Feuerbach, L. (2016). Struktura i rola
biologiczna mikrobioty przewodu pokarmowego czlowieka w zdrowiu i w
chorobie.

Jurga, R. (2011). Stan i prognoza krajowego rynku zbdz i ich przetwordw.
Przeglad Zbozowo-Miynarski, 55(07).

Kaczynska, A., Zajaczkowski, M., & Grzybiak, M. (2015). Toksyczny wphyw

kadmu na rosliny i cztowieka. 45, 65-70.

106



72.

73.

74.

75.

76.

T7.

78.

Kahl-Nieke, B. (with Masztalerz, A.). (1999). Wprowadzenie do ortodoncji (Wyd.
1 pol.). Urban & Partner.

Kaushal, A., & Kamboj, M. (2009). Odontogenesis-A highly complex cell-cell
interaction process. Biomed Electron Biomed Inform, 2, 143—-147.

Khanijou, M., Zhang, R., Boonsiriseth, K., Srisatjaluk, R. L., Suphangul, S.,
Pairuchvej, V., Wongsirichat, N., & Seriwatanachai, D. (2021). Physicochemical
and osteogenic properties of chairside processed tooth derived bone substitute and
bone graft materials. Dental Materials Journal, 40(1), 173—183.

Kim, E.-S. (2015). Autogenous fresh demineralized tooth graft prepared at
chairside for dental implant. Maxillofacial plastic and reconstructive surgery, 37,
1-6.

Kim, E.-S., Lee, [.-K., Kang, J.-Y., & Lee, E.-Y. (2015). Various autogenous fresh
demineralized tooth forms for alveolar socket preservation in anterior tooth
extraction sites: A series of 4 cases. Maxillofacial Plastic and Reconstructive
Surgery, 37(1), 27. https://doi.org/10.1186/s40902-015-0026-0

Kim, Y., & Lee, B.-K. (2013). Association between blood lead and mercury levels
and periodontitis in the Korean general population: Analysis of the 2008—2009
Korean National Health and Nutrition Examination Survey data. International
Archives of Occupational and Environmental Health, 86(5), 607—613.
https://doi.org/10.1007/s00420-012-0796-y

Kochvar, A., Hao, G., & Dai, H. D. (2024). Biomarkers of metal exposure in
adolescent e-cigarette users: Correlations with vaping frequency and flavouring.

Tobacco Control, tc-2023-058554. https://doi.org/10.1136/tc-2023-058554

107



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Kong, Y.-Y., & Penninger, J. M. (2000). Molecular control of bone remodeling
and  osteoporosis.  Experimental  Gerontology,  35(8), 947-956.
https://doi.org/10.1016/S0531-5565(00)00178-9

Kot, K., Kosik-Bogacka, D., Lanocha-Arendarczyk, N., & Ciosek, Z. (2016).
Wplyw zwigzkdéw rteci na organizm cztowieka. Farm Wspot, 9, 210-216.
Krakowiak, O., & Nowak, R. (2015). Mikroflora przewodu pokarmowego
cztowieka—znaczenie, rozwoj, modyfikacje. Post Fitoter, 3, 193-200.

Krauss, H. (Red.). (2023). Funkcje i znaczenie mikrobioty jelitowej. W Fizjologia
zywienia (Wydanie I). PZWL.

Kubaszek, B., Morawiec, T., Mertas, A., Wachol, K., Nowak-Wachol, A.,
Smieszek-Wilczewska, J., Lopacinski, M., & Cholewka, A. (2022). Radiological
and Microbiological Evaluation of the Efficacy of Alveolar Bone Repair Using
Autogenous Dentin Matrix—Preliminary Study. Coatings, 12(7), 909.
https://doi.org/10.3390/coatings 12070909

Kumar, V. R., Yadav, P., Kahsu, E., Girkar, F., & Chakraborty, R. (2017).
Prevalence and Pattern of Mandibular Third Molar Impaction in Eritrean
Population: A Retrospective Study. The Journal of Contemporary Dental
Practice, 18(2), 100-106. https://doi.org/10.5005/jp-journals-10024-1998
Kwon, T., Lamster, I. B., & Levin, L. (2021). Current Concepts in the
Management of Periodontitis. International Dental Journal, 71(6), 462—476.
https://doi.org/10.1111/idj.12630

Lesolang, R. R., Motloba, D. P., & Lalloo, R. (2009). Patterns and reasons for

tooth extraction at the Winterveldt Clinic: 1998-2002. SADJ: Journal of the South

108



87.

88.

89.

90.

91.

92.

African Dental Association = Tydskrif van Die Suid-Afrikaanse Tandheelkundige
Vereniging, 64(5), 214-215, 218.

Leszczynski, D. (2015). Przeobrazenia gospodarcze w Polsce w latach 1989-
2016. Refleksje. Pismo naukowe studentow i doktorantow WNPiD UAM, 12, 27—
46.

Lesniewska, E., Szynkowska, M., & Paryjczak, T. (2009). Gtéwne zrédta rteci w
organizmach ludzi nie narazonych zawodowo. Rocznik Ochrona Srodowiska, 11,
403-419.

Li, J., Quinque, D., Horz, H.-P., Li, M., Rzhetskaya, M., Raff, J. A., Hayes, M.
G., & Stoneking, M. (2014). Comparative analysis of the human saliva
microbiome from different climate zones: Alaska, Germany, and Africa. BMC
Microbiology, 14(1), 316. https://doi.org/10.1186/s12866-014-0316-1

Li, Q., Liu, H., Alattar, M., Jiang, S., Han, J., Ma, Y., & Jiang, C. (2015). The
preferential accumulation of heavy metals in different tissues following frequent
respiratory exposure to PM2.5 in rats. Scientific Reports, 5(1), 16936.
https://doi.org/10.1038/srep16936

Lima, C., Silva, T., Santos, L., Nakagaki, W., Loyola, Y., Resck, M., Camilli, J.,
Soares, E., & Garcia, J. (2011). Effects of ethanol on the osteogenesis around
porous hydroxyapatite implants. Brazilian Journal of Biology, 71, 115-119.

Liu, J., Liu, Y., Habeebu, S. M., Waalkes, M. P., & Klaassen, C. D. (2000).
Chronic combined exposure to cadmium and arsenic exacerbates nephrotoxicity,
particularly in metallothionein-I/Il null mice. Toxicology, 147(3), 157-166.

https://doi.org/10.1016/S0300-483X(00)00194-3

109



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Makrenek, M., Belka, R., Zorawski, W., Kowalski, S., Sztorc, M., & Goral, A.
(2018). Physical and mechanical properties of hydroxyapatite plasma sprayed
materials applied in implantology. Medycyna Pracy.
https://doi.org/10.13075/mp.5893.00725

Malara, P., Fischer, A., & Malara, B. (2016). Selected toxic and essential heavy
metals in impacted teeth and the surrounding mandibular bones of people exposed
to heavy metals in the environment. Journal of Occupational Medicine and
Toxicology, 11(1), 56. https://doi.org/10.1186/s12995-016-0146-1

Mc, G. (1995). Alkaline phosphatase activity in the periodontal ligament and
gingiva of the rat molar. J dent res, 74, 1374—1381.

McCaul, L. K., Jenkins, W. M. M., & Kay, E. J. (2001). The reasons for the
extraction of various tooth types in Scotland: A 15-year follow up. Journal of
Dentistry, 29(6), 401-407. https://doi.org/10.1016/S0300-5712(01)00036-7
Mlynek, V., & Skoczynska, A. (2005). The proinflammatory activity of cadmium.
Postepy Higieny I Medycyny Doswiadczalnej (Online), 59, 1-8.

Murata, M. (2003). Autogenous demineralized dentin matrix for maxillary sinus
augmentation in humans: The first clinical report. 82, B243-B243.

Mutter, J. (2011). Is dental amalgam safe for humans? The opinion of the
scientific committee of the European Commission. Journal of Occupational
Medicine and Toxicology, 6(1), 2. https://doi.org/10.1186/1745-6673-6-2

Mutter, J., Naumann, J., Schneider, R., & Walach, H. (2007). Quecksilber und
Alzheimer-Erkrankung. Fortschritte der Neurologie - Psychiatrie, 75(9), 528—

538. https://doi.org/10.1055/s-2007-959237

110



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

Nadgoérska-Socha, A. (2021). Ba¢ si¢ czy si¢ nie ba¢? Bioakumulacja,
bioindykacja i toksyczno$¢ metali ciezkich Rosliny w $wietle badan terenowych
i laboratoryjnych.  Narracje o  Zagladzie,  specjalny,  225-253.
https://doi.org/10.31261/NoZ.2021.DHC.10

Nasidze, 1., Li, J., Quinque, D., Tang, K., & Stoneking, M. (2009). Global
diversity in the human salivary microbiome. Genome Research, 19(4), 636—643.
https://doi.org/10.1101/gr.084616.108

Nasidze, 1., Li, J., Schroeder, R., Creasey, J. L., Li, M., & Stoneking, M. (2011).
High Diversity of the Saliva Microbiome in Batwa Pygmies. PLoS ONE, 6(8),
€23352. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0023352

Nesseri, E., Boyatzis, S. C., Boukos, N., & Panagiaris, G. (2020). Optimizing the
biomimetic synthesis of hydroxyapatite for the consolidation of bone using
diammonium phosphate, simulated body fluid, and gelatin. SN Applied Sciences,
2(11), 1892. https://doi.org/10.1007/s42452-020-03547-8

NFZ. (2024). Stomatologia specjalistyczna [Post]. Narodowy Fundusz Zdrowia
Zachodniopomorski Oddziat Wojewddzki w Szczecinie. https://www.nfz-
szczecin.pl/m9adq_stomatologia specjalistyczna.htm

Nordenram, A., Bang, G., & Bernhoft, C.-H. (1975). A clinical-radiographic study
of allogenic demineralized dentin implants in cystic jaw cavities. International
Journal of Oral Surgery, 4(2), 61-64.

Nowicka, G. (2005). Ryby—zrodio wielonienasyconych kwasow thuszczowych o
kluczowym znaczeniu dla zdrowia: Wplyw rteci na obnizenie ich

prozdrowotnego dziatania. Studia Ecologiae et Bioethicae, 3(1), 117-125.

111



108.

109.

110.

111.

112.

Nowicki, G. J., Slusarska, B., Sykut, A., Kocka, K., Bartoszek, A., Mtynarska,
M., & Kotus, M. (2017). Wybrane czynniki warunkujace czesto$¢ podejmowania
kontroli stomatologicznej w grupie dorostych oséb pracujacych. Polish Journal
of Health and Fitness, 1, 1-15.

Olchowy, A., Olchowy, C., Zawislak, 1., Matys, J., & Dobrzynski, M. (2024).
Revolutionizing Bone Regeneration with Grinder-Based Dentin Biomaterial: A
Systematic Review. International Journal of Molecular Sciences, 25(17), 9583.
https://doi.org/10.3390/ijms25179583

Padhye, M. N., Dabir, A. V., Girotra, C. S., & Pandhi, V. H. (2013). Pattern of
mandibular third molar impaction in the Indian population: A retrospective
clinico-radiographic survey. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology and
Oral Radiology, 116(3), e161—e166. https://doi.org/10.1016/j.0000.2011.12.019
Papapanou, P. N., Sanz, M., Buduneli, N., Dietrich, T., Feres, M., Fine, D. H.,
Flemmig, T. F., Garcia, R., Giannobile, W. V., Graziani, F., Greenwell, H.,
Herrera, D., Kao, R. T., Kebschull, M., Kinane, D. F., Kirkwood, K. L., Kocher,
T., Kornman, K. S., Kumar, P. S., ... Tonetti, M. S. (2018). Periodontitis:
Consensus report of workgroup 2 of the 2017 World Workshop on the
Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and Conditions. Journal
of Periodontology, 89(S1). https://doi.org/10.1002/JPER.17-0721

Pappas, R. S., Fresquez, M. R., Martone, N., & Watson, C. H. (2014). Toxic Metal
Concentrations in Mainstream Smoke from Cigarettes Available in the USA.
Journal of Analytical Toxicology, 38(4), 204-211.

https://doi.org/10.1093/jat/bku013

112



113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

Pasieczna, A. (2012). Rte¢ w glebach obszaréw zurbanizowanych Polski.
Przeglad Geologiczny, 60(1), 46-58.

Patwa, J., & Flora, S. J. S. (2020). Heavy Metal-Induced Cerebral Small Vessel
Disease: Insights into Molecular Mechanisms and Possible Reversal Strategies.
International ~ Journal  of  Molecular  Sciences,  21(11),  3862.
https://doi.org/10.3390/ijms21113862

Pawlicka, H., Michalska, M., Kozakiewicz, M., Michalski, L., & Arkuszewski, P.
(2007). Ocena wybranych parametrow krzepniecia krwi u szczurow po ich
ekspozycji na rte¢ uwolniong z amalgamatdéw. Czas. Stomatol, 60(3), 156-161.
Piekut, A. (2018). Czy zgby mleczne mogg by¢ wskaznikiem $rodowiskowego
narazenia dzieci na metale ciezkie? Medycyna Srodowiskowa - Environmental
Medicine, 21(4), 18-23. https://doi.org/10.19243/2018402

Piontek, M., Fedyczak, Z., Luszczynska, K., & Lechow, H. (2014). Toksyczno$¢
miedzi, cynku oraz kadmu, rteci i otowiu dla czlowieka, kregowcow i
organizméw wodnych. Zeszyty Naukowe. Inzynieria Srodowiska/Uniwersytet
Zielonogorski.

Piontek, M., Walczak, B., Czyzewska, W., & Lechow, H. (2012). Miedz, kadm i
cynk w pyle drogowym miast oraz okreslenie toksyczno$ci zwigzkow tych metali
metodg biologiczng. Kosmos, 61(3), 409-415.

Popiel, H., & Koziara, M. (2012). Zagrozenia dla srodowiska naturalnego w
zwigzku z prowadzeniem dziatalno$ci gospodarczej. Nowoczesne systemy

zarzqdzania, 7(1), 29-46.

113



120.

121.

122.

123.

124.

125.

Proffit, W. R., Dobrowolska-Zarzycka, M., Fields, H. W., Komorowska, A., &
Sarver, D. M. (2009). Ortodoncja wspotczesna. T. 1 (Wyd. 2). Elsevier Urban &
Partner.

Protasowicki, M., Niedzwiecki, E., & Brucka-Jastrz¢bska, E. (2001).
Oddziatywanie sktadowiska popiotow z wegla kamiennego na srodowisko w
swietle wieloletnich badan stezen metali w odciekach. Zesz. Probl. Post. Nauk
Roln., z. 476.

Prozialeck, W. C., Edwards, J. R., Nebert, D. W., Woods, J. M., Barchowsky, A.,
& Atchison, W. D. (2008). The Vascular System as a Target of Metal Toxicity.
Toxicological Sciences, 102(2), 207-218. https://doi.org/10.1093/toxsci/kfm263
Pyrzak, B., Witkowska, E., & Rymkiewicz-Kluczynska, B. (2004). Wptyw
hormonu wzrostu na strukture i metabolizm ko$ci u dzieci; konsekwencje
niedoboru hormonu wzrostu i efekty leczenia substytucyjnego. Endokrynol. Ped,
3, 51-56.

Rabinowitz, M. B., Wetherill, G. W., & Kopple, J. D. (1976). Kinetic analysis of
lead metabolism in healthy humans. Journal of Clinical Investigation, 58(2), 260—
270. https://doi.org/10.1172/JCI1108467

Rayad, S., Dobrzynski, M., Kuzniarski, A., Styczynska, M., Diakowska, D.,
Gedrange, T., Klimas, S., Gebarowski, T., & Dominiak, M. (2023a). An In-Vitro
Evaluation of Toxic Metals Concentration in the Third Molars from Residents of
the Legnica-Glogow Copper Area and Risk Factors Determining the
Accumulation of Those Metals: A Pilot Study. Applied Sciences, 13(5), 2904.

https://doi.org/10.3390/app 13052904

114



126.

127.

128.

129.

130.

131.

Rayad, S., Dobrzynski, M., Kuzniarski, A., Styczynska, M., Diakowska, D.,
Gedrange, T., Klimas, S., Ggbarowski, T., & Dominiak, M. (2023b). Mercury
Content in Impacted Wisdom Teeth from Patients of the Legnica—Glogow Copper
Area—An In Vitro Pilot Study. Journal of Xenobiotics, 13(3), 463-478.
https://doi.org/10.3390/jox 13030029

RDOSWS. (2023). Zachodniopomorskie w liczbach. Regionalna Dyrekcja
Ochrony  Srodowiska ~w  Szczecinie.  https:/www.gov.pl/web/rdos-
szczecin/zachodniopomorskie-w-liczbach

Sahadat Hossain, Md., & Ahmed, S. (2023). FTIR spectrum analysis to predict
the crystalline and amorphous phases of hydroxyapatite: A comparison of
vibrational motion to reflection. RSC Advances, 13(21), 14625-14630.
https://doi.org/10.1039/D3RA02580B

Sarkar, A., Stoneking, M., & Nandineni, M. R. (2017). Unraveling the human
salivary microbiome diversity in Indian populations. PLOS ONE, 12(9),
€0184515. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184515

Shahid, M., Dumat, C., Khalid, S., Schreck, E., Xiong, T., & Niazi, N. K. (2017).
Foliar heavy metal uptake, toxicity and detoxification in plants: A comparison of
foliar and root metal uptake. Journal of Hazardous Materials, 325, 36-58.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2016.11.063

Sharma, S., Kaur, G., & Kaur, C. (2020). Trend in the analysis of heavy metals in

human teeth dentine: A review. J. Indo-Pac. Acad. Forensic Odontol, 9, 93.

115



132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

Sikorski, D. (2012). Zmiany funkcjonalne terendw przemystowych i
poprzemystowych we Wroctawiu po 1989 roku. Przeksztatcenia przestrzeni
miejskiej Wroctawia. Ujecie geograficzne, 1, 33-54.

Simonet, W., Lacey, D., Dunstan, C., Kelley, M., Chang, M.-S., Liithy, R.,
Nguyen, H., Wooden, S., Bennett, L., & Boone, T. (1997). Osteoprotegerin: A
novel secreted protein involved in the regulation of bone density. cell, §9(2), 309—
319.

Stawinska, N., Zietek, M., & Kochanowska, 1. (2005). Molekularne procesy
resorpcji kosci i ich potencjal terapeutyczny w leczeniu choréb przyzebia i
osteoporozy. Dent. Med. Probl, 42(4), 627-635.

Stecka, K. (1996). Ziemniak jako surowiec dla przemyslu gorzelniczego.
Przemyst Spozywczy, 9(50), 16—18.

Sun, H., Yin, X., Yang, C., Kuang, H., & Luo, W. (2024). Advances in autogenous
dentin matrix graft as a promising biomaterial for guided bone regeneration in
maxillofacial ~ region: A  review.  Medicine, 103(34), €39422.
https://doi.org/10.1097/MD.0000000000039422

Suzuki, S., Sugihara, N., Kamijo, H., Morita, M., Kawato, T., Tsuneishi, M.,
Kobayashi, K., Hasuike, Y., & Sato, T. (2022). Reasons for Tooth Extractions in
Japan: The Second Nationwide Survey. International Dental Journal, 72(3), 366—
372. https://doi.org/10.1016/j.ident].2021.05.008

Szczepkowska, A., Lipczynska, M., Osica, P., & Janas-Naze, A. (2016).

Najczestsze Powiktania Po Zabiegach Chirurgicznej Ekstrakcji Trzecich Zebow

116



139.

140.

141.

142.

143.

Trzonowych Zuchwy W Materiale Zaktadu Chirurgii Stomatologicznej
Uniwersytetu Medycznego W Lodzi. https://doi.org/10.528 1/ZENODO.53181
Szubert, P., Jankowski, M., Krajecki, M., Jankowska-Wika, A., & Sokalski, J.
(2015). Amaliza czynnikow predysponujgcych do powikian po chirurgicznym
usunieciu zebow mgdrosci w Zuchwie. 63, 45-50.

Szwalec, A., & Kedzior, R. (2016). ZROZNICOWANIE ZAWARTOSCI Cd, Pb,
Zn i Cu W LISCIACH TYTONIU SZLACHETNEGO (NICOTIANA
TABACUM L.) UPRAWIANEGO W REJONIE PROSZOWIC. Acta
Scientiarum  Polonorum  Formatio  Circumiectus,  15(4), 331-341.
https://doi.org/10.15576/ASP.FC/2016.15.4.331

Takayasu, L., Suda, W., Takanashi, K., lioka, E., Kurokawa, R., Shindo, C.,
Hattori, Y., Yamashita, N., Nishijima, S., Oshima, K., & Hattori, M. (2017).
Circadian oscillations of microbial and functional composition in the human
salivary microbiome. DNA Research, 24(3), 261-270.
https://doi.org/10.1093/dnares/dsx001

Terrizzi, A. R., Fernandez-Solari, J., Lee, C. M., Martinez, M. P., & Conti, M. L.
(2014). Lead Intoxication Under Environmental Hypoxia Impairs Oral Health.
Journal of Toxicology and Environmental Health, Part A, 77(21), 1304—-1310.
https://doi.org/10.1080/15287394.2014.938209

TERY -TERC CIS. (2024). Liczba Jednostek Podziatu Terytorialnego Kraju
wedtug stanu na 2024-01-01 r. TERYT - TERC CIS ZAKLAD W LODZI.

https://eteryt.stat.gov.pl/eteryt/raporty/ WebRaportZestawienie.aspx

117



144.

145.

146.

147.

148.

149.

Theobaldo, J. D., Vieira-Junior, W. F., Catelan, A., Mainardi, M. D. C. A., Ysnaga,
O. A., Rodrigues-Filho, U. P., Marchi, G. M., Lima, D. A., & Aguiar, F. H. B.
(2018). Effect of Heavy Metals Contamination from Cigarette Smoke on Sound
and Caries-Like Enamel. Microscopy and Microanalysis, 24(6), 762-767.
https://doi.org/10.1017/S1431927618015404

Tinkov, A. A., Filippini, T., Ajsuvakova, O. P., Skalnaya, M. G., Aaseth, J.,
Bjerklund, G., Gatiatulina, E. R., Popova, E. V., Nemereshina, O. N., Huang, P.-
T., Vinceti, M., & Skalny, A. V. (2018). Cadmium and atherosclerosis: A review
of toxicological mechanisms and a meta-analysis of epidemiologic studies.
Environmental Research, 162, 240-260.
https://doi.org/10.1016/j.envres.2018.01.008

Trojanowska, M., & Swietlik, R. (2016). Wptyw palenia papieroséw na ryzyko
zdrowotne mieszkancow miast wywotane srodowiskowa ekspozycja inhalacyjna
na metale ciezkie (As, Cd, Ni). Medycyna Srodowiskowa-Environmental
Medicine, 19(3), 23-30.

Trojanowski, J., Trojanowska, C., Janczak, C., Antonowicz, J., & Bruski, J.
(2000). Heavy metals in some peat soils of Middle Pomerania. Baltic Coastal
Zone. Journal of Ecology and Protection of the Coastline, 04.

Tyka, A., & Rusin, M. (2021). Heavy metals content in various types of tobacco
and tobacco smoke. Environmental Medicine.
https://doi.org/10.26444/ms/133102

Um, I. W. (2018). Demineralized Dentin Matrix (DDM) As a Carrier for

Recombinant Human Bone Morphogenetic Proteins (rhBMP-2). W H. J. Chun,

118



150.

151.

152.

153.

K. Park, C.-H. Kim, & G. Khang (Red.), Novel Biomaterials for Regenerative
Medicine (T. 1077, s. 487—499). Springer Singapore. https://doi.org/10.1007/978-
981-13-0947-2 26

Wang, R. (Rose), Zhao, D., & Wang, Y. (2023). Variations of Organic and
Inorganic Components across Human Dentin-enamel Junction Revealed by SEM-
EDS. Microscopy and Microanalysis, 29(Supplement 1), 1221-1222.
https://doi.org/10.1093/micmic/0zad067.628

Wang, S., Kaur, M., Li, T., & Pan, F. (2021). Effect of Different Pollution
Parameters and Chemical Components of PM2.5 on Health of Residents of
Xinxiang City, China. International Journal of Environmental Research and
Public Health, 18(13), 6821. https://doi.org/10.3390/ijerph18136821

Wiglusz, R. J., Sobierajska, P., Pazik, R., Zawisza, K., Renaudin, G., & Nedelec,
J.-M. (2016). Effect of lithium substitution on the charge compensation, structural
and luminescence properties of nanocrystalline Ca 10 (PO 4 ) ¢ F > activated with
Eu 3* ions. CrystEngComm, 18(19), 3447-3455.
https://doi.org/10.1039/C6CE00320F

Wiglusz, R. J., Sobierajska, P., Pozniak, B., Tikhomirov, M., Miller, J.,
Mrowczynska, L., Piecuch, A., Rewak-Soroczynska, J., Dorotkiewicz-Jach, A., &
Drulis-Kawa, Z. (2021). Multifunctionality of Nanosized Calcium Apatite Dual-
Doped with Li+/Eu3+ Ions Related to Cell Culture Studies and Cytotoxicity
Evaluation In Vitro. Biomolecules, 11(9), 1388.

https://doi.org/10.3390/biom11091388

119



154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

Wiglusz, R. J., Targonska, S., Szyszka, K., & Rewak-Soroczynska, J. (2019). A
new approach to spectroscopic and structural studies of the nano-sized silicate-
substituted hydroxyapatite doped with Eu ** ions. Dalton Transactions, 48(23),
8303-8316. https://doi.org/10.1039/C9DT01025D

Wiktorowicz, K., Okreglicka, K. M., & Nitsch-Osuch, A. (2019). Wplyw sposobu
zywienia na plodnos¢ mezczyzn. 13(3), 125-132.

Wojewddzka Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna w Rzeszowie. (b.d.). Metale
cigzkie. Jako§¢ wody przeznaczonej do spozycia - charakterystyka. Pobrano 4
pazdziernik 2024, z https://www.gov.pl/web/wsse-rzeszow/metale-ciezkie
Wozniak, M. G. (2009). Zmiany strukturalne gospodarki Polski po 1990 roku.
Prace Komisji Geografii Przemystu Polskiego Towarzystwa Geograficznego, 12,
33-44.

Wychowanski, P., & Malkiewicz, K. (2017). Evaluation of Metal Ion
Concentration in Hard Tissues of Teeth in Residents of Central Poland. BioMed
Research International, 2017, 1-7. https://doi.org/10.1155/2017/6419709

Xiao, X., Yao, T., Du, S., Zhang, J., Huang, T., Lei, Y., Cao, L., Shen, Z., & Cao,
Y. (2020). Age differences in the pulmonary and vascular pathophysiologic
processes after long-term real-time exposure to particulate matter in rats.
Chemosphere, 261, 127710. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.127710
Yeomans, J. D., & Urist, M. R. (1967). Bone induction by decalcified dentine
implanted into oral, osseous and muscle tissues. Archives of Oral Biology, 12(8),

999-IN16. https://doi.org/10.1016/0003-9969(67)90095-7

120



161.

162.

163.

Zaman, M. U., Almutairi, N. S., Abdulrahman Alnashwan, M., Albogami, S. M.,
Alkhammash, N. M., & Alam, M. K. (2021). Pattern of Mandibular Third Molar
Impaction in Nonsyndromic 17760 Patients: A Retrospective Study among Saudi
Population in Central Region, Saudi Arabia. BioMed Research International,
2021, 1-8. https://doi.org/10.1155/2021/1880750

Zdziech, P. (2020). Wphw oddziatywania wybranych srodkow chemicznych na
strukture i witasciwosci fizykochemiczne mas polimetakrylanowych [Rozprawa
doktorska]. Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
Zijlstra, W. P., Bulstra, S. K., Van Raay, J. J. A. M., Van Leeuwen, B. M., & Kuijer,
R. (2012). Cobalt and chromium ions reduce human osteoblast-like cell activity
in vitro, reduce the OPG to RANKL ratio, and induce oxidative stress. Journal of

Orthopaedic Research, 30(5), 740-747. https://doi.org/10.1002/jor.21581

121



9. Streszczenie

Najczestszymi wskazaniami do usunigcia zgba s3: zaawansowana préchnica, choroby
przyzgbia oraz procesy zapalne wokot tkanek okotowierzchotkowych. Pomimo
uzasadnionych przestanek medycznych do ekstrakcji zgba, zabieg ten niesie ze soba

ryzyko wystapienia krotkoterminowych oraz odlegtych powiktan zdrowotnych.

Od wielu lat prowadzono badania w celu wykorzystania wyekstrahowanego zgba jako
autogennego augemntatu zgbowego. Jednak mikrobiom jamy ustnej, z ktorym maja
kontakt zeby czeSciowo zatrzymane moze przyczynia¢ si¢ do zanieczyszczania
mikrobiologicznego w miejscu autotransplantacji oraz na powodzenie zabiegu. Ponadto
w organizmie ludzkim ze¢by stanowig naturalny rezerwuar pierwiastkéw, w tym metali
toksycznych, co moze przyczyni¢ si¢ do rekontaminacji wspomnianymi pierwiastkami
podczas autograftu i rowniez negatywnie wpltywaé na odpowiedz organizmu na
wszczepiony material. Co wiecej nawet §ladowe ilo$ci metali cigzkich mogg wywotac
powazne nastepstwa zdrowotne. Gtownymi zrédtami kontaminacji zebow pierwiastkami
toksycznymi sg ekspozycja srodowiskowa, spozywanie zanieczyszczonej zywnos$ci oraz

wody pitne;.

Celem badania bylo oznaczenie zawartos$ci metali toksycznych w materiale zegbinowym
uwzgledniajac pte¢, wiek oraz miejsce zamieszkania pacjenta, stan wyrznigcia ze¢ba,
palenie tytoniu, spozywanie alkoholu, a takze zazywnie lekow. Ponadto oceniono wptyw
30% alkalicznego roztworu alkoholu etylowego zawierajacego 0,5 M wodorotlenku
sodu na obecno$¢ mikroorganizmoéw. Dodatkowo przeprowadzono oceng
cytotoksycznosci materiatu zgbinowego przed i po procesowaniu z 30% alkalicznym
roztworem alkoholu etylowego zawierajacym 0,5 M wodorotlenku sodu. Dokonano

réowniez analizy strukturalnej oraz fizykochemiczne;.

Materiat badawczy stanowily 44 zeby pozyskane od pacjentdow zamieszkujacych
wojewodztwo zachodniopomorskie. Analizowane zgby poddano procesowaniu
zgodnie z procedura dostarczong przez producenta Smart Dentin Grinder’a. Nastepnie
oznaczono zawarto$¢ metali toksycznych metoda atomowej spektrometrii absorpcyjnej,

dokonano analizy mikrobiologicznej oraz oceniono parametry strukturalne
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i fizykochemiczne. Ponadto przeprowadzono ocen¢ cytotoksyczno$ci materiatow

zgbinowych.

Wykazano statystycznie istotny wptyw wieku pacjentéw na zawarto$¢ kadmu, chromu,
niklu oraz rteci w materiale zgbinowym. Pozostale zmienne, takie jak: stan wyrznigcia
zgba, palenie tytoniu czy spozywanie alkoholu wptywaly na zawarto$¢ kadmu

w analizowanym materiale.

Zastosowanie procesowania z wykorzystaniem 30% alkalicznego roztworu alkoholu
etylowego zawierajacego 0,5 M wodorotlenku sodu skutecznie usuwa mikroorganizmy
z materialu zebinowego czynigc go bezpiecznym mikrobiologicznie. Co wiecej
procesowany materiat cechowat si¢ mniejsza cytotoksycznoscia. Jednoczes$nie materiat

badawczy wykazywal charakterystyczne cechy zwigzkéw o strukturze hydroksyapatytu.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna przypuszczaé, ze wykorzystanie zebiny jako
autogennego augmentatu zebowego jest bezpieczne. Jednak nalezy kontynuowaé

badania in situ w celu weryfikacji dlugoterminowego bezpieczenstwa.
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10. Abstrakt

The most common indications for tooth extraction are advanced caries, periodontal
disease and inflammatory processes around the periapical tissues. Despite the medical
rationale for tooth extraction, this procedure carries the risk of short-term and distant

health complications.

For many years, research has been conducted to use the extracted tooth as an autogenous
dental augmentation. However, the oral microbiome with which partially retained teeth
come into contact may contribute to microbial contamination at the autotransplant site
and to the success of the procedure. Furthermore, in the human body, teeth are a natural
reservoir of elements, including toxic metals, which may contribute to recontamination
with the aforementioned elements during autografting and also adversely affect the
body's response to the implanted material. Furthermore, even trace amounts of heavy
metals can cause serious health consequences. The main sources of contamination of
teeth with toxic elements are environmental exposure, consumption of contaminated

food and drinking water.

The aim of this study was to determine the content of toxic metals in dentin material,
taking into account the gender, age and residence of the patient, the eruption status of the
tooth, smoking, alcohol consumption and the use of medication. Furthermore, the effect
of a 30% alkaline ethanol solution containing 0.5 M sodium hydroxide on the presence
of micro-organisms was assessed. In addition, the cytotoxicity of dentin material was
assessed before and after processing with a 30% alkaline ethanol solution containing 0.5

M sodium hydroxide. Structural and physicochemical analysis was also carried out.

The study material consisted of 44 teeth obtained from patients residing in the West
Pomeranian Voivodeship. The analysed teeth were subjected to processing according to
the procedure provided by the manufacturer of the Smart Dentin Grinder. Toxic metal
content was then determined by atomic absorption spectrometry, microbiological
analysis was performed and structural and physicochemical parameters were assessed.

In addition, the cytotoxicity of dentin materials was assessed.
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A statistically significant effect of patients' age on the content of cadmium, chromium,
nickel and mercury in the dentin material was demonstrated. Other variables such as
tooth eruption status, smoking and alcohol consumption influenced the cadmium content

in the analysed material.

The use of processing with a 30% alkaline ethanol solution containing 0.5 M sodium
hydroxide effectively removed microorganisms from the dentin material, making it
microbiologically safe. Moreover, the processed material was characterised by lower
cytotoxicity. At the same time, the test material showed the characteristic features of

compounds with a hydroxyapatite structure.

Based on the results, it can be assumed that the use of dentin as an autogenous dental
augmentation is safe. However, in situ studies should be continued to verify long-term

safety.
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KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB - 278/2019

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu. powolana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 133/XV R/2017 z dnia 21
grudnia 2017 r. oraz dzialajaca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie ustawy
o zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152 z pdzniejszymi
zmianami ) w sktadzie:

dr hab. Jacek Daroszewski. prof. nadzw. (endokrynologia, diabetologia)
prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski  (chirurgia szcz¢kowa, chirurgia stomatologiczna)
mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewnetrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzyglod. prof. nadzw. (duchowny)

mgr Luiza Miiller (prawo)

dr hab. Stawomir Sidorowicz (psychiatria)

dr hab. Leszek Szenborn, prof. nadzw (pediatria, choroby zakazne)

Danuta Tarkowska (pielegniarstwo)

prof. dr hab. Anna Wiela-Hojenska (farmakologia kliniczna)

dr hab. Andrzej Wojnar, prof. nadzw. (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel
Dolnoslgskiej 1zby Lekarskiej)

dr hab. Jacek Zielinski (filozofia)

pod przewodnictwem
prof. dr hab. Jana Kornafela ( ginekologia i poloznictwo, onkologia)

Przestrzegajac w dziatalnosci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej,
po zapoznaniu si¢ z projektem badawczym pt.:

.Zawartos¢ metali toksycznych oraz czystos¢ mikrobiologiczna autogennego augmentatu
ze¢bowego —badanie in vitro™”
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zgloszonym przez lek. stom. Adama Jaworskiego zatrudnionego w Exeldent NZOZ
w Szczecinie oraz zlozonymi wraz z wnioskiem dokumentami, w tajnym glosowaniu
postanowila wyrazi¢ zgode na przeprowadzenie badania w Exeldent NZOZ w Szczecinie,
Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu  oraz
w Laboratorium Badan Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu pod nadzorem
dr hab. Rafala Wiglusza, prof. Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN we
Wroctawiu.

Pouczenie: W ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo
odwotania do Komisji Odwolawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we
Wroclawiu.

Opinia powyzsza dotyczy projektu badawczego bedacego podstawg rozprawy doktorskiej.

Wroctaw, dnia 2‘ marca 2019 r.

Uniwersytet Medyczny e
KOMISJA BIOETA
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