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1. WSTEP

Wspotczesna implantologia 1 chirurgia odtworcza rutynowo wykorzystuja procedury
augmentacyjne w leczeniu pacjentow z ubytkami kosci. Wyluszczenie torbieli, choroby
przyzebia, usunigcie zatrzymanych zgbow czy urazowe ekstrakcje czesto wywotujg dwuscienne
lub tréjécienne defekty kostne. W ich rehabilitacji oprocz powszechnie dostepnych materiatoéw
kosSciozastepczych mozna z powodzeniem zastosowaé autogenny przeszczep kostny, majgcy
swoistg przewage nad innymi substytutami kosci ze wzgledu na swoje wlasciwosci osteogenne
[1,2]. Autologiczny przeszczep kostny uwazany jest za ztoty standard w implantologii, jednak
dostepnos$¢ materiatu jest ograniczona, a konieczno$¢ przeprowadzania dodatkowych wewnatrz-
lub zewnatrzustnych procedur zwigksza ryzyko powiktan i wydluza czas gojenia, sprawiajac, ze
nie u wszystkich pacjentdw mozna go z powodzeniem zastosowac¢ [3].

Naukowcy poszukujagcy idealnego materialu kosciozastepczego poddali ocenie
wykorzystanie zmielonych zebow wilasnych, do niedawna uznawanych za materiat odpadowy.
Od 1993 roku Kim i wspotpracownicy rozpoczeli badania doswiadczalne z wykorzystaniem
z¢bow jako materiatu przeszczepowego [4]. Ludzkie z¢by sktadajg si¢ z czterech tkanek —
szkliwa, zgbiny, cementu i miazgi. Ze wzgledu na bardzo podobny sktad chemiczny z¢biny
i kosci wydaje si¢ ona bardzo obiecujacym materialem do augmentacji. Ze¢bina w okoto 70%
sklada si¢ z nieorganicznych krysztatow hydroksyapatytu, w okoto 20% z organicznej macierzy
pozakomorkowej, gldwnie kolagenu typu I, oraz w okoto 10% z wody [5—7]. Ponadto zawiera
biatka morfogenetyczne kosci (BMP) nalezace do nadrodziny transformujacych czynnikow
wzrostu beta (TGF-p), ktore, jak wykazatl po raz pierwszy Urist w 1965 roku, sa w stanie
stymulowac osteogenezg [8,9]. Liczni badacze podali, Zze demineralizacja z¢biny jest niezbgdna
dla uwolnienia osteoindukcyjnych czynnikéw wzrostu, uwigzionych w kanalikach zgbinowych
[10]. Istnieje kilka metod przygotowania zdemineralizowanej macierzy zgbinowej (DDM).
Ogolnie przyjmuje si¢, ze po ekstrakcji zab pacjenta musi zostaé oczyszczony z pozostatosci
kamienia nazebnego, tkanek migkkich i wszelkich ciat obcych. W nastepnej kolejnosci zab jest
kruszony na drobne czastki, mielony w specjalnym miynku i nasaczany w odczynnikach
demineralizujgcych. DDM stanowi doskonate rusztowanie wspierajgce proces regeneracji kosci
[5].

Pierwszy przypadek kliniczny pacjenta, u ktérego przeprowadzono augmentacje kosci
przy uzyciu autogennej DDM, zostal przedstawiony przez profesora Masaru Murata w 2003 roku
na 81. Miedzynarodowej Konferencji Stomatologicznej (IARD) w Szwecji [11]. W 2009 roku w

Korei Potudniowe] zostat otwarty pierwszy na S$wiecie bank zebow specjalizujacy sie w
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przechowywaniu i przetwarzaniu ludzkich zebow w material do regeneracji kosci (AutoBT,
Korea Tooth Bank Co., Seul, Korea) [12]. W duzym badaniu klinicznym, przeprowadzonym
przez Koreanskich naukowcow w grupie 250 pacjentow z wykorzystaniem przeszczepu ze
sproszkowanych z¢bow autogennych, stwierdzono, ze materiat ten dobrze wspomaga tworzenie
si¢ nowej kosci dzieki swoim zdolno$ciom osteoindukcyjnym i osteokonduktywnym [13].
Wobec skutecznego udowodnienia pozytywnej roli rozdrobnionej zg¢biny w zachowaniu
wyrostka zebodotowego naukowcy z réznych czegsci §wiata stworzyli specjalne urzadzenia (Ryc.
1), ktore sg w stanic w bezpieczny i powtarzalny sposob wytwarza¢ sterylny, z¢bopochodny
materiat ko$ciozastepczy [4,12,14].

BonMaker (BM) - Korea Dental Solution Co. Ltd., Busan, Korea, to pierwsze
zautomatyzowane urzadzenie stworzone przez koreanskich badaczy, posiadajace certyfikat ISO
oraz CE dla wyrobow medycznych, stuzace do przetwarzania zgbow w sterylny granulat
(Ryc.1A). Wegierski badacz w badaniu pilotazowym wykazat, ze w miejscu przeszczepu po
okresie 6 miesiecy, przyrost nowej kosci wyniost 56%, a urzadzenie BM wydaje si¢ bardzo
obiecujgce W leczeniu ubytkéw kostnych [15]. BM ma olbrzymig zalete w poréwnaniu z innymi
urzadzeniami stuzacymi do przetwarzania zgbdw, poniewaz umozliwia wytwarzanie bloczkow
zebinowych, ktore z powodzeniem mozna zastosowa¢ w najbardziej wymagajacym, estetycznym
obszarze szczeki lub zuchwy, dajac dodatkowe mozliwosci do wykorzystania podczas zabiegow
rekonstrukcyjnych. W opublikowanym niedawno opisie przypadku, stosujgc cze$ciowo
zdemineralizowang zg¢bing oraz blok zgbinowy pozyskany z wlasnego zeba pacjenta,
przygotowany za pomoca urzadzenia BM, wykazano skuteczng regeneracj¢ w obszarze ubytku
kosci wyrostka zgbodotowego [16].

Kolejnym urzgdzeniem dostgpnym na rynku jest Tooth Transformer (TT) - Srl, Mediolan,
Wtochy, stworzony przez wloskiego naukowca Elio Minettiego. W opublikowanym niedawno
badaniu wykazano tworzenie nowej zywej kosci w obrebie ubytku kostnego po zastosowaniu
leczenia regeneracyjnego z uzyciem wiasnych z¢boéw pacjentow, przetworzonych za pomocg TT
(Ryc.1B). Badaniem obj¢to rowniez zgby leczone endodontycznie, co nie miato wptywu na
wyniki zabiegdbw augmentacji kosci [17]. W wieloosrodkowym badaniu u 504 pacjentéw w celu
zachowania wyrostka z¢gbodotowego zastosowano materiat przetworzony za pomoca TT, a po 4
miesigcach wszczepiono 483 implanty. Po 12 miesigcach calkowity odsetek powodzen byt
wysoki (98,2%), a u wszystkich pacjentéw kos¢ wyrostka zebodotowego byta w duzym stopniu
zachowana [18].

Ostatnim z badanych urzadzen jest Smart Dentin Grinder (SDG) - KometaBio, Fort Lee,

USA (Ryc.1C). Do tej pory wielu autorow potwierdzito skutecznos$¢ tego urzadzenia w
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badaniach klinicznych zarowno na zwierzg¢tach, jak i na ludziach [7,19,20,21]. W grupie 100
0s0b, u ktorych przeprowadzono zabiegi regeneracyjne w obregbie ubytkow kostnych
z wykorzystaniem materialu z wlasnych ze¢bow pacjenta, rozdrobnionych za pomocg SDG, nie
wykazano powiktan ani niepowodzen przez okres 2 lat, a u wielu 0sob po okresie 2—-3 miesi¢cy
wykonano wszczepienie implantow [22]. Sktad chemiczny i struktur¢ materiatu przetworzonego
w SDG badano za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej, wykazujac jego znaczacy

potencjal w leczeniu ubytkow kostnych [23].

Rycina 1. Maszyny do przetwarzania zgbow. A — BonMaker, B — Tooth Transformer, C — Smart

Dentin Grinder.

Niniejsza praca powstata z cyklu dwoch publikacji, w ktorych kolejno przedstawiono:

Praca 1 — por6wnanie réznych preparatbw macierzy zebinowej (DM) uzyskanych za
pomocy trzech urzadzen BM, TT, SDG oraz okreslenie ich wihasciwosci morfologicznych,
fizycznych 1 biochemicznych za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM),
spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii (EDX) 1 spektroskopii ramanowskie;.

Praca 2 — porownanie skuteczno$ci klinicznej réznych preparatow przetworzonej

macierzy zebinowej na podstawie badan histologicznych.
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY

W pracy przyjeto nastepujaca teze:

RoOzne wilasciwosci fizyczne, chemiczne i morfologiczne preparatow zgbinowych
przetworzonych przez rézne urzadzenia nie maja wptywu na ich bezpieczne i przewidywalne
zastosowanie Kliniczne.

Celami niniejszego badania byty:

1. Zademonstrowanie skuteczno$ci klinicznej réznych preparatdéw macierzy zebiny (DM)
uzyskanych za pomocg trzech urzadzen (BonMaker, Tooth Transformer i Smart Dentin Grinder)
oraz okreslenie ich wilasciwosci morfologicznych, fizycznych 1 biochemicznych za pomoca
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii
(EDX) i spektroskopii ramanowskie;j.

2. Ocena gojenia za pomocg badan histologicznych.

Szczegotowe cele pracy zdefiniowano jako probe odpowiedzi na nastepujace pytania:

1. Czy mozna z powodzeniem zastosowac bloki zgbinowe w estetycznym obszarze szczgki lub
zuchwy?

2. Jaka jest roznica w morfologii (ksztatt 1 wielko$¢) pomiedzy roéznymi czasteczkami
przetworzonej DM?

3. Jaka jest roznica w skladzie chemicznym przetworzonej przez roézne urzadzenia macierzy
zgbinowe;j?

4. Czy stopien demineralizacji macierzy zebinowej wptywa na ilos¢ materii organicznej w probkach
po sterylizacji chemicznej?

5. Czy urzadzenia BonMaker, Tooth Transformer i Smart Dentin Grinder sg bezpieczne w uzyciu i
zastosowaniu klinicznym?

6. Jakie sg roznice pomiedzy urzadzeniami ujetymi w badaniu?

7. Czy czas oraz rodzaj odczynnika demineralizujacego zgbing znaczaco wplywaja na rezultaty
kliniczne?

8. Czy sa réznice w obrazie histologicznym pomig¢dzy réznymi preparatami pochodzacymi od
pacjentow ujetych w badaniu?

9. Czy na podstawie analizy tomografii stozkowej (CBCT) zauwazono roznice w obrazie
radiologicznym pomigdzy pacjentami wtaczonymi do badania?

10. Czy kazdy zab nadaje si¢ do zmielenia 1 przeszczepu?

11. Czy uzyskanie materiatu pochodzacego z wtasnego zgba jest kosztowne?
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Zakres pracy obejmowat:
Badanie podmiotowe celem oceny spetnienia kryteriéw wlaczenia do badania oraz wykrycia
czynnikow, bedacych kryteriami wylaczenia. Szczegdtowa diagnostyka obrazowa (zdjgcia
pantomograficzne i CBCT) celem oceny warunkéw anatomicznych w jamie ustnej oraz
ewentualnych ognisk zebopochodnych.
Badanie przedmiotowe (zewnatrzustne i wewnatrzustne) u pacjentow zakwalifikowanych do
badania.
Wykonanie procedury terapeutycznej, jakg jest ekstrakcja zeba/Ow (spetniajgcych kryteria
wlaczenia).
Oczyszczenie zeba/OW z tkanek migkkich, kamienia nazgbnego, prochnicy i wszelkich ciat
obcych.
Przygotowanie zeba/6w do sterylizacji chemicznej w jednym z trzech urzadzen (BonMaker,
Tooth Transformer, Smart Dentin Grinder). Wstepna dekontaminacja w 3% wodzie
utlenionej, mielenie zgbow.
Sterylizacja chemiczna w jednym z trzech urzadzen.
Wykonanie zabiegdw augmentacji kosci przy uzyciu autogennej zdemineralizowanej lub
zmineralizowanej ze¢biny u pacjentow zakwalifikowanych do badania oraz wszczepienie
implantéw zgbowych.
. Wykonanie biopsji kosci do badan histologicznych.
U cze$ci pacjentdéw nie wykonano procedur regeneracji kosci, jednak ich zgbow uzyto do
badan in vitro, opisanych w podpunkcie ,,j”.
Badania in vitro: okreslenie wlasciwosci morfologicznych, fizycznych i biochemicznych
autogennej zgbiny za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), spektroskopii
rentgenowskiej z dyspersja energii (EDX) i spektroskopii ramanowskiej.
Ocena histologiczna preparatow biopsyjnych ujetych w badaniu.
Ocena kliniczna w okresie kontrolnym na podstawie badan fizykalnych, histologicznych oraz

radiologicznych.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Projekt badania

Badanie zostalo zatwierdzone przez Komisje Bioetyczna Slaskiego Uniwersytetu
Medycznego w Katowicach, nr KNW/0022/KBI1/18/18 SUM i przeprowadzone zgodnie z
Deklaracja Helsinska Swiatowego Stowarzyszenia Medycznego. Wszystkim uczestnikom
dokladnie objasniono charakter badania, potencjalne ryzyko, mozliwe powiklania i korzysci
z proponowanego leczenia. Nastepnie poproszono o podpisanie $wiadomej pisemnej zgody
przed wiaczeniem do badania. W badaniu brano pod uwage wylgcznie petnoletnich pacjentow
(powyzej 18. roku zycia). Badanie zostato przeprowadzone przez trzy osrodki:
1) Dhucik Dental Clinic (DDC), Katowice, Polska (Publikacja LII),
2) Wydziat Nauk Biomedycznych i Stomatologicznych oraz Obrazowania Morfofunkcjonalnego,
Uniwersytet w Mesynie, Mesyna, Wtochy (publikacja I)
3) Zaktad Histologii i Embriologii, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach (publikacja II).

Projekt badania przedstawiono na Ryc. 2.

Badania retrospektywne

| Badaniainvivo |

Procedury ‘
augmentacji kosci ‘

| Zdemineralizowana I Zmineralizowana
| macierz zebinowa l macierz zebinowa
s \

| Tooth ) [ sSmart Dentin |

BopMaker | Transformer | | Grinder

Biopsje kosci lub przygotowanie ‘
probek macierzy zebinowej |

Badania in vitro ‘

Badania histologiczne l Spektroskopia Ramana

Analiza EDX

/"’/' "‘-\\
| BadaniaSEM }

N

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy projekt badania z publikacji I i II.
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3.2. Grupa badanych pacjentéow
3.2.1. Badanie in vivo

Niniejsze badanie retrospektywne przeprowadzono mig¢dzy wrze$niem 2018 a listopadem
2022 w prywatnym gabinecie stomatologicznym Dtucik Dental Clinic w Katowicach. W badaniu
u wszystkich pacjentdw wykonano regeneracje ubytkéw kostnych autogenna, zmiclong
I przetworzong przez rozne urzadzenia macierzg z¢binowa, ktorg zastosowano w szczece lub
zuchwie.

Do badania wiaczono 109 pacjentéw podzielonych na dwie grupy. Pierwsza grupa
obejmowata 70 pacjentow [43 kobiety 1 27 mezczyzn w wieku 22-77 lat; §redni wiek i
odchylenie standardowe wynosilty (SD): 49,8 + 14,3 lat]. Do drugiej grupy wiaczono 39
pacjentow, w tym 25 kobiet i 14 mezczyzn, w wieku od 18 do 77 lat (§redni wiek i odchylenie
standardowe: 50,589 + 14,862 lat). Czas obserwacji wynosit od 4 do 36 miesigcy.

1 grupa badanych pacjentéw zostala opisana w publikacji I, 2 grupa badanych

pacjentow w publikacji II.

Kryteria wlaczenia:

e ubytki kosci po wyluszczeniu torbieli (w wigkszosci przypadkéw obejmujace dwie
powierzchnie, jesli obejmowaty trzy powierzchnie — pacjenci kwalifikowali si¢ do
zastosowania bloczkow zg¢binowych);

e zanik wyrostka zgbodolowego w wyniku zapalenia przyzebia,

e prochnica korzeni;

e zlamania koron zebow;

o ekstrakcje wykonane przed dtuzszym czasem, skutkujace znacznym zanikiem wyrostka
zebodotowego;

e wyluszczenie zgbow zatrzymanych;

e zabiegi podniesienia dna zatoki szczekowe;.

Kryteria wylgczenia:

choroby ogdlnoustrojowe lub zaburzenia metaboliczne ko$ci, mogace mie¢ wptyw na
proces gojenia (np. niekontrolowana cukrzyca, nadczynnos$¢ tarczycy);

e leczenie bisfosfonianami lub kortykosteroidami;

e palenie papierosow;

e chemioterapia, radioterapia;

e cigza;
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e ostry lub przewlekty zgbopochodny stan zapalny w okolicy miejsca planowanego
zabiegu,
e zaburzenia psychiczne;

e brak zgody pacjenta na proponowany zabieg.

Przed zabiegami regeneracyjnymi wszyscy pacjenci zostali poddani profesjonalnej
higienizacji jamy ustnej oraz otrzymali doustnie 0,6 g klindamycyny (w przypadku uczulenia na
klindamycyn¢ podawano amoksycyling z kwasem klawulanowym w dawce 1 g). Laczna liczba
usunigtych zebow wykorzystanych jako biomateriat do odbudowy ko$ci wyniosta 285 (w
pierwszej grupie 180 zebow, a w drugiej 105). Usunigte zeby zostaty poddane obrobcee za pomoca

trzech roznych urzadzen i uzyte w zabiegach augmentacji kosci.

1) Grupa badanych pacjentéw z publikacji I

Zmielong macierz zgbinowa zastosowano w grupie 70 pacjentow. U wszystkich
pacjentow zeby przetworzono przez jedno z trzech urzadzen (Ryc.1).

Szczegotowo: BM zastosowano u 38 pacjentéw, TT u 11 pacjentow i SDG u 21
pacjentow. Rozbiezno$¢ w liczbie pacjentdow pomiedzy urzadzeniami wynika z faktu, ze
urzadzenia zostaty zakupione w r6éznej kolejnosci (najpierw zostat zakupiony BM, pozniej TT, a
na koncu SDG). U 37 sposrod 70 pacjentow w ko$¢ zregenerowang przy uzyciu DM wszczepiono
implanty tytanowe (DIO UF II). U pozostatych 33 wykonano same zabiegi augmentacji z
uzyciem DM. Catkowita liczba implantéw wszczepionych ze Srednia sita momentu obrotowego
35 Nem wyniosta 84, w tym: 51 implantow u pacjentdéw, u ktérych zastosowano BM (w tym 15
natychmiastowych), u 22 uzyto TT (w tym 4 implanty natychmiastowe), u 11 wykorzystano SDG
(w tym 1 implant natychmiastowy).

Ponadto u pacjentow, u ktorych zastosowano BM, przeprowadzono 3 zabiegi
natychmiastowego wszczepienia implantu wraz z odbudowa jedno$ciennego defektu kostnego
w strefie estetycznej blokiem zebinowym z usunigtego zeba. Jeden z tych przypadkéw zostat
przedstawiony i1 szczegdlowo opisany w publikacji nie wchodzace] w sktad tej pracy [16]. U
pacjentow, ktorych zeby byly przetworzone przez SDG, wykonano trzy zabiegi podniesienia dna
zatoki szczekowej, w tym u jednego pacjenta polaczono ten zabieg z natychmiastowym
wprowadzeniem implantu w obreb kosci regenerowanej zmineralizowang macierzg zgbinowa
(MDM).

W celu oceny wynikow u wszystkich pacjentow wykonywano pomiary za pomocg

tomografii komputerowej wigzki stozkowej (CBCT) urzadzeniem Carestream CS 8200 3D.
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Badania wykonywano przed ekstrakcja zebow, bezposrednio po zabiegu i1 3-4 miesigce pozniej
(Ryc.3).

Ponadto od czterech losowo wybranych pacjentdéw pozyskano cztery zatrzymane trzecie
zeby trzonowe szczeki (jeden zab od kazdego pacjenta). Sporzadzono trzy probki, po jednej dla
kazdego urzadzenia, zgodnie z instrukcja producenta dotyczaca przygotowania zgbdéw do
przetworzenia. Czwarty zab stuzyt jako probka kontrolna. Zab ten oczyszczono z tkanek
migkkich, umieszczono go w roztworze 3% wody utlenionej celem wstepnej dezynfekcji, po
czym zostat przetozony do pojemnika ze sterylnym roztworem soli fizjologicznej. Wszystkie

cztery probki wystano do Uniwersytetu w Mesynie we Wtoszech celem przeprowadzenia badan.

2) Grupa badanych pacjentow z publikacji IT

U wszystkich 39 pacjentéw z tej grupy wykonano augmentacje przy uzyciu zmielonej
macierzy zebinowej (zarowno DDM, jak i MDM) wylacznie w obrgbie szczeki. Glowng metoda
obiektywnej oceny wynikow leczenia w tej grupie byly badania histologiczne. U wszystkich
pacjentow zarowno przed leczeniem, jak i podczas zabiegu wszczepiania implantu oraz po
leczeniu wykonywano tomografie¢ komputerowa wigzki stozkowej (CBCT) za pomoca
urzadzenia Carestream CS 8200 3D (Ryc. 3). Badanie wykazato nast¢pujace ograniczenia: nie
byl mozliwy kontrolowany dobér przypadkéw pod wzgledem niektorych zmiennych
klinicznych, takich jak stan miejsca przeszczepienia materiatu kostnego oraz rodzaj
zastosowanego preparatu macierzy zgbinowej.

Powyzsze mankamenty mogly stanowi¢ czynnik zaktdcajacy obiektywna oceng wynikow
klinicznych. Obrazy CBCT uznano za drugorzgdny parametr oceny klinicznej, ktory nie mogt
by¢ odpowiednio przeanalizowany statystycznie ze wzgledu na zbyt wiele zmiennych
sktadajacych sie na obiektywna ocene regenerowanego obszaru (takich jak np. ksztatt i rozmiar

ubytku, liczba obecnych §cian, rodzaj uzytego granulatu).
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BonMaker po zabiegu BonMaker ~ 5 miesigcy od zabiegu

Tooth Transformer po zabiegu Tooth Transformer ~ 5 miesiecy od zabiegu

Staart Dot Grincr proed ablegion Smart Dentin Grinder po zabiegu Smart Dentin Grinder ~ 5 miesiecy od zabiegu
Rycina 3. Przykladowe obrazy CBCT z wszystkich 3 urzadzen.

3.2.2. Przygotowanie materialu do przeszczepu

Przygotowanie zebow do przeszczepow przeprowadzano w DDC zgodnie z zaleceniami
producenta dla kazdego urzadzenia u wszystkich 109 pacjentow [15,23,24]. Zasadnicza
procedura preparacji zebow obejmowata wiele etapow.

Najpierw usunigty zab zanurzano na 2-3 minuty w 3% roztworze nadtlenku wodoru w

celu zainicjowania dekontaminacji. Nastgpnie zab dokladnie oczyszczano wiertlem
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diamentowym (np. Edenta 848L) na specjalnej, izolowanej stacji roboczej (Ryc. 4), usuwajac
tkanki migkkie i ztogi kamienia nazgbnego. Po oczyszczeniu usuwano wszelkie wypelnienia oraz
przebarwienia z¢biny i cementu korzeniowego. Szkliwo usuwano z zgbdéw tylko w przypadku
rozlegtej prochnicy lub duzych wypehien. Tak przygotowany zab ponownie umieszczano na
kilka minut w 3% roztworze wody utlenionej, po czym doktadnie go osuszano i przenoszono do
sterylnego mozdzierza (Ryc. 5), gdzie rozkruszano go na mniejsze kawaltki. Pokruszone zeby
wprowadzano nastgpnie do jednego z urzadzen do rozdrabniania zebow, uzyskujac w zaleznosci
od urzadzenia granulki o rozmiarach 300-1200 pum, co jest wielko$cig optymalng do regeneracji
ubytkéw kostnych [25].

W ostatnim etapie uzyskane granulki sterylizowano chemicznie za pomoca jednego
z trzech powyzszych urzadzen. W przypadku BM i TT, z ktérych uzyskiwano DDM, jako gtéwny
odczynnik stosowano kwas solny (HCL) w stezeniach od 3,5 do 50%, wykazujacy dziatanie
demineralizujace, a w przypadku SDG postgpowano zgodnie z protokotem dla zebiny

zmineralizowanej (MDM), stosujac 0,5 M roztwor wodorotlenku sodu (Tab. I).

Rycina 4. Stanowisko do obrobki z¢gbow w DDC.
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Rycina 5. Oczyszczone i1 osuszone z¢by w mozdzierzu chirurgicznym przed umieszczeniem w

jednym z urzadzen rozdrabniajacych.

Szczegotowy sktad odczynnikow w urzadzeniach:

A) BM — kwas solny (HCL 3,5-5%), 70% alkohol etylowy, 5% woda utleniona.

B) TT - kwas solny (HCL 25-50%), 10% woda utleniona, woda demineralizowana.

C) SDG — wodorotlenek sodu (NaOH), 20% alkohol etylowy, sol fizjologiczna buforowana

fosforanami.
Dobor urzadzenia do przygotowania materialu dla poszczegolnych pacjentow byt losowy

na podstawie decyzji lekarza prowadzacego, w oparciu o wynik badania fizykalnego

1 radiologicznego.
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Urzadzenie | Wielkos¢ czasteczek | Glowny odczynnik | Czas przetwarzania | Automatyzacja
procedury
BonMaker 0d 500 do 1000 pm Kwas solny (HCL) ~20 minut potautomatyczne
o stezeniu 3,5-5% (blok zgbinowy 35
minut, 50 sekund)
Tooth Od bardzo matych (20- | Kwas solny (HCL) ~30 minut automatyczne
Transformer | 40 pum) do wiekszych | o stezeniu 25-50%
(1,0-1,2 mm)
Smart Dentin | od 300 um do 1,3 mm | Wodorotlenek sodu 15 - 20 minut pétautomatyczne
Grinder (NaOH)

Tabela I. R6znice pomiedzy urzadzeniami stuzacymi do przetwarzania autogennej z¢biny.

3.2.3. Biopsje kosci

Wszystkie biopsje wykonane w niniejszym badaniu zostaly przeprowadzone przez

doswiadczonych lekarzy z DDC po okoto 4-5 miesigcach od dokonania przeszczepu macierzy

zgbinowej w obrebie kosci szczeki, w momencie wszczepienia implantéw. Probki do badania

histologicznego pobierano trepanem Meisinger 4,0 (Ryc. 6), a nastgpnie umieszczano je

w pojemniku wypelnionym roztworem formaldehydu w celu przetransportowania do Zaktadu

Histologii i Embriologii Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.
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Rycina 6. Przyktad pobrania trepanem Meisinger probki do badania histologicznego z okolicy

pierwszego z¢ba przedtrzonowego szczeki.

3.2.4. Badania in vitro — Publikacja I

Ta cz¢$¢ badania zostata przeprowadzona przez naukowcow z Uniwersytetu w Mesynie
we Wloszech we wspotpracy z lekarzami z DDC. Do badania SEM, analizy EDX i spektroskopii
ramanowskiej uzyto czterech probek przetworzonych w kazdym urzadzeniu i czterech
nieprzetworzonych zebow jako kontrole. Kazdy z nich przecigto na dwie potowy. Analiza SEM
oceniala struktur¢ materialu ziarnistego otrzymanego za pomoca kazdego urzadzenia. Zostata
ona polaczona z mikroanalizg spektroskopowa EDX w celu okreslenia sktadu pierwiastkowego
powierzchni probki.

Ponadto przeprowadzono spektroskopi¢ Ramana, nalezaca do rodziny spektroskopii
oscylacyjnej. Jest to szybka i1 niedestrukcyjna metoda analityczna, oparta na procesie
nieelastycznego rozpraszania $wiatta monochromatycznego do wykrywania zmian
biochemicznych na poziomie molekularnym inie wymaga zadnego przygotowania przed
pomiarem [26,27]. Przydatna jest w réznych dziedzinach badawczych, takich jak fizyka,
medycyna, weterynaria, chemia i materiatoznawstwo [28-30]. Powyzsze metody maja wiele

zastosowan w réznych dziedzinach przemystowych, handlowych i badawczych [31,32].
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3.2.5. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Rozdrobniony materiat z urzadzen BM, TT i SDG utrwalano w 2,5% aldehydzie
glutarowym z 0,2 M buforem fosforanowym (pH 7,4) w +4°C, przemywano 0,2 M buforem
fosforanowym (pH 7,4), odwadniano we wzrastajacych stezeniach etanolu, suszono w punkcie
krytycznym w ciektym CO,, osadzano na aluminiowych stolikach na probki, pokrywano ztotem,
a nastepnie ogladano i fotografowano w skaningowym mikroskopie elektronowym JEOL JCM
6000 (JEOL, Tokio, Japonia) ustawionym na 15 kV.

3.2.6. Spektroskopia rentgenowska z dyspersja energii i analiza statystyczna

Potowe¢ kazdego zg¢ba kontrolnego i materiat ziarnisty uzyskany z urzadzen BM, TT i
SDG poddano obrébce w sposob wskazany powyzej dla SEM, a nastepnie osuszano powietrzem,
osadzano na aluminiowych stolikach na prébki i badano pod katem sktadu pierwiastkowego za
pomocy analizatora rentgenowskiego z dyspersja energii (EDX) Jeol DX200s (JEOL, Tokio,
Japonia).

W uzyskanym widmie rentgenowskim kazdej probki zidentyfikowano pierwiastki,
przypisujac je do poszczegodlnych pikdéw energii i dokonano oceny iloSciowej na podstawie ich
intensywnos$ci. Wyniki odniesiono do widm energii kalibracji zawartych w bibliotece urzadzenia.
Analize¢ jakoSciowa i ilosciowa zawartos$ci pierwiastkow przeprowadzono w réznych punktach
powierzchni kazdej probki, a otrzymane wyniki wyrazono w postaci wartosci $redniej z
pomiarow.

Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania MATLAB (wersja
R2018b; MathWorks Inc., Natick, MA). R6zne grupy pomiar6w porOwnano za pomocg testu Z,
ktory pozwala okresli¢, czy dwie grupy pomiardw majg taki sam rozktad.

Statystyke z wyliczono przy uzyciu wzoru:

X — X;
7. = J

5] )
A/ O'iz + 0'}'2

gdzie x; 1 xj s3 warto$ciami $rednimi i-tego 1 j-tego zbioru danych, a oi i oj ich btgdami
standardowymi. Odpowiednig warto$¢ p wyliczono przy uzyciu skumulowanej funkcji
dystrybucji (CDF, funkcja MATLAB ,,cdf”) standardowego rozktadu normalnego. Za znamienng
statystycznie uznano warto$¢ P < 0,05. Nie prowadzono poréwnan w grupach, w ktérych nie

mozna bylo uzyskaé wartosci pomiaru ze wzgledu na zbyt niskie stezenie pierwiastkow.
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3.2.7. Spektroskopia Ramana

Pomiary spektroskopii ramanowskiej przeprowadzono na osuszonej powietrzem drugiej
cze$ci zebiny kontrolnej oraz na czastkach zebiny rozdrobnionych w BM, TT i SDG za pomoca
spektrometru DXR SmartRaman (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) przy uzyciu
lasera diodowego o dlugosci fali wzbudzenia 785 nm.

Zmielong zgbing badano w uchwycie na peletki. Zawiera on wyjmowany metalowy dysk,
w ktorym sproszkowane probki mogg zostaé sprasowane w celu utworzenia peletek.
Sproszkowane probki umieszczano w powyzszym uchwycie, a do pomiaréw stosowano Sampler
180 Degree Sampling Accessory. W celu uzyskania widm o wysokim stosunku sygnatu do szumu
(S/R) kazde widmo Ramana uzyskano z 32 ekspozycji probek; dhugos¢ kazdej ekspozycji
podczas zbierania danych ustalono na 60 s. Catkowity czas akwizycji wynosit zatem 32 minuty
dla kazdego widma. Wszystkie widma Ramana zapisano w formacie SPA, a analiz¢ koncowa
przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Omnic for dispersive Raman 9.0.

Po zebraniu danych jako wzorzec wewnetrzny do normalizacji widm wykorzystano
pasmo zesrodkowane na ok. 957 cm™!. Stopien mineralizacji probki (DM) wyliczano za pomoca
nastepujacego wzoru:

L7900

DM (%) = (1 _
los7

)x 100

gdzie Ios7 to szczyt intensywnosci pasma wysrodkowanego na 957 cm!, a Ioggo to intensywno$é

pasma zlokalizowanego wokot 2900 cm!.

3.2.8. Przygotowanie tkanki do badan histologicznych — Publikacja I1

Po otrzymaniu probek pobrany materiat utrwalano w 10% formaldehydzie 1 odwapniano
poprzez zanurzenie na tydzien w odczynniku TBD-1 Rapid Decalcifier, zawierajacym kwas
wersenowy (EDTA) i rozcienczony kwas solny.

Odwapnione probki poddano nastepnie typowej procedurze histologicznej odwadniania
tkanek w automatycznym systemie Chandon Citadela 2000 przy uzyciu frakcjonowanych st¢zen
etanolu (w zakresie od 70 do 100%). Odwodnione probki zatapiano w bloczkach parafinowych
za pomocg stacji TEC-2800 Embedding Center, ci¢to na pigciomikrometrowe skrawki za pomoca
Microm HM 350S 1 osadzano na szkietkach. Preparaty poddawano odparafinowaniu i
ponownemu uwodnieniu, a nast¢pnie rutynowo barwiono hematoksyling i eozyng (HE) lub

trojchromianem Massona [33].
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Dokumentacje¢ fotograficzng wykonano przy uzyciu mikroskopu Olympus BX43ZE i
oprogramowania Olympus Cell Sense. Srednia wielko§¢ probki otrzymanej z DDC wynosita ~2

mm. Do badania uzywano fragmentu ze srodkowej czesci kazdej probki.

27



4. WYNIKI

Publikacja I
4.1. Dane kliniczne

Zebrane dane kliniczne przedstawiono w Tab. II (BM), Tab. III (TT) i Tab. IV (SDG).
Oznakowanie zgboéw podano zgodnie z powszechnie znanym dwucyfrowym systemem
numeracji FDI. U wszystkich 70 pacjentow uzyskano skuteczng regeneracj¢ kosci wyrostkow
zgbodotowych i prawidtowa osteointegracje wszystkich 84 implantow. W zadnym z badanych
przypadkéw nie wystapity w okresie rekonwalescencji istotne powiktania, ktéore moglyby
wptyna¢ na ocene¢ gojenia u danego pacjenta.

Opierajac si¢ na wynikach badania radiologicznego (CBCT), w wiekszosci przypadkow
wszczepienie implantu mozna byto dokonaé po okresie ~3 miesigcy. W okresie obserwacji nie
zaobserwowano ubytkéw brzeznych kosci wokoét implantéw, ktére zostaly wprowadzone do
kos$ci augmentowanej za pomoca DDM 1 DM. W przypadkach pacjentdéw, u ktorych wykonano
jedynie zabiegi augmentacji, nie odnotowano istotnej resorpcji kosci w trakcie obserwacji,
niezaleznie od zastosowanej metody. Wymiary wyrostka zebodolowego w wymiarze pionowym
1 poziomym zostaly zachowane lub nawet uleglty zwigkszeniu po 3-4 miesigcach od regeneracji
kosci 1 pozostaly stabilne po co najmniej 6 miesigcach od wszczepienia implantu.

Wszyscy pacjenci, u ktorych wykonano wylacznie augmentacje przy uzyciu DM po
okresie od 3-6 miesiecy, zostali zakwalifikowani do wszczepienia implantu. U pacjentow, u
ktorych wszczepiono implanty, w wigkszosci przypadkdéw cze$¢ protetyczng prac mozna byto
rozpoczac po 3 miesigcach w obrgbie Zuchwy 1 po okoto 4 miesigcach w obrebie szczeki.

W  niniejszej pracy potwierdzono skuteczno$¢ wszystkich trzech wurzadzen
w przygotowaniu materiatu do zabiegdéw augmentacji kosci i wszczepienia implantow, poniewaz

nie odnotowano zadnych niepowodzen.
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4.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa

Gdy obserwowano w SEM probki otrzymane za pomocag BM, w mniejszym
powiekszeniu (Ryc. 7A) czastki wykazywaly raczej jednorodng wielkos¢, wahajaca si¢ od 500
do 1000 um. W wigkszym powigkszeniu (Ryc. 7B) niektore czastki wykazywaty nieregularne
brzegi, na ktérych widoczne byly ujscia kanalikow zebinowych. Inne czastki wykazywaty
schodkowy ksztalt brzegdw (Ryc. 7C). W wigkszym powigkszeniu (Ryc. 7D) widoczne byty

ujscia kanalikow zebinowych i/lub same kanaliki, zgodnie z ptaszczyzna rozdrabniania.

Rycina 7. Obraz SEM z probki BonMaker.

W probkach uzyskanych za pomoca TT obserwacja w SEM wykazata w mniejszym
powiekszeniu (Ryc. 8A) czastki o roznych rozmiarach, od bardzo matych wielkos$ci okoto 20-40
um do wigkszych —1000-1200 um. Wszystkie czastki wykazywaty gtadka powierzchnie (Ryc.
8B); w wiekszym powigkszeniu widoczne byly ujs$cia kanalikow zgbinowych (Ryc. 8C). Obecne
byty okragle krawedzie kanalikow zebinowych 1 kanalikow podtuznych, zgodnie z ptaszczyzna
rozdrabniania (Ryc. 8D).
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Rycina 8. Obraz SEM z probki Tooth Transformer.

W probkach uzyskanych za pomocg SDG obserwacja w SEM wykazata, ze w mniejszym
powiekszeniu (Ryc. 9A) czastki miaty ostre krawedzie i rozmiary w zakresie od 300 pm do 1300
um. Powierzchnia kazdej czastki byta na ogot ptaska, z okazjonalnymi linijnymi wypuklosciami
(Ryc. 9B), ktére w wigkszym powiekszeniu (Ryc. 9C) mialy ksztaltt blaszkowaty z widocznymi
kanalikami zgbiny i ich ujSciami. Inne czastki wykazywaly glebsze 1 regularne bruzdy,

szczego6lnie na bocznych powierzchniach (Ryc. 9D).

Rycina 9. Obraz SEM z prébki Smart Dentin Grinder.
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4.3. Spektroskopia rentgenowska z dyspersja energii

Analizg za pomocg EDX zastosowano w celu oceny sktadu pierwiastkowego czastek
rozdrobnionych w urzadzeniach BM, TT, SDG i poréwnania z z¢bing kontrolng. Uzyskane
wyniki przedstawiono na Ryc.10. Zawartosci Al (Ka) nie uwzgledniano, poniewaz pierwiastek
ten wystepowal w stolikach, na ktérych osadzano probki.

W probce zebiny naturalnej (Ryc. 10A) gléwnymi sktadnikami byly: C, O, P i Ca.
Wysokie stezenie Ca i P odzwierciedlalo zawarto§¢ skladnikow mineralnych w probce.
Natomiast w probkach pochodzacych z BM (Ryc. 10B) gléwnymi pierwiastkami byty C 1 O z
jedynie niewielkimi §ladami N, Mg i Si, co wskazuje na gieboka demineralizacje¢ badanej probki.
De facto nie wykryto w nich Ca i znaleziono tylko $§ladowe ilo$ci P.

Roéwniez probki pochodzace z TT wykazaty demineralizacje, cho¢ nie tak skuteczng, jak
w BM (Ryc. 10C), zawarto$¢ Ca (Ka) byta o potowe mniejsza w poréwnaniu z probkami zebiny
naturalnej, a zawarto$¢ P i Ca (K Ka) byta odsetkowo porownywalna. W probkach pochodzacych
z SDG (Ryc. 10D) pierwiastkiem zawartym w najwyzszych ilosciach byt Ca, ktorego zawartos¢
procentowa byta wyzsza niz 50%. Wykryto rowniez C, O i1 P, przy czym warto$ci procentowe
byly blizsze zawartosci tych pierwiastkéw w zgbinie naturalne;.
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Rycina 10. Wyniki analizy rentgenowskiej z dyspersja energii. A: Analiza sktadu
pierwiastkowego zebiny. B: Analiza sktadu pierwiastkowego pokruszonych czastek z BM. C:
Analiza sktadu pierwiastkowego czastek z TT. D: Analiza sktadu pierwiastkowego czastek z

SDG.
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Analiza statystyczna (Ryc. 11) wykazata, ze stezenie C wykazywato znamienne r6znice
(P < 0,05) dla wszystkich poréwnan, z wyjatkiem TT i SDG (P = 0,02). W przypadku N
statystycznie znamienne réznice zaobserwowano tylko dla BM w poréwnaniu z pozostatymi
grupami, podczas gdy w przypadku O i Na — tylko w probkach z TT w poroéwnaniu z innymi
grupami. Nie stwierdzono istotnych réznic miedzy grupami dla Mg, Si i K (P>0,05). Jesli chodzi
o P i Ca (KpB), statystycznie znamienne byly tylko réznice ich warto$ci pomigdzy probkami
z¢biny naturalnej, materiatu z TT, SDG i materiatu z BM. Wreszcie dla Ca (Ka) zaobserwowano

istotne réznice migdzy wszystkimi grupami.
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Rycina 11. Stezenie procentowe i ocena statystyczna wykrytych pierwiastkow w probkach

badanych metodg EDX-SEM.

4.4. Analiza spektroskopowa Ramana

Srednie warto$ci widma zebiny kontrolnej (Ryc. 12A) i czastek pochodzacych z BM
(Ryc. 12B), TT (Ryc. 12C) i SDG (Ryc. 12D) okreslono za pomocg oprogramowania OMNIC
for dispersive Raman 9.0 1 otrzymane widma obserwowano w zakresie liczb falowych pomiedzy
3200 a 200 cm™. Zakresy liczb falowych i ich wzgledne przyporzadkowanie zgodnie z

pismiennictwem podano w Tabeli V.
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Najbardziej intensywnym pasmem byt silny obszar zesrodkowany na 957 cm ze
wzgledu na sktadnik nieorganiczny, odpowiadajacy fosforanowi v1(POs)*, ktérego uzyto do
normalizacji wszystkich widm. Dominujace przejicie fosforanu v1(PO4)*" wynika z catkowicie
symetrycznych (niezdegenerowanych) odcinkow wigzan P-O. Inne tryby oscylacji fosforanu
zwiazane z nieorganicznym skladnikiem mineralnym to przejscie fosforanu v2 (PO4)* z powodu
podwdjnie zdegenerowanych wigzan O-P-O oraz przejscie fosforanu v4 (PO4)*" z powodu
potrojnie zdegenerowanych wigzan O-P-O. Kolejny silny sygnat Ramana wykryto w obszarze
liczby falowej 2843-3005 cm’'. Regionowi temu przypisano drgania rozciagajace CHa,
charakterystyczne dla skladnika organicznego, wraz z pikami zwigzanymi ze sktadnikiem
organicznym z¢biny, ktore byly zwigzane z drganiami grup NH pasma amidowego III (zakres
liczby falowej 1213-1298 cm '), drganiami kotyszacymi CH, (zakres liczby falowej 1432-1468

cm ') i rozcigganiem wigzan C=0 pasma amidowego I (zakres liczby falowej 1583-1717 cm ™).
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Rycina 12. Srednie warto$ci widma zebiny kontrolnej (Ryc. 12A) i czastek pochodzacych z
BM (Ryc. 12B), TT (Ryc. 12C) 1 SDG (Ryc.12D). Otrzymane widma obserwowano w zakresie

T T T T T T
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liczb falowych pomiedzy 3200 a 200 cm™.
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Zakresy liczb falowych(cm) Przyporzadkowanie PiSmiennictwo
400-474 (PO4)* vofosforan [34]

555-625 (PO4)* vsfosforan [35]

942-970 (PO4)* vafosforan [34]
1049-1083 (CO3)* viweglan [36]
1213-1298 Amide 111 (grupa amidowa) [37]
1432-1468 CHadrgania kotyszace [35,36]
1583-1717 Amide | (C=0) (grupa amidowa) | [34, 35]
2843-3005 CHadrgania rozciggajace [34-37]

Tabela V. Zakresy liczb falowych i

pisSmiennictwem.

Kolejny silny sygnat Ramana wykryto w obszarze liczby falowej 2843-3005 cm™.
Regionowi temu przypisano drgania rozciggajace CH», charakterystyczne dla sktadnika
organicznego, wraz z pikami zwigzanymi ze skladnikiem organicznym zgbiny, ktoére byty
zwigzane z drganiami grup NH pasma amidowego 111 (zakres liczby falowej 1213-1298 cm™!),

drganiami kotyszacymi CHa (zakres liczby falowej 1432-1468 ¢cm!) i rozcigganiem wigzan

C=0 pasma amidowego I (zakres liczby falowej 1583-1717 cm™!).

W Tabeli VI podano odsetkowo stopien mineralizacji obliczony za pomocg réwnania
opisanego w rozdziale ,,Materiat i Metody” dla kazdej probki analizowanej za pomoca

spektrometru ramanowskiego, co potwierdzito sktad fazy mineralnej naturalnej zebiny

w porownaniu z probkami otrzymanymi z badanych urzadzen [38].

Probka Mineralizacja(%b)
Zebina 72+4
BonMaker 45+ 2.7
Tooth Transformer 60 + 3.8
Smart Dentin Grinder 69 +4.2

Tabela VI. Stopien mineralizacji wyrazony w procentach. Obliczenia uzyskano za pomoca

wzoru opisanego w Materialach 1 Metodach dla kazdej probowki przy uzyciu spektroskopu

Ramana.
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Publikacja II
4.5. Badania histologiczne
4.5.1. BonMaker — BM (Ryc. 13-15)

Preparaty wybarwione metodg standardowg (H-E) oraz trdjchromianem Massona
wykazaty, ze wigkszos$¢ zebiny (D) zostala otoczona koscig, na powierzchni ktorej obserwowano
osteoblasty (czarne strzatki). Wewnatrz kos$ci widoczne byly pojedyncze osteocyty (biate
strzatki) otoczone jamkami kostnymi. Cze$¢ zmielonej zgbiny otoczona byta tkanka taczng (C).

Ponadto w preparatach wybarwionych trojchromianem Massona mozna wyraznie
okresli¢ granice migdzy nowo utworzong koscig (niebieski NB), a kos$cig juz zmineralizowang

(czerwony MB). Nie stwierdzono stanu zapalnego ani innych zmian patologicznych.

4.5.2. Tooth Transformer — TT (Ryc. 16-18)

Zardwno preparaty barwione H-E, jak i trojchromianem Massona wykazaty, ze fragmenty
zmielonej zebiny (D) zostaly skutecznie zintegrowane ze struktura kosci szczeki, przy czym
jedynie niektore byly otoczone tkanka taczng (C), a wickszos$¢ nowo tworzaca si¢ koscig (NB).
Bylo to szczegélnie widoczne na preparatach wybarwionych trdjchromianem Massona,
w ktorych ciemnoniebieski kolor nowych blaszek kostnych sasiadowal bezposrednio
z fragmentami zebiny (D).

W strukturze nowo powstalej kosci wyraznie widoczne byty osteocyty i1 osteoblasty.

Zadna z tkanek nie wykazywata obecnosci stanu zapalnego ani innych zmian patologicznych.

4.5.3. Smart Dentin Grinder — SDG (Ryec. 19-21)

Wiekszos$¢ fragmentow zebiny (D) otoczona byla nowo utworzong koscig. Pojedyncze
fragmenty byty otoczone tkanka taczng (C). Zarowno w preparatach barwionych standardowo
(H-E), jak 1 w barwionych trjchromianem Massona, wyraznie widoczne byty osteocyty (biate
strzatki) wewnatrz tkanki kostnej 1 osteoblasty (czarne strzatki) na jej powierzchni. Ponadto
obrazy preparatow wybarwionych trojchromianem Massona podkreslaty rdznice miedzy nowo
utworzong ko$cig (NB, kolor niebieski) a ko§cig w pelni zmineralizowang (MB, kolor czerwony).

Nie stwierdzono stanu zapalnego ani innych zmian patologicznych.
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Rycina 13. Prébka barwiona trojchromianem Massona — tkanka pobrana od pacjenta z grupy
BM. (D) przeszczepiona z¢bina, (C) tkanka faczna, (NB) nowo utworzona kos¢, (MB) ko$¢ w
peini zmineralizowana (biate strzatki — osteocyty, czarne strzalki — osteoblasty). Powickszenie
10x.

- - S

Rycina 14. Tkanka pobrana od pacjenta z grupy BM. Widoczne doskonate zintegrowanie
przeszczepionej zebiny (D) z nowo utworzong koscig (NB); (C) tkanka taczna, (MB) kos¢ w
pelni zmineralizowana (biale strzatki — osteocyty, czarne strzatki — osteoblasty). Powigkszenie

20x.
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Rycina 15. Probka barwiona HE (BM). (D) przeszczepiona zgbina, (C) tkanka taczna, (NB)
nowo utworzona ko$¢, (MB) ko§¢ w pelni zmineralizowana (biale strzatki — osteocyty, czarne

strzatki — osteoblasty). Powigkszenie 10x.

Rycina 16. Tkanka pobrana od pacjenta z grupy TT, wybarwiona HE. Czastka zgbiny (D) jest
otoczona koscia (MB) 1 tkanka taczng (C). Czarne strzatlki — osteoblasty, biate strzatki —

osteocyty. Powiekszenie 10x.
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Rycina 17. Probka przygotowana za pomoca TT, barwienie trojchromianem Massona. Widoczne
doskonate zintegrowanie przeszczepionej z¢biny (D) z nowo utworzong koscig (NB); czarne

strzatki — osteoblasty, biate strzatki — osteocyty, (C) tkanka taczna. Powigkszenie 20x.

NB
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Rycina 18. Probka przygotowana za pomoca TT, barwienie HE. Przeszczepiona z¢bina (D) jest
dobrze otoczona nowo utworzong koscig (NB). Dobrze widoczne osteocyty (biate strzatki) i

osteoblasty (czarne strzatki). Powigkszenie 20x.
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Rycina 19. Probka przygotowana za pomoca SDG, barwienie HE. Dobrze widoczna
przeszczepiona zebina (D), nowo utworzona kos¢ (NB) 1 osteocyty (biate strzatki). Powigkszenie

20x.

Rycina 20. Probka przygotowana za pomoca SDG, barwienie trdjchromianem Massona.
Widoczne liczne czastki przeszczepionej zgbiny (D). Niektore z nich sg juz otoczone tkankg
kostng (NB, MB), podczas gdy inne tkanka taczng (C). Obecne osteocyty (biate strzatki) i

osteoblasty (czarne strzatki). Powigkszenie 10x.
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Rycina 21. Probka przygotowana za pomoca SDG, barwienie trdjchromianem Massona.
Widoczne doskonate zintegrowanie przeszczepionej zebiny (D) z nowo utworzong koscia (NB);
czarne strzalki - osteoblasty na powierzchni, biale strzalki - osteocyty, (C) tkanka taczna.

Powiegkszenie 20x.

4.6. Ocena procesu gojenia

U wszystkich 39 pacjentow ko$¢ wyrostka zgbodotowego zostata skutecznie
zregenerowana zmielong macierza z¢binowa. W  wigkszosci przypadkow w  okresie
rekonwalescencji nie wystapity istotne powiktania, ktére mogltyby wplynaé¢ na ocene gojeniu
pacjenta. W dwoch przypadkach utworzyt si¢ krwiak po ekstrakceji zatrzymanego trzeciego zeba
trzonowego zuchwy, uzytego jako materiat do augmentacji, ale nie wptyngto to na proces gojenia.
Pomijajac te zdarzenia, zaden z pacjentéw nie zglaszat innych dolegliwosci bolowych ani
dyskomfortu.

Opierajac si¢ na wynikach badan radiologicznych (CBCT), w wiekszosci przypadkow
wszczepienie implantu mozna bylo przeprowadzi¢ po okresie ok. 4 miesiecy. W przypadku
natychmiastowego wszczepienia implantdéw obcigzenie protetyczne bylo mozliwe po 8-12
tygodniach. W okresie obserwacji nie zaobserwowano ubytkow brzeznych kosci wokot

implantéw wprowadzonych do ko$ci augmentowanej za pomocg DDM i DM.
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W przypadku pacjentéw, u ktérych wykonano jedynie zabiegi augmentacji, w trakcie
obserwacji nie zaobserwowano znaczacej resorpcji kosci w obregbie miejsca regenerowanego,

niezaleznie od zastosowanej metody.
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5. DYSKUSJA

Idealny substytut kosci powinien spetnia¢ kilka warunkéw, w tym mie¢ wilasciwosci
osteoindukcyjne, osteokondukcyjne i osteogenne. Powinien by¢ biokompatybilny i1 tatwo
dostepny [39]. Ponadto powinien w miar¢ uptywu czasu w jak najwigkszym stopniu zachowywac
swoj ksztalt. W ostatnich latach przetworzona DM wytwarzana ze zmielonych zgbow
naturalnych okazata si¢ wysoce skutecznym biomateriatem, ktory spetnia prawie wszystkie
powyzsze kryteria (z wyjatkiem wtasciwosci osteogennych) oraz stanowi dobrg alternatywe dla
szeroko opisanych materiatow kosciozastepczych [40,41].

Badania Kima i1 wsp., ktoérzy opracowali nowatorskg metode leczenia ubytkdéw kostnych
z wykorzystaniem z¢biny autogennej, zachecity innych naukowcow z réznych czesci Swiata do
opracowania urzadzen do sporzadzania sterylnego materialu kostnego pochodzacego z wlasnych
z¢bOw pacjenta, co stalo si¢ obiecujacg alternatywa dla tradycyjnego przeszczepu autogennego
ze wzgledu na tatwos$¢ 1 szybko$¢ przygotowania oraz brak potrzeby wykonania dodatkowego
zabiegu w celu pobrania ko$ci [12,14].

Urzadzenia do przygotowywania autogennej z¢biny sg dostepne na S$wiatowym rynku od
dhuzszego czasu, jednak w piSmiennictwie brakuje prac poréwnujacych wszystkie z nich.
Posiadanie wszystkich trzech urzadzen pozwolilo na wykonanie do§wiadczen oraz umozliwito

ich pordwnanie w zastosowaniu klinicznym.

Publikacja I:

Badajac cechy ultrastruktury czastek uzyskanych za pomoca réznych urzadzen, SEM
wykazala, ze r6znig si¢ one ksztattem 1 rozmiarem. W probkach uzyskanych z BM wigkszo$¢
czastek wykazywata ksztalt geometryczny 1 raczej jednorodne rozmiary w zakresie od 500 do
1000 um. W probkach uzyskanych z TT czastki byty pryzmatyczne lub blaszkowate, a ich
wielko$¢ wahata si¢ od bardzo matych (20—40 pm) do wigkszych (1000 —1200 um). W prébkach
ze SDG czastki miaty ksztalt geometryczny i miescity si¢ w zakresie wielkosci od 300 do 1300
pum.

Odpowiednia forma i wielko$¢ materiatow kosciozastepczych oraz DM do zastosowania
w leczeniu defektow kostnych byta przedmiotem kilku badan. W rzeczywisto$ci, choé
opisywano znaczacg role czastek kosci bydlecej o wielkosci okoto 300 um w tworzeniu kosci w
silnie zmineralizowanych tkankach, to optymalng regeneracj¢ kosci z DM lub kosci autogenne;j
zaobserwowano przy uzyciu czastek wigkszych, okoto 1000 um, uzyskanych z kosci krolika lub

z ludzkich zgbdw [25,42-44]. Dlatego rozmiar czastek otrzymanych za pomocg trzech roznych
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urzadzen ocenianych w badaniu mozna uzna¢ za odpowiedni, by mozna je wykorzysta¢ jako
material na przeszczep pobudzajacy regeneracje kosci.

Badajac w SEM czastki uzyskane za pomocg trzech urzadzen, w wigkszym powickszeniu
stwierdzono dobrze widoczne kanaliki zebinowe. Struktury te biegng odsrodkowo od miazgi do
granicy szkliwa 1 zgbiny. Zawierajg wyrostki odontoblastyczne oraz plyny tkankowe, ktore
tworza 1 utrzymuja ze¢bing w nalezytym stanie. Wokot kazdego wyrostka dochodzi do
mineralizacji macierzy z¢biny i w ten sposob tworzg si¢ kanaliki zebinowe [45].

Wazng cechg byta obecnos¢ dobrze zachowanych kanalikow zgbinowych we wszystkich
badanych preparatach. Wykazano bowiem, ze w kontakcie zdemineralizowanego materiatu
zgbinowego z obszarem ubytku kostnego, komoérki mezenchymalne réznicujg si¢ w osteoblasty
wydzielajace macierz, w krotkim czasie ulegajaca mineralizacji, a nastgpnie przeksztatcajg sie w
osteocyty. Wyrostki osteocytéw tworza sie¢ na powierzchni zebiny. Niektore z nich siggaja do
kanalikoéw zgbinowych 1 taczg si¢ ze soba, siegajac na okoto 5 um od ptaszczyzny styku [46].
Pod tym wzgledem wszystkie probki z badanych urzadzen wykazywaty cechy morfologiczne
wskazujace na obecnos¢ podioza strukturalnego dla odpowiedniego wigzania zebiny z koscia.

Innym aspektem godnym oceny jest znaczenie stopnia demineralizacji macierzy zebiny,
zwigzanego z czasem 1 zastosowanymi odczynnikami, ktére rdznig si¢ dla kazdego badanego
urzadzenia, co przedstawiono w Tabeli VI. Analiza EDX i ocena stopnia mineralizacji za pomoca
spektrometru ramanowskiego wykazaty, ze sposrdd trzech testowanych urzadzen materiat
uzyskany za pomoca SDG wykazywat najwigksze podobiefistwo zawartosci pierwiastkow do
zg¢biny naturalnej, w szczego6lnosci pod wzgledem stezenia Ca (Ka). Natomiast probki uzyskane
z TT 1 BM wykazywaty znaczne ro6znice zawartosci odsetkowej pierwiastkow w porownaniu z
zegbing.

Zgodnie z wczesniejszymi odkryciami stopien demineralizacji DM wplywa na
powstawanie nowej kosci [11]. W rzeczywisto$ci stwierdzono, ze czgsciowo zdemineralizowana
macierz z¢biny (PDDM) zapewnia lepsze wyniki niz zmineralizowana macierz z¢biny (MDM)),
poniewaz po czesciowej demineralizacji uwalniane sg czynniki wzrostu zgbiny uwigzione w jej
niezdemineralizowanej macierzy [25]. Sposrdd nich istotng role w stymulowaniu regeneracji
tkanek odgrywaja: transformujacy czynnik wzrostu (TGF)-B1, biatka morfogenetyczne kosci
(BMP), czynnik wzrostu $rdédbtonka naczyniowego (VEGF), czynnik wzrostu fibroblastow-2
(FGF-2), ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF) i insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-
1) [47]. Inne badanie wykazato, ze PDDM dawata lepsze wyniki niz calkowicie
zdemineralizowana macierz zebiny (CDDM), poniewaz podczas tego procesu czynniki wzrostu

nie ulegaty inaktywacji [10].
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Poréwnujgc dane kliniczne z wynikami badan w SEM-EDX, mozna byto wysnu¢
wniosek, ze nawet material o bezwzglednej zawartosci Ca (nieco nizszej, niz w normalnej
zgbinie), jest zdolny do indukowania regeneracji kosci. W przypadku SDG postepowano zgodnie
z protokotem dla zgbiny zmineralizowanej (wedlug producenta) [48]. Zaobserwowano jednak,
ze procedura ta rowniez skutkuje czeSciowa demineralizacja (cho¢ w mniejszym stopniu niz w
pozostalych dwoch urzadzeniach) po dzialaniu na probki wodorotlenkiem sodu, ktéry jest silng
zasada. Na Ryc. 9 widoczne s3 wyraznie otwarte kanaliki z¢gbinowe. Wyniki analizy sktadu
pierwiastkowego podane na Ryc. 10 oraz stopien demineralizacji ukazany w Tab. VI sktaniajg
do takich rozwazan.

Spektroskopia Ramana oprocz obecnosci krystalicznych mineraléw na bazie fosforanow
potwierdzita obecno$¢ wielu czasteczek organicznych we wszystkich probkach uzyskanych z
réznych urzadzen [49]. Stwierdzone drgania grup NH pasma amidowego III (zakres liczby
falowej 1213-1298 ¢cm™!), drgania kolyszace grup CH>-metylenowych (zakres liczby falowe;j
1432-1468 cm ') i drgania rozciagajgce wigzan C=0 pasma amidowego I (zakres liczby falowej
1583-1717 cm™!) oraz drgania rozciagajace grup CHz (zakres liczby falowej 2843-3005 cm™)
mozna uzna¢ za charakterystyczne dla organicznej cz¢sci zebiny [50,51]. Kolagen typu I stanowi
90% frakcji biatek zgbiny, zapewniajac wraz z fosforyng rusztowanie dla mineralow. Jego
obecnos¢ we wszystkich badanych preparatach wskazywata na zachowanie dobrze widocznego
materialu organicznego, pomimo roéznych procedur przygotowania probek i1 réznego czasu
ekspozycji zgbow na roézne odczynniki demineralizujace [6,52]. Jednak pod wzgledem sktadu
materii organicznej probki z BM 1 TT wykazaly wyzsza intensywno$¢ w spektroskopie niz probki
z SDG, ktore byly znacznie mniej zdemineralizowane niz te z BM 1 TT, jak ukazano na Ryc. 12
[53].

Niezaleznie od zastosowanej procedury uzyskano zadowalajacy wynik. Augmentacje z
wykorzystaniem wiasnych zmielonych zgbow pacjenta nie wymagaja stosowania membran
biokolagenowych, co znacznie obniza koszt zabiegu [54]. Nie bez znaczenia jest miejsce
regeneracji kosci. W bocznych odcinkach szczgki 1 zuchwy material uzyskany za pomoca
wszystkich trzech urzadzen jest porownywalnie skuteczny. Jednak w obszarze estetycznym zanik
przedsionkowej (wargowej) blaszki kostnej przedniego odcinka wyrostka zg¢bodotowego
szczgki, a zwlaszcza ubytki trojScienne, sprawiaja, ze BonMaker jest w tym przypadku
najlepszym urzadzeniem ze wzgledu na mozliwos¢ wytworzenia bloczka zebinowego z
wlasnego zgba. Zastosowanie bloczkéw zebinowych skutkuje znacznie lepszym efektem
estetycznym ostatecznej odbudowy protetycznej na implantach wszczepianych w tym obszarze,

co wykazano w publikowanej pracy [16]. Ponadto eliminuje to konieczno$¢ wykonywania

47



dodatkowych zabiegow Ilub zamawiania kosztownych alloprzeszczepow czy fleksow
kortykalnych. DM jest biokompatybilna i powoli ulega resorpcji objetosciowej [55].

Kolejna, warta omdwienia kwestig, jest automatyzacja przygotowania DM w przypadku
kazdego urzadzenia. TT jest w pelni zautomatyzowany, podczas gdy BM i SDG to urzadzenia
potautomatyczne. Potautomatyzacja procedury powoduje wydluzenie czasu po§wigconego przez
chirurga na przygotowanie DM, co przedstawiono w Tabeli I. Analizujac dostgpne
piSmiennictwo na temat zastosowania zmielonej macierzy zebinowej w odbudowie ubytkow
kostnych, wybrano najistotniejsze doniesienia, poruszajace zagadnienie urzadzen uzytych do jej
przygotowania. Pozytywne wyniki kliniczne z zastosowaniem zmielonych zebow bedacych

materialem koS$ciozastgpczym zachecaja do prowadzenia dalszych badan w tym zakresie.

Publikacja II:

Skuteczno$¢ wykorzystania zmielonych z¢boéw jako materiatu ko$ciozastgpczego w
leczeniu ubytkéw kostnych zostala potwierdzona w ostatnich badaniach histologicznych —
zard6wno na zwierzetach, jak i u ludzi. W 2018 roku dr Calvo-Guirado i wsp. przeprowadzili
analize histologiczng 1 histomorfometryczng autogennych przeszczepow materiatu
zgbopochodnego u pséw, wykazujac, ze mozna go uznaé za odpowiedni materiat do
przeszczepow kostnych [56].

W 2021 r. dr Radoczy-Drajko wykazat na podstawie wynikéw badan histologicznych, ze
zebina autogenna uzyskana z urzadzenia BonMaker moze by¢ bezpiecznie i z powodzeniem
stosowana jako materiat do augmentacji kosci wyrostka zgbodotowego [15]. W tym samym roku
dr Cervera-Maillo 1 wsp. zasugerowali, ze rozdrobniong zgbing nalezy rozwazy¢ jako
alternatywny material stosowany w celu zachowania z¢bodotow [7]. W niedawnym badaniu
histologicznym przeprowadzonym w 2022 roku dr Minetti 1 wsp. udowodnili, Ze naturalne zgby
moga by¢ brane pod uwage jako zrodto materiatu kosciozastepczego [57].

Stosowano rdzne metody przygotowania granulatu z¢biny autogennej, osiagajac sukces
kliniczny bez reakcji zapalnych i powiktan zwigzanych z samymi zabiegami augmentacji.
Badacze wykazali, Ze macierz zgbiny jest materiatem biokompatybilnym, pelnigcym funkcje
no$nika BMP-2, co znacznie spowalnia zanik wyrostka zebodotowego [58]. Przetwarzanie DM
w sterylne granulki trwa w zaleznosci od urzadzenia do 30 minut, co daje wiele mozliwosci
klinicznych w zabiegach z zakresu implantologii stomatologicznej [53].

Uzyskane wyniki badan histologicznych pozostaja w zgodzie z wynikami badan innych
autorow, wskazujac na skuteczno$¢ stosowania zmielonych zgboéw w leczeniu ubytkoéw kostnych

[59-62]. Ponadto nie obserwuje si¢ istotnych roznic pomigdzy preparatami probek pobranych od
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pacjentow, u ktorych augmentacji dokonano przy uzyciu zebiny rozdrobnionej roéznymi

urzadzeniami.
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6. WNIOSKI

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Bloki zebinowe mozna wykorzysta¢ w estetycznym obszarze szczgki lub zuchwy.
Skaningowa mikroskopia elektronowa pozwolila na szczegétowe poréwnanie morfologii
r6znych preparatow zebinowych. Réznice w ksztalcie i wielkos$ciach czasteczek nie
miaty wplywu na ostateczny rezultat kliniczny.

Spektroskopia rentgenowska z dyspersja energii wykazata szczegdétowy sktad chemiczny
r6znych preparatow zmielonej macierzy z¢binowej. R6zny sktad nie miat wptywu na
rezultaty kliniczne w grupie badanych pacjentow.

Badania z wykorzystaniem spektroskopii ramanowskiej wykazaty, ze probki uzyskane za
pomoca BM 1 TT, o wyzszym stopniu demineralizacji, wykazywaty znacznie wigksza
obecnos¢ czasteczek organicznych niz probki z SDG, co réwniez nie miato zauwazalnego
wplywu na ostateczne efekty leczenia.

Analiza r6znych metod wytwarzania macierzy zebinowej wykazata, ze wszystkie trzy
systemy sa porownywalne, bezpieczne i wysoce skuteczne w leczeniu regeneracyjnym
kosci.

DDM, jak i MDM daja tak samo dobre wyniki odbudowy kosci wyrostka zgbodotowego.
Roézne odczynniki oraz czas demineralizacji nie wptyngty zauwazalnie na rezultaty
kliniczne.

Badania histologiczne nie wykazaly istotnych réznic w odbudowie kostnej pomiedzy
réznymi preparatami.

Badania CBCT nie wykazaly istotnych roéznic w ilo$ci nowoutworzonej ko$ci po

augmentacji materiatem pochodzacym z réznych urzadzen.

10) Po odpowiednim przygotowaniu wigkszos$ci zegbow mozna uzy¢ do przetworzenia, jednak

nalezy wystrzegac si¢ zebow leczonych endodontycznie.

11) Zastosowanie mielonych zebow jest korzystne ze wzgledow ekonomicznych.
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8. STRESZCZENIE/ABSTRACT

8.1. Streszczenie w jezyku polskim

Cel: Celem pracy byta ocena skutecznosci klinicznej réznych matryc zgbinowych uzyskanych
za pomoca trzech urzadzen (BonMaker, Tooth Transformer i Smart Dentin Grinder) oraz
poréwnanie ich cech morfologicznych, fizycznych i biochemicznych za pomocg skaningowe;j
mikroskopii elektronowej (SEM), spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii (EDX) i
spektroskopii Ramana. Ponadto oceniono rdéznice histologiczne gojenia si¢ koSci po
zastosowaniu augmentatow pochodzacych z BM, TT i SDG.

Material i metody: W badaniu wzig¢lo udzial 109 pacjentow podzielonych na dwie grupy.
Pierwsza grupa liczyta 70, druga 39 pacjentow. W pierwszej grupie pacjentow przeprowadzono
zabiegi augmentacji ko$ci przy uzyciu urzadzen BonMaker, Tooth Transformer i Smart Dentin
Grinder. Pacjentom z tej grupy wszczepiono 84 implanty. Trzy probki pochodzace z kazdego
urzadzenia 1 jedng niezdemineralizowang probke kontrolng, poddano analizie za pomoca
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), analizy rentgenowskiej z dyspersja energii i
spektroskopii Ramana. Drugg grupg¢ stanowito 39 pacjentow z ubytkami dwu- i tréj$ciennymi, u
ktérych wykonano zabiegi augmentacji ko§ci w szczece przy uzyciu przeszczepOw matrycy
zgbinowej z urzadzenh BonMaker, Tooth Transformer 1 Smart Dentin Grinder. Po okresie gojenia
wynoszacym ok. 4 miesigce przeprowadzono badanie histologiczne bioptatow z odbudowane;j
kosci. Laczna liczba usunietych zebéw wykorzystanych jako biomateriat do odbudowy kosci
wyniosta 285.

Wyniki: U wszystkich pacjentéw augmentacja ubytkéw kostnych matryca zebinowa zakonczylta
si¢ powodzeniem, a wszystkie 84 implanty prawidlowo zintegrowaty si¢ z koscig. W obrazach
histologicznych nie stwierdzono stanu zapalnego 1 wykazano dobre potaczenie kosci z macierza
zgbinowa. Klinicznie wszyscy pacjenci zostali zakwalifikowani do wszczepienia implantow.
Whioski: Opierajac si¢ na obserwacjach klinicznych, mozna stwierdzi¢, ze wszystkie trzy
urzadzenia sa bardzo przydatne w leczeniu regeneracyjnym kosci. Urzadzenia BonMaker, Tooth
Transformer 1 Smart Dentin Grinder, majg porownywalny potencjat w zakresie pozyskiwania
bezpiecznego materiatu regeneracyjnego z wtasnych zebow pacjenta.

Stowa kluczowe: zdemineralizowana macierz z¢biny, przeszczep zebiny autogennej, urzadzenia
do rozdrabniania ze¢bow, zabiegi augmentacji kosci, badanie histologiczne, skaningowa

mikroskopia elektronowa, analiza rentgenowska z dyspersja energii, Spektroskopia Ramana.
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8.2. Abstract

Objective: The aim of the study was to evaluate the clinical effectiveness of various dentin
matrices obtained using three devices (BonMaker, Tooth Transformer and Smart Dentin Grinder)
and to compare their morphological, physical and biochemical features using scanning electron
microscopy (SEM), energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) and Raman spectroscopy.
Moreover, histological differences in bone healing after the use of augments derived from BM,
TT and SDG were assessed.

Material and methods: The study involved 109 patients divided into two groups. The first group
consisted of 70, the second 39 patients. In the first group of patients, bone augmentation
procedures were performed using BonMaker, Tooth Transformer and Smart Dentin Grinder
devices. 84 implants were implanted in patients from this group. Three samples from each device,
and one non-demineralized control sample, were analyzed by scanning electron microscopy
(SEM), energy dispersive X-ray analysis, and Raman spectroscopy. The second group consisted
of 39 patients with double- and three-wall defects who underwent bone augmentation procedures
in the maxilla using dentin matrix grafts from BonMaker, Tooth Transformer and Smart Dentin
Grinder devices. After a healing period of approximately 4 months, histological examination of
biopsies from the regenerated bone was performed. The total number of extracted teeth used as
biomaterial for bone reconstruction was 285.

Results: In all patients, the augmentation of bone defects with dentin matrix was successful, and
all 84 implants integrated properly with the bone. Histological images showed no inflammation
and good connection between the bone and the dentin matrix. Clinically, all patients were
qualified for implantation.

Conclusions: Based on clinical observations, it can be concluded that all three devices are very
useful in bone regenerative treatment. BonMaker, Tooth Transformer and Smart Dentin Grinder
devices have comparable potential for obtaining safe regenerative material from the patient's
teeth.

Keywords: demineralized dentin matrix, autogenous dentin graft, tooth grinding devices, bone
augmentation procedures, histological examination, scanning electron microscopy, energy

dispersive X-ray analysis, Raman spectroscopy.
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