RIGAS TEHNISKA UNIVERSITATE
Materialzinatnes un lietiSkas kimijas fakultate
Visparigas kimijas tehnologijas institits

Vita ZALITE

Doktora studiju programmas ,,Materialzinatne” doktorante

AR STRONCIJU UN FLUORU AIZVIETOTA KALCIJA
DEFICITA HIDROKSILAPATITA SINTEZE UN
PIELIETOJUMS ZOBU EMALJAS
REMINERALIZACIJA

Promocijas darba kopsavilkums

Zinatniskais vaditajs
asoc. profesors Dr. sc. ing.

J.LOCS

RTU Izdevnieciba
Riga 2017



Zalite V. Ar stronciju un fluoru aizvietota kalcija
deficita hidroksilapatita sint€ze un pielietojums zobu
emaljas  remineralizacija. Promocijas  darba
kopsavilkums. — R.: RTU Izdevnieciba, 2017. —
25 lpp.

Iespiests saskana ar RTU Materialzinatnes un lietiskas
Kimijas fakultates Visparigas kimijas tehnologijas
institita 2016. gada 28. junija sedes leémumu,
protokols Nr. 16-15/16.

ISBN 978-9934-10-944-7



PROMOCIJAS DARBS IZVIRZITS INZENIERZINATNU
DOKTORA GRADA IEGUSANAI
RIGAS TEHNISKAJA UNIVERSITATE

Promocijas darbs inZenierzinanu doktora grada iegtiSanai tiek publiski aizstavets
2017. gada 31. maija Rigas Tehniskas universitates Materialzinatnes un lietiSkas
kimijas fakultate, Paula Valdena iela 3, 272. auditorija.

OFICIALIE RECENZENTI

Vadogais pétnieks Dr. sc. ing. Andris Sutka
Silikatu materialu instittts, Rigas Tehniska universitate

Vadosais pétnieks Dr. phys. Janis Kleperis
Cietvielu fizikas institiits, Latvijas Universitate

Profesore DBMS Vita Maciulskiene
Zobarsniecibas un mutes patalogiju klinika, Lietuvas Veselibas zinatnu universitate

APSTIPRINAJUMS
Apstiprinu, ka esmu izstradajusi So promocijas darbu, kas iesniegts izskatiSanai

Rigas Tehniskaja universitaté inZenierzinatnu doktora grada iegiiSanai. Promocijas
darbs zinatniska grada iegiiSanai nav iesniegts neviena cita universitate.

Vita Zalite

Datums:

Promocijas darbs ir uzrakstits latvieSu valoda, taja ir ievads, tris nodalas
(literaturas apskats, eksperimentala dala, rezultati un to izvert€§jumu), secinajumi,
izmantotas literatiiras saraksts un pielikumi. Promocijas darba saturs izklastits
135 lapaspusés. Darba ir 75 attéli, 22 tabulas, 1 pielikums un 168 literatiiras avoti.



PATEICIBA

Velos teikt vissiltako un vissirsnigako paldies sava promocijas darba vaditajam
asoci€tajam profesoram Janim Locam par padomiem, ieinteresétibu, uzmundrinoSiem
vardiem un pozitivas energijas devu, kad tas ir bijis vajadzigs, ka ari par pacietibu un
atbalstu promocijas darba izstrades laika.

Paldies briniskigajiem, atsaucigajiem un izpalidzigajiem kol€giem, 1pasi, Marinai
Sokolovai, Kristapam Rubenim, Ligai Stipniecei, Janai Vecstaudzai par nesavtigu
palidzibu un ierosinajumiem, ka ar1 208. kabineta meiteném par nebeidzamo optimisma
devu.

Paldies RTU Riidolfa Cimdina Rigas Biomaterialu inovaciju un attistibas centra
vadibai par doto iesp&u apmeklet starptautiskas konferences, lai zinotu par
zinatniskajiem rezultatiem un gitu dzives pieredzi.

Izsaku pateicibu RTU MasSinbtuves tehnologijas institiita direktoram Janim
Rudzitim un doktorantam Janim Lungeviam par iesp&u izmantot iekartas
profilometrijas mérjjumu veikSanai. Ka ar1 paldies petnieckam Karlim Kundzinam par
iesp€ju izmantot LU Cietvielu fizikas instittita zinatnisko infrastrukttru.

Velos teikt paldies RSU Sinu transplantacijas centra vaditajam Erikam
Jakobsonam un darbiniekiem par citotoksicitates pétijumu veikSanu.

Personigs paldies RTU Dizaina fabrikas vaditajam Guntim Kulikovskim par
entuziasmu specialu paraugu turétaju izgatavosana.

Pateicibas vardus vélos ar1 veltit RTU student€m Jolantai Rimsai, Ancei Annijai
Baltinai un Julijai Kozelai.

Gimene... Gimene man ir viss! Tadel neizmérojami liels paldies viram Oskaram,
meitai Ancei, mammai Irénai, t€tim Jurim, masai Ritai un vinas ligavainim Pedro par
uzmundrinoSiem vardiem, par atbalstu, par dreséSanu, telefona un TV pults paslépSanu,
tictbu maniem spekiem briZos, kad pati vairs netic€ju. Par to, ka vini man ir!



SATURS

DARBA VISPARIGS RAKSTUROJUMS .....cocvoviiiieiereieietereieieveveve e, 6
TEMAs AKtUAIITALE ....c.eeveeiiieiieiiecieee e 6
Promocijas darbam izvirzitie MK .........ceveerverierieriiiierieeie e 6
Merku sasniegSanai darba veicamie UZAeVUMI: .......ccuevierierierienieieeeseeie e 6
Darba zinatniska noZIme Un NOVITALE ........cvueerueriierieiieierieee e 7
Darba praktiSKa NOZIIME .......cccveiiiieiieeiieiee ettt ettt et e e eseesene e 7
Darba aizstaVAmAas tEZES .....ecuvievieiiiiiieiie ettt 7
Darba aproDACIIA .....uveeeiieeeiieeeiie e eeee ettt e et e e e e e e rae e e e e e ere e e nnraeenaeas 7

LITERATURAS APSKATS ...ttt 8

METODISKA DALA ......cooooieeeeeeeeeeeeeeeeeete ettt 9

REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS.......ooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee et 10
1. CaP nanodalinu rakSturoSana...........ceccceeevuerieneeiienienenieeeeceeseeee e 10
2. Modelpastu rakSturoSana ...........cceeeeeeiienieniieniieeiierie ettt 13
3. Zobu emaljas remineraliZaCija ..........cceeruveeriienieeiienieeiieeie et ere e 13

SECINATUMIL......oouiuititititeieteteteteteiete ettt 21

LITERATURAS SARAKSTS ....ooviiieieieietetetetete ettt 22

DARBA APROBACIJA ......coooiuitieeeeeeeeeetee e, 23



DARBA VISPARIGS RAKSTUROJUMS

Temas aktualitate

Jaunakas zobarstniecibas tendences liecina, ka specialisti ir ieinteres€ti péc
iesp&jas mazak iejaukties zobu dabigaja remineralizacijas procesa, ja vien zoba
bojajums nav skaris dzilakos audu slanus. Zobarstniecibas praks€ lielaku uzmanibu
pievers kariesa monitoringam ar nosacijumu, ka pacients regulari apmekle specialistu,
tapec bitiski ir pieaudzis to pé€tijumu skaits, kas saistiti ar aktivo vielu jeb
remineralizacijas agentu izp&ti un inovativu produktu izstradi. Tiek uzskatits, ka §adiem
lidzekliem ir preventiva iedarbiba un tie novers kariesa attistibu ta sakotngja stadija.
Balstoties uz pieejamo informaciju, jasecina, ka par remineralizacijas fenomenu sakts
runat tikai 20. gadsimta 60. gados, bet intensivi pétfjumi $aja joma sakuSies ap
2006. gadu.

Kalcija fosfati (CaP), 1pasi hidroksilapatits (HAp), bija, ir un bis plasi péetiti ka
kaulaudus aizvietojosi un atjaunojosi materiali, turklat nu tiem pieversusi uzmanibu ari
zobarstniecibas specialisti, saskatot Sajos materialos zobu emaljas remineralizacijas
potencialu. Mutes kopSanas Iidzekli, kas satur HAp, jau ir iztur&jusi kliniskos p&tijumus
un pieradijusi savu efektivitati, iedarbojoties preventivi uz kariesa attistibu. HAp
molekula sastav no tris dazadam funkcionalajam grupam, tapéc ta ir piemerota dazadam
kimiskajam modifikacijam, tadejadi iegiistot uzlabotas vai izmainitas gan kimiskas, gan
fizikalas, gan strukturalas 1pasibas. Lidz ar to, HAp struktiira ieklaujot tadus elementus
ka fluoru un stronciju, varétu uzlaboties HAp remineralizacijas efekts.

Analizgjot zinatnisko literatiru par remineralizaciju in vitro apstaklos, secinats,
ka petijumos izveleti loti dazadi eksperimentalie apstakli, kas apgriitina objektivu
rezultatu izvert€Sanu un secinajumu veikSanu par konkrétiem remineralizacijas
agentiem. Lidz ar to ir nepiecieSamiba péc vienota eksperimentalo procediiru kopuma
Sadu petijumu veikSanai.

Promocijas darbam izvirzitie merki

Balstoties uz literatiiras analizi un nepiecieSamibu p&c efektiviem mutes kopsSanas
lidzekliem, kas preventivi spétu aizsargat zobu emalju, izvirziti $adi mérki:

e iegit bioaktivas CDHAp (kalcija deficita hidroksilapatita), StCDHAp (ar
stronciju aizvietota kalcija deficita hidroksilapatita), FCDHAp (ar fluoru
aizvietota kalcija deficita hidroksilapatita) un STFCDHAp (ar stronciju un fluoru
dubultaizvietota kalcija deficita hidroksilapatita) nanodalinas, kas, pievienotas
zobu kopsSanas lidzekliem, veicinatu zobu emaljas remineralizacijas procesu;

e aprakstit remineralizacijas pétijjumu eksperimentalo procediiru kopumu un veikt
remineralizacijas noveértésanu.

Meérku sasniegS§anai darba veicamie uzdevumi:

e veikt literatiras analizi par CaP, kas uzrada zobu emaljas remineralizacijas
efektu, ka arT apkopot informaciju par komerciali pieejamiem mutes kopSanas
lidzekliem, kas satur CaP;

e Dbalstoties uz literattiras analizi, sintez€t CDHAp ar sastava ieklautu stronciju (Iidz
10 % (masas)) un fluoru (Itdz 3 % (masas));

e izveidot modelpastu bazes sastavu, kas nodroSinatu objektivu kalcija fosfatu
remineralizacijas potenciala novért€Sanu in vitro;



¢ no literatiira pieejamajiem datiem adapt€t un sagatavot remineralizacijas petijumu
metozu kopumu un aprakstit eksperimentalo procediiru kopumu zobu emaljas
remineralizacijas novertésanai;

e veikt remineralizacijas eksperimentus un novérteét CaP remineralizacijas
potencialu.

Darba zinatniska nozime un novitate

e Pirmo reizi ar Skidumu nogulsné$anas metodi sintezéts ar stronciju un fluoru
dubultaizvietots CDHAp.

e Pirmo reizi novertéta ar Sr un F dubultaizvietota CDHAp saturoSas modelpastas
ietekme uz zobu emaljas remineralizaciju.

e Aprakstits eksperimentalo procediru kopums CDHAp un aizvietota CDHAp
zobu emaljas remineralizacijas noveérteésanai.

Darba praktiska nozime

Izveidots eksperimentalo procediiru un analitisko metozu kopums, lai novertetu
CDHAp un ar Sr un/vai F aizvietota CDHAp potencialo izmantoSanu zobu emaljas
remineralizéSanai.

Darba aizstavamas tézes

1. Izmantojot Skidumu nogulsné$anas sint€zes metodi, var iegiit ar Sr un F
dubultaizvietota CDHAp nanodalinas.

2. CDHAp, FCDHAp, StCDHAp un StTFCDHAp dalinu tidens suspensija paaugstina
skabas tidens vides pH.

3. Apstradajot zobu emalju ar CDHAp, FCDHAp, StCDHAp un StFCDHAp dalinas
saturo$am modelpastam, uz tas virsmas veidojas CaP parklajums, kura biezums
pieaug, palielinot apstrades ciklu skaitu.

Darba aprobacija

Promocijas darba izstrades laika public@ti 12 zinatniskie raksti, darba rezultati
prezentéti 12 starptautiskas konferences.



LITERATURAS APSKATS

Mutes veselibas problémas, kas saistitas ar zobu veselibu, un to risinasana ir loti
aktuals petijumu objekts. Turklat petijumos iesaistas ne tikai praktiz€josi zobarsti, bet
ar1 biologi un materialzinatnieki. P&tnieki aizvien vairak piever§ uzmanibu zobu cieto
audu biologiskajiem veidoSanas procesiem un remineralizacijas-demineralizacijas
lidzsvaru ietekméjoSiem faktoriem. Izpratne par Siem notikumiem sniedz inovativas
idejas un risinajumus tiesi preventivas un terapeitiskas zobarstniecibas joma.

Zobu emalja ir cietakie mineralizétie audi mugurkaulnieku organisma. Ta sastav
no 95 masas% HAp, 4 masas% iidens un 1 masas% organisko vielu, kas pamata ir
proteini [1]. Emaljas uzbtives mazaka uzbiives vienibas ir adatveida, heksagonali HAp
nanokristali. Sie kristali ir novietoti paralgli viens otram un apvienoti §kiedras, kas ir
no 40 nm lidz 60 nm platas un dazus simtus mikrometrus garas. Savukart §is Skiedras
veido no 4 um Iidz 8 um platas vienibas, kas tiek dévetas par emaljas prizmam [2, 3].
Japiemin, ka nobriedusa emalja nav dzivu Stinu, ka tas ir dentina vai kaulos, kas lautu
paSam organismam atjaunot zaud€tos emaljas audus. Lidz ar to vienigais, ka
demineralizéta emalja var atjaunoties, ir siekalas eso$o jonu (Ca**, PO4~, HPO2 u. c.)
saistiSana pie emaljas, veidojoties jauniem kristalizacijas centriem, kas transforméjas
par HAp kristaliem. Bitisks faktors ir arT siekalu dabiga buferkapacitate, kas lidzsvaro
pH izmainas muté. Tomér misdienu sabiedribas sliktie &Sanas paradumi un
nepiemeérotas partikas izv€le remineralizcijas-demineralizacijas Iidzsvaru novirza
demineralizacijas virziena tik loti, ka organisma dabigas aizsargreakcijas un mehanismi
nespéj atjaunot zudu$os emaljas mineralus. Sados gadijumos biitu jaizvélas mutes
higiénas lidzekli, kas maksimali sp&tu atjaunot bojato zobu emalju.

Daudzu gadu desmitu laika gan laboratorijas, gan kliniskajos pétijumos ir
pieradita fluoru saturoSu preparatu, parklajumu un mutes higiénas kopSanas lidzeklu
efektivitate zobu emaljas stiprinasanai un kariesa novérsanai. Tomér pat miusdienas
notiek plasi petijumi dazadu jaunu komponentu un materialu radiSana, kas ietver
fluoridjonus, jo v€l jo projam nav noskaidrots, kads tiesi ir fluorida un emaljas
mijiedarbibas mehanisms, ka rezultata emalja tiek stiprinata. Pamata valda tr1s uzskati:

a) fluoridjoni ieklaujas emaljas dabiga minerala sastava,

b) fluoridjoni kopa ar siekalas eso$ajiem Ca®" joniem veido neskistoso CaF;

¢) fluoridjoni kopa ar siekalas esosajiem PO4> un Ca?*joniem veido HAp kristalus,
tadejadi atjaunojot demineraliz€to emalju.

Savukart stroncijs salu sastava Iidz §im mutes kopSanas lidzeklos ir biji ieklauts
ka zobu jutigumu mazinoss lidzeklis, jo petijumos Sis efekts ir pieradits [4]. Tomer ta
ietekme uz zobu cieto audu remineralizaciju nav pétita. Gan F-, gan Sr*>* joni in vitro
eksperimentos ar baktérijam ir uzradijuSu to metabolismu inhib&joSu efektu. Tas
norada, ka Sos jonu klatbuitne varétu samazinatu mutes dobuma esoSo kariog€no
bakteriju radito skabju koncentraciju, kas vistieSak ietekme emaljas demineralizacijas
progresu.

P&dgjos apmeéram 15 gados popularitati ir guvusi CaP, pamata — amorfais kalcija
fosfats (ACP) un HAp, ka zobu cieto audu remineraliz&josas vielas. Biitiska uzmaniba
tiek pieversta ne tikai kimiskajam sastavam, bet arT dalinu morfologijai, lai ta batu p&c
iespejas lidzigaka emaljas vai dentina HAp nanokristaliem. Sadu dalinu prieksrocibas,
lai veicinatu remineralizacijas procesu, ir §adas:

a) tas var iekllit nanoizméru emaljas virsmas defektos, tadejadi iespiezoties dzilakos
emaljas slanos un pat dentina;



b) tam ir lielaks virsmas laukums, kas nozimé, ka materialam bis lielaka reagéSanas
sp&ja un §kidiba, kas savukart palielinatu Ca?>" un PO4*~ jonu koncentraciju mutes
dobuma.

Lai sintétiska cela iegtitu S$adas formas nanodalinas, vispiemérotaka ir suspensijas
nogulsnéSanas metode, kas arT izvéleta promocijas darba eksperimentalaja dala.

Lidz §im nav pétiti un zobu kopSanas Ilidzeklos nav ieklauti SrCDHAp,
StFCDHAp, bet ir atrodama informacija par FCDHAp un CDHAp lietoSanu
remineralizacijas nodro$inasanai un veicinaSanai, tapec ir nepiecieSamas novertét visu
cetru komponentu emaljas remineralizéSanas potencialu un iesp&jamo lietojumu
preventivaja un terapeitiskaja zobarstnieciba.

METODISKA DALA

Promocijas darba eksperimentalo dalu var iedalit divas lielas dalas: CaP sintéze
un in vitro remineralizacijas pétijumi. 1. att€la paraditi galvenie eksperimentala plana
posmi un lietotas instrumentalas metodes.

Kalcija fosfatu SINTEZES

CDHAp || SrCDHAp || FCDHAp || SrFCDHAp

= FTIS » Skidiba skaba vide
= RDA = Elementanalize

= SEM = Citotoksicitate

= BET

¥

REMINERALIZACIJAS PETIJUMI

Model|pastas In vitro pétijumi
= Viskozitate =  Emaljas paraugu
= Homogenitate sagatavos$ana
=  Emaljas paraugu

apstrade un inkubésana
=  Remineralizacijas

novértéSana (SEM,
profilometrija, RDA, EDS,
FTIS)

1. attels. Eksperimentalas dalas galvenie posmi.

Promocijas darba metodiskaja dala aprakstita CDHAp, FCDHAp, StCDHAp un
StFCDHAp nanodalinu suspensijas nogulsné$anas sint€ze un katram produktam
atbilstoSie sintézes apstakli. St(FCDHAp iegtSanai izvéletas divas alternativas sintézes
metodes. legiito produktu raksturoSanai izmantotas dazadas instrumentalas metodes,
kas uzskaititas 1. attela. CDHAp, FCDHAp, StCDHAp un SrCDHAp nanodalinu
iegtiSanai ka regenti izmantoti Ca(NO3)2, CaO, Sr(NO3)2, StO, NH4F, (NH4)2HPO4 un
H3POs. Lai noteiktu Ca/P vai Ca+Sr/P molaro attiecibu, ka ari fluora klatbutni
FCDHAp un StFCDHAp struktiira, pulverveida paraugi termiski apstradati 1100 °C
vienu stundu.

Remineralizacijas pétijumiem ir divas dalas: CaP modelpastu izveide un zobu
emaljas remineralizacijas novert€Sana in vitro. Pirms modelpastu izveides CaP
nogulsnes (p CDHAp) paklautas liofilizésanai (I CDHAp) un izsmidzinaSanas
zavesanas (i CDHAp) procesam ar noliiku parbaudit, vai ir nepiecieSama CaP nogul$nu
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pirmsapstrade. Lai objektivi varétu novertet sintezeto CaP remineralizacijas efektu,
mode]pastu sagatavoSanai izv€letas tikai Cetras sastavdalas: CaP (5 masas%,
10 masas%, 20 masas%), 2-hidroksietilceluloze, tidens un glicerins. Dazada sastava
mode]pastam analiz€tas to konsistences homogenitates izmainas un noteikta
viskozitate, to salidzinot ar komercialu zobu pastu.

In vitro pétijumiem izvéleta liellopa zobu emalja, kuras uzbiive saskana ar
literatiiru ir vistuvaka cilvéka zobu emaljai. Emaljas paraugu sagatavoSana ietver zoba
attiriSanu no mikstajiem audiem, zoba krona atdaliSanu no saknes, ta sadaliSanu
paraugos (3 mm x 4 mm), paraugu fiks€Sanu paraugu turétajos, slipe€Sanu un virsmas
kodinasanu ar H3POa. Promocijas darba metodiskaja dala aprakstiti eksperimentalie
apstakli. Isuma, zobu emaljas paraugi divas reizes diennakti apstradati ar CaP
modelpastam, pirms katras apstrades epizodes tie paklauti 50 mM citronskabes
iedarbibai tris minttes. Pargja laika zobu emaljas paraugi uzglabati eksperimentalaja
Skiduma inkubatora dinamiskos apstaklos 37 °C. Remineralizacijas pétijums ilga
septinas diennaktis. Emaljas virsmas pétiSanai pirms un péc remineralizacijas
eksperimenta izmantotas analizes tehnikas redzamas 1. attéla.

REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

1. CaP nanodalinu raksturo$ana

Sintezeto kalcija fosfatu kimiska un fazu sastava raksturo$anai izmantotas RDA,
FT-IS un EDS instrumentalas metodes. Ipatngjas virsmas laukums (IVL) un dalinu
izmérs noteikts, izmantojot N2 sorbtometriju, bet kristalitu izmérs — peéc RDA raksturiga
maksimuma (002) HAp fazei. legutie dati apkopoti 1. tabula.

1. tabula
Sintezeto CaP raksturlielumi
Z| Ul o
o
£ 2| £ £ | §| £
a a = = o a a
O 9 O O < © O
= Z % % = -~ ~
w2 wnn
Ca/P molara 1,64 1,65 1,65 1,65
attieciba
Ca+Sr/P 1,64 1,64 1,64
_ 0
HAp/B-TCP, % | ¢¢/14 82/12 86/14 84/16 89/11 89/11 89/11
(masas) *
F, % (masas) 1,6 £ 0,1 - 1,9+0,2 1,5+0,2 - - -
St, % (masas) — 7,4+ 04 7,1£0,2 7,8+0,3 — — —
VL, m¥g 71,102 | 945+13 | 140,015 | 781+0.4 | 82,008 | 92,0+2.0 | 87.0+1,1
Dalinu izmeri | 5001 | 22,6403 | 152402 | 265+0,1 | 250402 | 239405 | 24,1402
dpet, NmM
Kristalitu 30 27 18 27 27 29 30
1zmeri dooz, Nm

* P&c augsttemperatiiras apstrades 1100 °C vienu stundu.
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FT-IS spektros visiem sintez&tajiem pulveriem detektetas apatita fazei raksturigas
[PO4] un [OH] absorbcijas joslas. Papildus spektros uzradas ari [HPO4] un [CO3]
funkcionalo grupu maksimumi. [COs] liecina, ka sintézes vide ir izSkidis atmosferas
oglekla dioksids, tadejadi ieklaujoties produktu struktiira. Savukart [HPO4] klatbiitne
norada, ka iegiitie CaP p&c sintézes ir kalcija deficiti. Pe&c CaP pulverveida paraugu
termiskas apstrades novérots, ka spektros izziid [COs] un [HPO4] absorbcijas joslu
svarstibas, bet FCDHAp, S'(FCDHAp N un StFCDHAp C paraugiem paradas papildu
maksimumi pie 3543-3547 cm™! un 735 cm™, kas liecina, ka $o paraugu struktiira ir
fluors.

Elementanalizes rezultati lauj secinat, ka pH cikléSanas metode ir piemé&rotaka
stroncija atomu, bet nitratu metode fluora atomu ieklauSanai S'TFCDHAp struktiira.

SEM mikrofotografijas liecina, ka sintezétajam dalinam raksturiga adatveida
morfologija, kas ir saskana ar literattiru [5]. Dalinu garums ir no 100 nm lidz 300 nm,
bet diametrs no 30 nm Iidz 50 nm. SEM mikrofotografijas noveérojamo dalinu
dimensijas ir pretruna ar aprékinatajiem dalinu un kristalitu izmériem (1. tabula).
Skaidribu $aja jautdjuma vieS TEM mikrofotografijas (2. attéls), kuras redzams, ka
adatveida dalinas patiesiba ir aglomerati, kas sastav no nano izméra dalinam, kuru
izméri atbilst 1. tabula noraditajiem. Sintez€jot STCDFHAp ar pH cikléSanas metodi,
produktu kristalttu izméri (29 nm + 3 nm) ir lielaki neka nitratu metodes gadijuma
(19 nm £ 3 nm).

“

J 4 . . F -l
2. att€ls. TEM mikrofotografijas: A — StFCDHAp_ N nanodalinas,
B — StFCDHAp_C nanodalinas.

3. att€la atspogulota kalcija fosfatu sp&ja lidzsvarot fidens sistémas pH limeni
bridi, kad taja tiek ievadita skabe. P&c skabes pievienosanas visiem paraugiem sakotné&ji
novérojama strauja pH pazeminasSanas. Sintez€to kalcija fosfatu gadijuma pH limena
samazinasanas ir aptuveni par 1,0-1,2 pH veértibam, bet emaljai par 2,5 pH vertibam,
kas emaljas gadijuma nozimé, ka tiek sasniegts kritiskais pH Itmenis (pH < 5,5), kad
notiek neatgriezeniska emaljas SkiSana [6].
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3. attéls. CDHAp, FCDHAp, StCDHAp, StCDHAp suspensijas pH atkariba laika

péc inkrementalas skabes pievienosanas.

Sis eksperiments norada: ja emalju parklatu ar kadu no kalcija fosfatiem, vispirms
Skistu jaunizveidotais slanis, nevis emalja, kas nozimé, ka ta tiktu pasargata gan no
skabas partikas raditas erozijas, gan kariogéno baktriju iedarbibas.

Analiz€jot iegitos citotoksicitates pétijuma rezultatus (4. att€ls) starp CaP
nanodalinu suspensiju koncentracijam, nozimigs smaganu epitélijSinu skaita
samazinajums konstatéts STCDHAp un FCDHAp paraugiem, kamé& CDHAp un
StFCDHAp nanosuspensiju dazadas koncentracijas nav nozimigi ietekméjusas dzivo
Stnu skaitu. Salidzinot 300 pg/mL paraugus, véra nemams Siinu skaita samazinajums
Lidz ar to var secinat, ka 300 pg/mL StCDHAp, FCDHAp un CDHAp nanosuspensijas
neuzrada citotoksisku efektu, bet S'TFCDHAp novérojams mérens citotoksisks efekts.
Analizg€jot 500 png/mL nanosuspensijas, in vitro rezultati liecina, ka dzivo Sitinu skaits ir
samazindjies par 26 % SrFCDHAp paraugam, 37 % SrCDHAp paraugam, 42 %
CDHAp paraugam un 63 % FCDHAp paraugam. No iegiitajiem datiem var secinat, ka
500 pg/mL koncentracija uzrada mérenu citotoksicitates efektu S'TFCDHAp, CDHAp
un StCDHAp nanosuspensiju paraugiem, bet FCDHAp — izteiktu citotoksicitati.

300 000
270 000
240000 k. %

210000 =
[180 000]

I T
150 000
120 000
90 000
60 000
30 000
0

v Ry Foy y St
D

Stnu skaits

¢jais §

Vid

300 pg/mL  W500 pg/mL

4. attels. Dzivo Stnu skaits pec 48 h ekspozicijas test€jamo nanodalinu suspensijas;
*p < 0,05 (starp datiem nozimiga atSkiriba).
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2. Modelpastu raksturoSana

Sakotngji modelpastu izveides procesa novértéta CDHAp dalinu morfologijas
ietekme uz sagatavoSanas procesu un pastu homogenitati. Noskaidrots, ka i CDHAp
pulveris sastav no sferiskiem aglomeratiem, kuru izméri ir aptuveni 5 pum un kas veidoti
no nanoizméru CDHAp dalinam. Savukart liofilizéSanas rezultata | CDHAp pulverim
raksturigi neregularas formas aglomerati, kas formgjusies no nanodalinam. Savukart
neapstradatas CDHAp nogulsnes nesatur aglomeratus, kas rodas abos ieprieks
mingtajos zusanas procesos. Lidz ar to $adu materialu ir vieglak dispergét modelpastas
bazes sastava, lai tas saturétu dispergétas nanodalinas, nevis dispergétus nanodalinu
aglomeratus.

Modelpastu viskozitates mérjjumi paraditi 5. atteéla. 5% un 10 % CDHAp
modelpastu viskozitate vari€é robezas no 2,5 Pa's lidz 28,0 Pa-s. Merjjumi rada, ka
p CDHAp S5masas%, p CDHAp 10masas%, i CDHAp Smasas%, | CDHAp Smasas%,
1 CDHAp 10masas% un 1 CDHAp 20masas% modelpastu viskozitate laika
nemainas. Tas liecina, ka iegiitas pastam ir Nitona Skidruma raksturs. Turpreti
i CDHAp 20masas%, p. CDHAp 20masas% un BioRepair uzrada tiksotropu efektu,
jo viskozitate samazinas pie konstanta bides atruma visa mérijuma laika, kas ir biitiska
zobu pastas Tpasiba. Viskozitates meérijumi liecina, ka izv€letais modelpastu sastavs ar
20 masas% CaP atbilst komercialo zobu pastu reologiskajam ipasibam.

70
60 p_CDHAp S5masas%
p_CDHAp_ 10masas%
@ 50 f\’\ ——p_CDHAp 20masas%
<
o e —— 1 CDHAp_Smasas%
= ——] CDHAp_10masas%
T30 ——1 _CDHAp_20masas%
=
§ i CDHAp_5masas%
20 | i CDHAp_10masas%
10 ——1i_CDHAp_20masas%
——BioRepair (komerc.)
0
0 100 200 300 400 500 600
Laiks, s

5. attéls. Sagatavoto pastu viskozitates atkariba no laika, salidzinot
ar komercialo zobu pastu BioRepair.

3. Zobu emaljas remineralizacija

Lai noveértetu liellopa zobu emaljas virsmas izmainas péc remineralizacijas
peétijumiem, veikta kodinatas emalja raksturoSana ar dazadam instrumentalajam
metodeém. 6. attéla (A) redzama RDA aina kodinatai emaljai un SEM mikrofotografija
(B) emaljas virsmai. RDA aina liecina, ka emalju veidojoSo HAp kristalu izvietojums
ir orientéts, jo difraktogramma nav detekteti visi HAp fazei raksturigie refleksi.
Orientaciju uzskatami parada ari SEM attéla redzamas HAp prizmas. Ar EDS analizi
noteikts, ka emaljas sastava ir tadi kimiskie elementi ka Ca, P, O, C un N. C un N satur
emaljas organiska dala — proteini.
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6. attels. A — kodinatas liellopa zoba emaljas RDA aina (uznemot emaljas parauga
RDA difraktogrammas, ta orientacijas pret rentgenstarojuma avotu mainita ik pa 90°,
attiecigi 0°, 90°, 180°, 270°). B — SEM mikrofotografija kodinatai liellopa zoba
emaljai.

Remineraliz€to emaljas paraugu RDA analize (7. att€ls) atklaj jauna maksimuma
veidoSanos visiem paraugiem (Rem CDHAp pie 20 lenka 33,13°, Rem_kontrole —
32,89°, Rem SrFCDHAp — 32,85°, Rem SrCDHAp — 32,91° un Rem FCDHAp —
32.93°) salidzinajuma ar kodinatu zobu emaljas virsmu. Rem kontrole paraugiem
konstatets arT maksimums pie 20 = 4,8°, kas raksturigs oktakalcija fosfatam (OCP) [7].
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7. att€ls. RDA difraktogrammas zobu emaljas paraugu virsmai péc remineralizacijas

in vitro eksperimenta (salidzinats ar kodinatas emaljas virsmu); uz ordinatu ass
attelota intensitate.

Remineralizéto paraugu FT-IS spektros novérotas ne tikai HAp raksturigo absorbcijas
joslu svarstibas, bet arT amidgrupu svarstibas diapazona no 1560 cm™ Iidz 530 cm™,
kas norada uz [N—H] liekSanas svarstibam un [C—N] stiepSanas svarstibam. Paraugiem,
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sakot ar Kod emalja un beidzot ar STFCDHAp, detektetas [PO4] absorbcijas joslas
vilnu skaitla apgabala no 599 cm ™ Iidz 472 cm™!. Savukart plataja maksimumu kopa,
kas registrétano 720 cm ! [idz 1160 cm ™!, balstoties uz informaciju literatiira, iesp&jams
notikusi [PO4] un [HPO4] saiSu svarstibu parklasanas, kas nozimé, ka paraugos ir
iespgjama OCP klatbitne. Saja diapazona Rem kontrole paraugam redzams neliels
pacélums pie 912 cm! (8. attéls), kas nav novérots pargjiem paraugiem. Saskana ar
literatdiru [7, 8], tas atbilst OCP fazes [P—-OH] absopcijas joslai. Sis novérojums ir
saskana RDA rezultatiem. Papildus identificéta ar1 [OH] funkcionalas grupas klatbiitne,
ko apliecina nelielais pac€lums pie no 630 cm! Iidz 636 cm™!, kas novérots visiem
remineralizacijas eksperimentam paklautajiem paraugiem, iznemot Kod emalja. Otra
raksturiga [OH] svarstibu vieta ir ~3565 cm™! (8. attéls). Visiem emaljas paraugiem
novérojamas ari [CO3] absorbcijas joslas no 1410 cm™! Iidz 1450 cm ™.
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8. attels. FT-IS spektri zobu emaljas paraugu virsmai péc in vitro remineralizacijas
eksperimenta (ordinatu ass — absorbcijas vienibas).

9. attela redzama emaljas paraugu virsma pec apstrades ari CDHAp 20 masas%,
1 CDHAp 20 masas% un p CDHAp 20 masas% modelpastam. i CDHAp gadijuma
starp emaljas prizmam var redz€t nogulsnétas, sferiskas dalinas (dala no tam izceltas ar
dzeltenu rinka liniju), kas ir raksturigas izsmidzinati Zavétam materialam. Butiski, ka
So dalinu izmé&ri ir aptuveni 2 pm un mazak. Tas lauj domat, ka $adas morfologijas
dalinas biitu piemérotas atvéro dentina kanalinu noslégSanai, kas ne tikai samazinatu
kariesa attistibu, bet papildus dotu zobu jutigumu mazinoSu efektu, jo tiktu bloké&ta
Skidruma kustiba Sajos kanalinos, kas kairina zoba nervu [4]. P&c paraugu apstrades ar
1 CDHAp redzams, ka kodinatai emaljai raksturiga virsmas tekstlira vairs nav
saskatama, kas lauj spriest, ka ir veidojies kalcija fosfatu parklajums. Lidziga aina
konstateta ari p CDHAp modelpastas gadijuma. Aplikojot paraugu lielaka
palielinajuma (D attels), konstatéts, ka p CDHAp modelpastas sastava esoS$as
nanodalinas ir veidojuSas aizsargslani uz emaljas virsmas.
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10 pm

9. attels. SEM ikrofotogrﬁﬁjaspéc apstrades ar i CDHAp 20 masas% (A),
1 CDHAp 20 masas% (B), p. CDHAp 20 masas% (C, D) modelpastam.

10. attels atklaj Rem_kontroles parauga virsmu, kur labi redzama robezvieta starp
sakotngjo kodinato virsmu un jaunizveidojusos parklajumu. Jaunais parklajums sastav
no pleksnveida kristaliem. Sadas formas kristali raksturigi OCP un HAp [9, 10]. OCP
fazes klatbiitni apstiprina ari FT-IS spektrs un RDA difraktogramma konkr&tajam
paraugam.
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Rem CDHAp paraugam arl ir novérojama robeZzvieta starp kodinato emaljas
virsmu un apstradato (11. att€ls). Bet $1s paraugu grupas emaljas aizsargslana strukttra
butiski atSkiras no kontroles grupas. Nav noveérojami plekSnveida kristali, bet gan
haotiski izkartojusies garenas formas kristali ar noapalotiem galiem.
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12. attels liecina, ka Rem FCDHAp paraugu grupai aizsargslanis sastav no
garenam, haotiski izvietotam FCDHAp dalinam.
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. $87 ) : -10um .b
ba emaljas parauga (Rem FCDHAp) virsmas SEM mikrofotografija.

SEM mikrofotografijas Rem SrCDHAp paraugiem (13. attéls) parklajuma
virsma redzami ciesi, tomér bez noteiktas orientacijas izvietojusies STCDHAp kristali.
Interesants noveérojums vienam no Siem paraugiem bija plekSnveida kristalu grupas, kas
veidojusas tajas parklajuma vietas, kur ir padzilinajumi (13. att€la C un D). Lidzigas
formas kristali novéroti ari kontroles grupas paraugiem. Tas lauj secinat, ka
jaunizveidotais apatita slanis ir piemérots, lai notiktu biomimétisks mineralizacijas
process, I1dzigi ka tas ir dabigas emaljas virsmai.

14. atteéla redzams viens no Rem SrFCDHAp grupas paraugiem. Attéla, kur
redzama robezvieta starp kodinato emaljas virsmu un aizsarglani, bitiskas vizualas
atSkiribas salidzinajuma ar Rem CDHAp, Rem FCDHAp, Rem SrCDHAp nav
noverojamas. Tomer, aplikojot parauga parklajuma lizuma vietu 100 000 reizu
palielinajuma, novérojams, ka dalinas, kas to veido, ir novietojusas paraléli viena otrai
un orientétas noteikta virziena. Bet ta ka RDA analizé netika konstatéta dalinu
orientacija, kas var€tu apstiprinat veikto novérojumu SEM mikrofotografija, biitu
nepiecieSamas veikt papildu pétijumus, piemeram, izmantojot lenku rentgenstaru

17



atstaroSanas difraktometriju (anglu val. small angle x-ray scattering; SAXS) un SEM,
kas aprikots ar fokuseto jonu lielgabalu (anglu val. focused ion beam; FIB-SEM), kas
lautu analiz€t loti planu virsmas slani.
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14. attsls. Zoba emaljas parauga (Rem_SrFCDHAp) virsmas SEM niikrofotogrﬁfija.
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Promocijas darba realiz&ts aizsargslana veidoSanas kin&tikas p&tijums. 15. attéls
demonstre Rem CDHAp aizsargslana veidoSanas kinétiku piecu dienu laika. Novérots,
ka, nemot véra kliidu robezas, aizsargslana biezuma palielinajumam ir lineara tendence.
Viena diena aizsargslanis palielinas apméram par 0,8 um + 0,1 pm. Lidz ar to var
secinat, ka jauna aizsargslana biezums laika palielinas, kaut ar1 emaljas paraugi pirms
katras apstrades ar CaP modelpastam paklauti skabes iedarbibai.
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15. attels. Rem CDHAp aizsargslana veidoSanas kinétika piecu dienu laika.

Veicot profilometrijas mérjjumus, ieglitas ne tikai profilogrammas, bet arl
paraugu virsmas fotosimulacijas. 16. att€éla redzamas emaljas paraugu 3D
fotosimulacijas. Rem CDHAp, Rem FCDHAp, Rem SrCDHAp un Rem_ SrFCDHAp
emaljas paraugu virsmas fotosimulacijas atklaj, ka aizsargslana un demineralizetas
virsmas robezlinija ir pakapienveida. Tas viennozimigi norada, ka uz virsmas dalas, kas
nebija parklata ar nagu laku, bet paklauta apstradei ar modelpastam, ir veidojies jauns
slanis.
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16. att€ls. Zobu emaljas paraugu (A — Rem CDHAp, B— Rem FCDHAp, C —
Rem SrCDHAp, D — Rem SrFCDHAp) virsmas 3D fotosimulacijas.

CaP aizsargslana biezumu raksturo dati, kas atspoguloti 17. attgla. Profilometrijas dati
liecina, ka biezakais aizsargslanis veidojas Rem CDHAp un Rem FCDHAp
paraugiem, bet Skietami planaks tas ir Rem SrCDHAp un Rem SrFCDHAp
paraugiem. Tomer, balstoties uz datu analizi, jasecina, ka rezultatiem starp grupam nav
statistiski nozimigas atSkiribas. Thuy et al. petijjuma zobu emaljas remineraliz€Sanai
izmantots $kidums, kas satur Sr**, F~, Ca* un H2POs™ jonus. P&c paraugu uzglabasanas
$aja $kiduma 14 dienas zinatnieki konstatgja, ka Sr** un F~ klatbiitne ir veicinajusi
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bojatas emaljas virsmas remineraliz€Sanos, salidzinot ar viena paSa fluorida esamibu
remineraliz&josaja Skiduma [11].
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17. att€ls. Zobu emaljas paraugu remineraliz€ta slana biezums pec septinu dienu
apstrades ar Rem_CDHAp, Rem FCDHAp, Rem SrCDHAp un Rem_SrFCDHAp
mode]pastam.

Tomeér japiemin, ka bitiska nozime $ada veida petijumos varetu biit tam, kada forma Sr
un F nonak kontakta ar emaljas virsmu, t. i., briva jona forma vai saistits jau kada
struktiira, ka tas ir $aja promocijas darba. Savukart Cao et al. pétijis Ca*>" jonu un
emaljas matricas atvasinajumu (anglu val. enamel matrix derivatives) kombinacijas
efektu uz remineralizacijas procesu un noverojis, ka péc 96 h ir veidojies 3,5 pm biezs
remineralizetais slanis [12]. Analiz€jot Thuy et al. un Cao et al. darbus, viennozimigus
secinajumus nevar veikt, jo bijusas dazadas ecksperimentalas procediiras un
remineralizacijai izmantotie materiali ir atSkirigi. Analizgjot literatiiru, secinats, ka, lai
rezultatus varétu salidzinat un izteikt uz p€tijumiem balstitus apgalvojumus, in vitro
remineralizacijas eksperimentu procediiram dazados eksperimentos jabiit vienadam.

Cilveks ik gadu erozijas de€l zaud€ no 10 um lidz 40 pm no emaljas virs€ja slana
[4], tap&c promocijas darba izmantoto CaP dalinu ieklauSana mutes kopSanas lidzeklos,
pamata zobu pastas, savlaicigi palidzétu ne tikai noverst kariesa attistibu, bet ari
samazinat emaljas nodilumu, jo sakotngji notiktu aizsargslana skiSana un dilSana.

Profilometrijas rezultati papildina SEM mikrofotografijas (3.3.4. apaksnodala)
redzamo informaciju un liecina, ka in vifro remineralizacijas eksperimentu laika ir
notikusas biitiskas virsmas izmainas, un var apgalvot, ka dotajos petijuma apstaklos uz
visiem apstradatajiem emaljas paraugiem ir veidojies aizsargslanis.
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SECINAJUMI

Skidumu nogulsnéianas metode ir piemérota dubultaizvietota CDHAp iegiiSanai,
turklat $1 sintézes tehnologija nodro$ina, ka izgulsnéto dalinu morfologija ir
pielidzinama dabiga zoba emlajas mineralas dalas HAp kristaliem.

. pH cikléSanas metode ir piem&rotaka stroncija atomu, bet nitratu metode fluora
atomu ieklausanai STFCDHAp struktura. Sintez&jot STCDFHAp ar pH cikléSanas
metodi, produktu dalinu izméri (29 nm + 3 nm) ir lielaki neka nitratu metodes
gadijuma (19 nm = 3 nm).

Visi sintezétie CaP uzrada tidens sist€émas pH limena paaugstinaSanos, ja sistéma
ievada skabi.

. Izveletais modelpastu sastavs ar komercialajam zobu pastam atbilstoSu pastas
viskozitati nodroSina kalcija fosfatu slana veidoSanos uz kodinatas emaljas
virsmas.

. Uz emaljas paraugu virsmas, kas apstradati ar CDHAp, FCDHAp, StfCDHAp un
StFCDHAp modelpastam, veidojas attieciga aizvietota CaP aizsargslanis, bet uz
neapstradatas emaljas virsmas veidojas biomimétiskais CaP slanis, kas sastav no
OCP un HAp.

Aprakstits remineralizacijas protokols, kas lauj novertét izveidoto modelpastu un
attiecigi to sastava esoSo CaP potencialo emaljas aizsargefektu. Septinu dienu ilga
remineralizacijas eksperimenta laika veidojas Iidz 5,8 um + 0,7 um biezs CaP
aizsargslanis.
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