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[VADAS

Tiriamoji problema ir jos aktualumas

Danty ligos ir danty netekimas tebéra aktuali problema. Danty protezai yra
placiai naudojama suirusiy ar prarasty danty atstatymo priemoné. Protezai prie
danties audiniy fiksuojami cementavimo medziagomis, dazniausiai vadinamomis
cementais (1, 2). Populiariausi cementai pastoviam danty protezy fiksavimui yra
derva modifikuoti stiklo jonomeriniai ir derviniai cementai. Klasikiniai, cinko
fosfatinis bei stiklo jonomerinis, cementai taip pat vis dar naudojami
odontologingje praktikoje. Cementavimo medziaga, uzpildanti mikrotarpa tarp
protezo ir danties, turi buti netirpi, atspari dévéjimuisi, ilga laika i8likti nepakitusi
ir uztikrinti nepriekaistinga vientisa protezo ir danties jungti (3). Dél cemento
dévéjimosi atsiradg nelygumai gali skatinti danty apnaSy uZzsilaikyma ir éduonies,
periodontito ir (ar) periimplantito atsiradima bei progresavima (4). Ankstesnés
mokslinés studijos apie cementavimo medziagy déveéjimasi dazniausiai nagringjo
vienos rusies, biitent derviniy cementy, naudoty jklotams cementuoti, okliuzinio
dévéjimosi ypatumus (5-8). Taciau danties kaklelio srityje cementavimo medziagos
devisi ne tik dél okliuzinés apkrovos bei kramtymo, bet ir dél kity priezasciy (9,
10). Viena i$ ju yra danty valymas Sepetéliu. Skirtingy cementy rtsiu dévéjimosi
ypatumai, imituojant danty valyma Sepetéliu, iki Siol nagrinéti nebuvo.

Protezavimo medziagos ilga laika kontaktuoja su burnos audiniais, todél jos turi
biti biologiskai saugios: nedirginti periodonto audiniy ir periimplantiniy struktiiry,
nesukelti toksiniy, alerginiy reakcijy, netrukdyti gijimo procesams. Cementuose
negali bti tirpiu toksiniy medziagu, kurios, patekusios i kraujotakos sistema, gali
sukelti kenksmingas organizmo reakcijas. Taigi cementai turi biiti ne tik atspariis
devéjimuisi, bet ir biologiskai suderinti su burnos audiniais — t. y. atlikti numatytas
funkcijas, nesukeldami aplinkiniy audiniy pazeidimo (11). Tyrimai rodo, kad kai
kurie protezams cementuoti naudojami cementai, pvz., derviniai, pasiZymi
citotoksiSkumu (12-14). Todél tikslinga biity nustatyti, koki poveiki tomis pa¢iomis
eksperimentinémis salygomis periodonto lasteléms turi skirtingy raiSiy
cementavimo medZiagos.

Medziagu citotoksiSkumui vertinti taikomi jvairiis tyrimo metodai, fiksuojantys
lasteliy gyvybingumo, dauginimosi ir funkcinius pakitimus. Dazniausiai tiriamas
lasteliy kulttry atsakas in vitro (15). Svarbu nustatyti ne tik skirtingy cementavimo
medziagy citotoksinio poveikio intensyvuma, bet ir citotoksinio poveikio pobudi,
todé¢l Siame tyrime nagrinéjame ir pagrindinius lasteliy ztties budus — nekrozg ir
apoptoze. Panaudotas tiesioginis lasteliy stebéjimo metodas suteikia naujy Ziniy
apie citotoksini efekta turin¢iu medziagy sukeltus lasteliy pokycius ir Ziities buidus.
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Tiesioginis lasteliy stebéjimas ilgesni laika padeda ivertinti dinaminius procesus
lasteliy kultiirose normaliomis ir eksperimentinémis salygomis, nustatyti lasteliy
morfologinius pakitimus bei migracini aktyvuma (16). Taigi gyvu lasteliy
steb&jimas kartu su kitais dazniausiai naudojamais citotoksiSkumo tyrimais suteikia
papildomos svarbios informacijos apie jvairiy cementavimo medziagy citotoksines
savybes.

Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas
Istirti danty protezy cementavimo medziagy atsparuma mechaniniam
déveéjimuisi ir jy biosuderinamuma su periodonto audiniais.

Darbo uzdaviniai

1. Palyginti danty protezams cementuoti naudojamy medziagy atsparuma
dévéjimuisi.

2. [Istirti cemento sluoksnio dydzio jtaka cementavimo medZiagos
dévéjimuisi.

3. Palyginti danty protezams cementuoti naudojamy medZiagy
citotoksiSkuma.

4. Istirti cementy nuplovimo jtaka cementy citotoksiskumui.

5. lvertinti danty protezy cementavimo medziagy ekstrakty poveiki
metaboliniam periodonto lasteliy aktyvumui ir gyvybingumui.

6. Nustatyti cementavimo medziagy ekstraktais paveikty periodonto lasteliy
zities pobiidi.

Mokslinio darbo naujumas

Ankstesnés mokslinés studijos apie cementy, dévéjimasi daugiausia nagrinéjo
tik vienos grupés, t. y. i$skirtinai derviniy cementy dévéjimasi ir pagrindinis
démesys buvo skiriamas okliuzinio pavirSiaus dévéjimosi ypatumams (5, 10, 17).
Mus domino kita protezuoto danties ilgaamziskumui reikSminga vieta — danties
kaklelio sritis. Sioje srityje cementavimo medziagos dévéjimuisi didele jtaka turi
ne tik okliuzinés apkrovos, bet ir kitos priezastys, viena i§ ju — danty valymas
Sepetéliu. Cementy dévéjimasis, panaudojant protezuoto danties fragmento valymo
danty Sepetéliu modelj in vitro, iki Siol nenagrinétas. Taip pat nebuvo nagrinéta, ar
cementu uzpildyto tarpo dydis, t. y. krasStinis protezo tikslumas, turi itakos cementy
dévéjimosi intensyvumui.

Medziagos, naudojamos pastoviam protezy cementavimui, turi biiti ne tik
mechaniskai tvirtos, bet ir biologiSkai saugios periodonto audiniams. Atlikti
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cementy citotoksiSkumo tyrimai dazniausiai lygino tos pacios rusies cementus,
pvz., skirtingus dervinius cementus. Mes savo eksperimentuose in vitro
palyginome skirtingy riiSiy cementavimo medziagas. Siekdami kuo iSsamiau
fvertinti medziagy citotoksiSkuma, taikéme keleta skirtingy metody, atskirai
testavome kiety cementy ir juy ekstrakty (cementy iStrauky) poveiki lasteliu
kultiroms. Taip pat, taikydami inovatyvu metoda — ilgalaiki tiesiogini lasteliy
stebéjima — nagrinéjome lasteliy ziities pobiidi.

Tomis paciomis salygomis skirtingas cementavimo medziagas testuojantys ir
lyginantys tyrimai, turéty padéti gydytojams klinikingje praktikoje pasirinkti
tinkamiausia medziaga.

12



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Danty protezy cementavimo medziagos

Odontologinés medziagos, naudojamos netiesioginiy restauracijy fiksavimui
prie danties audiniy, vadinamos cementavimo medziagomis (1, 2). ApZvelgsime
nuolatiniam cementavimui dazniausiai naudojamas cementavimo medziagas.

Cinko fosfatinis cementas (CFC) yra ilgiausiai odontologijos praktikoje
naudojama medziaga (18). Cementas buvo sukurtas 1878 metais ir, nepaisant jo
trikumy — tirpumo seilése, cheminio jungimosi stokos ir Zemo pH, jau daugiau
kaip 140 mety naudojamas danty protezy cementavimui (19).

1903 metais paskelbta apie silikatiniy cementy sukiirima. Silikatiniai cementai
yra modernesniy produkty — kompozity ir stiklo jonomeriniy cementy — pirmtakai.
Silikatiniy cementy savybés ir patvarumas ypac¢ priklauso nuo tikslaus cemento
komponenty dozavimo ir maiSymo (20).

D. C. Smith 1968 metais, naudodamas cinko oksido miltelius ir
polikarboksiling riigs§ti iSrado naujos kartos cementavimo medziaga —
polikarboksilatinj cementa — pirmgja cementavimo medziaga, pasiZymincia
adhezinémis savybémis (20, 21). Polikarboksilatiniai cementai, lyginant su
fosfatiniais, sunkiau maiSosi, yra klampesni, po sukieté¢jimo pasizymi didesne
plastine deformacija nei kiti cementai. DidZiausias polikarboksilatinio cemento
klinikinis pranasumas yra jo biologinis suderinamumas (22).

Wilson ir Kent 1969 metais iSrado stiklo jonomerinius cementus (SJC) (23). Jie
buvo sukurti sujungiant geriausias silikatiniy ir polikarboksilatiniy cementy
savybes. Taigi, stiklo jonomerinis cementas yra generinis medziagy, sudaryty i§
silikatinio stiklo milteliy ir vandeninio poliakrilinés riigsties tirpalo, pavadinimas.
Sis pavadinimas susijes su sudétinémis dalimis — stiklo milteliais ir jonomerine
rigstimi, turincia karboksilo (-COOH) grupiy, padedanciy cementavimo medZziagai
chemiskai susijungti su danties audiniais. Stiklo jonomeriniai cementai taip pat
vadinami polialkanoatiniais cementais arba ASPA (aliuminio silikato poliakrilinés
rugsties) cementais (24). Pagrindiniai $iy cementy pranasumai yra fluoro
i$siskyrimas ir cheminé jungtis su danties audiniais (25), o pagrindiniai triikumai —
jautrumas drégmei (ypa¢ kietéjimo metu) bei prastesnés mechaninés savybés:
mazas elastingumas ir nepakankamas atsparumas dévéjimuisi (26, 27).

1986 metais buvo sukurti derva modifikuoti stiklo jonomeriniai cementai
(DMSJC) (20). Veliau atsirado naujy dervy pagrindu sukurty cementy, buvo atrasti
dervy papildai, pagerinantys medziagos savybes, pvz., ésdinimo riigstimi metodika,
skirta dervy prijungimui prie emalio, ir molekuliy kompleksai, galintys susijungti
su kondicionuotu dentinu (su organine arba neorganine rigstimi) (20).
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1990-yju pabaigoje rinkoje pasirodé kompomerinés medziagos, zinomos kaip
poliriig§timis modifikuotos kompozicinés dervos (angl. poly acid-modified
composite resins). Jos apibudinamos kaip sudétinés medziagos, t. y. dervos ir stiklo
jonomero deriniai, turintys abiejy medziagy savybiy. Mechaninés kompomery
savybés labiau panasios | kompoziciniy dervy, nei stiklo jonomery. Kompomerai
pasizymi didesniu atsparumu spaudimui ir lenkimui nei derva modifikuoti stiklo
jonomeriniai cementai. Norint pasiekti reikiamg danties ir $ios medziagos
sukibima, buvo pasitlyta papildomai naudoti dervinius riSiklius (28-30).

Derviniai cementai (DC) yra panasiis i kompozicines plombavimo medziagas.
Jie populiarts dél didelio atsparumo spaudimui ir tempimui, mazo tirpumo ir gery
estetiniy bei adheziniy savybiu. Naudojant Sios grupés medziagas biitinas geras
sudétingos, daugiaetapés, ypac tikslios cementavimo technikos valdymas ir jie yra
santykinai brangts (31). Derviniai cementai skirstomi { Sviesoje kietéjancius,
savaime kietéjancius ir dvigubo kietéjimo. Tvirtas rySys tarp dervinio cemento ir
danties audiniy bei restauracijos uztikrinamas adheziniy sistemy pagalba, kurios
gali biti cemento sudétyje arba naudojamos atskirai (32).

Adheziniy derviniy cementy sukiirimas stipriai pakeité fiksuoto protezavimo
praktika, praplété estetiniy keraminiy restauraciju bei daliniy protezu panaudojimo
galimybes (3).

1.2. Cementavimo medzZiagy klasifikacijos

Literatiiroje sifilomos ivairios cementavimo medziagy klasifikacijos (33).
1. Pagal pagrinding sudedamajq medziaga cementai skirstomi i (27):
a. Cinko fosfatinius
Cinko silikofosfatinius
Cinko oksido eugenolinius
Cinko poliakrilatinius
Stiklo jonomerinius

-0 a0 o

. Dervinius
2. Pagal jungties tipa (angl. matrix bond type) cementai skirstomi i (34):
a. Fosfatinius
b. Fenolatinius (angl. phenolate)
c. Polikarboksilatinius
d. Dervinius
e. Derva modifikuotus stiklo jonomerinius
3. Pagal vyraujantj kietéjimo reakcijos tipa cementai skirstomi i (35):
a. Ragstinius — bazinius (angl. acid-based cements)
b. Polimerizacijos reakcijos biidu kietéjancius cementus
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4. Pagal Donovan cementai skirstomi i (36):
a. Tradicinius (cinko fosfatiniai, polikarboksilatiniai, stiklo jonomeriniai
cementai)
b. Siuolaikinius (derva modifikuoti stiklo jonomeriniai, derviniai cementai)

Klinikingje praktikoje labiausiai paplitgs cementy skirstymas pagal pagrinding
sudedamaja medziaga bei jungties tipa.

1.3. Cementavimo medziagy savybés

Ideali danty protezy cementavimo medziaga turéty pasizyméti geromis
biologinémis, fizinémis/mechaninémis savybémis (turi buti kieta, netirpi,
nepralaidi, pasizyméti gera adhezija), biiti patogi dirbti (pakankamas takumas,
kietéjimo laikas, lengvas pertekliaus paSalinimas), estetiSka bei nebrangi.
Cementavimo medziagos parinkimas turi priklausyti nuo konkrecios klinikinés
situacijos ir remtis iSsamiomis ziniomis apie cementavimo medziagy savybes (28).

Deja, nei viena i§ cementavimo medziagy neatitinka visy keliamy reikalavimy ir
idealios medziagos néra (3).

Tinkamos cementavimo medziagos parinkimas svarbus sékmingam
restauracijos funkcionavimui. (3). Tod¢l, norint pasirinkti optimaliausia kiekvienai
klinikinei situacijai varianta, reikia ivertinti visas, fizines (mechanines), chemines
ir biologines, cementavimo medziagos savybes. Svarbios cementy mechaninés
savybés yra medziagos tvirtumas, kietumas, trintis bei jos dévéjimasis. Cheminés
medziagy savybés parodo kietéjimo reakcijas, irimo procesus. Biologinés
medziagy savybés nagrinéja poveiki gyviems audiniams (37).

Pagrindiné cementavimo medziagos funkcija — fiksuoti danty restauracija (pvz.
vainikélj) ir uzpildyti tarpa tarp danties ir restauracijos. Cemento tarpo dydis
priklauso nuo krastinio restauracijos tikslumo. Taip pat yra duomenu, kad krastinis
tikslumas priklauso ir nuo cementavimo medziagos mechaniniy savybiy (38).

Netikslus protezo krastas ir/ar defektinis cemento sluoksnis, atsiveriantis
vainikélio kraSto srityje, palengvina danty apnasy kaupimasi, dirgina periodonto
(lokalizacija), protezo tikslumas (krastiné adaptacija) bei konttras yra reikSmingi
periodontito (39) ir antrinio éduonies profilaktikai (40) ir tiesiogiai veikia
periodonto audiniy sveikata (41-44).

Tarp gydytoju odontology néra sutarimo, koks krastinis tikslumas turéty buti
(45). Moksliniy studijy rezultatai apie restauraciju krastinj tikslumag yra skirtingi.
Fransson ir kt. (46) tyré metalo keramikos vainikéliy tiksluma, t. y. tarpeli tarp
restauracijos kraSto ir danties audiniy, ir nustaté vidutini 100 um tiksluma, tuo
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paciu buvo stebima didelé ivairové (variacija), kai kuriy vainikéliy krastinis
tikslumas buvo didesnis kaip 200 um. Kitoje in vivo fiksuoty protezy studijoje
buvo nustatytas vidutinis 60 um tikslumas, krastinio tikslumo vertés variavo nuo 5
iki 430 pm (47). Distaliniuose restauracijy pavirSiuose cementuojant visy riiSiy
cementais randamas mazesnis krastinis tikslumas nei kituose pavirSiuose (48).
Rekomenduojama, kad kliniskai priimtinas kraStinis tikslumas turéty biiti ne
didesnis kaip 100 um (48). Fiksuojant vainikelj ar kita danty restauracija, cementui
kiet¢jant vyksta medZiagos susitraukimas ir atsiranda susitraukimo jtampos.
Eksperimentiniu modeliu nustatyta, kad maziausios plastinés deformacijos ir
maziausios susitraukimo itampos formuojasi tuomet, kai cemento sluoksnis yra
ploniausias (49).

Svarbu ne tik cemento sluoksnio dydis, bet ir jo ilgalaikis stabilumas, t. y.
sandarumas, atsparumas tirpumui, dévéjimuisi bei pavirSiaus savybés (17, 50).
Cemento jungties tarp protezo ir danties sandarumas yra svarbus mikroorganizmy
invazijos prevencijai ir endodontinio gydymo kokybei uztikrinti (51). Hooshmand
ir kt. lygino kelis dervinius ir derva modifikuota stiklo jonomerinj cementus ir
didziausia mikropralaiduma nustaté pilnus tauriyju metaly vainikélius
cementuojant Panavia F 2.0 derviniu cementu, toliau seké derva modifikuotas
stiklo jonomerinis GC Fuji Plus cementas (52). Derviniy cementy maZzesni
mikropralaiduma ir atsparuma tirpumui rodo kity studijy rezultatai (31, 53, 54).
Kitoje in vitro studijoje buvo iStirtas skirtingy cementy jungties atsparumas
tempimui (angl. fensile bond strength) ir krastinio tikslumo pokyciai prie§ ir po
cementavimo skirtingais cementais. Sios studijos rezultatai parodé, kad po
cementavimo krastinis tikslumas ypa¢ sumaz&jo cinko fosfatinio cemento
méginiuose, kiek maziau — dervinio cemento, maziausiai — cinko polikarbok-
silatinio ir stiklo jonomerinio cementy méginiuose (55).

Skirtingy cementy tirpuma nagrinéjusioje studijose, rasta, kad maziausiai tirpus
buvo polirtigs§timis modifikuotas dervinis cementas, po to seké polikarboksilatinis,
cinko fosfatinis ir stiklo jonomerinis cementai (Karkera, et al. 2016). Didziausias
derviniy cementy atsparumas tirpumui nustatytas ir kituose panasiuose tyrimuose
(56, 57). Apibendrinant, tirpumo mazéjimo tvarka cementavimo medziagos gali
buti isdéstytos taip: DC — DMSJC — SJIC — CFC.

Cemento irimas (tirpumas, porétumas, dévéjimasis) lemia toksiniy medziagy
issiskyrima ir formuoja cemento pavir§iaus nelygumus (ni$as, itrikius). Siurkstis
defektiniai pavirSiai skatina mikrobinio apnaso uzsilaikyma ir gingivito ar
periodontito i$sivystyma.

Milutinovic-Nikolic ir kt. lygino jvairiy protezy cementy: cinko fosfatinio,
polikarboksilatinio, stiklo jonomerinio ir derva modifikuoto kompozicinio cemento
porétuma ir nustaté, kad polikarboksilatinis cementas buvo ypac porétas, o
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dervinis — maziausiai porétas (58). DC poros buvo < nei 20 nm (58, 59). Skysc¢io ir
milteliy maiSymas ranka didina cementy porétuma (59). Sudétingi biologiniai
mechanizmai padeda bakterijoms prikibti prie jvairiy pavirSiy, taip pat ir prie
cementavimo medziagy bei ju mikropory, ir skatina didesni bakteriju kolonijy
kaupimasi (60).

Be reikiamy fiziniy savybiy, protezy cementavimo medziagos turi buti ir
biologiSkai suderintos, t.y nekenksmingos nei minkStiesiems, nei kietiesiems
burnos audiniams. Taciau daugelis cementavimo medziagy yra riigscios, t.y. turi
skirtinga pH nei burnos audiniai, todé¢l gali sukelti besilie¢ianciy audiniy dirginima
(61). Cinko fosfatiniai cementai yra ypa¢ rugstis, todél, pricementavus proteza ant
gyvo danties, gali dirginti pulpos audinius ir sukelti danties jautruma. Cinko
polikarboksilatiniai cementai, nors juy sudétyje yra didelés molekulinés masés
poliakrilo riigSties, yra maziau kenksmingi pulpai, nes jyu pH greitai
neutralizuojamas, kai skystis sumaiSomas su milteliais (20, 62). D¢l mazo pradinio
pH bei jautrumo drégmei stiklo jonomeriniai cementai po cementavimo taip pat
gali sukelti danty jautruma (63, 64). Prie§ paruosiant dantj, ant kurio vainikélis bus
cementuojamas cinko fosfatiniu ar stiklo jonomeriniu cementu, rekomenduojama
naudoti pooperacinj danties jautruma mazinan¢ias medziagas (nujautrintojus).
Restauracijos laikomumui jautruma mazinanc¢ios medziagos neigiamo poveikio
neturi (65). Stiklo jonomerams biidingas fluoro i$siskyrimas yra naudingas dél
galimo kariostatinio poveikio (66, 67). Dervy pagrindu gaminami cementai taip pat
gali dirginti pulpos ir periodonto audinius. Laisvy monomery iSsiskyrimas gali
rodo, kad monomerai taip pat gali sukelti neigiama poveiki bendrai sveikatai, pvz.,
odos, akiy ir gleiviniy dirginima, alergini dermatita, stomatita, astma, neuropatija,
centrinés nervy sistemos sutrikimus, toksini poveiki kepenims (68, 69).

1.4. Fiksuoti protezai ir periodonto sveikata

Danteny vageléje ar periodonto kiSen¢je besibaigiantis protezo krastas tiesiogiai
kontaktuoja su periodonto audiniais, todél turi jtakos danteny ir kity periodonto
audiniy buklei. Bloga protezo kraSto adaptacija, per giliai i dantenu vagele
patalpintas protezas, SiurkStus protezo pavirsius, netinkamas restauracijos kontiiras
gali prisidéti prie vietinio periodonto audiniy uzdegimo atsiradimo ir (ar)
progresavimo (70-76). Irodyta, kad supragingivinés (esancios vir§ danteny krasto)
restauracijos yra palankesnés periodonto sveikatai. Kuo arciau epitelinés jungties
yra restauracijos ribos, tuo didesné danteny uzdegimo tikimybé (41, 77).

Danty protezy gamybai naudojamos medziagos pasizymi skirtingu poveikiu
epitelinéms lasteléms (78) ar danteny fibroblastams (79). In vitro studijoje
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nustatyta, kad titanas neturéjo citotoksinio efekto, lauko Spato keramika ir aukso
lydinys — trumpalaiki, o chromo-kobalto lydinio citotoksinis poveikis danteny
fibroblastams buvo stipriausias (79). Kawai ir kt. palygino jvairiy restauraciniy
medziagy (Ag amalgamos, aukso lydinio, kompozito ir trijuy skirtingy keramiky)
savybes kaupti danty apnasa (80). Rasta, kad daugiausiai mikroorganizmy ir
apnaso buvo prie amalgamos, maziau prie kompozito ir aukso restauracijy, o
maziausiai — prie keramikos restauracijy. (80). Nors dauguma in vitro studiju,
lyginan¢iy apnaSo kaupimasi ant skirtingy protezavimo medZziagy, nustaté
skirtumus (71, 81), apibendrinus in vitro ir in vivo studiju rezultatus, konstatuota,
kad danteny uzdegimas, nepriklausomai nuo protezo medziagos, gali buti
kontroliuojamas esant tinkamai asmeninei burnos higienai ir profesionaliai
priezitirai (82).

1.4.1. Protezy riby itaka periodonto audiniams

Nekokybisky ,,kabanciy“ restauracijos krasty neigiamas poveikis periodonto
audiniams Siandien yra zinomas ir nekeliantis abejoniy. (70, 71). Taciau ir
kokybiSkos kliniskai priimtinos restauracijos, esancios zemiau danteny krasto
(subgingivaliai), ilgainiui kenkia danteny ir periodonto sveikatai. Periodonto
jungties praradimas dél subgingiviniy restauracijy yra létinis procesas ir kliniskai
gali buti aptiktas po 1-3 mety (83).

Kalbant apie danty protezus, protezinés restauracijos riba gali baigtis vir$
danteny (supragingivaliai), ties danteny krastu ar Zemiau danteny krasto
(subgingivaliai). Vir§ dantenuy cementuojamas vainikélis turi maziausia neigiama
poveiki periodonto audiniams. Kadangi dauguma protezavimo restauracijy baigiasi
zemiau danteny kraSto (t. y. subgingivaliai), ju poveikis periodonto audiniy
sveikatai yra neiSvengiamas. Klinikinéje praktikoje fiksuoty danty protezy ribos
daznai baigiasi po dantenomis dél karioziniy pazeidimy, danties audiniy trikumo
arba dél estetiniy priezasCiu siekiant paslépti vainikélio ir danties riba. Danteny
vageléje (t. y. zemiau danteny krasto) besibaigiantis protezas, net ir labai tikslus,
net esant nepriekaistingai protezo kraSto adaptacijai, dirgina periodonto audinius
(84). Protezo riboje atsiveriancios cementavimo medziagos kiekis tiesiogiai
priklauso nuo protezo tikslumo. Kuo tikslesnis protezas, tuo siauresnis
atsiverianc¢io cemento, kaip papildomo periodonto audiniy dirgiklio, sluoksnis.
Deja, klinikinéje praktikoje dazniau susiduriame su defektiniu nei idealiu protezy
krastiniu tikslumu, kuris dirgina dantenas, kaupia apnasa ir gali sukelti gingivita ar
periodontita. Ties subgingivaliai pricementuotais pilnais vainikéliais stebimas
didesnis danteny kraujavimas bei danteny recesija (atsitraukimas) nei prie vir$
danteny esanciais vainikéliais (70, 85).
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Protezo riby lokalizacija ypa¢ reikSminga protezuojant ant implanty, kai
protezai fiksuojami cementavimo, o ne prisukimo, biidu.

1.4.2. Palikto cemento itaka periodonto audiniams

Svarbus protezy cementavimo aspektas yra sukietéjusio cemento pertekliaus
(liku€iy) pasalinimas. Kuo giliau po dantenomis yra restauracijos krastas, tuo
sunkiau §i procesa kontroliuoti, todél didesnis cemento kiekis gali biati
neaptinkamas ir nepaSalintas (86). Aplink subgingivaliai pricementuotus
vainikélius rastas didesnis apnaSy kiekis, gilesnés periodonto kiSenés, danteny
vageléje aptikta daugiau spirochety, fuzobakterijuy, bacily ir filamentiniy bakterijuy,
lyginant su vir§ danteny pricementuotais danty vainikéliais (87).

I periodonto audinius — danteny vagele arba apie implanta esancius
periimplantinius audinius — patekgs nepasalintas cemento perteklius tiesiogiai
veikia $iuos audinius ilga laika (88). Tai gali lemti uzdegiminio atsako i$sivystyma
ir apie dantj, ir periimplantiniuose audiniuose, todél protezavimas ir (ar)
periodontologinis gydymas gali baigtis nesékme (89-91). Wilsonas nustaté, kad net
81 proc. atvejy periimplantito pozymiai buvo susij¢ su cemento likuciais. Pragjus 4
savaitéms po cemento likuciy pasalinimo, net 74 proc. atvejy, uzdegimo pozymiai
iSnyko (90).

Skirtingy cementy poveikis periodontui néra vienodas. Klinikinéje studijoje
nustatyta, kad aplink metakrilatiniu cementu (Premier Implant Cement) ant
implanty fiksuotus vainikélius, kur buvo nepasalinto cemento likuciy, kraujavimas
po zondavimo buvo nustatytas net 80 proc., ptliavimas — 20 proc. atveju (92).
Studijoje, lyginusioje skirtingais cementais ant implanty fiksuotus vainikélius,
cementinés medziagos pertekliaus nerasta, kai vainikéliai ant implanty buvo
pritvirtinti cinko oksido eugenoliniu cementu (7emp Bond), taciau ties metakrilato
cementu cementuotais vainikéliais cemento perteklius buvo rastas 61 proc. atveju.
Ties metakrilatiniu cementu fiksuotais vainikéliais aptiktas piliavimas: 33 proc.
atvejy, kur cemento pertekliaus nebuvo ir net 100 proc. — kai cemento perteklius
buvo nustatytas. Mikrobiniy méginiy taksonominé analizé atskleidé patogeniniy
mikroorganizmy kaupimasi metakrilato cemento tiriamyjy grupéje, nepriklausomai
ar cemento perteklius buvo nustatytas, ar ne. StatistiSkai reikSmingai maziau
burnos patogenu buvo rasta, kai vainikéliai fiksuoti laikinu Temp Bond cementu
(89). Taigi, situacijose, kai cemento pertekliaus pasalinimas yra sunkiai
kontroliuojamas, derviniy cementy rinktis nereikéty.

Cemento likuciai per pirmas keturias savaites po nuolatinio cementavimo gali
sukelti periimplantini mukozita, ty. gleivinés apie implanta uzdegima,
pasirei§kiant] danteny paraudimu, paburkimu, kraujavimu zonduojant, kiSenés
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formavimusi bei periimplantita, pasireiskiantj kaulo apie implanta destrukcija (93,
94). Periimplantinio mukozito rizikos veiksniai yra burnos bakterinis apnasas,
rukymas, cukrinis diabetas, keratinizuoty danteny trilkumas bei cementavimo
medziagos liku¢iy buvimas (95). Burbanas ir kt. nustaté, kad perimplantitu
serganCiy pacienty periimplantiniy audiniy biopsijose buvo rasta cementavimui
naudoty medziagy daleliy (96).

Protezy cementavimui ant implanty naudojamos tos pacios medziagos kaip ir
protezy cementavimui ant danty. Priklausomai nuo cementy rusies, skiriasi
cementy pertekliaus pasalinimo metodikos ir galimybés. Lengviausiai pasalinamas
cinko fosfatinis cementas, sunkiausiai — derviniai cementai (97). Jei Salinant
cemento pertekliy pazeidziamas implanto pavirsius, jis taip pat veikia kaip danty
apnaSo retencija ir bakteriju adhezija skatinantis veiksnys (98). Neistirta, kuris
cementas — stiklo jonomerinis, fosfatinis ar dervinis — sukelia didesn¢ uzdegiming
periimplantiniy audiniy reakcija, bet akivaizdu, kad visy cementy likuciai gali
sukelti uzdegima (90). Cemento likuciai, esant generalizuotai periodonto
patologijai, greiciau sukelia periimplantita bei gali lemti implanto netekima, o
nesant periodonto patologijos, periimplantiniy audiniy reakcija i cemento likucius
gali biiti minimali (99).

Cementy neigiama poveiki periodonto ir kitiems burnos audiniams gali lemti
tokios toksiSkos medziagos kaip formaldehidas, metakrilo rtgstis, kiti monomerai,
uzpildai ir aktyvikliai, atsiradg¢ polimerizacijos metu (100). Skirtingy palikty
cementavimo medziagy poveikis periodontui nevienodas. Caughman ir kt. parodé,
jog derviniai cementai yra itin citotoksiSski danteny fibroblastams ir epitelinéms
lasteléms, lyginant su stiklo jonomeriniais cementais (101). Taciau pastarieji, nors
nesukelia morfologiniy lasteliy poky¢iy, slopina makromolekuliy (proteiny, RNR)
sintez¢ lastelése (101). Bozini su bendraautoriais teigia, kad, tiek derviniai, tieck
derva modifikuoti stiklo jonomeriniai cementai, sukelia ivairiy lasteliu (pulpos
lasteliy, osteoblasty, zmogaus danteny fibroblasty bei keratinocity) augimo
sulétéjima ar net ziiti (102) ir derva modifikuotus stiklo jonomerinius cementus
ivardino kaip labiau citotoksiskus lyginant su derviniais cementais. Akivaizdis
skirtumai stebimi ir tarp skirtingy tos pacios riisies cementuy.

Periimplantiniai audiniai jautresni cemento likuciy sukeltam uzdegimui todél,
kad, prieSingai nei prie danties pavirSiaus, epitelinis bei jungiamasis audinys
tiesiogiai su implantu nesijungia ir neveikia kaip barjeras, saugantis nuo
mikroorganizmy patekimo (103). Todél cemento likuciai gali bati lengvai
istumiami { periimplantinius audinius (104). Akivaizdu, kad cementuojant
protezines konstrukcijas ant danty, cemento perteklius sukelia maziau
komplikaciju, nei cementuojant ant implanty, nes danti supa nattiralios periodonto
struktiiros — danteny vagel€, ivairiomis kryptimis i§sidés¢iusios periodonto raiscio
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skaidulos, epiteliné jungtis. Taigi, cemento pertekliy lengviau pasalinti aplink
danti, nes danteny vagel¢ ir periodonto rai$¢io skaidulos neleidzia cementui
prasiskverbti apikaliai. O aplink implanta susiformaves periodonto raistis pasizymi
kitokiomis savybémis — vyrauja lygiagre€ios danties pavirSiui periodonto rais¢io
skaidulos, nepasizyminc¢ios cemento sulaikymu (88).

Kuo giliau po dantenomis yra cementuojamo protezo riba (protezuojant ant
danties ar implanto), tuo daugiau medziagos liku¢iy po cementavimo aptinkama
periodonto audiniuose, ypa¢ cementuojant ant implanty. Rentgenogramos néra
patikimas biidas jvertinti likusiam cemento kiekiui periodonto audiniuose (86,
105).

Nustatyta, jog didesné periimplantito i§sivystymo dél likusio cemento tikimybé
yra periodontitu anksciau sirgusiems/sergantiems pacientams (99, 106). Taigi nors
cementuojant protezus ant implanty, cemento | periimplantinius audinius patenka
visada, taciau periimplantitas i$sivysto ne visais atvejais (99). Bet kokiu atveju,
likusio cemento poveikis kraStinio periodonto audiniams néra teigiamas ir
vienodas, restauracijas cementuojant skirtingais cementais. [rodyta, kad
reikSmingai maziau burnos patogeny rasta, cementuojant cinko oksido eugenolio
cementu lyginant su cementu, turiniu metakrilato (107). Ivertinus cementy
neigiama poveiki, atrodyty, kad fiksavimo btidas prisukant protezus ant implanty,
turéty buti palankesnis periodonto audiniams. Taciau mokslingje literatiiroje yra
priestaringy Siuos du metodus vertinanciy duomeny. Jain su kolegomis atliko
sisteming apzvalga analizuodami cementuojamy ir prisukamy protezy ant implanty
trumpalaikius ir ilgalaikius atokiuosius rezultatus. Metaanalizés rezultatai parodé,
kad cementuojami protezai turéjo statistiskai reikSmingai maziau komplikacijy dél
protezy retencijos praradimo (atsicementavimo) nei prisukami protezai ant
implanty (108). Visgi, kita sisteminé apzvalga jvardino cemento pertekliu kaip
galima rizikos faktoriy periimpantito iSsivystymui (109). Apibendrinant mokslines
studijas akivaizdu, kad proteziniy konstrukcijy fiksavimo ant implanty problema
iki Siol neiSspresta. Tiek vienas, tiek kitas fiksavimo metodas turi trokumuy.
Pasirinkus cementavimo biida, biitina stengtis iSvengti cemento patekimo i
periodonto audinius, o patekus, kuo kruops¢iau cementg pasalinti, sickiant iSvengti
krastinio periodonto patologijos, kuri gali atsirasti ir po keliy ménesiy, ir po keliy
ar keliolikos mety, nepriklausomai nuo palikto cemento rasies (99, 107, 110).

1.5. Medziagy biosuderinamumo tyrimai

Biologinio suderinamumo savoka suprantama kaip medziagos gebéjimas atlikti
numatytas funkcijas, nesukeliant nepageidaujamo aplinkiniy audiniy atsako (111).
Danty protezai ir juos fiksuojantys cementai ilga laika glaudziai kontaktuoja su
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minkStaisiais burnos audiniais, todél ju biosuderinamumas yra svarbus.
Biosuderinamumo tyrimai padeda iSaiSkinti galimas danty restauracijy
cementavimo medziagy pasalines reakcijas (13, 112).

Biosuderinamumo tyrimai atlieckami remiantis Tarptautinés standarty
organizacijos (ISO, Zeneva, Sveicarija) nustatytais tyrimo metodais. Sie standartai
taikomi tiriant odontologines medziagas (113) bei medicinines priemones (114).
Kiekviena priemoné ar medziaga, skirta naudoti Zmonéms, turi biti atitinkamai
ivertinta (115).Vertinimas susideda is keliy etapu:

bendro toksiSkumo vertinimo,
e vietinés audiniy reakcijos vertinimo,

preklinikiniy tyrimy su gyvinais,

klinikiniy tyrimy su Zmonémis.

Pradiniai medziagy toksiskumo tyrimai (1, 2 etapai) atlickami Iasteliy ir audiniy
kultiirose. Jie yra greiti, tiksliis, santykinai nesudétingi ir nebrangts. Atliekant
tyrimus in vitro, galima kontroliuoti tyrimo salygas bei tam tikrus jtakos turincius
veiksnius ir iSaiskinti atskira dominancio veiksnio jtaka. Tyrimai su lasteliy
kultiiromis gali iSaiskinti medziagy poveiki specifinéms Iasteliy funkcijoms.
Atlikta daug odontologiniy medziagy biologinio suderinamumo tyrimy naudojant
ivairiy tipy lasteliy kultiiras, taip pat zmogaus danteny fibroblastus (101), danty
pulpos lasteles (116, 117) ir peliy fibroblastus (118). Danty medziagy
citotoksiSkumga galima vertinti tiesiogiai arba tiriant medziagy sudedamasias dalis
(115). Svarbus yra lasteliy ir tiriamosios medziagos santykis. Lastelés su
tiriamosiomis medziagomis gali saveikauti tiesiogiai, netiesiogiai (per filtra) arba
su medziagy iStraukomis (ekstraktais) (119). Modeliuojat tiesiogini kontakta,
tiriamosios medziagos pavyzdys gali buiti:

e uzdedamas ant audinio gabaliuko,

e uzdedamas ant vienasluoksnés lasteliy kultiiros,

e patalpinamas i lasteliy kulttiry inda ir uzpilama lasteliuy suspensijos,
e lastelés auginamos tiesiogiai ant tiriamosios medziagos pavyzdZio.

Tiesioginio kontakto tyrimai imituoja situacija, kai protezu ir cementavimo
medziagos danteny vageléje tiesiogiai lieCiasi su periodonto audiniais. Taikant
lasteliy/tiriamosios medziagos netiesioginio kontakto metoda, medziaga atskiriama
nuo lasteliy, pvz. filtru. Siuo metodu galima tirti ir nesukietéjusias medziagas, nes
tiriamasis pavyzdys nenardinamas i lasteliy kultiira. Tiriant medziagy istrauky
(ekstrakty) poveiki lasteliy kultiiroms, imituojama klinikiné situacija, kai po
medziagos sukietéjimo iSsiskyr¢ cheminiai junginiai veikia periodonto Iasteles.
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Pavyzdziui, protezuojant vir§ danteny krasto besibaigianciais vainikéliais
tiesioginio protezavimo medziagy kontakto su dantenomis néra, bet i§ ju
iSsiskyrusios cheminés medziagos gali prasiskverbti | periodonto audinius ir sukelti
nepageidaujamas reakcijas. Tiriamosios medziagos gali biti iStirpintos ivairiuose
tirpiklivose, lasteliy kultliry terpéje, distiliuotame vandenyje ar fiziologiniame
tirpale (119).

Citotoksiniam odontologiniy medziagy ar ju ekstrakty poveikiui nustatyti
naudojami jvairls metodai, kuriais ivertinami morfologiniai ir lasteliy
gyvybingumo, dauginimosi bei funkciniai pakitimai. Lasteliy gyvybingumo tyrimo
metodai gali buti skirstomi i (120):

e Membrany vientisumo tyrimai (dazymas tripano méliu, fluorescuojanciais

dazais; LDH (laktatdehidrogenazés) i$siskyrimo testas).

o Lastelés funkcijy tyrimai (testai su tetrazolio druskomis: MTT, XTT).

e DNR zyméjimas (fluorescuojantys konjugatai).

e Morfologijos tyrimas (mikroskopinis stebéjimas).

e Reprodukcijos tyrimai (kolonijy formavimas).

Dazniausiai atliekami lasteliy membranos vientisumo ir lastelés funksijy tyrimai
(121). Lasteliy membranos vientisuma vertinantys metodai paremti lastelés
gebéjimu nejsileisti netirpiy ekstralasteliniy molekuliy. Sie metodai gali bati
kolorimetriniai ir fluorescenciniai. Tyrimuose naudojami ivairiis dazai (tripano
mélis, propidzio jodidas, akridino oranzas). Pazeistos lastelés dél pakitusio
membranos pralaidumo nusidaZo, o nepazeistos — nenusidazo. Propidzio jodidas
yra fluorescuojantis dazas ir, prisitvirtings prie lastelés DNR, fluorescuoja.
Nusidaziusios ir nenusidaziusios lastelés skaiciuojamos Sviesiniu ar fluorescenciniu
mikroskopu ir tekmes citometru.

Lastelés funkciju tyrimai matuoja fermenty aktyvumo ar metabolity
koncentracijos pokycius dél toksinio tiriamosios medziagos poveikio (115).
Placiausiai tarp funkciniy lastelés gyvybingumo tyrimy naudojamas MTT (-3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolo) tyrimas (122). Kolorimetriniu MTT tyrimu
nustatomas  lasteliy  gyvybingumas, vertinant mitochondriju  sukcinato
dehidrogenazés aktyvuma. Sis tyrimas paremtas vandenyje tirpios metiltiazolio
tetrazolio druskos virtimu netirpiu formazanu. Pastarasis iStirpinamas ir jo
koncentracija nustatoma spektrofotometru. Susidariusio formazano kiekis tiesiogiai
proporcingas gyvu lasteliy skaiciui. Negyvos lastelés nesugeba skaidyti jvairiy
tetrazolio drusky (122).

Medziagu citotoksiSkumo tyrimuose svarbu nustayti ir kokiu budu Zzista
pazeistos lastelés.
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Laqsteliy zuatis (119, 121 ,123)

Svarbiausias Iasteliy ziities tyrimy uzdavinys — atpazinti, kuri lastelé yra gyva, o
kuri jau Zuvusi. Zuvusiomis laikomos lastelés, turinios bent viena §iy pozymiu: 1)
lastelé prarado membranos integraluma (kitaip — ,,prakiuro® lastele gaubianti
plazminé membrana); 2) lastelé ir jos branduolys subyréjo i atskirus kiinelius; 3)
lastelés lickana (-as) prarijo kita lastelé in vivo (123). Pastaruosius du pozZymius
galima aptikti mikroskopu, o membranos integraluma galima (vertinti
biocheminiais metodais arba, kaip jau buvo minéta, dazant tam tikrais dazais.

Apoptozeé — tai vadinamoji I tipo programuota Zzitis, kuriai prasidéjus lasteléje
aktyvuojami saviti fermentai ir imamos skaidyti lastel¢ sudarancios medziagos
(123). Skaidymo produktai pasiskirsto tarp membrana apgaubty kiineliy ir taip
citoplazmos medziagos nepatenka uz plazminés membranos riby i tarplasteling
medziaga. Apoptozg lengva atpazinti nesudétingu optiniu mikroskopu i§ ryskiy
lastelés sandaros pokyciy. Baigiantis apoptozei, lastelé suskyla | membrana
apgaubtus apoptozinius kinelius, i kuriuvos ,supakuojamos® branduolio,
mitochondriju ir kity organéliy lickanos. Apoptozinius kiinelius fagocituoja
aplinkinés lastelés ar makrofagai. DaZniausiai apoptoz¢é nustatoma nudaZzius gyvas
lasteles fluorescuojanciais dazais, kurie prisijungia prie DNR. Pro fluorescencini
mikroskopa matomos ryskios kondensuoto ir fragmentuoto chromatino sankaupos.
Taip pat apoptoze galima nustatyti ir jvertinant kaspaziy aktyvuma (119).

Nekrozé yra apibréziama kaip lastelés ziitis be apoptozés ar autofagijos (II tipo
programuotos ziities formos) pozymiy (123). Daznai nekrozé¢ laikoma atsitiktine,
pasyvia lastelés zutimi, kuri iStinka Iastelg tuomet, kai kenksmingas poveikis biina
itin stiprus ir virSija lastelés galias iSgyventi arba ziti. Tada plazminé membrana
prakitira ir citoplazma iSsilieja uz lastelés riby. Gyvame organizme to neturi biiti,
todél prasideda uzdegimas, kuri skatina citoplazmoje buvusios uzdegiminés
molekulés (123). Lengviausia nekrozg aptikti dazant lasteles fluorescenciniais
dazais. Kai kurie i§ juy, pavyzdziui, akridino oranzas, lengvai ir greitai patenka {
gyvas lasteles, o kiti, pavyzdziui, propidzio jodidas, i lastelg patekti gali tik tada,
kai jos plazminé membrana pazeidziama. Tad nudazius lasteles tokiy dvieju dazy
miSiniu, galima lengvai atskirti gyvas ir negyvas lasteles bei nustatyti apoptozg.
Neapoptozinés negyvos lastelés paprastai laikomos nekrozinémis.

Citotoksiskumo tyrimy apzvalga

Naujai sukurty kompoziciniy medziagy ir stiklo jonomery galimas kenksmingas
poveikis pulpos audiniams tyrinétas jau seniai (124). Vertinant jvairiy
cementavimo medziagy biosuderinamuma daugiausiai buvo naudojami lasteliy
gyvybingumo tyrimai (125). Cementy biosuderinamumas gali biiti nustatomas taip
pat naudojant citokiny iSsiskyrimo matavimo metoda. Taip siekiama imituoti
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uzdegimines reakcijas eksperimentiniuose modeliuose, kai naudojamos dvi
skirtingos Iasteliy grupés: danteny fibroblastai ir burnos keratinocitai (13). Reikia
pamineéti, kad skirtingy donory lastelés gali sukelti skirtingus citotoksiskumo
rezultatus (126), be to, gali biiti skirtumai net toje pacioje lasteliu linijoje (127).
Visgi, dauguma tyréjy pripazista, kad fibroblastai yra tinkamos lastelés pirminiam
medziagy citotoksinio poveikio ivertinimui (115), nes jie turi didelj diferenciacijos
laipsni ir jy reakcijos modelis yra panasesnis i reakcijas stebimas in vivo (128).

Stiklo jonomeriniy cementy citotoksiSkumas buvo tirtas naudojant skirtingas
lasteliy rasis (pulpos bei danteny lasteles). Nustatyta, kad stiklo jonomery
citotoksiSkumas yra panasus i kity cementy ir taip pat priklauso nuo kietéjimo
stadijos. Nesukietéjgs cementas yra itin citotoksiskas, o sukietéjgs — necitotoksiskas
ar tik silpnai citotoksiskas. PrieSingai nei cinko fosfatinis cementas, stiklo
jonomerai nesukélé jokiu uzdegiminiy reakciju net po kelétos dieny,
kontaktuodami su Zziurkény burnos gleivine (62). Periodonto audiniy reakcija i
kokybiska podanteninj stiklo jonomerinj uzpilda buvo panasi kaip reakcija i sveiko
danties (be restauracijy) pavirsiu (129). Svarbi yra stiklo jonomery savybé isskirti
fluorg ir stabdyti danty éduonies aktyvuma (129, 130).

De Boever ir kt. cementy citotoksiSkuma tyré dantenu fibroblasty kulttrose.
Nustatyta, kad kompozitai turéjo didesni citotoksisSkuma nei stiklo jonomeriniai ar
cinko fosfatiniai cementai (131). Tik ka sumaisyty dvigubo kietéjimo ir Sviesoje
kietéjanciy derviniy cementy pirminis citotoksiSkumas buvo didelis, bet po 7 dieny
sumazgjo. Schmid-Schwap ir kt. nustaté, kad adheziniai derviniai cementai buvo
maziau citotoksiski nei savaiminio prisiriSimo (self-adhesive) cheminio ir dvigubo
kietéjimo cementai. Dvigubo kietéjimo savaiminio prisiriSimo derviniai cementai
buvo reikSmingai maziau citotoksiski nei cheminio kietéjimo. Siekiant sumazinti
Sviesoje kietéjanciy cementy citotoksiskuma, rekomenduojama prailginti cemento
polimerizacija, t. y., ilgiau polimerizuoti Sviesa (118).

Nustatyta, kad kai kurie ortodontijoje naudojamy stiklo jonomeriniy cementy
(Vidrion C, OptiBand ir Band-Lok) komponentai pasizyméjo ir citotoksiniu, ir
genotoksiniu poveikiu (132, 133).

Bakopoulou ir kt. iStyré citotoksini ir genotoksinj $esiy skirtingy cementavimo
medziagy ekstrakty poveiki Zzmogaus limfocitams. Didziausiu citotoksisSkumu ir
genotoksiSkumu pasizyméjo derva modifikuoti stiklo jonomeriniai ir derviniai
cementai, nors keli stiklo jonomeriniai cementai sukélé tik nezymius citogenetinius
pokyc€ius (134). Stiklo jonomeriniy ir derva modifikuoty stiklo jonomeriniy
cementy genotoksiSkuma ir citotoksiSkuma tyré ir kiti mokslininkai (135-137),
galima citotoksiSkumo priezastimi jvardindami metakrilato monomerus, tokius
kaip 2-hidroksietilmetakrilatas (HEMA) ir trietilenglikolio dimetakrilatas
(TEGDMA). Derviniy medziagy komponentai dél ne visiskos polimerizacijos
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nesusijungia ir, pateke i burna, pasiZzymi citotoksiSkumu ir genotoksiskumu (138).
Citotoksiniu veikimu pasizymi ne tik monomerai HEMA, TEGDMA, Bis-GMA
(bisfenol A-glicidil methakrilatas), bet ir kitos medziagos, pvz. cheminiy reakcijy
iniciatoriai (138). Randama nemazai tyrimy, kuriy metu nustatyta, kad derva
modifikuoti stiklo jonomeriniai cementai | vandening terpg i$skiria daugiau nei 30
vairiy junginiy, tarp juy nepolimerizuotus monomerus, fotoaktyvacijos metu
susidarancius reakcijos produktus, {vairius degradacijos produktus, susidarancius
dél saveikos su maistu, seilémis ir bakterijomis (139). Zinoma, kad metakrilato
monomerai (TEGDMA ir HEMA) yra ir genotoksiSkos, ir -citotoksiskos
medziagos — sukelia pirmines DNR pazaidas, mikrobranduoliy susidaryma, lasteliy
ciklo stabdyma ar net apoptozg. Pagrindinis S$iy reiSkiniy mechanizmas —
oksidacinis stresas, susidarantis dél lastelés redukuoto glutationo atsargy
iSeikvojimo ir reaktyviy deguonies formy susidarymo (140, 141).

Ivairiy derviniy monomery citotoksinis poveikis priklauso nuo cheminés
medziagos struktiros ir koncentracijos (140). Kuo daugiau susidaro lipofiliniy
monomery, tuo didesnis citotoksinis poveikis. Mazesnés monomery koncentracijos
slopina lasteliy metabolini aktyvuma, blokuodamos mitochondrijy dehidrogenaziy
aktyvuma, o, esant didesnéms koncentracijoms, Sie monomerai saveikauja su
fosfolipidais, pakeisdami ju vientisuma ir didindami lasteliy membrany pralaiduma
(142). Moksliniai tyrimai parodé, kad dervy monomerai, pirmiausia mazindami
lasteliy glutationo koncentracija, sukelia oksidacinj stresa (143, 144). Oksidacinio
streso sukeltas citotoksinis poveikis slopinamas reaktyviuoju deguonimi, pvz., N-
acetilcisteinu, askorbatu (vitaminu C) (145). Tikslus mechanizmas, kuriuo dervos
monomerai sukelia oksidacini stresa lastelése néra visiskai aiskus. Kitas tyrimas
parod¢, kad HEMA/Bis-GMA sukelia DNR dvigubos grandinés pertriikius, kurie
bent jau i§ dalies paaiskina oksidacinius mechanizmus (146). Be to, metakrilo
rugstis, HEMA degradacijos produktas, taip pat pasizymi genotoksiskumu (147).

Dervy monomery citotoksinis poveikis pasireisSkia per apoptoze ir nekroze¢ — du
pagrindinius Iasteliy zities buidus (148).
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1.6. Cemento pertekliaus paSalinimas

Cinko fosfatinis cementas (CFC)

CFC, palyginus su kitais cementais, yra tirpus seilése, todél daznai jis
naudojamas kaip laikinas cementas. Cementuojant restauracijas §iuo cementu, jam
sukietéjus, cemento perteklius pasalinamas zondu ieskikliu bei tarpdanciy sitlu.
Reikia leisti cementui pilnai sukietéti (CFC kietéjimo laikas yra pakankamai ilgas),
nes pernelyg ankstyvas CFC pertekliaus pasalinimas sudaro salygas drégmés
patekimui ir defektinio cemento sluoksnio formavimuisi (3, 149).

Stiklo jonomerinis cementas (SJC)

SJC yra populiariis dél kariostatinio poveikio. Yra duomeny, kad i§ cemento
iSsiskyre fluoridai stabdo ir periodontita sukelian¢iy bakteriju (Porphyromonas
gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans ir Tannerella forsythia)
prisitvirtinima prie restauracijos pavirSiaus, ju metabolizma ir dauginimasi. (149).
Sios risies cementas gerai prisijungia ir prilimpa prie danties audiniy, ta¢iau dél ju
zemo pH galimas jautrumas pricementavus restauracija ant gyvy danty. [vairiy
tyréju duomenimis, danties jautrumo galimybé po pricementavimo gali biiti nuo 3
proc. iki 34 proc. atveju (150).

Dervinis cementas (DC)

Irodyta, kad DC cementai sukelia uzdegima periodonte, net nesant
cementavimo medziagos pertekliaus (151). DC pertekliaus pasalinamas yra ypac
sudétingas, gamintojai sitilo naudoti cementus su prepolimerizacijos galimybe —
Sviesoje kietéjantis arba dvigubo kietéjimo cementas keleta sekundziy
polimerizuojamas S§viesa ir tuomet cemento perteklius paSalinamas lengviau.
Cementavimo metu galimas deguonies inhibicinis poveikis derviniams cementams,
todél po cemento pertekliaus paSalinimo naudojamas apsauginis gelis, kuris
tepamas ant restauracijos danties ribos.

Cemento pertekliaus pasalinimas, kai vainikélis tvirtinamas ant implanto

Be klinikiniy metody, cementavimo medziagos likuciai gali baiti nustatomi
rentgenologiskai ar taikant optinés koherencinés tomografijos metoda (152).
Norint, kad rentgenologiskai biuity lengviau nustatyti cemento pertekliy prie
implanto, cementas turi buti pakankamai rentgenokontrastiskas (153). Taciau
rentgeno kontrolé ne visada yra patikimas metodas cementy liku¢iams nustatyti
(105, 154).

Nustatyta, kad cemento pertekliaus pasalinimo metodai (mikroSepetéliu,
Sepetéliu, zondu, skalpelio gelezte) buvo maziau svarbiis nei pavirSiaus poliravimas
po pertekliaus paSalinimo (155).
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Cementuojant vainikélius (ar tiltus) ant implanty nerekomenduojama naudoti
derviniy cementy dél to, kad Siuos cementus sunku pamatyti tiek kliniskai, tiek
rentgenologiskai. YpaC¢ sunku pasalinti cemento pertekliy esant podanteninei
vainikélio kraSto lokalizacijai ir iSreik§tam vainikélio konttrui (angl. undecut) (86,
93, 105, 156). Nepriklausomai nuo cementavimo medziagos pertekliui paSalinti
naudojamo instrumento ar metodikos, paprastai randami pastebimi implanto
atramos jbrézimai ir lik¢ cemento likuciai (156, 157).

Suformuluotos Sios protezy ant implanty cementavimo taisyklés (E. Vindasiiité-
Narbuté) (105):

o Cementuojant vainikéli, cementavimo linija turéty biiti matoma, kad bty
galima tinkamai pasalinti cemento likucius. Tam naudojamos individualios
implanty atramos.

e Rentgenologinis cemento liku¢iy vertinimas neturéty biiti laikomas visiskai
patikimu metodu, jei cementavimo linija yra periodonto vageléje/kiSenéje.

e Jei tik imanoma, siekti, kad sutapty cementavimo krasto ir iSoriné vainikélio
linijos (93) .

Nustatyta, kad po cementavimo po dantenomis liekan¢io cemento kiekis
priklauso nuo cemento riisies, vainikélio tipo, danties pavirSiaus morfologijos, bet
ne nuo cemento likuciy Salinimo metodo (158, 159).

Taigi, danteny vagelé po cementavimo turi buti atidziai patikrinta ir gerai
iSplauta vandens ir oro srove. Pacientai, turintys fiksuoty restauracijy, profilaktiskai
apsilankyti pas gydytoja ortopeda ar periodontologa turéty kas 6 ménesius. Retesni
vizitai padidina éduonies ar periodonto ligos atsiradimo ir progresavimo rizika
(84). Profilaktiniy patikrinimy daznumas, ypac¢ pacientams, sergantiems periodonto
ligomis, turi biti koordinuojamas protezuojanéio gydytojo ir gydytojo
periodontologo (160).

1.7. Cementavimo medZziagy parinkimas

Parenkant cementavimo medziaga reikia jvertinti cementy fizines (mechanines)
savybes, biosuderinamuma ir klinikinés situacijos ypatumus. Apibendrintos
cemento parinkimo rekomendacijos pateiktos 1 pav. schemoje (2, 3, 12, 18, 28, 33,
140, 161).
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Sav. ésd. DC

CFC
SJC
DMSIC
DC

Pavienis vainikélis ar nedidelis DFP / néra
danty jautrumo / gera retencija

<
<
<
<
<

Pavienis vainikélis ar nedidelis DFP / yra

danty jautrumas / gera retencija X X X
Pavienis vainikélis ar nedidelis DFP / néra X v v v
danty jautrumo / bloga retencija
Pavienis vainikélis ar nedidelis DFP / yra X X X
danty jautrumas / bloga retencija
Didelés apimties DFP/néra danty v Y
jautrumo/gera retencija
Didelés apimties DFP / yra danty jautrumas /

. X X X
gera retencija
Didelés apimties DFP / néra danty jautrumo /
o - ! X X X

oga retenclja
Keramikos protezai X X X v
Protezai ant implanty N4
Danty atstatymas: (1) KK] v v
(2) sp X X v
Cirkonio keramikos protezai X v
v — labiausiai tinkamas, -/ — tinkamas, X — nerekomenduojamas.

CFC - cinko fosfatinis cementas, SJC — stiklo jonomerinis cementas, DMSJC — derva
modifikuotas stiklo jonomerinis cementas ,DC — dervinis cementas.
DFP — dalinis fiksuotas protezas, KKI — kaistinis kultinis jklotas, SP — stiklo pluosto kaistis.

1 pav. Cementavimo medziagy parinkimas
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
2.1 Cementavimo medziagy déveéjimasis

Tyrimas buvo atliktas Siaurés aliy odontologiniy medziagy tyrimo institute
NIOM (Nordic Institute of Dental Materials, Oslas, Norvegija). Tyrimui buvo
pasirinktos penkios skirtingos cementy raSys. Kiekvienos riSies cementas
pristatytas 1 lenteléje.

1 lentelé. Dévéjimosi tyrime testuoti danty protezy cementai

Produkto
Cemento rasis Cemento kodas pavadinimas Gamintojas
DeTrey®Zinc Crown
Cinko fosfatinis & Bridge Fixodont ® Dentsply
cementas CFC Plus De Trey GmbH
Stiklo
jonomerinis
cementas SJC GC Fuji I GC Corporation
Derva
modifikuotas
stiklo jonomerinis
cementas DMSIJC GC Fuji Plus GC Corporation
Kompomerinis Dentsply
cementas KC Dyract®Cem De Trey GmbH
Dervinis
cementas DC Panavia®21 Kuraray Co, Ltd.

Toliau tekste cementavimo medziagai apibiidinti bus nurodomas tik cemento
kodas.

Tyrime naudotas danty valymo dévéjimosi modelis in vitro, imituojantis triju
pavirSiy déveéjimasi, vykstanti burnoje danty valymo metu. RuoSiniai buvo
testuojami automatiniame danty valymo jrenginyje, toks pagal standarting
metodika naudojamas danty pasty abrazyvumo tyrimuose (162).
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2.1.1. Eksperimentiniai ruoSiniai

Eksperimentinis ruosinys, imituojantis vainikélio krasto peré¢jima i dantj, buvo
pagamintas restauracing medziaga (paladzio-sidabro lydinio  plokstelg)
cementuojant prie dentino blokeliy. Dentino blokeliai (~ 15 x 5 x 3 mm) buvo
iSpjauti i§ sveiky priekiniy raguociy danty rotuojanciu deimantiniu disku (Accutom,
Struers, Danija) gausiai auSinant vandeniu ir nugludinti §lifavimo bei poliravimo
popieriumi (Waterproof Silicon Carbide Paper, Struers, Danija. Griudeliy dydis
500). Dentino pavirsiaus lygumas buvo patikrintas profiliniu projektoriumi (6C-2,
Nikon, Nippon-Kogaku, Japonija). Ruosiniy gaminimui buvo naudojami blokeliai,
turintys plokscia lygia dentino sienelg. Paladzio-sidabro lydinio plokstele (Will-
Ceram® W-1, Williams®, Tvoclar Siaurés Amerika, Niujorkas, JAV), naudojama
metalo keramikos vainikéliy gamybai, buvo naudojama kaip danty protezas.
Standartiné lydinio plokstele (13x5x1 mm) buvo nulyginta ir nupoliruota drégnu
Slifavimo bei poliravimo popieriumi (Waterproof Silicon Carbide Paper, Struers,
Danija. Grudeliy dydis 500). Metalo pavirsiaus lygumas taip pat buvo patikrintas
profiliniu projektoriumi (6C-2, Nikon, Nippon-Kogaku, Japonija). Paruostos metalo
plokstelés buvo pricementuotos prie dentino blokeliu.

Cementavimo medziagos buvo dozuojamos ir maiSomos pagal gamintoju
rekomendacijas. Siekiant uztikrinti tiksly rekomenduojama milteliy ir skys¢io
santyki, milteliai buvo sveriami kiekvienai maiSymo porcijai. Cementai buvo
maiSomi ranka.

Protezo tikslumo itakai cementy dévéjimuisi jvertinti imituoti skirtingi cementu
uzpildyto tarpo dydziai — 100 pm ir 250 pm. Siekiant uztikrinti tiksly cemento
sluoksnio storj, cementuojant metalo plokstele prie dentino pavirsiaus kaip tarpinés
buvo panaudotos 100 um ir 250 um skersmens vielutés (2 pav., A.). Cemento

2 pav. Ruosinio paruosimas: A — 1 etapas, B — 2 etapas (P — pjuvis).
M — metalo plokstelé, C — cementas, D — dentinas, V — viela (@ 100/250 pum)
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3 pav. Ruosinio struktiira:
M — metalo plokstelé, C — cementas, D — dentinas, V — viela (@ 100/250 pum)

kietéjimo metu ant metalinés plokstelés buvo uzdétas 2 kg svoris. Sukietéjus
cementui, dentino-cemento-metalo blokelis dvi valandas laikytas 37°C
temperatiros distiliuotame vandenyje. Po to blokelis buvo panardintas i Saltos
polimerizacijos epoksidinj plastika (Epofix, Struers, Danija) (2 pav., B). Plastikui
sukietéjus, blokelis deimantiniu disku supjaustytas i kelias dalis. Tokiu biidu buvo
gauti eksperimentiniai ruosiniai dévejimosi testui atlikti (3 pav.).

Kiekvieno ruo$inio pavirSius nugludintas palaipsniui drégnai Slifuojant vis
$velnesniu §lifavimo ir poliravimo popieriumi (griadeliy dydis 500, 1 000 ir 4 000).
PavirSiaus lygumas patikrintas optiniu mikroskopu. Cemento sluoksnio storis,
rodantis krastini vainikélio tiksluma, padidinus 50 karty profiliniu projektoriumi,
buvo tikrinamas kiekvieno ruoSinio trijuose taskuose (kiekviename gale ir per
vidurj). Tolesniam tyrimui buvo atrinkti tik tie ruoSiniai, kuriy cemento sluoksnio
storis buvo 100 £ 25 pm ir 250 + 25 pm ribose. Atrinkta 60 tikslumo reikalavimus
atitinkanc¢iy ruosSiniy (po 12 kiekvienam cementui, po 6 kiekvieno storio cemento
sluoksnio). Prie§ testavimg ruoSiniai dvi savaites laikyti 37 °C distiliuotame
vandenyje. Prie§ atliekant dévéjimosi testa, dalis ruosinio pavirSiaus i§ abiejy pusiy

—_—

peamen wrface exposed to brushang

Dentime covered Metal plate covered
with tpe Cerment with bpe

4 pav. A - testavimo zonos paruosimas (ruosinio Sonai padengti adhezine juostele).
B — ruosinio fragmento atspaudas.
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padengta plona adhezine juostele taip, kad nepadengtas ruoSinio pavirsius, t. y. 2-3
mm plo¢io ruoSinio fragmentas, susidedantis i§ metalo, cemento sluoksnio ir
dentino, biity apribotas nesidévin¢ia medziaga ir biity lengvai matomas dévéjimosi
efektas (4 pav.).

2.1.2. Dévéjimosi testas

Ruosiniai buvo testuojami automatiniame danty valymo jrenginyje naudojant
standartizuota danty pasta (162) ir vidutinio kietumo lygios Sereliy formos danty
Sepetélius (Jordan*Classic, Jordan). Sepetéliy Sereliy skersmuo — ~ 200 pm,
Sereliy galai — uzapvalinti. Sepetéliai buvo keiiami po trijy ruosiniy testavimo,
t.y. kiekvienoje eksperimentinéje SeSiy ruoSiniy grupéje kiekvienam atskiram
cementui ir tarpo dydziui, du ruoSiniai buvo testuojami nauju Sepetéliu, du —
Sepetéliu, naudotu antra karta, ir du ruoSiniai trecia karta naudotu Sepetéliu. Danty
pastos ir vandens misinys (25g/40 ml) kiekvienam ruoSiniui buvo keic¢iamas nauju.
Danty Sepetélis, tolygiai liesdamas ruoSinio pavirSiy judéjo pirmyn atgal
lygiagreciai cemento sluoksniui 150 judesiy/min. greic¢iu. Valymo ciklas truko dvi
valandas. Danty Sepetelio Sereliy skenuojamojo elektroninio mikroskopo (SEM)
nuotraukos prie$ valymo cikla ir po jo matyti 5 paveiksle.

Misy skaiCiavimais, remiantis vidutine danty valymo trukme — 60 sek.,
daznumu bei intensyvumu — 2 x diena, 4—6 bruksteléjimai/sek. (163), vidutiniu 30
mm danty Sepetélio galvutés dydziu bei vidutiniu valymo plotu (164),
eksperimente naudotos dvi nepertraukiamos valymo valandos gali atitikti 3,5 mety
iprastinio danty valymo burnoje.

5 pav. Danty Sepetelio Sereliai pries (1) ir po (2) valymo ciklo (SEM)
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2.1.3. Déve¢jimosi matavimai

Po testavimo danty valymo irenginyje, nuémus adhezing juostelg, nuo ruosinio
pavirSiaus elastine atspaudine mase (Permadyne Garant 2:1, ESPE, Seefeld,
Vokietija) nuimtas atspaudas (165), kuris toliau buvo analizuojamas
skenuojamuoju elektroniniu mikroskopu (SEM) (Philips XL 30, Philips Electron
Optics, Eindhovenas, Nyderlandai). Kiekvieno ruosinio 2-3 mm plocio atspaudo
fragmentai buvo padengti 20 nm aukso paladzio lydinio sluoksniu (SCD 050
Sputter Coater, Balzers AG, Balzeris, Lichtensteinas) tolesnei analizei SEM.

Bandomojo eksperimento duomenys parodé, kad cementas atskirose tarpo
vietose dévéjosi skirtingai. Todél cemento dévéjimasis buvo matuojamas trijuose
skirtinguose taskuose: metalo ir cemento riboje (matavimo taskas A), cemento
sluoksnio viduryje (matavimo taskas B) ir cemento ir dentino riboje (matavimo
taskas C) (6 pav.). Cemento dévéjimasis, t. y. cemento iStrupéjimas pum, matuotas
trijuose minétuose taskuose (A, B ir C) plok§tumoje, statmenoje nesidévincio
metalo plokstelés pavirSiui. Visi matavimai atlikti vieno tyréjo mikroskopu
padidinus 300 karty. SEM vaizdai, reprezentuojantys skirtingy cementy
dévéjimasi, buvo nufotografuoti.

\.g
3 ( ¢iment

Metal plate

Réterericedine

6 pav. Cemento dévéjimasis po valymo ciklo matavimo taskuose
A — metalo/cemento riboje; B — cemento viduryje; C — cemento/dentino riboje
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Cementavimo medziagy biosuderinamumo  tyrimai buvo  atlieckami
bendradarbiaujant su Vilniaus universiteto Biochemijos instituto Biologiniy
modeliy skyriumi ir Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Inovatyvios medicinos
centru. Cementavimo medziagy biosuderinamumui ivertinti buvo atlikti tyrimai,
imituojantys ir tiesiogini, ir netiesioginj periodonto lasteliy santyki su tiriamaisiais
cementais. CitotoksiSkumo tyrimams buvo pasirinktas in vitro lasteliu kultiros
metodas, panaudojant zmogaus danteny fibroblastus (ZDF) (166-169). Tyrimui
atlikti gautas Vilniaus universiteto Biomedicininiy tyrimy Etikos komiteto leidimas
(Nr. 158200-11-116-28).

Pirmiausia buvo tiriamas kiety cementavimo medziagy poveikis ZDF, po to —
$iy cementy ekstrakty poveikis lasteliy gyvybingumui ir Ziities pobiidziui.

2.2. Tyrimai naudojant kietas cementavimo medZiagas

2.2.1. Cementy pavyzdziy paruoSimas

Biosuderinamumo tyrimuose buvo testuojamos trys pastoviam danty protezy
cementavimui naudojamos medziagos, priskiriamos trims skirtingoms cementy
risims: Hoffmanno cinko fosfatinis cementas (cinko fosfatiniy cementy (CFC)
grup¢), GC Fuji PLUS derva modifikuotas stiklo jonomerinis cementas (derva
modifikuoty stiklo jonomeriniy cementy (DMSJC) grupé) ir 3M ESPE RelyX
Unicem dervinis cementas (derviniy cementy (DC) grupé) (2 lentel¢). Toliau
tekste, apibiidinant cementavimo medziaga, bus nurodomas tik cemento kodas.

Visos cementavimo medziagos buvo maiSomos pagal gamintojy
rekomendacijas. Hoffmanno CFC, Fuji Plus DMSJC buvo maiSomi ranka, o RelyX
Unicem DC - specialiame automatiniame maiSymo irenginyje. SumaiSyta
cementavimo medziaga ilieta i laboratorinés plokstelés Sulinélius (idubimus). DC
meginiai polimerizuoti odontologine polimerizavimo lempa (3M ESPE Elipar
FreelLight). Lasteliu gyvybingumo tyrimui buvo naudotos 96 Sulinéliy
laboratorinés plokstelés, pH matavimams ir analizei SEM — 24 Sulinéliy ploksteles
(Orange Scientific, Belgija).

Skirtingy cementy citotoksiskumui vertinti pagaminti 144 tiriamieji pavyzdziai.
Vienas i§ tyrimo tikslu buvo ijvertinti, ar sukietéjusiy cementy pavirSiaus
nuplovimas gali turéti jtakos lasteliy iSgyvenamumui, todél pusés — 72 tiriamyju
pavyzdziy — cementy pavirSius buvo nuplautas fiziologiniu tirpalu (20 x 200 pl).
Likusiy 72 pavyzdziy cementai nuplauti nebuvo. Cementy poveikis lasteléms buvo
vertinamas po 1, 6 ir 12 valanduy.
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2 lentelé. Tirtos cementavimo medziagos ir jy cheminé sudétis

Cemento
pavadinimas (kodas) Gamintojas Cheminé sudétis
Hoffmann
Dental
Hoffmann cinko Manufactur,
fosfatinis cementas Berlynas, Milteliai: cinko oksidas, magnio oksidas.
(CFO)* Vokietija Skystis: ortofosforo riigstis.
Kondicionierius: citriny ragstis,
distiliuotas vanduo, gelezies chloridas,
maistiniai dazai.
Milteliai: fluoro aliuminio silikatas
GC Fuji PLUS derva GC (amorfinis).
modifikuotas stiklo CORPORATIO  Skystis: 2 hidroksietilmetakrilatas,
jonomerinis cementas N, Tokijas, distiliuotas vanduo, poliakrilo riigstis,
(DMSJC)** Japonija uretano dimetakrilatas.
Milteliai: $arminiai, silanuoti uzpildai,
polimerizacijos iniciatoriai, pigmentai.
RelyX Unicem 3M ESPE, Sent Skystis: metakrilato monomerai, turintys
dervinis cementas Polas, Minesota,  fosforo riigsties, polimerizacijos
(DC)*** JAV iniciatoriai ir stabilizatoriai.

* Produkto informacija.
** GC Materials Safety Data List: http://www.gcamerica.com/downloads/sds/index.php

*#* Technical Product Profile RelyX Unicem: RelyX Unicem TPP_EBU _final.pdf

2.2.2 Lasteliy kultiiros paruoSimas

Zmogaus danteny fibroblastai (ZDF) buvo i$skirti i§ danteny biopsinés
medziagos, paimtos i$ sveikos moters taikant eksplanto metoda (170). Danteny
gabalélis (24 mm’) transportavimui jdétas | mitybing terpe (DMEM,
Invitrogen/Life Technologies, JAV), papildyta fetaliniu verSelio serumu (FVS), 250
U/ml penicilinu, 0,25 mg/ml streptomicinu ir 200 U/ml nistatinu. Danteny gabalélis
steriliai susmulkintas, perfiltruotas per nailono filtra ir augimui jdétas i Iskove
DMEM mitybing terpg, papildyta 10 proc. FVS bei antibiotikais, inkubuotas 37° C,
5 proc. CO, atmosferoje termostate. ISaugusiy danteny fibroblasty lastelés
padaugintos persé€jimo biidu. Eksperimentui buvo naudojamos 6 — 10 generacijos
fibroblasty lastelés.
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2.2.3. Testavimo salygos

Cementavimo medziagos buvo testuojamos dvejomis skirtingomis salygomis —
nuplovus cemento pavirSiy (pirma salyga) ir nenuplovus (antra salyga). Cemento
pavirSiams plauti buvo naudotas fiziologinis tirpalas. Taigi, nuplauty cementy
grupgje, prie§ uzséjant fibroblastus, cementy pavirSius buvo gausiai nuplautas
fiziologiniu tirpalu (pirma testavimo salyga), o neplauty cementy grupéje
fibroblastai buvo uzséti ant neplauty cementy pavirsiy (antra testavimo salyga).

2.2.4. CitotoksiSkumo tyrimai
2.2.4.1. Lasteliy gyvybingumo ivertinimas MTT metodu

PrieS uzséjant lasteliy kultiira, laboratorinés Iasteliy auginimo plokstelés su
cementais 15 min. buvo sterilizuojamos ultravioletine Sviesa. 100 ml paruostos
7mogaus danteny fibroblasty (ZDF) suspensijos (6-7x10* last./ml) buvo uZsétos
ant cementy pavirSiy. Lastelés inkubuotos vienai, SeSioms ir 12 val. Kontrolinéje
grupéje ZDF buvo uzséti | Sulinélius be cemento.

Toksinis cementy poveikis buvo vertinamas panaudojant tetrazolio druska MTT
(3-(4,5-dimetiltiazolio-2-il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas) (MTT; SigmaAldrich
Inc., JAV) tiesioginio kontakto metodika pagal tarptautini standarta (ISO-10993-
5:1999) (171). MTT testas priklauso lastelés funkcijy tyrimo metody grupei ir yra
paremtas gyvybinguy lasteliy mitochondriju sukcinato dehidrogenazés (SDH)
pajégumu vandenyje tirpia geltonos spalvos metiltiazolio tetrazolio druska skaidyti
1 netirpu mélynos spalvos formazang. SDH aktyvumas parodo lasteliu
mitochondrijy funkcija. Susidargs formazano nuosédy kiekis yra tiesiogiai
proporcingas lasteliy gyvybingumui. Gyvybingy lasteliy kiekis eksperimente buvo
nustatomas po 1-os, 6-iy ir 12 val. Po inkubacijos, nuosédos tirpinamos ir gauto
spalvoto tirpalo optinis tankis (OT) matuojamas spektrofotometru (TECAN Infinite
200 PRO) esant 570 nm bangos ilgiui. Optinio tankio duomenis cemento aplinkoje
adaptavus pagal kontrole (ruoSiniai be cementy) buvo apskaiciuotas lasteliy
isgyvenamumo rodiklis (LIR%). LIR% — tai cemento aplinkoje iSgyvenusiy lasteliy
santykis su kontrolinio ruoSinio Iasteliy kiekiu, iSreikStas procentais (LIR% =
OT cemento/ O Tkontrotes X 100) Taigi, LIR% parodo lasteliy iSgyvenamuma tiriamojo
cemento aplinkoje, adaptavus ji pagal kontrolg, t. y. lasteliy iSgyvenamuma
aplinkoje be cemento. Didesné LIR% reikSmé reiskia didesni lasteliy
iSgyvenamuma, vadinasi ir mazesn] citotoksiSkuma (172). Lasteliy i§gyvenamumo
rodiklis (LIR%) buvo apskaiciuotas kiekvienam cementui ir kiekvienam stebéjimo
laikui (po 1, 6 ir 12 val.) nuplauty ir nenuplauty cementy grupése.
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2.2.4.2. Lasteliy gyvybingumo jvertinimas dazymo metodu

Lasteliy gyvybingumas taip pat buvo jvertintas dazymo metodu. 100 ul ZDF
lasteliy suspensijos buvo paskirstyta ant cementy pavirsiy 96-iy Sulinéliy lasteliy
auginimo ploksteléje. Po 1, 6 ir 12 wval., Iasteliy monosluoksnis buvo atskirtas
tripsino/EDTA  (Life Technologies Corp., JAV) misiniu (1:9), suspensija
centrifuguota ir gautos lastelés patalpintos { augimo terpg (25 pl). Po to, 2 ul
akridino oranzo (AO) ir etidzio bromido (EB) (Life Technologies Corp., JAV) dazy
misinio (100 pg/ul kiekvieno dazo istirpdyto fiziologiniame tirpale ir sumaiSyto
lygiomis dalimis) buvo idéta i 10 ul testuojamos lasteliy suspensijos ruosini.
Akridino oranzas (AO) prasiskverbia pro lastelés sieneles ir jungiasi su DNR bei
RNR. AO susijungus su DNR, gyvybingy lasteliy branduoliai igauna
fluorescuojancia zalig taisyklingos apvalios formos struktiira. Etidzio bromidui
(EB) prisijungus prie DNR, matoma fluorescuojanti raudonai oranzin¢ spalva. EB
nedazo gyvybingy lasteliy, todél jis identifikuoja lasteles, kuriy membranos
pralaidumas yra pazeistas. Taigi $iy dvieju dazy kombinacija padeda identifikuoti
gyvybingas lasteles (zalia spalva) ir Zuvusias, t. y. nekrozines ar apoptozines
lasteles (oranziné spalva) (173). Vaizdai analizuoti inversiniu $viesiniu mikroskopu
(Eclipse TS100, Nikon, Japonija) ir nufotografuoti.

2.2.4.3. Lasteliy morfologijos ivertinimas SEM

Danteny fibroblasty lastelés (6—7 x 104 lasteliy/ml) buvo patalpintos | 24
Sulinéliy laboratorinés lasteliy auginimo plokstelés Sulinélius ant cementy
pavir$iaus. Sulinéliai su fibroblastais, bet be cemento dugne, buvo naudojami kaip
kontroliniai méginiai. Po 6 valandy inkubacijos pavyzdziai buvo paruosti analizei
SEM (Hitachi, TM-1000). Augimo terpé pasalinta ir Sulinéliai skubiai pripildyti
fiksatoriaus (2,5 proc. glutaraldehido) vandeniniu tirpalu (Sigma-Aldrich Inc.,
JAV). Pavyzdziai inkubuoti kambario temperatiiroje 60 min., po to 15 min. skalauti
distiliuotu vandeniu. Toliau 60 min. pavyzdziai buvo fiksuoti OsO,4 (Sigma-Aldrich
Inc., JAV), tris kartus po 15 min. skalauti distiliuotu vandeniu ir dehidratuoti
etanoliu (pradedant 25 proc. tirpalu, véliau 50 proc. ir 75 proc. po 10 min. ir 2 val
96 proc. etanolio tirpalu). Paskiausiai, pavyzdziai iSdziovinti kritinio tasko
drékintuve (K850, Quorum Technologies), padengti 20 nm aukso sluoksniu
naudojant purSkiamaji padengikli (Q150R, Quorum Technologies) ir analizuoti
SEM.
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2.2.4.4 Cementy riig§tingumo ivertinimas

Cementy pavirSiaus rugstingumo pokyc¢iams jvertinti sukietéjusiy cementy,
nenuplauty ir nuplauty, pavirSiaus pH matavimai buvo atlickami pH matavimo
aparatu (Knick 766, Calimatic, Vokietija) po 1-os, 3-ju, 6-iy, 12, 24 ir 48 valandy.

pH matavimams cementai buvo patalpinti { 24-iy Sulinéliy laboratorines
ploksteles. Kiekvieno cemento pavirSius buvo uzlietas 500 ul lasteliy augimo terpe
(Iskove modifikuota Dulbeko mitybiné terpé, IDMEM; SigmaAldrich Inc., JAV).

2.3. Tyrimai su cementavimo medziagy ekstraktais

Siuose tyrimuose buvo testuojamos tos pacios cementavimo medziagos, kaip ir
ankstesniuose eksperimentuose (2 lentelé¢), tik buvo naudojami Siy cementy
ekstraktai. Buvo testuojami dviejy koncentracijy, 100 proc. ir 50 proc., cementy
ekstraktai.

2.3.1. Cementy ekstrakty paruosimas

Tiriamieji cementai, paruosti detaliai laikantis gamintoju instrukcijy, buvo
patalpinti { 12 Sulinéliy lasteliy auginimo ploksteles (Orange Scientific, Bren 1’ Ale,
Belgija). Cementai buvo sterilizuojami ultravioletine $viesa 1 val. Tada | kiekviena
Sulinéli su cementu buvo patalpinta 3 ml Igsteliy kultiiry mitybinés terpés (1 g/L
gliukozés DME papildyta 10 proc. FVS, 100 U/ml penicilinu, 100 ug/ml
streptomicinu ir 2 mM L-gliutaminu) (Biochrom, Berlynas, Vokietija) ir inkubuota
drégnoje 37 °C 5 proc. CO, atmosferoje termostate 1 val. Po inkubacijos, ekstraktai
buvo surinkti ir filtruojami pro 0,2 um pory dydzio filtra (Sarstedt, Niumbrechtas,
Vokietija). CitotoksiSkumo tyrimams buvo naudojami 100 proc. ir 50 proc.
ckstraktai, atskiesti lasteliy mitybine terpe.

2.3.2. Lasteliy kulttiros paruoSimas

Lasteliy kultiira tyrimams su cementy ekstraktais buvo ruoSiama panasiai kaip ir
testuojant kietas cementavimo medziagas.

Pirminiai >mogaus danteny fibroblastai (ZDF) buvo gauti i§ sveiko danteny
audinio taikant eksplanto metoda. Naudojantis chirurgine mentele, danteny audinys
buvo atskirtas nuo danteny epitelio, padalytas i tris (3—4 mm’ dydzio) dalis, kuriy
kiekviena patalpinta { 35 mm skersmens lasteliy auginimo lékstele su ankséiau
aprasSyta lasteliy mitybine terpe. Lastelés kultivuojamos drégnoje 5 proc. CO,
atmosferoje, 37 °C termostate, terpg keiCiant du kartus per savaitg. Perséjant,
lastelés buvo tris kartus plaunamos fosfatiniu buferiu (PBS, Sigma Aldrich),
atskirtos nuo kultivavimo pavirSiaus 0,25 proc. tripsino/l mM EDTA tirpalu
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(Gibco, Life technologies), suspenduojamos su Sviezia lasteliy kultiry mitybine
terpe ir patalpinamos i lasteléms auginti skirtus plastikinius indus. Tolesniems
eksperimentams buvo naudojami 4-o0, 5-o ir 6-0 pasazo ZDF.

2.3.3. Lasteliy metaboliniy poky¢iy jvertinimas

Siam eksperimentui mogaus danteny fibroblastai (ZDF) buvo paséti { 96-iy
Sulinéliy lasteliy auginimo laboratoring plokstele (Orange Scientific) (2 x 10°
last./Sul. tankumu) ir inkubuoti 72 val. 37°C drékinamoje aplinkoje, turincioje 5
proc. CO,. Po to vietoj mitybinés terpés i kiekviena Sulinéli su lastelémis ipilta po
200 ul skirtingy cementy ekstrakty. Eksperimente naudoti dvieju koncentracijy —
100 proc. ir 50 proc. — cementy ekstraktai. Lasteliy kultira be cementy ekstrakty
naudojama kaip kontrolé. Kontroliniuose Sulinéliuose lasteliy kultiiry mitybiné
terpé atitinkamai buvo pakeista tokia pat Sviezia terpe.

Cementy ekstrakty citotoksiSkumas nustatytas PrestoBlue lasteliy gyvybingumo
reagentu (Life Technologies), laikantis gamintojo protokolo. Fluorescencija buvo
ivertinta Fluoroskan Ascent FL mikroploksteliy skaitytuvu (Termo Labsystems,
Franklinas, Masacisetsas) (suzadinimas esant 544 nm bangos ilgiui, emisija — esant
620 nm bangos ilgiu). Fluorescencijos intensyvumas matuojamas po 1, 6, 12 ir 24
val. inkubacijos su skirtingy cementy ekstraktais.

Rezultatai pateikti atlikus du nepriklausomus eksperimentus.

2.3.4. Lasteliy Zities biido jvertinimas

Tiesioginiam lasteliy stebéjimui (TLS) konfokaliniu mikroskopu, ZDF buvo
uzséti | 24-iy Sulinéliy lasteliy auginimo laboratorines ploksteles (Greiner Bio-One,
Frikenhauzenas, Vokietija) 10* Iast./$ul. tankumu ir. auginti 37°C temperatiiroje, 5
proc. CO, termostate. Po 72 val terpé i§ Sulinéliy nusiurbta ir | kiekviena Sulinélj
ipilta po 600 pl 100 proc. arba 50 proc. tiriamyju cementy ekstrakto.
Kontroliniuose Sulinéliuose lasteliy kultiry mitybiné terpé buvo pakeista ne
cementy ekstraktais, o tokiu pat kiekiu Sviezios mitybinés terpés.

Lasteliy apoptozé ir membranos vientisumo pokyc¢iai buvo tiesiogiai stebimi
konfokaliniu mikroskopu naudojant apoptozés detekcijos rinkini CellEventTM
Caspase-3/7 Green (Life technologies) ir 7-amino-aktinomicing D (7-AAD) (BD
Bioscience, San Chozé, Kalifornija). CellEventTM Caspase-3/7 Green detekcijos
reagentas yra aktyvuoty kaspaziy-3/7 fluorogeninis substratas, indukuojantis
apoptoze. Maksimali Sio dazo fluorescencijos emisija yra mazdaug ties 520 nm
bangos ilgiu. 7-AAD patenka i lastelés vidy per pazeista membrana, isiterpia tarp
dvigubos DNR grandinés ir pasiekia maksimalig fluorescencijos emisija ties 647
nm bangos ilgiu. CellEventTM Caspase-3/7 Green apoptozés detekcijos reagento
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(koncentracija parinkta pagal gamintojo nurodymus) ir 7-AAD (galutiné
koncentracija 250 ng/ml) buvo pridéta i lasteliy kultiiras i8 karto, kai tik ant ju buvo
uzpilti tiriamyjy cementy ekstraktai. Taip lastelés buvo inkubuojamos 30 min. ir i$
karto analizuojamos mikroskopu. Tiesioginis gyvy lasteliy steb¢jimas buvo atliktas
Leica SP8 (Leica Microsystems) konfokaliniu mikroskopu. Lasteliy stebéjimas
truko 24 val., fotografuojant kas 10 min.

Fluorescencinés nuotraukos i$ tiesioginio lasteliy steb¢jimo buvo analizuojamos
ImageMaster 2D Platinum 7.0 programine jranga. Fluorescuojancios apoptozés
btudu zuvusios lastelés ir 7-AAD-teigiamos nekrozés bidu zuvusios lastelés buvo
aptinkamos kaip taskai, naudojant /mageMaster algoritma.

Skirtingy tiriamyju cementy citotoksinis poveikis pateiktas grafiskai, palyginant
apoptozés arba nekrozés biidu Zuvusias lasteles su kontroline grupe. Siuo tyrimu
buvo aiskinamas pirminis lasteliy ziities btidas.

2.4. Statistiné analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlikta IBM SPSS 25.0 programa (Statistical
Package for Social Sciences for Windows, Cikaga, Ilinojus, JAV). Visoms
statistinéms analizéms pasirinktas reikSmingumo lygmuo o = 0,05. Priklausomyju
kintamyjy normalumo prielaida tikrinta naudojant Kolmogorovo ir Smirnovo
(Kolmogorov—Smirnov) bei Sapiro ir Viko (Shapiro—Wik) testus. Si prielaida buvo
laikoma patenkinta, jei Siy testy p > 0,050. Lyginant dvi ar daugiau grupiy, buvo
patikrinta dispersiju lygybé. Buvo laikoma, kad dispersiju lygybés prielaida
tenkinama, jeigu Levene'o testo p > 0,050.

Dvieju nepriklausomy grupiy vidurkiams palyginti (pvz., palyginti cemento
dévéjimasi 100 um ir 250 um tarpuose) buvo naudotas parametrinis Stjudento t
testas arba neparametrinis Mano ir Vitnio (Mann—Whitney) testas. Dviejuy
priklausomy grupiu duomenims palyginti naudotas Stjudento kriterijus
priklausomoms imtims.

Daugiau nei dviems grupéms palyginti (pvz., palyginti skirtingy cementy
dévéjimuisi) buvo naudotas parametrinis testas — vienfaktoriné dispersné analizé
ANOVA ir post hoc Bonferonio (Bonferroni) kriterijus arba neparametrinis
Kruskalo ir Voliso (Kruskal-Wallis) testas. Jeigu dispersiju lygybés prielaida
nebuvo tenkinama, papildomai buvo naudotas VelSo (Welsh) kriterijus. Daugiau
nei dviejy priklausomy grupiy duomenims palyginti (dévéjimosi skirtumams tarp
trijy matavimo tasky: metalo/cemento riboje, cemento viduryje ir cemento/dentino
riboje) naudota blokuoty duomeny ANOVA ir post hoc Tjukio kriterijus.

Tiesin¢ daugelio kintamujy regresija (angl. linear multiple regression) buvo
taikyta istirti keliy nepriklausomyjy kintamuyjy itaka priklausomojo kintamojo
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prognozavimui. Prognostiniy kintamuyju nepriklausomos itakos prielaida
priklausomajam kintamajam buvo patikrinta multikolinearumo diagnostika. Si
priclaida buvo patenkinta, jei tolerancijos koeficiento reik§més buvo > 0,600 ir
dispersijos maz¢jimo daugiklis buvo < 3.,5.
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3. REZULTATAI

Duomeny analizavimo seka

Pirmiausia bus pristatyti cementy dévéjimosi tyrimo rezultatai, po to —
citotoksiSkumo tyrimy rezultatai. Cementavimo medziagy biosuderinamumas buvo
vertintas analizuojant visy atlikty tyrimy, naudojant kietas cementavimo medziagas
ir cementy ekstraktus, rezultatus.

Kiety cementavimo medziagy citotoksiSkumo vertinimai:

e cementy poveikis lasteliu  gyvybingumui, iSreikStas lasteliy
iSgyvenamumo rodikliu (LIR%);

¢ morfologiniai lasteliy pakitimai;

e cementy ragstingumas (pH).

Cementy ekstrakty citotoksiSkumo vertinimai:

e cementy ekstrakty poveikis Iasteliy metaboliniam aktyvumui;

e morfologiniai lasteliy pakitimai;

e lasteliy zities buido vertinimas.

3.1. Cementavimo medziagy dévéjimasis
ir jo priklausomybé nuo cemento sluoksnio dydzio

Pirmiausia buvo lyginamas kiekvieno cemento dévéjimasis 100 pm ir 250 um
tarpuose (3 lentel¢). Toliau nagringjamas kiekvieno cemento dévéjimasis
skirtinguose matavimo taskuose (3 lentelé).

3.1.1. Cementy déveéjimasis 100 pm ir 250 pm tarpuose

Trecioje lentelgje stulpeliuose iSdéstyti rezultatai rodo cementy dévejimasi
skirtinguose tarpuose. Cinko fosfatinis cementas (CFC) metalo/cemento riboje
(matavimo taske A) dévéjosi panaSiai 100 um ir 250 pum tarpuose (p = 1,000).
Cemento viduryje (matavimo taske B) CFC vidutinis dévéjimasis buvo statistiskai
reik§mingai (p = 0,032) didesnis 100 pm nei 250 pm tarpuose. Cemento/dentino
riboje (matavimo taske C) priesingai — CFC stipriau dévéjosi 250 um nei 100 um
tarpuose, bet $is skirtumas nebuvo statistiskai reikSmingas (p = 0,286).

Stiklo jonomerinio cemento (SJC) dévéjimasis metalo/cemento riboje
(matavimo tasSke A) statistiSkai reikSmingai nesiskyré (p = 0,444) tarp dviejy tarpo
dydziy. Panasi tendencija buvo ir cemento viduryje (matavimo taske B) (p =
0,108). Ties cemento/dentino riba (matavimo taSke C) SJC stipriau dévéjosi
250 pm tarpelyje nei 100 pum tarpelyje, bet Sis skirtumas nebuvo statistiskai
reik§mingas (p = 0,161).
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Derva modifikuotas stiklo jonomerinis cementas (DMSJC) dévéjosi panasSiai
metalo/cemento riboje (matavimo taske A) (p = 0,223) ir cemento tarpo viduryje
(taske B) (p = 0,120). Stipriausiai DMSJC dévéjosi cemento/dentino riboje
(matavimo taske C). Taciau dévejimosi skirtumas tarp dviejy tarpo dydziy Siame
taske (cemento/dentino riboje) nebuvo statistiskai reikSmingas (p = 0,848).

Kompomerinio cemento (KC) statistiskai patikimy déveéjimosi skirtumy tarp
dviejy tarpo dydziy nebuvo né viename matavimo taske.

Dervinio cemento (DC) dévéjimosi tendencijos buvo panasios kaip KC ir
statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp dévéjimosi 100 pm ir 250 pm tarpuose
nebuvo.

3.1.2. Cementy dévéjimasis skirtingose tarpo vietose

Cementy dévéjimosi skirtumus skirtingose cementu uzpildyto tarpo vietose
rodo 3 lenteléje horizontaliai iSdéstyti duomenys.

Cinko fosfatinis cementas (CFC) stipriausiai dévéjosi ties dentinu (matavimo
taske C) ir skirtumai tarp CFC dévéjimosi cemento/dentino riboje ir kituose
matavimo taskuose buvo statistiskai reikSmingi abiejy dydziy tarpuose.

Stiklo jonomerinio cemento (SJC) statistiskai reikSmingu dévéjimosi skirtumuy
100 pum tarpelyje tarp skirtingy matavimo tasky nebuvo, taciau 250 pm tarpelyje
SJC statistiskai reikSmingai stipriau dévéjosi cemento/dentino riboje (matavimo
taske C) (p=0,0006).

Derva modifikuotas stiklo jonomerinis cementas (DMSJC) ir 100 um ir 250 um
tarpuose, statistiSkai reikSmingai stipriau dévéjosi taip pat cemento/dentino riboje
(matavimo taske C).

Kompomerinio cemento (KC) ir dervinio cemento (DC) dévéjimosi tendencijos
taip pat buvo panasios: didziausias medziagos praradimas abieju dydziy tarpuose
uzfiksuotas cemento/dentino riboje (matavimo taske C), skirtumai tarp dévéjimosi
Siame ir kituose matavimo taskuose buvo statistiskai reikSmingi.
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3 lentelé. Testuoty cementy dévéjimasis skirtinguose tarpuose ir trijuose matavimo

taskuose
Cementy Cementy dévéjimasis (um)
rusys# é _ Metalo/ Cemento Cemento
3 E_ cemento viduryje /dentino
e = .. o
8 vidurkis vidurkis (sn)  vidurkis (sn)
(sn)
CFC 100 8 (11) 15 (9) 37(11) A/C 0,001
B/C<0,001
250 18 (8) 54) 50 (26) A/C 0,009
B/C<0,001
p reik§més* 1,000 0,032 0,286
SJC 100 12 (7) 20 (13) 27 (16) Néra skirtumy
250  9(6) 9(8) 48 (30) A/C 0,006
B/C 0,006
p reik§més* 0,444 0,108 0,161
DMSJC 100 74 8 (6) 31 (16) A/C 0,003
B/C 0,004
250 44 3(4) 29 (19) A/C 0,005
B/C 0,004
p reik§més* 0,223 0,120 0,848
KC 100 2(2) 1(2) 21 (15) A/C 0,005
B/C 0,004
250 3(5 0(1) 26 (11) A/C 0,005
B/C 0,004
p reik§més* 0,659 0,300 0,525
DC 100 3(2) 2(2) 22 (12) A/C <0,001
B/C 0,001
250  7(7) 1(2) 19 (11) A/C 0,004
B/C 0,003
p reik§més* 0,208 0,407 0,661

# CFC — cinko fosfatinis cementas, SJC — stiklo jonomerinis cementas, DMSJC — derva
modifikuotas stiklo jonomerinis cementas, KC — kompomerinis cementas, DC — dervinis

cementas.

~ Blokuoty duomeny ANOVA ir post hoc Tjukio kriterijus.
* Stjudento kriterijus nepriklausomoms imtims.
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Duomenys, pateikti 4 lentel¢je, rodo skirtingy cementy dévéjimasi 100 pm
tarpelyje trijuose matavimo tasSkuose. Metalo/cemento riboje (taSke A) stipriausiai
dévéjosi CFC ir SIC; CFC dévé¢jimasis tarp CFC ir DMSJC ( p= 0,038), tarp CFC
ir KC (p = 0,001) ir tarp CFC ir DC (p = 0,003) skyrési statistiSkai reikSmingai.
Cemento viduryje (taske B) tradiciniai — CFC ir SJC — cementai taip pat dévéjosi
stipriausiai. StatistiSkai reikSmingai dévéjimasis skyrési tarp CFC ir KC (p =
0,030), tarp CFC ir DC (p = 0,050), tarp SJC ir KC (p = 0,002) bei tarp SIC ir DC
(p = 0,004). Cemento/dentino riboje (taske C) visi cementai dévéjosi stipriau negu
kituose dviejuose matavimo taSkuose, bet statistiSkai reik§mingy skirtumy tarp
skirtingy cementy dévéjimosi nenustatyta.

4 lentelé. Skirtingy cementy, uzpildan¢iy 100 pwm tarpa, dévéjimasis 3 matavimo taskuose

Cementy Cementy dévéjimasis (um)
rasys# Metalo/cemento Cemento Cemento/ p reik§meés”
riboje (A) viduryje (B) dentino riboje
(C) vidurkis
vidurkis (sn) vidurkis (sn) (sn)
CFC 18 (11) 15(9) 37 (11) <0,001
SJC 12 (7) 20 (13) 27 (16) <0,001
DMSIJC 7(4) 8 (6) 31 (16) <0,001
KC 2(2) 1(2) 21 (15) <0,001
DC 32 2(2) 22 (12) <0,001

p reiksmés* CFC/DMSJC 0,038 CFC/KC 0,030 ReikSmingy

CFC/KC 0,001 CFC/DC 0,050 skirtumy
CFC/DC 0,003 SIC/KC 0,002 nerasta
SJC/DC 0,004

# CFC — cinko fosfatinis cementas, SJC — stiklo jonomerinis cementas, DMSJC — derva
modifikuotas stiklo jonomerinis cementas, KC — kompomerinis cementas, DC — dervinis
cementas.

~ Blokuoty duomeny ANOVA.

* Vienfaktorine ANOVA ir post hoc Bonferonio kriterijus.

Penktoje lenteléje pateikti skirtingu cementy, uzpildan¢iy 250 um tarpa,
dévéjimosi ypatumai trijuose matavimo taskuose. Metalo/cemento riboje (taske A)
buvo nustatyti statistiskai reikSmingi skirtumai tarp CFC ir DMSJC (p = 0,005) bei
tarp CFC ir KC (p = 0,002). Cemento viduryje (taske B) dévéjimasis statistiSkai
reikSmingai skyrési tarp CFC ir KC (p = 0,015) bei tarp SJIC ir DC (p = 0,036).
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Cemento/dentino riboje (taske C) visy cementy dévéjimasis buvo gerokai didesnis
nei kitose dviejose matavimo vietose (taSkuose A ir B), taCiau statistiSkai
reik§mingy skirtumy tarp skirtingy cementy dévéjimosi nebuvo.

5 lentelé. Skirtingy cementy, uzpildan¢iy 250 um tarpa, dévéjimasis 3 matavimo taskuose

Cementy dévéjimasis (um)

Cementy Metalo/ Cemento Cemento/ p reikSmé”
risys# cemento riboje viduryje dentino riboje

(A) (B) ©

vidurkis (sn) vidurkis (sn) vidurkis (sn)
CFC 18 (8) 54) 50 (26) <0,001
SJC 9(6) 9(8) 48 (30) <0,001
DMSIJC 44 34) 29 (19) <0,001
KC 3(5) 0(1) 26 (11) <0,001
DC 7(7) 1(2) 19 (11) <0,001
p reikSmés* CFC/DMSIC CFC/KC 0,015  ReikSmingy

0,005; SJC/DC 0,036 skirtumy nerasta

CFC/KC 0,002.

# CFC — cinko fosfatinis cementas, SJC — stiklo jonomerinis cementas, DMSJC — derva
modifikuotas stiklo jonomerinis cementas, KC — kompomerinis cementas, DC — dervinis
cementas.

~ Blokuoty duomeny ANOVA.

* Vienfaktoriné ANOVA su post hoc Bonferonio kriterijus.

Cementy dévéjimosi skirtumai ir bendros cementy dévéjimosi tendencijos
pateiktos ir staciakampése diagramose. Tokios diagramos paaiskinimas parodytas 7
pav. StaCiakampés diagramos rodo duomeny pasiskirstyma: sta¢iakampio ribos
rodo 50 proc. atvejy, virSutinis staiakampio ,,lsas” rodo maksimalias, apatinis
»usas“ — minimalias tipines vertes. VirSutiniai ir apatiniai apskritimai parodo
labiausiai netipiSkus atvejus, t. y. tokius, kuriy vertés nutolusios iki 3 standartiniy
nuokrypiy nuo vidurinés vertes.

Cementy dévéjimosi ypatumai skirtinguose matavimo taSkuose pateikti
statiakampése diagramose (8 A, B, C pav.) 8§ A pav. matome, kad cementai
metalo/cemento riboje mazéjimo tvarka dévéjosi taip: CFC — SIC — DMSJC —»
DC — KC. Didziausia dévéjimosi ivairové buvo stebima tarpuose, uzpildytuose
CFC ir SJC. Palyging staciakampes diagramas 8 A ir 8 B pav., matome, kad visi
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cementai, iSskyrus SJC, cemento sluoksnio viduryje dévéjosi maziau nei
metalo/cemento riboje. Taske B cementai dévéjimosi mazéjimo tvarka iSsidésté
taip: SJIC - CFC — DMSJC — DC, KC. I§ 6 C pav. matyti, kad cemento/dentino
riboje (taske C) visi cementai dévéjosi kur kas stipriau nei kituose dviejuose
matavimo taskuose, t. y. cemento/metalo riboje (taske A) arba cemento viduryje
(taske B). Taip pat cemento/dentino riboje buvo didZiausia visy tirty cementy
dévéjimosi jvairove.

Did¥ausia verte 4 100% I

1 Netipinés vertés (JQEkJFﬁ'sj ] .

: =nei 3 standartinial nuokrypiai =
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3.1.3. Cementy pavirSiaus jvertinimas

Po valymo danty Sepetéliu cementy pavirSiai buvo ivertinti SEM.
Reprezentuojancios cementy pavirSius SEM nuotraukos matyti 9—-13 pav.
Remiantis vaizdine SEM nuotrauky analize, cementai didéjancio pavirSiaus
Siurkstumo seka galéty bati i§déstyti taip: DC/KC < SJC, DMSJC < CFC.

9 pav. CFC pavirSiaus atspaudas po 10 pav. SJC pavirsiaus atspaudas po
2 val. trynimo Sepetéliu (SEM) 2 val. trynimo Sepetéliu (SEM)

11 pav. DMSIJC pavirSiaus 12 pav. KC pavirSiaus atspaudas po
atspaudas po 2 val. trynimo Sepetéliu 2 val. trynimo Sepetéliu (SEM)
(SEM)

13 pav. DC pavirSiaus atspaudas po
2 val. trynimo Sepetéliu (SEM)
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3.2. Kiety cementavimo medziagy citotoksiSkumo tyrimai

Cementavimo medziagy biosuderinamumui jvertinti atlikti keli eksperimentai,
vertinantys periodonto lasteliy gyvybinguma skirtingy cementy aplinkoje esant
tiesioginiam kontaktui (tyrimai naudojant kietas cementavimo medziagas) ir
netiesioginiam kontaktui (tyrimai naudojant cementy ekstraktus). Taip pat
iSmatuotas cementy rigStingumas (pH).

Rezultaty pristatymo schema:

o Lasteliy iSgyvenamumo rodiklis (LIR%) palygintas tarp eksperimentiniy
grupiy po 1-0s, 6-iy ir 12-os val. inkubacijos (plauty ir neplauty cementy
grupése kartu ir kiekvienoje atskirai). LIR% rezultatai pristatyti lentelése
ir staciakampése diagramose.

e Lasteliy morfologiniai pokyciai pristatyti nuotraukose.

e pH pokyciai skirtingy cementy aplinkoje skirtingy stebéjimy metu
pristatyti linijinése diagramose.

3.2.1. Lasteliy i§gyvenamumas
skirtingy cementy aplinkoje (MTT testas)

3.2.1.1. Lyginamos plauty ir neplauty cementy grupés

Lasteliy iSgyvenamumo pokyciai tam tikru metu skirtingy cementy aplinkoje
parodyti 6 lentel¢je. Bendra tendencija - lasteliy iSgyvenamumo mazéjimas
velesniuose stebéjimuose visy cementy aplinkoje, i§skyrus CFC, kur po 6-iy val.,
palyginti su 1-os val. Rezultatais, uzfiksuotas nedidelis ir statistiSkai nereikSmingas
LIR% padid¢jimas.

Lygindami 6 lenteléje vertikaliai iSdéstytus duomenis, matome, kad po 1-os val.
CFC aplinkoje lasteliy iSgyvenamumas buvo didZiausias ir statistiSkai reikSmingai
skyresi nuo kity tiriamyjy cementy. DC aplinkoje lasteliy iSgyvenamumo rodikliai
buvo maziausi, DMSJC uzémé tarping pozicija. Skirtumai buvo statistiSkai
reikSmingi (p<0,001). Apibendrinant pirmos valandos rezultatus, tirtieji cementai
didé¢jancio citotoksiSkumo tvarka gali biiti iSdéstyti taip: CFC — DMSJC — DC.

Eksperimente po 6-iy val. (6 lentelé¢) buvo matyti panaSios tendencijos. CFC
grup¢je, lyginant 6-os val. ir 1-os val. rezultatus, uzfiksuotas statistiSkai
nereikSmingas lasteliy i§gyvenamumo padidéjimas. DMSJC ir DC grupése matyti
lasteliy iSgyvenamumo mazéjimo tendencija, didziausias LIR% mazéjimas
uzfiksuotas DC aplinkoje. StatistiSkai reikSmingi skirtumai buvo tarp CFC ir
DMSIJC (p =0,003) ir tarp CFC ir DC grupiy (p < 0,001).
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Eksperimente po 12 wval. (6 lentel¢), lyginant su ankstesniy laikotarpiy
rezultatais, toliau matyti LIR% maZ¢jimas visy tiriamy cementy grupése.
Didziausias LIR% mazéjimas matyti DC grupéje, didelis — DMSJC, maZiausias —
CFC aplinkoje. Skirtumai tarp CFC ir DMSIC (p = 0,001) bei DC (p < 0,001) buvo
statistiskai reikSmingi.

6 lentelé. Lasteliy iSgyvenamumas plauty ir neplauty cementy aplinkoje

Lasteliy iSgyvenamumo rodiklis (proc.) po

Cementy
rasys# 1 val. 6 val. 12 val.
vidurkis(sn) vidurkis (sn) vidurkis (sn) p reikSmés *
CFC 31,1(10,5) 35,1 (21,7) 27,2 (20,5) Néra skirtumy
DMSIJC 19,7 (13,3) 13,5 (12,9) 4,3 (2,3) Ival./12val.
0,004
DC 3,9 (3,6) 1,8 (1,2) 1,2 (1,5) 1val./12val.
0,022
p reik§més” Skirtumai tarp CFC/DMSIC CFC/DMSIC
visu grupiu 0,003 0,001
0,001 CFC/DC 0,001 CFC/DC
<0,001

# CFC - cinko fosfatinis cementas, DMSJC - derva modifikuotas stiklo jonomerinis
cementas, DC - dervinis cementas.

~ Palyginimai tarp grupiy: vienfaktoriné ANOVA ir post hoc Bonferonio kriterijus.

* Palyginimai toje pacioje grupéje tarp skirtingy laiky — Stjudento kriterijus priklausomoms
mtims.

Lasteliy iSgyvenamumo tendencijos pateiktos staiakampése diagramose (14 A,
B, C pav.). Visais stebéjimo laikais, t. y. po 1-0s, 6-iy ir 12-os val., CFC aplinka
buvo maziausiai, 0 DC — labiausiai citotoksiska. Taip pat matome, kad po 12 val.
DMSIC ir DC aplinkoje lastelés neisgyveno.
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3.2.1.2. Nenuplauty cementy poveikis lasteléms

Lyginome lasteliy iSgyvenamuma tarp nenuplauty cementy (7 lentelé).
Horizontaliis palyginimai: po 1-os val. CFC grupéje LIR% vidurkis buvo 37,2 proc.
gyvybingu lasteliy, po 6-iy val. ju sumazgjo iki 17,7 proc. ir po 12-os val. §io cemento
aplinkoje liko tik 10,9 proc. gyvybingy lasteliy. Sio cemento grupéje statistiskai
reikSmingi skirtumai rasti tarp 1-os val. ir 6-iy val. (p = 0,001) ir tarp 1-os val.ir 12 val.
(p = 0,001). Palyginus su CFC grupe, DMSJC grupéje lasteliy iSgyvenamumas buvo
mazesnis. DC grupéje lastelés neiSgyveno. Vertikaliis palyginimai: po 1-os val.
matome statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp visy cementy, taip pat matyti, kad
maziausiai lasteliy i§gyveno DC aplinkoje. Bendra 6-os val. stebéjimo tendencija —
lasteliy i§gyvenamumo sumazéjimas CFC ir DMSJC grupése. Statistiskai reikSmingi
skirtumai rasti tarp Siy cementy: CFC ir DMSIJC ir tarp CFC ir DC. Po 12 val.
nustatytas tolesnis lasteliy iSgyvenamumo mazg&jimas ir statistiskai patikimi skirtumai
tarp Siy cementy: CFC ir DMSJC ir tarp CFC ir DC (p < 0,001).

7 lentelé. Lasteliy iSgyvenamumas nenuplauty cementy aplinkoje

Cementy Lasteliy iSgyvenamumo rodiklis (proc.) po
rasys# 1 val. 6 val. 12 val.
vidurkis (sn) vidurkis (sn) vidurkis (sn) p reikSmés”
CFC 37,2 (7,4) 17,7 (13,3) 10,9 (6,4) lval/6val 0,001
1val/12val
0,001
DMSIJC 7,9 (3,9) 3,5(2,2) 3,1(1,3) lval/6val 0,001
1val/12val
0,001
DC 1,3(1,4) 0,3 (0,5) 0,0 (0,0) lval/6val 0,002
1val/12val
0,001
p reiksmés*  CFC/DMSJC CFC/DMSJC CFC/DMSIJC
0,001 <0,001 0,001
CFC/DC CFC/DC 0,001  CFC/DC 0,001
0,001
DMSIJC/DC
0,050

# CFC - cinko fosfatinis cementas, DMSJC - derva modifikuotasSJC, DC - dervinis
cementas. ~ Stjudento kriterijus priklausomoms imtims.
* Vienfaktorine ANOVA ir post hoc Bonferonio kriterijus.
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Lasteliy iSgyvenamumo iliustracija stac¢iakampése diagramose (15 A, B, C pav.)
taip pat aiSkiai rodo, kad nenuplauty cementy aplinkoje ypa¢ daug lasteliy Zuvo
DMSIJC ir DC grupése.
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15 C pav. Lasteliy iSgyvenamumas neplauty cementy aplinkoje po 12 val.
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3.2.1.3. Nuplauty cementy poveikis lasteléms

Astuntoje lenteléje lyginami nuplauty cementy LIR% vidurkiai. Palyginus
nenuplauty cementy poveiki lasteléms (7 lentelé) su nuplauty cementy poveikiu (8
lentelé) stebima aiski tendencija, kad lasteliy iSgyvenamumas kur kas mazesnis
nenuplauty cementy grupéje nei nuplauty cementy grupéje. Vienos valandos
palyginimai tarp nuplauty cementy (8 lent.) parodé panaSias tendencijas, kaip ir
palyginimai tarp nenuplauty cementy (7 lent.), t. y. didziausias Iasteliy
iSgyvenamumas buvo stebimas CFC grupéje ir maziausiais DC grupéje. Statistiskai
reik§mingi skirtumai rasti tarp Siy nuplauty cementy: tarp CFC ir DC (p < 0,001) ir
tarp DMSJC ir DC (p < 0,001). Stebéjome lasteliy kiekio padidéjima CFC
aplinkoje nuo 1-os val. iki 6-0s val. Po 6 val. reikSmingi skirtumai rasti tarp CFC ir
DMSIJC (p < 0,001), tarp CFC ir DC (p < 0,001) ir tarp DMSJC ir DC (p < 0,001).
Po 12 val. stebéjimo rezultatai (palyginus skirtingus nuplautus cementus) parodé
panasias tendencijas, kaip ir po 6-iy valandy. StatistiSkai reikSmingi skirtumai (p <
0,001) buvo rasti tarp $iy cementy: CFC ir DMSJC, CFC ir DC.

8 lentelé. Lasteliy iSgyvenamumas nuplauty cementy aplinkoje

Lasteliy iSgyvenamumo rodiklis (proc.) po

1 val. 6 val. 12 val.
Cementy vidurkis vidurkis vidurkis p reik§més”
rusys# (sn) (sn) (sn)
CFC 52,6 (8,3) 43,6 (15,7) 25,0 (9,9) lval/6val 0,001
1val/12val 0,001
DMSIC 31,5 (6,1) 23,5 (11,0) 5,6 (2.5) lval/6val 0,032
1val/12val <0,001
6val/12val <0,001
DC 6.5(3.3) 3.3(1.7) 24(1.2) lval/6val 0,004
1val/12val 0,001
p reiksmé*  CFC/DC CFC/DMSJC CFC/DMSIC
<0,001 <0,001 <0,001
DMSIC/D  CFC/DC CFC/DC
C <0,001 <0,001
0,001 DMSJC/DC
<0,001

# CFC - cinko fosfatinis cementas, DMSJC - derva modifikuotas stiklo jonomerinis
cementas; DC - dervinis cementas.

* Vienfaktorine ANOVA ir post hoc Bonferonio kriterijus.

~ Stjudento kriterijus priklausomoms imtims.
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Vizualis LIR% palyginimai staciakampése diagramose (16 A, B, C pav.)
iliustruoja minétas statistinés analizés tendencijas. DidZiausia jvairové buvo CFC
grupéje po 6 val.
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16 A pav. Lasteliy iSgyvenamumas nuplauty cementy aplinkoje po 1 val.

1007

a0 CFC Cinko fosfatinis cementas
DMSIC Derva modifikuotas stiklo jonemerinis cementas
DC Dervinis cementas

20

10

. == -
T T T

CFC DMSIC DC

Lasteliy isgyvenamumo rodiklis %
T

16 B pav. Lasteliy iSgyvenamumas nuplauty cementy aplinkoje po 6 val.

100
CFC Cinko fosfatinis cementas
Ely DMSIC Derva modifikuotas stiklo jonomerinis cementas
20 DC Dervinls cementas
70
&0

40

M a

207

“ L

T T T
CFC DMSIC DC

Lasteliy isgyvenamumo rodiklis %

16 C pav. Lasteliy iSgyvenamumas nuplauty cementy aplinkoje po 12 val.
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3.2.2. Lasteliy gyvybingumo jvertinimas mikroskopu

Lasteliy gyvybinguma vertinant vizualiai buvo taikytas dazymo metodas.
Optinés mikroskopijos vaizdai parodyti 17 pav. Lasteliy dazymas padeda matyti
gyvybingas lasteles (Zalia spalva) ir Zuvusias lasteles (oranziné spalva). Siose
nuotraukose matome, kad daugiausia gyvybingu lasteliy liko nuplauto CFC
aplinkoje po 1-os ir 6-iy val. Taciau po 12 val., tiek nenuplauty, tiek nuplauty
cementy aplinkoje dominavo Zuvusios lastelés.

Cinko Fosfatinis Cementas Derva Modifikuotas Stiklo Jonomerinis C. Dervinis Cementas
nenuplautas nuplautas nenuplautas nuplautas nenuplautas  nuplautas

1 val.

6 val.

12 val,

17 pav. Lasteliy gyvybingumas jvairiy cementy aplinkoje
(akridino oranzu/etidzio bromidu dazytos lastelés)

Zmogaus danteny fibroblasty morfologija analizuota ir skenuojamuoju
elektroniniu mikroskopu (SEM) (18 pav.). SEM vaizdai iliustruoja skirtingy
cementy pavirSius su fibroblastais ir be ju po 6-iy val. inkubacijos. IStemptos
formos fibroblastai matyti tik ZPC pavirSiuje, 0 DMSJC bei DC pavyzdziuose
jokiy lasteliy nematyti. Kontroliniame pavyzdyje, kur lastelés pasétos ant Svaraus
plastiko, be cementavimo medziagy, matyti iSsitempusios rySkios geometrinés
formos fibroblasty lastelés. IStisusios lastelés vertinamos kaip gyvybingi
fibroblastai, o susisukusios, apvalios lastelés rodo lasteliy Ziti.
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18 pav. Lasteliy morfologija cementy ir kontroliniuose méginiuose (SEM nuotraukos):
CFC - cinko fosfatinis cementas, DMSJC — derma modifikuotas stiklo jonomerinis
cementas, DC — dervinis cementas

3.2.3. Cementy rigstingumo jvertinimas

Cementy aplinkos pH buvo matuotas po 1, 3, 6, 12, 24 ir 48 valandy. pH
pokyciai viso stebéjimo laikotarpiu buvo palyginti tarp nenuplauty ir nuplauty
cementy (19 — 21pav.)

pH CFC aplinkoje (19 pav.)

19 pav. 1-o0s val. stebéjime matome, kad nenuplauty ir nuplauty CFC cementy
ruosiniy aplinka buvo riig§tiné (nenuplauty ruosSiniy pH = 5,8; nuplauty ruosiniy
pH =~ 4,8). Po triju val. tieck nenuplauty, tiek nuplauty cementy grupéje buvo
stebimas tolesnis pH maz¢jimas (nenuplauty CFC ruosiniy pH =~ 5,0; nuplauty CFC
ruosiniy pH = 4,6). Pirmasis pH griZimas neutralaus pH link pastebétas po 6-iy val.
abiejose nenuplauty ir nuplauty cementy grupése. Po 12 ir po 24 val. stebétas
tolesnis pH didéjimas. Tarp 24 ir 48 stebéjimo valandy ryskaus pH didéjimo CFC
ruosiniy aplinkoje nestebéta. Po 48 val. nenuplauty ir nuplauty cementy aplinkoje
pH buvo vienodas.

59



7.0

6.5
©
E 6.0
=
5
E 5.5 -
—Neplauti
o
5.0 :
—Plauti
4.5
4.0
1val 3val 6 val 12 val 24 val 48 val

19 pav. pH pokyc¢iai cinko fosfatinio cemento aplinkoje

pH DMSJC aplinkoje (20 pav.)

Po 1-os val. nustatyta, kad nenuplauty ir nuplauty DMSJC cementy ruoSiniy
aplinka buvo stipriai riig§tiné (nenuplauty ruosiniy pH = 4,8; nuplauty ruoSiniy pH
~ 5,5). Po 3-ju ir 6-iy val. tiek nenuplauty, tiek nuplauty cementy grupése ryskiuy
pH poky¢iy nestebéta. Sio cemento aplinkoje pirminis grizimas neutralaus pH link
buvo po 6-iy valandy abiejose nenuplauty ir nuplauty cementy ruo§iniy grupése. Po
12 ir 24 wval. tolesnio pH padidéjimo nebuvo. Po 48 val. pH skirtumai tarp
nenuplauty ir nuplauty cementy aplinkos isliko.
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20 pav. pH poky¢iai derva modifikuoto stiklo jonomerinio cemento aplinkoje
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pH DC aplinkoje (21 pav.)

Siame paveiksle matome 1-os val. rezultatus: nenuplauty ir nuplauty DC
ruosiniy aplinka buvo riig§tiné (nenuplauty ruoSiniy pH = 5,5; nuplauty ruoSiniy
pH = 5,8). Po 3-ju val. abieju nenuplauty ir nuplauty cementy aplinkose pH = 6,0.
Po 3-jy val. ir véliau nenuplauty ir nuplauty cementy grupése buvo matyti létas pH
did¢jimas iki 24 val. stebé&jimo. Tarp 24 ir 48 val. nerySkus pH sumazéjimas buvo
nenuplauty ir nuplauty cementy aplinkoje.
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21 pav. pH poky¢iai dervinio cemento aplinkoje

3.2.4. Cemento risies ir nuplovimo jtaka lasteliy iSgyvenamumui

Gyvybingy lasteliy iSgyvenamumui (LIR%) prognozuoti buvo pasirinktas
tiesinés daugelio kintamuyju regresijos statistinis modelis. Buvo nagrinéta trijy
prognostiniy kintamyjy (cemento tipo, plovimo ir stebéjimo laiko) bendra jtaka
lasteliy iSgyvenamumui. Kadangi cemento tipas buvo kokybinis nominalinis
kintamasis, sudarytas i triju reik8miy, 1§ Sio kintamojo buvo paruosti du
pseudokintamieji (angl. dummies). Ankstesnioji analizé parodé, kad CFC aplinkoje
LIR% vidurkis buvo didesnis nei kity dvieju cementy aplinkoje, todél CFC buvo
pasirinktas kaip palyginamoji cemento kategorija. Pseudokintamyju kodavimas
parodytas 9 lentel¢je.
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9 lentelé. Pseudokintamyjy kodavimas

Pseudokintamasis 1 Pseudokintamasis 2
Cinko fosfatinis cementas 0 0
(palyginamoji kategorija)
Derva modifikuotas stiklo 1 0
jonomerinis cementas
Dervinis cementas 0 1

Tiesinés daugelio kintamujy regresijos rezultatai parodyti 10 lenteléje. Sioje
lenteléje pristatyti regresijos ir multikolinearumo testavimo rezultatai. Regresijos
modelis iStyré prognostiniy nepriklausomyjuy kintamujy (angl. predictors) rysi su
priklausomuoju kintamuoju LIR% (ang. dependent variable). Buvo tenkinamos
Sios regresijos modelio prielaidos: priklausomojo kintamojo pasiskirstymas pagal
normalyji désni, dispersiju lygybé ir neaptiktas multikolinearumas. Kad tenkinama
multikolinearumo nebuvimo (nepriklausoma kintamyju ijtaka priklausomajam
kintamajam) prielaida rodo didelés tolerancijos vertés (> 0,700) ir mazos
dispersijos mazé¢jimo daugiklio (angl. Variance Inflation Factor) reikSmés [186].

Sis regresijos modelis su trimis prognostiniais kintamaisiais (cemento tipas,
plovimas ir steb¢jimo laikas) iSaiskino 62,8 proc. (koreguotas determinacijos
koeficientas = 0,62 x 100 proc.) variacijos (LIR%). Sis regresijos modelis buvo
statistiskai patikimas (p<0,001). Siame regresijos modelyje visi prognostiniai
nepriklausomieji kintamieji buvo statistiskai reikSmingi. Lasteliy iSgyvenamumas
DMSIJC aplinkoje buvo vidutiniSkai 19 proc. mazesnis negu lasteliy
iSgyvenamumas CFC aplinkoje, net kai buvo kontroliuojami kiti du prognostiniai
kintamieji (nuplovimas ir stebéjimo laikas). DC neigiama jtaka buvo dar didesné,
nes lasteliy i§gyvenamumus DC cemento aplinkoje buvo apie 10 proc. maZesnis
nei DMSJC aplinkoje. Regresijos modelio testavimas parodé, kad visi
prognostiniai faktoriai turéjo nepriklausoma statistiskai reikSminga jtaka lasteliy
iSgyvenamumui. Tiesinés regresijos modelis parodé, kad stipriausia itaka buvo
susijusi su cemento rusimi ir nuplovimu. Gyvybingy lasteliy iSgyvenamumui
dervinis cementas turéjo ypac kenksmingg itaka (B =-0,79, p < 0,001), nuplovimas
turéjo teigiama itaka (B = 12,5, p < 0,001) ir laikas neigiama itaka (B = -3,7, p =
0,004).

62



10 lentelé. Cemento riiSies, nuplovimo ir steb¢jimo laiko itaka lasteliy iSgyvenamumui

Tiesinés daugelio kintamyjy regresijos modelis
Modelis. Priklausomasis kintamasis — lasteliy iSgyvenamumo rodiklis. Koreguotas
determinacijos koeficientas (4dj. R Square) = 0,628; p < 0,001

Nepriklausomieji Nestand. Stand. p reiksmé¢ Multikolinearumo
kintamieji koeficientas B koeficientas 3 patikrinimas
Tolerancija  VIF#

DMSIJC su CFC

(pseudokint. 1) -18,6 -0,51 <0,001 0,750 1,333
DC su CFC

(pseudokint. 2) -28,9 -0,79 <0,001 0,750 1,333
Nuplovimas 12,5 0,36 <0,001 1,000 1,000
Laikas -3,7 -0,17 0,004 1,000 1,000

# VIF (Variance Inflation Factor) — dispersijos mazéjimo daugiklis. CFC - cinko fosfatinis
cementas, DMSJC - derva modifikuotas stiklo jonomerinis cementas, DC - dervinis
cementas.
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3.3. Cementy ekstrakty poveikis periodonto
lasteliy metaboliniam aktyvumui ir jy zuties budui

Sio tyrimo metu vertinome cementavimo medziagy ekstrakty poveiki zmogaus
danteny fibroblasty (ZDF) metaboliniam (mitochondrijy) aktyvumui ir pirmini
cementy sukeltos Igsteliy zities mechanizma. Buvo jvertintas kiekvieno cemento
dviejy skirtingy koncentracijy — 50 proc. ir 100 proc. — ekstrakty poveikis ZDF.

3.3.1. Lasteliy metabolinio aktyvumo jvertinimas

Visy tirty cementy ekstraktai sumazino Iasteliy mitochondriju aktyvuma.
Resazurino testo fluorescencijos analizés rezultatai (22 pav.) parodo 100 proc.
koncentracijos ekstrakty citotoksini poveiki, 23 pav. — 50 proc. ekstrakty poveiki.
DMSJC ekstraktai turéjo stipriausia citotoksini efekta ir per pirmas 6-as
inkubacijos valandas sumaZino ZDF metabolinj aktyvuma DMSJC 100 proc.
ekstrakto aplinkoje iki 30 fluorescencinio intensyvumo vienety (22 pav.), o
DMSIJC 50 proc. ekstrakto aplinkoje — iki 36 vienety (23 pav.).

=-CFC 100 DMSIC 100 DC100 --Kontrolé
80

70

60

50

40 | \ :
30 | _ ~N

20

Flugorescentinis intensyvumas

1 val 6 val 12 val 24 val

22 pav. Lasteliy metabolinio aktyvumo mazéjimas po poveikio
100 proc. cementy ekstraktais

Fluorescencijos intensyvumas (vnt.)

1 val. 6 val. 12 val. 24 val.
Kontrolé 53 65 50 47
CFC 100 54 36 57 29
DMSIJC 100 51 30 31 35
DC 100 68 56 50 45

64



CFC ekstraktai taip pat sumazino lasteliy metabolinj aktyvuma. Po 6 val. inkubacijos
100 proc. CFC ekstraktu paveikty lasteliy aktyvumas sumazgjo iki 36 fluorescencinio
intensyvumo vienety (22 pav.), o CFC-50 proc. aplinkoje iki — 42 vienety (23 pav.). Po
12 val. lasteliy aktyvumas CFC aplinkoje sugrizo i prading biisena ir buvo panasus kaip
kontrolingje grupéje. Po 24 val. lasteliy metabolinis aktyvumas vél sumazéjo ir 100 proc.
CFC (22 pav.), ir 50 proc. CFC ekstrakty aplinkose (23 pav.).

=CFC50 --DMSIC50 --DC50 --Kontrolé
80
70
60
50

40

Fluorescentinis Intensyvumas

30 ' <3
20 )
1 val 6 wval 12 va 24 val

23 pav. Lasteliy metabolinio aktyvumo mazéjimas po poveikio
50 proc. cementy ekstraktais

Fluorescencijos intensyvumas (vnt.)

1 val. 6 val. 12 val. 24 val.
Kontrolé 53 65 50 47
CFC 50 57 42 49 28
DMSIC 50 46 36 33 31
DC 50 41,9 67 62 55

DC aplinkoje vyko maziau ryskis lasteliy metabolinio aktyvumo pakitimai nei
CFC ar DMSJC aplinkose. DC-100 proc. ekstrakto aplinkoje nedidelis lasteliy
aktyvumo sumaz¢jimas buvo matomas po 6 val., o po 12 ir po 24 val. lasteliy
aktyvumas buvo panaSus i kontrolinés grupés lasteliy aktyvuma (37 pav.). DC-50
proc. aplinkoje po 12 ir 24 val. lasteliy aktyvumas buvo netgi didesnis nei
kontrolinéje grupéje.

65



3.3.2. Lasteliy morfologiniy pakitimy ir ztties buido jvertinimas

3.3.2.1. Morfologiniai pakitimai

Lasteliy morfologiniai pakitimai buvo stebéti istisinio stebéjimo metodu. Sis
metodas leido jvertinti ankstyvus dinaminius ir morfologinius lasteliy pakitimus,
t.y. lasteliy neigiama reakcija i skirtingus cementy ekstraktus (24 pav.). Greiti ir
akivaizdus lasteliy morfologijos pakitimai vyko paveikus jas 100 proc. DC
ekstraktu. Po 3 wval. Sio cemento aplinkoje buvo stebimas stiprus lasteliy
susitraukimas, o po 12 val. visos lastelés atrodé negriztamai pazeistos. 50 proc. DC
aplinkoje lasteliu morfologiniai pokyciai buvo panasis, bet vyko véliau nei 100
proc. DC aplinkoje (24 pav.). DMSJC sukélé Iasteliy pokycCius, budingus
apoptozei: lastelés susitrauké, suapvaléjo ir sutriikingjo | mazas pusleles (24 pav.).
Pirmieji poky¢iai pastebéti po 11 val. 100 proc. DMSJC grupéje ir po 15 val. 50
proc. DMSIJC grupéje (24 pav.). Jokiy ryskiy morfologiniy pakitimy CFC aplinkoje
nebuvo matyti.
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3h 12h 24 h

CFC 100

CFC50

DMSJC 100

DMSJC 50

DC 100

.. o

Kontrolé

24 pav. Lasteliy morfologija paveikus cementy ekstraktais
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CFC 100

CFC 50

DMSJC 100

DMSJC 50

DC 100

Kontrolé

25 pav. Tiesioginis lasteliy stebéjimas paveikus skirtingy cementy ekstraktais



3.3.2.2. Lasteliy zuties biido jvertinimas

Pagal stipriai padidéjusi lasteliu membranos pralaiduma 7-AAD nustatyta, kad
DC ekstraktai sukéle ZDF Ziiti nekrozés badu (26 pav., 11 lentel¢). Efektas
priklaus¢ nuo dozés (24, 25, 26 pav.). Tuo paciu metu Sio cemento aplinkoje
lasteliy kulttirose nebuvo aptikta jokio kaspazés-3/7 aktyvumo (27 pav., 12
lentelé). Sie rezultatai indikuoja, kad DC sukelia lasteliy Zatj tik nekrozés badu.
DMSIJC ekstrakty, priesingai nei DC, poveikis sukéle ZDF apoptoze (27 pav.).
Reikia pazymeti, kad kaspaziy-3/7 aktyvumas atsirado i§ karto, kai tik padidéjo
lasteliy membranos pralaidumas 7-AAD. Sie rezultatai rodo, kad pirminis veiksnys
DMSIJC ekstrakty inicijuotame apoptozés procese visgi yra lastelés membranos
pralaidumo padidéjimas (26 pav.). Tiesioginis gyvu lasteliy, paveikty CFC
ekstraktais, stebéjimas parode, kad CFC nesukelia apoptozés ir tik menkai
inicijuoja lasteliy nekroze (26 pav.).
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v 110
X
2 100 DC 100
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2 3;8 DMSIC 100
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> 60 DMSJC 50
2 50
] 40
2 30
g 20 DC 50
= CFC100, CFC50
~ 10 i &
m— S — Kontrolé

0 s g——— =
Stebéjimo laikas (val.)

26 pav. Lasteliy nekrozé (7-AAD teigiamos lastelés) paveikus cementy ekstraktais

w 18 DMSIC 100
3 16 e
;; A
> 14 DMSIC 50
g 12
w
£ 10
> g
Z s
8 6
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S
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2 2 Kontrolé
<

0 — —_ =

1 6 12 18 24

Stebéjimo laikas (val.)

27 pav. Lasteliy apoptozé (kaspaziy-3/7 teigiamos lastelés) paveikus cementy ekstraktais

69



11 lentelé. Cementy ekstraktais paveikty ZDF nekrozé

7-AAD teigiamy lasteliy skai€ius skirtingu stebéjimo laiku

DMSJC50 DMSJC 100 DC 100 DC 50 CFC 100 CFC 50 Kontrolé
Mediana Mediana Mediana
min,max min,max min,max Mediana Mediana Mediana Mediana
Val. P reik§mé# P reik§mé# P reikSmé# min,max min,max min,max min,max
1(0,13) 1(0,20)
1 1(0,16) 0.189 0.261 0(0,1) 0(0,2) 0(0,2) 0 (0, 3)
6 (0,21) 5(0, 16) 4(0,22)
6 0,021 0,075 0,064 00,1 000,2) 0(0.2) 10, 4)
24 (9,38) 9 (0,20) 16 (0,30)
12 0,003 0,074 0,100 10,2) 10.3) 00.2) 3(1,6)
61 (47,76) 34 (23,45) 61 (40, 80)
18 0,003 0,003 0,003 2(1,3) 33,5 10,3) 423
77 (62,93) 60 (48,71) 99 (80,120) 14 (11,
24 0,003 0,003 0,003 > (4,6) 27, 10) 8(6,10) 17)

# Mano ir Vitnio testas; cementy ekstraktai lyginami su kontrole tuo paéiu stebéjimo laiku.

12 lentelé. Cementy ekstraktais paveikty ZDF apoptozé

Apoptotiniy lasteliy skaicius skirtingu stebéjimo laiku #

DMSJC
DMSJC 50 100 DC 100 DC 50 CFC100 CFC50 Kontrolé
Mediana Mediana Mediana  Mediana ~ Mediana  Mediana  Mediana
Val. min,max min,max min,max  min,max min,max min,max  min,max
1 0(0,4) 0(0,2) 0 (0, 0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0, 0) 0 (0, 0)
6 0(0,4) 0(0,2) 0 (0, 0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0, 0) 1(0, 1)
12 1(0,5) 0(0,2) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0, 0) 1(0, 1)

18 16(12,20)  4(2,6) 0(0,0) 0(0,00 0(0,00 0(0,0  1(0,1)
24 17(13,21)  12(10,14)  0(0,0)  0(0,0)  0(0,0)  0(0,0)  1(0,1)

# Statistiné analizé neatlikta dél variacijos lyginamose grupése nebuvimo.
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4. TYRIMO REZULTATU APTARIMAS

Disertaciniame darbe buvo nagrinétos cementavimo medziagy savybés —
atsparumas dévéjimuisi ir cementy biosuderinamumas su periodonto audiniais.

4.1. Cementy dévéjimosi priklausomybé nuo
cemento sluoksnio dydzio

Protezy cementavimo medziagy dévéjimasis yra sudétingas procesas,
priklausantis nuo ivairiy priezas¢iy: kontaktuojanciy medziagy savybiy, S$io
kontakto trukmés, saveikos tarp skirtingy medziagu greicio ir aplinkos, kurioje §is
kontaktas vyksta (seilés, maisto dalelés, danty pasta). Visy galimy veiksniy itaka
natiiraliomis in vivo salygomis gali skirtis. Todél, norédami iSaiskinti atskiry
dévéjimosi veiksniy itaka, pasirinkome in vitro eksperimenta ir, standartizuodami
tam tikrus parametrus, tyréme nepriklausoma atskiry veiksniy — cemento riiSies ir
cemento sluoksnio dydzio — jtaka. Ankstesnés studijos apie cementavimo medZiagy
dévéjimasi naudojo okliuzinio dévéjimosi modelius (174-176), kitos — kombinuota
medziagy dévéjimosi modeli, kuriame kartu vertinamas okliuzinis dévéjimasis ir
dévéjimasis valant danty Sepetéliu (177). Mus dominanti vieta — danties kaklelio ir
danteny vagelés sritis, kur baigiasi pilnas vainikélis ir atsiveria cementu uzpildytas
mikrotarpelis. Sioje vietoje dévéjimasis vyksta ne dél okliuzinés apkrovos, todél
imitavome S§ioje srityje vykstanti danty valyma Sepetéliu. Taip pat buvo jvertintas
nuo protezo tikslumo priklausantis cementu uZzpildyto tarpo dydis. Buvo
testuojama, kaip cementai dévisi dvieju skirtingy dydziy tarpuose. Tyrimo
rezultatai parodé, kad ivairios cementavimo medziagos 100 um ir 250 um tarpuose
dévéjosi nevienodai. Cementai skirtingai dévéjosi ne tik skirtingo plocio tarpuose,
bet akivaizdus dévéjimosi netolygumas buvo matyti ir skirtingose cemento
sluoksnio vietose. Didziausias visy tirty cementavimo medziagy dévéjimasis buvo
cemento dentino riboje, maZiausias — cemento metalo riboje. Sie rezultatai rodo,
kad cementavimo medziagos déveéjimuisi itakos turi ir Salia esanCiy medziagy
kietumas, ir cemento adaptacija prie gretimy audiniy, t.y. adhezinés cemento
savybés. Tokiu atveju cementy dévéjimasis tarpo viduryje turéty labiausiai
atspindéti pacios cementavimo medziagos dévejimasi, o dévéjimasis tarpo
pakrasciuose yra veikiamas $alia esan¢ios medziagos, ypac Salia esan¢io dentino.

Apibendrinant pabréztina, kad eksperimento rezultatai nerodo aiskaus rysio tarp
cemento dévéjimosi intensyvumo ir cemento sluoksnio dydzio, nors mokslinéje
literatiroje yra duomenuy, rodanciy tiesioging priklausomybe tarp intensyvesnio
cemento dévejimosi ir cementu uzpildyto tarpo dydzio (6, 178, 179). Manome, kad
didesné minkStesnio dentino jtaka musy eksperimente galéjo paslépti skirtumus
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tarp dévéjimosi skirtinguose cementy tarpuose. Todél, renkantis cementavimo
medziaga, reikéty {vertinti ir Salia esan¢iy medziagy, ir danties audiniy kietuma bei
atsparuma dévéjimuisi.

Lyginant penkiy skirtingy cementy risiy déveéjimasi, gauty rezultaty
duomenimis, cinko fosfatinis (CFC) ir stiklo jonomerinis (SJC) cementai buvo
maziausiai atspartis dévéjimuisi, derva modifikuoto stiklo jonomerinio cemento
(DMSIJC) dévéjimosi intensyvumas buvo vidutinis, o kompomerinis (KC) ir
dervinis (DC) cementai buvo atspariausi dévéjimuisi. Lyginome skirtingas
cementavimo medziagy rusis, tad atsparumo dévéjimuisi skirtumai tarp skirtingos
cheminés sudéties cementy buvo tikétini. Derviniy cementy dévéjimasis priklauso
nuo polimero tipo, silanizacijos metodo, uzpildo kiekio ir uzpildo daleliy dydzio (5,
7). Sie veiksniai galéjo turéti jtakos DMSJC, KC, DC cementy dévéjimosi
skirtumams. MaZesnis nei kity tirty cementy CFC ir SJC atsparumas déveéjimuisi
gali biiti paaiskintas skirtingomis ju fizinémis ir strukttirinémis savybémis, t. y. §iy
cementy sudétyje yra vandens, jie yra trapesni nei polimery pagrindu sudarytos
medZiagos, jiems biidingas didesnis porétumas (180). PanaSios cementy dévéjimosi
tendencijos, t. y. didesnis derviniy cementy atsparumas dévéjimuisi nei SJC, buvo
nustatytos ir kitoje cementy dévéjimasi nagrinéjusioje studijoje (179).

Reikéty paaiskinti, kodél mes stebéjome gana didele dévéjimosi {vairove ne tik
tarp skirtingy cementy, bet ir to paties cemento ruo$iniuose, ypa¢ cemento dentino
riboje. Si variacija (dévéjimosi veréiy jvairove) galéjo biti dél to, kad ruoginiams
pagaminti naudojome didelj kiekj raguoéiy danty. Zinoma, kad raguoéiy dentino
struktiira yra pana$i { Zzmoniy (174, 175), o mokslinéje literatliroje yra apraSytas
atvirkStinis rySys tarp dentino kietumo ir dentino tubuliy tankio (181). Méginiy
dentino savybés galéjo skirtis dél skirtingo raguociy amziaus ar dentino blokeliy
iSpjovimo vietos (emalio dentino riba, dentinas arciau pulpos). Kita galima
variacijos priezastis — to paties Sepetélio naudojimas trims ruoSiniams. Tikétina,
kad naudoto Sepetélio Sereliai 1émé silpnesni trynimo efekta ir mazesni cemento
dévéjimasi, palygint su nauju Sepetéliu. Naudoty Sepetéliu Sereliy suplokstéjima
rodo SEM nuotraukos.

Nepaisant $iy trikumy, dévéjimosi tyrimo rezultatai rodo aiskias cementavimo
medziagy dévéjimosi tendencijas — tradiciniai cementai yra mazai atsparts, o dervy
turintys cementai — pasizymi didesniu atsparumu dévejimuisi.

4.2. Cementy biosuderinamumas

Klinikinéje situacijoje, kai cementuojamas vainikélis baigiasi po dantenomis ar
ties danteny krastu, cementavimo medziaga lieciasi su dantenomis, t. y. su danteny
lastelémis kontaktuoja tiesiogiai. Vir$ danteny besibaigianc¢io vainikélio atveju —
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cementas neturi tiesioginio kontakto su periodonto audiniais. Todél cementavimo
medziagy biosuderinamumui istirti buvo naudojamas ir tiesioginis cementavimo
medziagos kontaktas su danteny fibroblastais, ir netiesioginis, t. y. danteny lastelés
buvo veikiamos cementy ekstraktais. Tyrimui pasirinkti klasikinis CFC ir —
dazniausiai dabar naudojamy cementy riiSys — DMSJC ir DC.

Mausy tyrimo rezultatai parodé visy tirty cementy (CFC, DMSJC, DC)
citotoksiSkuma, t. y. §iy medziagy aplinkoje Zmogaus danteny fibroblasty
iSgyvenamumas buvo statistiSkai reik§mingai mazesnis nei aplinkoje, neturincioje
cementy (kontroliniuose ruo$iniuose). Skirtingy riiSiy cementavimo medZziagy
citotoksiSkumas skyrési: CFC buvo maziausiai citotoksisSkas, palygint su labiau
citotoksiSskais DMSJC ir DC. Miisy eksperimenty rezultatai dalinai panasts i kity
in vitro studijy, patvirtinanciy ivairiy odontologiniy medziagy neigiama itaka
lasteliy iSgyvenamumui ir skirtumus tarp ivairiy gamintojy medziagu (137, 168,
182, 183), rezultatus.

Literatiiros duomenimis citotoksiSkumo priezastys gali biti kelios. Fosfatiniy
cementy neigiamas poveikis gali biiti susij¢s su Zn jonais ir kitomis cheminémis
medziagomis (184). Stiklo jonomery citotoksiSkumas siejamas su fluoro
i§siskyrimu (116), nors Stanislavskis ir kt. teigé, kad F, Sr**, AI’* koncentracijos in
vitro studijy ruoSiniuose yra per mazos norint sukelti citotoksinius reiskinius (185)
ir DMSJC citotoksiskuma aiskino laisvyjy monomery i$siskyrimu (185). Goldberg
patvirtino, kad laisvieji monomerai iSsiskiria dviem etapais: 1) pirminés
monomero-polimero konversijos metu ir 2) vélyvuoju laikotarpiu dél ilgalaikio ir
pastovaus medziagy irimo (186). Viena i§ cementy citotoksiskumo priezasciy gali
biiti ir riig§tiné cementy aplinka. Ypac ankstyvieji protezy cementavimo medziagy
citotoksiniai poveikiai gali biiti susij¢ su cementy ragstingumu (187), (188). Tai
patvirtina ir miisy rigstingumo tyrimo rezultatai. Visy miisy tirty sukietéjusiy
cementy aplinkoje susidar¢ rugstinis pH. Mazdaug po trijy valandy buvo matyti
grizimo neutralaus pH link tendencija, bet net ir po 48 val. né vieno cemento pH
nebuvo neutralus. Riigstys ir kiti chemikalai gali prasiskverbti { denting ir sukelti
kenksmingas pulpos ir periodonto audiniy reakcijas (21, 187, 188). Ankstesni
tyrimai parodé, kad net mazos monomery, pvz., HEMA, koncentracijos gali
pakeisti zmogaus danteny fibroblasty ir pulpos lasteliy morfologija (145). Kita in
vitro studija pademonstravo laisvyju monomery sukelta makrofaginiy lasteliy zuti
(189). Nepakankamas medziagy kietinimas arba ilgas ju kietéjimo laikas taip pat
gali padidinti cementavimo medziagy citotoksines savybes, pvz., buvo rasta, kad
dvigubo kietéjimo medziagos turi mazesni citotoksiSkuma nei cheminio kietéjimo
medziagos (118). Todé¢l, renkantis dervos pagrindu sukurtas cementavimo
medZiagas, svarbu {vertinti ir jy kieté¢jimo ypatumus (182, 190).
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Misy eksperimento rezultatai taip pat parodé, kad stipriausias cementy
citotoksiSkumas buvo tyrimo pradzioje, o véliau citotoksiSkumas mazéjo. Panasios
tendencijos buvo rastos ir kituose tyrimuose (168, 191). Sie poky¢iai aiskinti
intensyvesniu monomery i$siskyrimu kietéjimo pradzioje (192). Literatiiroje jau
aprasomos eksperimentinés cementavimo medZziagos, kurios pasiZymi mazesniu
nepolimerizuoty monomery issiskyrimu (193-195).

Svarbus miisy eksperimento rezultatas — teigiamas cementy nuplovimo efektas
(citotoksiSkumo sumazinimui). Cementy nuplovimas tur¢jo teigiama poveiki ir
lasteliy i§gyvenamumui, ir cementy riig§tingumo mazinimui — nuplauty cementy
(ypa¢ CFC ir DMSJC) aplinka buvo maziau rtig§tiné nei nenuplauty. Taigi gausus
visiSkai sukietéjusio cemento pavirSiaus nuplovimas sumazina cemento
citotoksiSkuma ir turéty biiti atlieckamas po kiekvienos cementavimo procediiros.

4.3. Cementy ekstrakty poveikis periodonto lasteliu
metaboliniam aktyvumui ir jy zities budui

Cementavimo medziagy poveikiui periodonto lasteléms ivertinti, kai néra
tiesioginio kontakto tarp cemento ir danteny audinio, citotoksiSkumo tyrimus
atlikome su cementy ekstraktais.

Tetrazolio ir resozurino redukcijos testai tebéra placiai naudojami potencialiam
odontologiniy medziagy toksiskumui nustatyti. Sie testai yra paremti tam tikry
substraty konversija spalviniais ar fluorescuojanciais produktais. Spalvos arba
fluorescencijos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas gyvybingy lasteliy
skai¢iui. Siame tyrime buvo panaudotas resazurinu paremtas komercinis lasteliy
gyvybingumo rinkinys PrestoBlue (Life technologies). Metaboliskai aktyviuy
lasteliy fermentai pakeiCia resazuring i stipriai fluorescuojanti resorufing (angl.
resorufin), kuris gali biiti i$matuotas fluorometriskai (196). Sis testas rodo lasteliy
kultiiros metaboling biiseng tam tikrame laiko taske, ta¢iau nenurodo konkretaus
gyvybingy lasteliy kiekio. Zinoma, kad lasteliy metabolinis aktyvumas ypaé
priklauso nuo tokiy veiksniy kaip lasteliy tankumas kultiiroje, tarplastelinio uzpildo
tipo ir ne visada rodo tikraji proliferacijos dazni. Pavyzdziui, viename tyrime buvo
nustatyta, kad metabolinio aktyvumo ir lasteliy tankio koreliacija néra tiesiné, taip
pat ji skiriasi 2D ir 3D lasteliy kulttrose (15). Kitame tyrime buvo parodyta, kad
kiekybiskai jvertinant fluoroforais (angl. fluorophores) zyméta DNR, galima
tiksliau nustatyti lasteliu dauginimosi dinamika negu resazurinu paremtu
metabolinio aktyvumo testu (197). Todél atskiri metabolinio aktyvumo testy
rezultatai turi buti interpretuojami atsakingai ir pageidautina juos patikrinti
lygiagreCiai naudojant alternatyvius metodus, tokius kaip tiesioginis lasteliy
skaiCiaus jvertinimas hemocitometru, tripano mélio testu ar pasirenkant tiesiogini
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gyvy lasteliy stebéjima mikroskopu. Cementy ekstrakty citotoksiSkumo tyrime
(resozurino testu) nustatéme, kad DC ekstraktai turéjo minimaly poveiki ZDF
lasteliy metaboliniam aktyvumui (22, 23 pav.). Taciau lasteliy stebéjimas
mikroskopu parodé prieSingus rezultatus, kur DC ekstraktai, priklausomai nuo
laiko ir dozés, sumazino gyvybingy lasteliy skaiéiy ir iniciavo ZDF Ziiti nekrozés
biidu (24 pav., 26 pav.). Tuo tarpu DMSJC ir CFC ekstraktais paveikty lasteliy
metabolinis aktyvumas buvo proporcingas gyvybingy lasteliy skaiCiui.

Misy atlikti tyrimai su kietomis cementavimo medziagomis, taip pat patvirtino
citotoksini DMSJC ir DC poveiki ZDF gyvybingumui. Manome, kad rezultaty
neatitikimus galéjo lemti DC cemento komponenty ir resazurino tarpusavio
saveika. Kita tikétina prielaida, kad DC komponentai galéjo stimuliuoti fermentus,
susijusius su resazurino redukcija. Dél to sitilome, kad metabolinio aktyvumo testy
rezultatai turi biiti lygiagreciai validuojami kitais alternatyviais metodais.

Tiesioginé lasteliy stebéjimo sistema yra pranaSesné uz jprastinius lasteliy
biiseng ivertinancius metodus dé¢l keleto priezas¢iy. Mes galéjome stebéti realiu
laiku  vykstanCius lasteliy morfologinius pokyc€ius, migracini aktyvuma,
proliferacijos daznj ir kt., o fiksuodami aktyviy kaspaziy-3/7 israiska ir lasteliy
membranos vientisumo pokycius, taip pat galéjome nustatyti cementuy sukelta
lasteliy pirminj Zzities biida (nekrozé arba apoptoze). Misy Ziniomis, tai pirmas
tokio pobudzio tyrimas, kai buvo vertinamas placiai naudojamuy cementy
citotoksiskumas panaudojant tiesioging gyvu lasteliy stebé&jimo sistema.

Tiesioginis gyvy lasteliy steb&jimas parode, kad ekstraktai, gauti i§ skirtingy
cementy, sukelia lasteliy zuti skirtingais buidais. Apoptozé (nustatyta pagal
aktyvintas kaspazes-3/7) ZDF kultiiroje sukeliama tik DMSJC ekstrakty aplinkoje
(27 pav.). Pastebéta, kad kaspazés 3-/7 aktyvinamos i§ karto po to, kai padidéja
lasteliy membranos pralaidumas 7-AAD (26 pav.). Tai rodo, kad prie$ kaspaziy
aktyvacija ivyksta membranos integralumo praradimas. Kita vertus, DC sukélé
greitus lasteliy morfologijos pasikeitimus ir stipry lasteliy membrany pralaiduma 7-
AAD, bet neaktyvino kaspaziy. Tai rodo, kad ZDF DC aplinkoje Ziista nekrozés
btudu (27 pav.). Nekroz¢ susijusi su nekontroliuojamu uzdegiminiy komponenty
iSsiskyrimu i§ lastelés ir uzdegimo formavimusi aplinkiniuose audiniuose, o
apoptozeé vyksta nesukeldama uzdegimo (198). Taigi tolesniuose tyrimuose biity
tikslinga palyginti uzdegiminio atsako eiga lastelése po poveikio DMSJC ir DC
eksperimentiniuose modeliuose in vitro bei in vivo. Apibendrinant, S§iuo
eksperimentu parodéme, kad DMSJC ekstraktai sukelia lasteliy ziit{ apoptozes
budu, o ekstraktai gauti i§ DC ir CFC inicijuoja lasteliu nekrozg.

Taip pat, remiantis miisy pasteb&jimais, placiai naudojami metabolinio
aktyvumo testai citotoksiSkumui nustatyti, turéty biiti kontroliuojami lygiagreciai
atlickamais alternatyviais metodais.
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Misy eksperimentai parodé aiskias cementavimo medziagy citotoksiskumo
tendencijas, taciau klinikinis Siy rezultaty pritaikymas turi islygu. Citotoksiskumo
pasireiskimas klinikinémis salygomis gali buti skirtingas, nes burnos aplinka
skiriasi nuo eksperimentiniy salygu. Apsauginés funkcijos, vykstancios periodonto
audiniuose, gali bent i§ dalies neutralizuoti cementy sukeltus citotoksinius
reiskinius.

Cementavimo medziagy pasitla yra didelé, atsiranda vis naujy produkty.
Akivaizdu, kad néra idealios visoms klinikinéms situacijoms tinkan¢ios medziagos.
Gydytojo odontologo pareiga yra visapusisSkai jvertinti situacija ir, remiantis
moksliniais tyrimais, konkreCiam klinikiniam atvejui parinkti optimaliausia
medziaga.

76



ISVADOS

Cinko fosfatinis ir stiklo jonomerinis cementai pasiZyméjo maziausiu,
derva modifikuotas — vidutiniu, o kompomerinis ir dervinis cementai —
didziausiu atsparumu déveéjimuisi.

Aiskiy cementavimo medziagy dévéjimosi tendencijy, susijusiy su
cemento sluoksnio dydziu, nenustatyta. Visy tirty cementavimo medziagy
didziausias dévéjimasis buvo cemento ir dentino riboje.

Visos tirtos cementavimo medziagos, tiesiogiai kontaktuodamos su
zmogaus danteny fibroblastais, sukélé citotoksines reakcijas. Cinko
fosfatinis cementas buvo maziausiai citotoksiskas, palyginti su labiau
citotoksiskais derva modifikuotu stiklo jonomeriniu ir derviniu cementais.
Cementy pavirSiaus nuplovimas turéjo teigiama poveiki — nuplauty
cementy citotoksiSkumas buvo maZzesnis nei nenuplauty.

Derva modifikuoto stiklo jonomerinio ir dervinio cementy ekstraktai
sumazino zmogaus danteny fibroblasty metabolini aktyvuma: derva
modifikuoto stiklo jonomerinio cemento neigiamas poveikis buvo
didziausias, o dervinio cemento aplinkoje buvo matyti neryskus lasteliy
metabolinio aktyvumo sumazéjimas. Didesniy morfologiniy pakitimy
cinko fosfato aplinkoje nestebéta.

Derva modifikuoto stiklo jonomerinio cemento ekstraktai sukélé lasteliy
morfologinius pakitimus budingus apoptozei, o dervinio cemento
ekstraktai skatino lasteliy nekroze. Cinko fosfatinio cemento ekstraktai tik
menkai inicijavo lasteliy nekrozg.
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PRAKTINES REKOMENDACIIOS

Fiksuoty protezy cementavimo medziagoms biidingas mechaninis
dévéjimasis. Danty valymas Sepetéliu — viena i§ galimy dévéjimosi danties
kaklelio srityje priezasCiy. Renkantis protezo cementavimo medZziaga,
reikéty ivertinti jos atsparuma dévéjimuisi. Atspariausi danty valymui
Sepetéliu turéty biiti derviniai cementai, o daugiausia dévisi — cinko
fosfatinis ir stiklo jonomerinis cementai. Rekomenduojama protezuotus
dantis (kaip ir neprotezuotus) valyti minkStu danty Sepetéliu danties
kaklelio srityje neatliekant horizontaliy valymo judesiy, o tik vidutinio
stiprumo, sukamuosius ar §luojamuosius valymo judesius.

Nuolatiniai danty protezy cementai gali sukelti citotoksines reakcijas.
Gausus sukietéjusio cemento pavir§iaus nuplovimas i§ karto po
cementavimo galéty padéti iSvengti citotoksinio cementy poveikio
periodontui ar bent ji sumazinti.

Visi tirti cementai po sukietéjimo pasizyméjo ragsStiniu  pH.
Rekomenduojama po cementavimo darbo lauka gausiai nuplauti vandens
srove.

Parenkant cementavimo medziaga reikéty vertinti tiek fizines, tiek
biologines medZziagos savybes.
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INTRODUCTION

The clinical success of fixed prosthodontics is influenced by many factors,
including the choice of an appropriate luting material. Materials used for the
cementation of fixed prosthodontics are defined as luting materials or luting
cements (1). A wide variety of luting cements are currently available, from
conventional water-based ones to contemporary adhesive resin cements. There are
several prerequisites for luting cements including requirements for mechanical
properties, sufficient working time, stability, and biocompatibility with biological
tissues (2). However, there is no single luting material capable of meeting all the
desired requirements (3).

Zinc phosphate cement, one of the oldest materials still used, is traditionally
applied as a luting material or a temporary restorative (3). Resin-modified glass
ionomer cements are the latest generation of glass ionomers which contain various
resins that improve their mechanical properties. However, these modifications may
affect their biocompatibility (4). Self-adhesive resin cements, based on filled
polymers designed to adhere to a tooth structure without a separate adhesive or
etchant, have gained popularity due to the simplicity of their application, improved
mechanical properties, and adhesion to various substrates (5).

A narrow film of luting cement, together with a restoration margin, is
responsible for an uninterrupted, smooth transition between a fixed prosthesis and a
tooth. Dental luting cements are exposed to the oral environment along the crown
margin and are susceptible to dissolution and wear. The transition space between
the prosthesis and tooth, as a potential plaque-retaining area, is of clinical relevance
for the long-term success of fixed dental prostheses.

Dental caries at the cervical junction between a restoration and a tooth has been
reported as the major reason for the failure of fixed partial dentures (FPDs) and
crowns (6-12). Periodontal complications related to the cervical region are another
reported, but less frequent, reason for failure of FPDs (7, 9, 11). Gaps or niches
created by cement wear may become a potential plaque trap and, consequently, this
increases patients’ risk for caries and periodontal disease. Luting cement, therefore,
should have an adequate resistance to wear in order to maintain the marginal
integrity. Resistance to wear of dental materials commonly used in dental practices
is a complex phenomenon resulting from the interaction of many contributing
factors such as the type of material, specific properties of the materials opposing
each other, the contact load and its duration, and the environment (saliva, food,
toothpaste) where such interactions occur (13).

The occlusal wear rate of luting cements has been empirically related to the
marginal gap size, i.e. to an area of the exposed cement (14-16). The width of the
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cement film along the margin is determined by the fit (the size of marginal
discrepancy or gap) of the cemented restoration and may vary considerably.

Fransson et al. (17) reported a mean marginal gap of 100 um for metal-ceramic
crowns, with large variation including some above 200 pm. In another in vivo
study, the marginal discrepancies for crowns and FPDs varied from 5 pm to 430
um (18). Studies examining the importance of gap width reported inconsistent
findings, i.e. the reported relationships between the cement wear and the gap size
varied considerably (correlation coefficient r=0.3 to r>0.9). Additionally, no clear
pattern of cement disintegration in relation to the gap size could be elucidated (19).
Thus, there is a need to examine the influence of the size of the exposed cement
area (gap size) on the loss of luting cement materials.

Another important consideration is the biocompatibility of dental cements,
which, when in contact with oral soft tissues including the periodontium, may
evoke adverse clinical reactions of a toxic and allergic nature (20, 21). Cytotoxicity
may be induced due to chemical irritation from the materials themselves, as well as
by pH changes occurring in the vicinity of the materials during their setting (22).
Dental materials vary in the release of substances before and/or after setting (23) or
in their surface characteristics (24). Consequently, one should expect varying
biological responses from different cement types. Acidity of the dental materials
may also contribute to general cytotoxicity (22); therefore, it is important to
determine which luting cements produce the most acidic environments.

Resin cements (GIC) and resin-modified glass ionomer cements have been
widely used in modern clinical dentistry as luting agents. Despite the recent
improvements of resin-based restorative materials, their lack of biocompatibility
with oral tissues still represents a problem (3). Unreacted components of resin-
based materials are released into the oral cavity due to incomplete polymerization
and, therefore, they are cytotoxic and genotoxic (25). These elutable substances
represent residual monomers such as 2-hydroxyethylmethacrylate (HEMA),
triethyleneglycoldimethacrylate  (TEGDMA), and bisphenol  A-glycidyl
methacrylate (Bis-GMA), as well as other components including initiating
substances (25).

Contemporary dental resins release a complex mixture of different
methacrylates; therefore, it is difficult to precisely evaluate their cytotoxic
mechanisms. The cytotoxic properties of different resin monomers depend on their
chemical structure and concentration, with more lipophilic monomers being most
cytotoxic (26). Lower concentrations of monomers suppress the metabolic activity
of cells by blocking the activity of mitochondrial dehydrogenases, while at higher
concentrations these monomers interact with phospholipid bilayers by altering the
integrity and increasing the permeability of cellular membranes (27).
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Several studies have demonstrated that resin monomers induce oxidative stress
primarily via a depletion of intracellular levels of glutathione (28, 29). Cytotoxic
effects are partly inhibited in the presence of reactive oxygen species (ROS)
scavengers (30). However, the exact mechanism by which resin monomers induce
the generation of ROS in cells is not clear. Another study demonstrated that
HEMA/Bis-GMA induced DNA double-strand breaks through oxidative
mechanisms (31). Furthermore, methacrylic acid, a product of HEMA degradation
also displayed genotoxic effects (32).

Apoptosis and necrosis represent two major mechanisms of cell death and both
are involved in the cytotoxic action of resin monomers. Although initially
considered as mutually exclusive states, apoptosis and necrosis are frequently
regulated by similar signalling pathways; thus, they may act in a complementary
fashion (33). Therefore, it is also important to discriminate between different
mechanisms of cell death potentially exhibited by different luting cements.

The research question

To examine wear and biocompatibility of commonly used dental luting
cements.

Main objectives

Objective 1: Examine the resistance to wear of commonly used luting cements
(Project 1).

Objective 2: Examine the influence of marginal gap width on wear of
commonly used luting cements (Project 1).

Objective 3: Evaluate the cytotoxicity of commonly used luting cements
(Project 2).

Objective 4: Evalute pre-washing effect on cements' cytotoxicity (Project 2)

Objective 5: Examine changes in cells’ metabolic activity induced by extracts of
different luting cements (Project 3).

Objective 6: Identify cell death mechanisms induced by extracts of different
luting cements (Project 3).

The significance and novelty of the research

Laboratory in vitro studies allow for the standardization/control of experimental
conditions; consequently, such controlled experiments help us to discriminate
independent effects of various factors. These experimental studies are important for
understanding the performance of dental materials, their mechanical properties, and
their biocompatibility with periodontal tissues. Therefore, the current study chose
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several controlled experiments in vitro to study the wear and biocompatibility of
the commonly used luting cements.

Rationale for Project 1: Many methods, with varying degrees of sophistication,
have been designed to predict wear of dental materials in vivo. However, the
majority of these tests focused on occlusal wear. The luting materials used for

sealing crowns are only exposed to the oral environment in the cervical region,
where wear due to toothbrushing is the predominant wear mechanism. There is
scarce research done on the topic of the wear of luting cements from toothbrushing.

Rationale for Project 2: Cytotoxicity from dental materials may be invoked due
to the chemical irritation of biological tissues in the oral cavity. Given that different

luting cements vary in their release of substances before and/or after setting, as
well as in their surface characteristics, one should expect varying biological
responses to different cement types. Research comparing the cytotoxic effects
among different types of luting cements is also scarce.

Rationale for Project 3: Luting cements do not always have a direct contact
with periodontal tissues; therefore, Project 3 used extracts derived from
luting cements to represent indirect toxic effects of luting cements when

they are placed supragingivally. Apoptosis and necrosis represent two major
mechanisms of cell death due to the cytotoxic action of materials. It is important to
discriminate between various mechanisms of cell death that different luting
cements may potentially induce.
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METHODOLOGY

This dissertation comprises three projects consisting of several experiments
conducted to achieve the study objectives. Given that different methodologies were
used, the methods, results, and discussion are presented separately for each project.

Project 1: Wear resistance of luting cements and the influence
of marginal gap width on substance loss

Cements tested

Five commonly used types of luting cements were chosen for the current
experiment: Zinc Phosphate (ZPC), Glass Ionomer (GIC), Resin Modified Glass
Ionomer Cement (RMGIC), Compomer (CC) and Resin Cement (RC). Their
specifications are listed in Table 1.

Table 1. Tested luting cements

Luting cement  Cement Product name Manufacturer Batch no.
type code
DeTrey® Zinc ] - .
Zmme phosphate 7ZPC Crown & Bridge D-enisp‘l} 9802001013
. _ De Trey GmbH
Fixodont® Plus ’
Glass ionomer GIC GCFujil GC Corporation 050871
Resinmodified oy GO ERWiPLUS  GC Corporation 171271
glass ionomer
. - Densply
: °C ract® C - 400153
Compomer CC Dyract® Cem De Trey GmbH 9804001534
Adhesive resin RC Panavia®21 Kuraray 41225
cement Co. Ltd.

The cements were handled and portioned according to the manufacturers’
instructions in a climate-conditioned room (23 = 1° C) with controlled humidity
(50 £ 5%). In order to achieve the recommended powder to liquid ratio, both were
weighed for each cement mix. All cements were mixed manually.

Specimens design

A specimen simulating the cervical region of a crown-cement-tooth area was
designed by cementing specific luting cement to a tooth structure. A standard
palladium-silver ceramic alloy (Will-Ceram® W-1, Williams®, Ivoclar North
America, New York, US) was used as the restorative material to be cemented to
bovine dentin and served as the proxy for a tooth structure.
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Plates of the alloy (13x5%1 mm) were planed and polished by wet grinding (on
a rotating wheel) with 500-grit silicon-carbide abrasive paper (Waterproof Silicon
Carbide Paper, Struers, Denmark). The flatness of the surface was controlled using
a profile projector (6C-2, Nikon, Nippon-Kogaku, Japan).

A total of 50 sound bovine front teeth were extracted, from which the pulp
tissue and remaining periodontal ligaments were removed. Prior to the experiment,
these teeth were refrigerated in a 0.9% sodium chloride solution. Blocks with two
parallel walls (~ 15%5x3 mm) were cut out from the teeth using a rotating diamond
saw under water cooling in a laboratory cutting machine (Accutom, Struers,
Denmark), and flattened by wet grinding using silicon carbide abrasive paper (500-
grit). Care was taken to assure that the entire surface facing the luting cement
consisted only of dentin.

The wear of luting cements was tested in two gap widths: 100 um and 250 pm.
In order to create these two widths, a specific luting cement and a dentin plate were
separated from each other by a stainless steel wire of the predetermined diameter
(100 pm or 250 um); this wire served as a space holder to create the specific size
gap width between the metal plate and dentin (Image 1A).

B

M

\Y,

Y
\

D

A\

\

Image 1. Preparation of a specimen: A — Stage 1 and B — Stage 2
M — metal plate, C — luting cement, D — dentin; W — spacer (wire of specific diametre).

For setting, a 2 kg load was applied on the top of the metal plate. After complete
setting occured, the entire assembly was immersed in distilled water (37°C) for 2
hours. Thereafter, it was embedded in a cold-curing epoxy resin (Epofix, Struers,
Denmark), see Figure 1B. The mounted block was then cut into sections with a
diamond saw under running water and experimental specimens were obtained. In
order to create flat and smooth test surfaces, each specimen was planed gradually
by wet grinding on 500-, 1000-, and 4000-grit silicon carbide abrasive papers.
Subsequently, the surface quality was evaluated with an optical microscope. The
marginal gap width of each specimen was controlled using the profile projector at
50x magnification at three points (both ends and in the middle). Only the
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specimens with a gap distances within the range of 100 + 25 pum (to represent a 100
pum width) and 250 + 25 pm (to represent a 250 pm width) were used for the
experiment. The prepared specimens were stored in distilled water (37°C) for 2
weeks prior to wear testing.

A total of 60 specimens (12 specimens for each cement, six for each gap width)
were obtained. In order to acquire a reference surface and a distinct outline of the
abraded (exposed to wear) surface, parts of the metal plate and the dentine were
covered with resin adhesive tape (= 50 pum thick), exposing a 2 to 3-mm wide test
track (Image 2).

Dentine covered with tape Cement Metal plate covered with tape

Dentine covered Metal plate covered
with tape Cement with tape

Image 2. A — Schematic representation of a spesimen illustrating an exposed test track;
B — Replica of a speciment after the wear test (SEM).

Wear test

A toothbrushing wear test was selected to simulate the three body type of wear
expected in the mouth (toothbrush, toothpaste, teeth). The specimens were tested in
an automatic tooth-brushing machine (34) using flat profile toothbrushes with
medium bristle stiffness (Jordan*Classic, Jordan, Oslo, Norway). The bristle
diameters were ~ 200 mm, with rounded ends. The toothbrushes were changed
after brushing of three specimens.

Each specimen was affixed to a hole in the bottom of a trough. The brushing
surface of the toothbrush head was adjusted parallel to the test surface to ensure
full contact over the total length of the head. The toothbrush rested on the test
surface with a load of 2N. The direction of the reciprocating brushing motions (150
cycles/min) was parallel to the dentin-cement-restorative interface. The specimens
were brushed with a slurry of the standard reference paste (34). The slurry was
prepared by mixing 40 ml distilled water with 25 g of reference paste and was
renewed for each specimen.

In order to obtain observable wear, two hours of continuous brushing
corresponding to 18000 double strokes were employed in the study. This represents
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about three and a half years of brushing twice daily according to our calculations
based on the average toothbrushing time (60 s) (35-36).

Measurement locations

All specimens were examined (exemplified in Image 2) by means of a negative
replica technique (37) in a scanning electron microscope (SEM) (Philips XL 30,
Philips Electron Optics, Eindhoven, the Netherlands).

After brushing, the covering tape was removed and the test surface was
replicated with an elastomeric impression material (Permadyne Garant 2:1, ESPE,
Seefeld, Germany). The impressions were viewed directly. The reliability and
accuracy of the replicating technique were verified by comparing an SEM image of
the impression of a standard ruled test block with the actual structure of the block
(ISO 4823:1992(E)) (39).

In order to account for possible variations in the toothbrushing effect, the wear
was measured at three locations along the cement film in each specimen. Each
negative replica was cut at three different places transversely to the direction of the
luting cement interface, and three different slices of each replica were then
obtained for wear measurements. Each section was mounted and coated with 20
nm of a gold-palladium alloy (SCD 050 Sputter Coater, Balzers AG, Balzers,
Liechtenstein) for SEM inspection and measurements. The wear (cement loss in
um) was defined as the vertical difference between the abraded cement surface and
the non-affected metal plate used as a reference line (Image 3).

Metal plate

Raferenialine

Image 3. Locations of wear measurements:
A - cement/metal interface, B - middle of cement, C - cement/dentin interface

A pilot study showed that the wear of luting cements was not consistent across

the whole marginal gap. Therefore, in order to obtain a more comprehensive
picture of wear pattern, the wear was measured at three locations: at the
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metal/cement interface (measurement point A), in the middle of the cement
(measurement point B) and at the cement/dentin interface (measurement point C),
as exemplified in Image 3.

All measurements were conducted by one examiner at 300% magnification and
10° tilt with an accuracy of £ 1 um. SEM images were photographed in order to
examine the surface topography for each of the luting cements studied.

A t-test was used to assess the effect of marginal gap width on each cement’s
wear. The aggregated data on wear, which combined information from both the
100 pm and 250 um gaps, were used to compare five luting cements by applying a
one-way analysis of variance (ANOVA) with a Post Hoc Bonferroni adjustment.
The level of significance for all tests was set at p<0.050.

Project 2: Cytotoxicity of different types of luting cements

The in vitro cell culture model provides a controllable and reproducible method
to examine the potential toxicity of dental materials (39-45). We chose fibroblast
cell cultures for our experiments because these cells represent a common cell type
in pulp and gingival tissues and because fibroblasts have reproducible growth rates.

Cements tested

Three most common types of luting materials were selected:

1. Hoffmann’s Zinc Phosphate (Hoffmann Dental Manufaktur GmbH, Berlin,
Germany) (ZPC).

2. GC Fuji Plus Resin-Modified Glass Ionomer (Fuji Plus RMGI), (GC
Corporation, Tokyo, Japan) (RMGIC).

3. 3M ESPE RelyX Unicem Resin Cement (RelyX Unicem RC) (3M ESPE)
(RO).

All three types of luting materials were handled and portioned according to the
manufacturers’ instructions; Hoffmann’s ZP and Fuji Plus RMGI were mixed
manually, while RelyX Unicem RC was mixed in a high-frequency mixing unit.

Subsequently, luting materials were placed at the bottom of 24- and 96-well cell
culture plates (Orange Scientific, Belgium) insert wells. The RelyX Unicem RC
specimens were light-cured from one side with a curing unit (3M ESPE Elipar
FreeLight).

Preparation of specimens

Each specimen included a specific luting cement, medium, and fibroblast cells,
except for the control specimens where cements were not added. A 96-well cell
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culture plate was used for cell viability tests. A total of 144 specimens wrere
prepared. Six sample sets of 24 specimens were prepared separately for each
testing condition and for each of the follow-up times of 1, 6, and 12 hours. Each
sample set included six specimens each for the Hoffmann’s ZP, Fuji Plus RMGI,
and RelayX Unicem RC materials and six negative controls. A total of 72
specimens were used to test the cytotoxicity of luting cements without pre-
washing, and a total of 72 specimens to test the cytotoxicity of pre-washed luting
cements.

A 24-well cell culture plate was used for the pH measurements and for scanning
electron microscopy (SEM).To test the acidity of the cements, pH measurements of
the hardened luting materials were taken at 1, 3, 6, 12, 24, and 48 hours.

Establishment of the primary cell line (cell culture)

Human gingival fibroblasts (HGFs) were obtained from a gingival biopsy of a
healthy female patient using the explant method (44). Immediately after the biopsy,
a sample of tissue 24 mm’ in size was placed in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (Invitrogen/Life Technologies, USA) enriched with 250 U/mL Penicillin
(Invitrogen/Life Technologies, USA), 0.25 mg/mL Streptomycin (Invitrogen/Life
Technologies, USA), and 200 U/mL Nystatin (Sigma-Aldrich Inc., USA) for
transportation. Then, the subepithelial tissue specimen was minced under sterile
conditions, the suspension diluted in Iscove’s modified Dulbecco’s media
(IDMEM; Sigma-Aldrich Inc., USA), supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS; Invitrogen/Life Technologies, USA) and antibiotics, and cultured at 37°C in
5% CO, and 95% relative humidity atmosthere. HGFs which grew out of the
explants were sub-cultured and maintained, subsequently the cells from passages
six to ten were used for our experiments.

Testing conditions (evaluating the effect of pre-washing)

Two experimental conditions were created, condition 1: exposing fibroblasts to
pre-washed cements and condition 2: exposing fibroblasts to non-washed luting
cements. For the pre-washing, copious rinsing of the cement surface with saline
solution was applied prior to exposing them to fibroblasts cell suspensions. Half of
the test specimens were pre-washed 20 times with 200uL saline solution (PBS). All
specimens were sterilized with ultraviolet (UV) light for 15 min. The HGF cell
suspension (6-7x10* cells/mL) was prepared and 100 pL was placed onto cement
specimens. Then, the cells were incubated for 1, 6, and 12 hours. HGFs maintained
in the control polystyrene plate wells without luting cements served as controls.
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Cell viability testing (with colorimetric assay)

Half of the test specimens were washed with 20x200uL saline solution (PBS).
A total of 100 pL of the HGF cell suspension was placed onto cement specimens in
the 96-well cell culture plate. After 1, 6, and 12 hours, the cell monolayer was
dispersed by a trypsin-EDTA (Life Technologies Corp., USA) mixture (1:9), then
the suspension was centrifuged and the pellet suspended in 25 pL of growth
medium. Furthermore, 2 pL of acridine orange (AO) and ethidium bromide (EB)
(Life Technologies Corp., USA) dye mix (100 pg/mL) of each was prepared in
PBS and mixed in equal proportions) was added to 10 uL of test cell suspension.
AO is cell-permeable and interacts with DNA and RNA. When bound to DNA,
viable cell nuclei look like well-formed, round fluorescent green structures. EB
intercalates DNA, providing a fluorescent red-orange stain. EB does not stain
healthy cells, thus it is used to identify cells that have permeable membranes. This
EB/AO combined staining enables us to distinguish between the vital cells (green
color) and the dead ones, i.e. apoptotic and necrotic cells (orange color) (45). The
images were viewed using an Eclipse TS100 (Nikon) inverted microscope and
pictures taken with a Nikon digital camera.

Cell viability testing (with MTT assay)

The cytotoxicity of luting cements on human gingival fibroblasts (HGFs) was
evaluated using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
assay (MTT; Sigma-Aldrich Inc., USA) according to ISO-10993-5:1999
specifications (46). After 1-, 6- and 12-hour exposure to luting materials, the
number of viable HGF cells was detected using the MTT test. This test is based on
the ability of a vital cell’s mitochondrial succinate dehydrogenase to reduce yellow
MTT dye into insoluble blue formazan crystals. The amount of formazan is directly
proportional to the number of vital cells. After adding the solvent, the optical
density (OD) of the resulting solution was measured with a microtiter plate reader
(TECAN Infinite 200 PRO) at 570 nm. The cell survival, expressed as an optical
density (OD), was indicated by the proportion of viable cells. The ODs were
measured for both luting cements and control samples.

The cell survival ratio (CSR%) was calculated based on the OD differences
between the ODs of luting cements and the ODs of control specimens. The CSR%
is a percent ratio, where the cell survival in wells containing a cement and
fibroblasts (ODs of test samples) is expressed as the percent proportion of the cell
survival observed in the control wells (corresponding to ODs of control samples).
This way, a higher CSR% value indicates higher cell survival, consequently

101



indicating less cytotoxicity. The CSR%s were calculated for each cement type and
for each follow-up time.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

The HGF cell suspension (6-7x10* cells/mL) was placed into each well (24-
well cell culture plate) on the cement surface. HGFs maintained in polystyrene
plate wells without luting cements served as control specimens. After 6 hours of
exposure, the specimens were prepared for SEM examination (Hitachi, TM-1000).
The cell growth medium was removed, and the wells rapidly filled with
glutaraldehyde fixative (2.5% in water; Sigma-Aldrich Inc., USA). The samples
were incubated for 60 min at room temperature and rinsed three times for 15 min
with distilled water. Subsequently, the samples were fixed in OsO, (Sigma-Aldrich
Inc., USA) for 60 min at room temperature, then rinsed with distilled water three
times (for 15 min each time), followed by dehydration with an ethanol series
beginning at 25% and changing to solutions of 50% and 75% over 10 min periods,
and ending with a 96% solution for 2 hours. Finally, the samples were dried in a
critical point dryer (K850, Quorum Technologies) and coated with 20 nm of gold
using a sputter coater (Q150R, Quorum Technologies).

pH measurements

Half of the test specimens were washed 20x1,000 uL of PBS. Then, 500 pL of
cell growth medium (IDMEM) was poured over each cement specimen, as well as
into the control wells without luting cements. The pH measurements were taken at
1, 3,6, 12,24, and 48 hours using a pH-meter (Knick, type 766 Calimatic).

Assessments of cytotoxicity

The potential cytotoxicity of luting cements was assessed analysing both
quantitative and qualitative (visual) methods.

Two quantitative outcomes were used to assess each cement’s cytotoxicity: the
cell survival ratio (CSR%) and the level of acidity of cement’s surfaces.
Morphology of HGFs was evaluated microscopically.

Microscopic cell images were examined visually. In the SEM images, the viable
fibroblasts appeared as outstretched cells indicating surviving cells, while the
absence of outstretched cells or rounded cells implied the cells’ death. Another
visual assessment of sytotoxicity was microscopic images of stained cells
distinguishing between the vital cells (green) and dead cells (orange).
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Statistical analyses

As the distribution of the CSR% values was approximately normal, parametric
tests were chosen for analyses. One-way ANOVA with a Post Hoc Bonferroni
adjustment was used to compare the CSR% of the cements tested under two
different testing conditions. Linear multiple regression (LMR) was used to test the
combined effect of cement type and pre-washing. The threshold for significance for
all tests was set at p<0.050.

Project 3: Metabolic changes and cell death induced by
extracts derived from different types of luting cements.

Preparation of extracts

Dental luting cements do not always have a direct contact with oeriodontal
tissues. In this project extracts derived from different luting cements were tested
for their cytotoxicity to HGF.

The luting cements used were the same as in Project 2 and they were prepared
in the same way. Luting materials were placed at the bottom of a 12-well cell
culture plate (Orange Scientific, Braine-l'Alleud, Belgium). The amount of luting
cement used to cover the bottom of each well and to get 3 ml of extract was
comparable to the amount needed to cement three single crowns in routine clinical
practice.

The prepared luting cements were sterilized with an ultraviolet (UV) light for 1
hour. Then, each well containing a test specimen was covered with 3 ml of cell
culture medium (low glucose DMEM supplemented with 10% FBS, 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 2 mM L-glutamine all from Biochrom,
Berlin, Germany) and incubated for 1 hour in a humidified atmosphere of 95%
air/5% CO, at 37°C. After incubation, the extracts were collected and filtered
through 0.2 um filters (Sarstedt, Niimbrecht, Germany). For the cytotoxicity
studies, we used an undiluted (100%) concentration of extract and a half-diluted
(50%) concentration of extract (dilution with cell culture medium; final
concentration of 10% FBS).

Culturing human gingival fibroblasts

Primary human gingival fibroblast (HGF) cells were derived from healthy
gingival tissue obtained, with her written informed consent, from a 21-year-old
female undergoing canine tooth exposure surgery because of an orthodontic
treatment. Primary HGFs were isolated, cultured and maintained as described in
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Project 2. The HGFs from the fourth, fifth, and sixth passages were used for the
experiments.

Assessment of metabolic activity and viable cells counts

The HGF cells were seeded at a density of 2x10° cells into each well of a 96-
well plate (Orange Scientific) and incubated for 72 hours at 37°C in a humidified
atmosphere containing 5% CO,. Then, the culture medium was removed and the
cells were exposed to 200 pL extracts of the different cements (ZPC, RMGIC, RC)
at concentrations of either 100% or 50%, or to fresh culture medium without
cement (control group).

The cytotoxicity was assessed with PrestoBlue Cell Viability Reagent (Life
technologies) according to the manufacturer's protocol. Fluorescence was detected
with the Fluoroskan Ascent FL plate-reader (Thermo Labsystems, Franklin, MA) at
an excitation of 544 nm and emission of 620 nm. The mitochondrial reducing
activity assessed by the resazurin assay. The fluorescence intensity was examined
at 1, 6, 12, and 24 hours after incubation with extracts of different luting cements.

In parallel, under identical conditions, viable cells were counted by a
hemocytometer (Fast-Read 102, Biosigma) using the trypan blue (Sigma, St Louis,
MO) exclusion test.

Preparation for live cell imaging

Live-cell imaging has several advantages over traditional end-point cell-based
assays allowing real-time monitoring of cell reactions, such as changes in their
morphology, migration, proliferation, etc. This approach has recently been
employed for cytotoxicity evaluation of luting resin cements on bovine dental pulp-
derived cells (47).

Live-cell imaging was employed for the detection of dynamic changes in
cellular morphology. For confocal microscopy imaging, the HGF cells were seeded
on 24-well plates (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) at a density of 10*
cells per well and incubated for 72 hours at 37°C in a humidified atmosphere
containing 5% CO,. Then, the culture medium was removed and 600 uL of the
extracts (100% or 50% concentrations) derived from different luting cements
(ZPC, RMGIC, RC) were added into the wells. The same amount of fresh culture
medium was used for the control group.

The real-time monitoring of apoptosis and assessment of the membrane
integrity of the cells was performed using the CellEvent™ Caspase-3/7 green
detection reagent for apoptosis (Life technologies) and 7-Amino Actinomycin D
(7-AAD) (BD Biosciences, San Jose, CA). CellEvent™ Caspase-3/7 green
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detection reagent is a fluorogenic substrate for activated caspases 3 and 7 that
produces a fluorogenic response indicative of apoptosis. The maximum
fluorescence emission of the dye is at approximately 520 nm. The 7-AAD enters
into cells with compromised membranes and intercalates with double-stranded
DNA that has a maximum fluorescence emission at 647 nm. The CellEvent™
Caspase-3/7 green detection reagent and 7-AAD (final concentration of 250 ng/ml)
were added to the cell culture immediately after exposure to extracts derived from
the luting cements, incubated for 30 min, and subsequently, live-cell imaging was
performed. Live-cell imaging was performed using a Leica SP8 (Leica
Microsystems) confocal microscope, during a time-lapse of 24 hours with images
taken every 10 minutes.

Quantification of apoptotic and necrotic cells

The fluorescent-channel images taken from the live imaging experiments were
analyzed by ImageMaster 2D Platinum 7.0 software (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Sweden). The fluorescent apoptotic and 7-AAD-positive necrotic
cells were counted as spots in each image using the ImageMaster algorithm. The
same spot detection parameters (smooth-2; saliency-5; min. area-5) were applied
for each image. The ratio between the numbers of apoptotic or necrotic cells in the
control and those in the cement-treated cell cultures was used for the graphical
representation of the cytotoxic effects of eftracts derived from different luting
cements.
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RESULTS

Project 1: Wear resistance of luting cements
and the influence of marginal gap width on substance loss

Results of analyses related to Project 1 are presented in Table 2 and Figures 1-3,

where two types of comparisons are presented.

Differences in wear between two gap widths

Analytical setting: These comparisons used a series of independent sample t-

tests to compare the means of wear between the 100 pm and 250 pm gap widths of

a specific luting cement at a specific measurement location (at point A, point B, or

point C) (Table 2).

Table 2. Cement wear in different gap widths and different locations

Wear of luting cements (pum)

Point (A) Point (B) Point (C)

Cements# Gap, um mean (sd) mean (sd) mean (sd) p values™

100 18 (11) 15(9) 37 (11) g;(C: 8811
zp

¢ 250 18 (8) 54) 50 (26) g;(cj:)ooogl

p value* 1.000 .032 286

100 12(7) 20 (13) 27 (16) No difference
e 250 9(6) 9(8) 48 (30) g;(C: 882
p value* 444 .108 161

100 7(4) 8 (6) 31 (16) g;(C: 8(())431
RMGIC A/C 005

250 4(4) 34) 29 (19) B/C 004
p value* 223 120 .848
w 100 2(2) 1(2) 21 (15) AB\;(C:..(E)OOZ

250 3(5 0(1) 26 (11) g;(cj 882
p value* .659 .300 525

100 3(2) 2(2) 22 (12) g;gi)%(il
e 250 7(7) 1(2) 19(11) g;(cj 88:
p value* .208 407 .661

# ZPC — Zinc Phosphate Cement, GIC — Glass Ionomer Cement, RMGIC —

Glass Ionomer, CC — Compomer Cement, RC — Resin Cement.
~ ANOVA with Post Hoc adjustment.
* Independent sample t-test.
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Findings: The only significant difference (p=.032) comparing wear patterns
between the two gap widths was found for ZPC, where greater wear was observed
at a narrower 100 um gap width at point B (middle of the cement). An increased
wear at the narrower gaps was seen for all luting materials at this measurement
point (in the middle of the cement film). Contrarily, the observations at the
measurement point C (wear at the cement/dentin interface) indicated a greater
cement loss for ZPC, GIC and CC at 250 um compared with the 100 pm gap.
However, the differences were not statistically significant.

To sum up, no consistent pattern of wear between two different gap widths was
observed.

Differences in wear dependent upon the cement type

Analytical setting: The comparisons employed One-way ANOVA with Post
Hoc adjustment for multiple comparisons and were done separately for each
cement type. A specific cement’s wear among different locations (measurement
Points A-C) was presented.

Findings: The results pooled from two gap widths are displayed in box-and-
whisker plots (Figures 1-3). The distributional wear-related patterns were
compared among five luting cements for each measurement location separately:
wear at the metal/cement interface is demonstrated in Figure 1, in the middle of the
cement in Figure 2, and at the dentin/cement interface in Figure 3.

The wear values at the metal/cement interface (measurement point A) ranged

from 0 pm to 38 um (Figure 1). The largest wear and the biggest variation was
observed for ZPC, while CC and RC demonstrated the least of both, wear and
variation. The analysis of variance (ANOVA) followed by multiple pairwise
comparisons revealed that ZPC demonstrated significantly more loss of substance
than all other cements, i.e. GIC, RGIC, CC and RC (P < 0.001). GIC showed more
wear than RGIC, CC and RC (P =0.014, P <0.001, P = 0.003 respectively).

The cements' wear in the middle of the cement (measurement point B) ranged
from 0 pm to 40 pm (Figure 2). GIC was found to have the least, while CC and RC
- the highest resistance to wear. The largest variation was also observed for GIC.
The analysis of variance (ANOVA) revealed statistically significant differences in
the wear of the luting materials studied (P < 0.001). The wear of GIC was
significantly greater than that of RGIC, CC and RC (P < 0.001). ZPC demonstrated
more loss of substance than CC and RC (P < 0.001).

The largest wear for all luting materials was observed at the cement/dentin interface
(measurement point C) (Figure 3). The wear ranged from 4um to 90 um among the
different luting cements. GIC and ZPC were found to have the least resistance to wear
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(median 37pm and 35 um respectively), as well as the largest variation, while RC and
CC presented the highest resistance to wear (median wear values of 28 pm and 29 pm
respectively). Statistical analysis revealed that ZPC demonstrated significantly more
substance loss than RGIC, CC and RC (P = 0.022, P < 0.001, P < 0.001 respectively)
and GIC showed more wear than CC and RC (P =0.022, P =0.009).
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Figure 1. Wear of cements at the metal/cement interface (point A).
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Figure 2. Wear of cements in the middle of cement (point B).
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Figure 3. Wear of cements at the cement/dentin interface (point C).
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Project 2: Cytotoxicity of different types of luting cements

Cell survival - SEM evaluations

SEM assessments of cell survival (Image 4) illustrate an example of SEM
images taken 6 hours after exposure of the HGF culture to Iuting cements in the
cell growth medium. SEM images of the control samples show numerous
fibroblasts, while some outstretched cells (indicating viable cells) were found only
on the ZPC surfaces, but not on the RMGIC or RC surfaces.
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Image 4. Fibroblasts after 6 hours in cement and control specimens
(SEM images)

Cell viability - colorimetric evaluations

The cell viability test, a visual colorimetric assessment of cell vitality and the
effect of the cement pre-washing are demonstrated in Image 5. Cell survival was
evaluated under two testing conditions (pre-washed vs non-washed cements). The
overall finding was that pre-washing of the cements had some protective effects,
particularly at the early stages of observation. As can be observed in Image 5, a
bigger number of viable cells (green) are seen in the images of pre-washed samples
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than in the non-washed samples. However, after 12 hours of incubation, dead cells
(red) were dominant in almost all cement samples.

Zinc Phosphate Cement Resin Modified Glass lonomer Cement Resin Cement
Non-washed Pre-washed Non-washed Pre-washed Non-washed Pre-washed

hrs.

Image 5. Viability of human gingival fibroblasts (stained with AO/EB)
on surfaces of the non-washed and pre-washed cements

Acidity of the cements (pH changes)

The acidity of cement surfaces at different follow-up times is presented in
Figure 4 As shown, all cements tested created acidic environments on their
surfaces. The pH values in the vicinity of the cements were below neutral (pH=7.0)
throughout the entire observation period (1, 3, 6, 12, 24, and 48 hours). Pre-
washing had a protective effect (lower acidity as indicated by higher pH values) for
the ZPC and RMGIC samples compared to the RC samples. As an overall pattern,
the pH values on the cement surfaces were lower in earlier observations (e.g. 1
hour and 3 hours) than at later timepoints. The pH started to be less acidic after
approximately three hours. ZPC cement samples took the longest time towards
restoring their pH levels.
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Figure 4. Acidity (pH) on the surfaces of different luting cement
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Cell survival - MTT test

The cell survival ratio (CSR%) was used to compare the cell survival rates
among different types of luting cements. A higher CSR% value indicates a higher
cell survival rate. Table 3 compares the cell survival rates in the non-washed
cements group and Table 4 compares the cell survival rates in the pre-washed
cements group. In both tables, horizontal and vertical comparisons are presented.
The horizontal comparisons evaluate time-dependent survival in the group of a
specific cement (analysis: dependent sample t-test) and vertical comparisons make
comparisons among different types of luting cements at a specific observation time
(analysis: ANOVA with the Post Hoc Bonferroni adjustment). Comparing findings
presented in Tables 3 & 4 we see substantially higher cell survival rates in the pre-
washed cements group than in the non-washed cements group.

Table 3. Cell survival in the non-washed cements group

Cell Survival Ratio %

1 hour 6 hours 12 hours
mean (sd) mean (sd) mean (sd) p values™
1h /6h 0.001
7prC 37.2(7.4) 17.7 (13.3) 10.9 (6.4) 1h /12h 0.001
1h /6h 0.001
RGIC 7.9 @3.9) 3522 3.1(1.3) 1h /12h0.001
1h /6h 0.002
RC 1.3(1.4) 0.3 (0.5) 0.0 (0.0) 1h /12h. 0.001
ZPC/RC 0.001 ZPC/RMGIC<0.001 ZPC/RMGIC<0.001
p* ZPC/RC 0.001 ZPC/RC<0.001 ZPC/RC <0.001

RMGIC/RC 0.050 RMGIC/RC<0.001

ZPC - Zinc Phosphate Cement, RMGIC - Resin Modified Glass Ionomer, RC - Resin
Cement

* ANOVA with Post Hoc Bonferroni adjustment.

" Dependent sample t-test.

Table 4 compares the cell survival in the group of pre-washed cements. The
survival-related trend for the pre-washed cements group was similar to the one
observed for the non-washed cements, where better survival rates were observed
for ZPC than for RMGIC or RC. At the 6-hour observation, the CSR% mean for
the pre-washed ZPC cement was 52.6%, for the RMGIC it was of 31.5%, and for
the RC it was 6.5%. Some of these differences were statistically significant (refer
to Table 4).
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At the 12-hour observation, the CSR% mean for the ZPC was 25.0%, for the
RMGIC it was of 5.6%, and for the RC it was 2.4%. These differences were
statistically significant.

Table 4. Cell survival in the pre-washed cements’ group
Cell Survival Ratio %

1 hour 6 hours 12 hours
mean (sd) mean (sd) mean (sd) )7
1h/6h .001
ZPC 52.6 (8.3) 43.6 (15.7) 25.0 (9.9) h/12h 001
1h/6h .032
RMGIC  31.5(6.1) 23.5(11.0) 5.6 (2.5) 1h/12h<.001
6h/120h<.001
1h/6h .004
RC 6.5(3.3) 3.3(1.7) 2.4(1.2) 1h/12h 001

ZPC/RMGIC .001  ZPC/RMGIC<.001  ZPC/RMGIC <0.001
p* ZPC/RC <.001 ZPC/RC<.001 ZPC/RC <0.001
RMGIC/RC .001 RMGIC/RC <.001

ZPC — Zinc Phosphate Cement, RMGIC — Resin Modified Glass Ionomer Cement, RC —
Resin Cement.

* ANOVA with Post Hoc Bonferroni adjustment.

~ Dependent sample t-test.

Visual comparisons of cell survival:

Figure 5 demonstrates a visual comparison of cell survival depending upon the
type of the luting cement and the pre-washing. In this figure, distributional patterns
of the CSR% scores are presented, and each of the tested cements is represented
with two box-plots, one to demonstrate the cytotoxicity of non-washed cement and
one to illustrate how cytotoxicity is reduced when the cement is pre-washed. One
can see a clear trend that pre-washing improved cell survival. The highest variation
and the most considerable improvement from pre-washing was observed for ZPC.
The overall trend was that ZPC cement is less cytotoxic to cell survival than the
other two cements. One can also observe a wide variation in the cell survival rates,
particularly in the ZPC and RMGIC groups.
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Figure 5. Cell survival in the non-washed and pre-washed cements

Predictors of cell survival

Table 5. Cytotoxicity as a function of luting cement type and exposure to cement pre-

washing
Outcome: Cell Survival Ratio %" Collinearity diagnostics
PREDICTORS B coeff. P values Tolerance VIF#
ZPC vs. RMGIC/RC* .543 <.001 .667 1.5
RMGIC vs. ZPC/RC* .042 481 .667 1.5
RC vs. RMGIC/ZPC* -.169 .006 .667 1.5
Pre-washing .599 <.001 400 2.5

ASummary: Method: enter; Adjusted R Square=0.898; p<.001

* ZPC — Zinc Phosphate Cement, RMGIC — Resin Modified Glass Ionomer Cement, RC —
Resin Cement.
# Variance Inflation Factor.

To study the joint effect of the cement type and the pre-washing, we employed
linear multiple regression (LMR) analysis. In order to enable the simultaneous
inclusion of information regarding three different cements (nominal variable with 3
categories) into the LMR analysis, we created three dummy variables — one for
each type of luting cement. To ensure that the inclusion of three dummy variables
did not violate the important assumption of independence among predictors,
multicollinearity diagnostics was employed, which showed that the assumption was
not violated as indicated by tolerance and VIF not reaching critical values.
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The overall LMR model was statistically highly significant (p<.001) and two
out of three individual predictors were statistically significant (p<.050). Jointly, the
type of cement and pre-washing explained 90% of the variation in the CSR%
(adjusted R Square=0.898).

According to their decreasing cytotoxicity, the cements tested, could be ranked
as follows: RC, followed by RMGIC and ZPC. For the overall cell survival, pre-
washing had the strongest independent positive effect (=.599, p<.001). The type
of cement was also important; ZPC showed higher levels of cell survival compared
to the two other cements ($=.543; p<.001). These findings indicate that ZPC was
substantially less cytotoxic than RMGIC or RC.

Concomitantly, when compared to the two other cements and controlled for pre-
washing, RC still had an independent statistically significant negative effect on the
cell survival (f=—169, p<.001).

Project 3: Metabolic changes and cell death induced
by extracts derived from different types of luting cements

Changes in cell metabolic activity

The mitochondrial reducing activity (assessed with PrestoBlue Cell Viability
Reagent by the resazurin assay) was inhibited by all extracts tested (Figure 6). The
RMGIC 100% and 50% concentration extracts showed the highest cytotoxic effects
by decreasing the metabolic activity of HGFs during the first 6 hours of incubation
by 53% and 45%, respectively (Figure 6).

The extracts derived from ZPC also reduced the metabolic activity of HGFs by
44% (ZPC 100%) and 35% (ZPC 50%) after the first 6 hours of incubation.
However, during the next 6 hours, metabolic activity returned to the initial levels
that were comparable to the control group. This temporary increase was followed
by the reduction of metabolic activity after 24 hours of incubation (Figure 6).

Extracts derived from the RC Iluting cement showed minimal effect on the
metabolic activity of the HGF cells. Thus, we observed only a modest decrease
(13%) in the RC 100%-treated cells after 6 hours of incubation, while after 12 and
24 hours of incubation the levels of metabolic activity were similar to the controls
(Figure 6).
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Figure 6. Comparison of the metabolic activity of human gingival fibroblasts treated
with extracts derived from different luting cements.

Viable cell counts

Treatment with RMGIC decreased viable HGFs in a dose-dependent manner.
After 6 hours of incubation with the 100% and 50% RMGIC extracts, proportions
of viable cells decreased by 65% and 35%, respectively; after 12 hours of
incubation viable cells reduced by 75% and 50%, respectively. The number of
viable RGIC- and ZPC-treated HGFs were proportional to the level of the
metabolic activity (a fluorescent signal generated during the resazurin assay)
registered earlier. Treatment with the RC 100% extract decreased the number of
viable cells by 62%, 58%, and 67% after 6, 12, and 24 hours, respectively.
Treatment with the RC 50% extract caused a delayed, but prominent response by
reducing the number of viable cells by 15%, 75%, and 79% after 6, 12, and 24
hours, respectively. However, we did not observe an expected association between
the number of viable cells and their metabolic activity after treatment with the
extracts derived from the RC luting cement.
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Real-time monitoring of morphology changes

The long-term real time monitoring allowed the detection of early and dynamic
changes in the morphology of HGFs in response to the extracts derived from
different luting cements (Image 6). The RC 100 induced rapid and dramatic
changes in the cellular morphology. An early change such as a severe shrinkage
was detected at the 3 h observation, while after 12 hours all cells seemed
irreversibly injured. The RC 50-treated HGFs demonstrated a delayed response
showing that the effect was dose-dependent. By contrast, the RMGIC induced the
morphological changes that are typical of apoptosis (shrinkage, rounding and
blebbing of cells). These effects were also dose-dependent, because early changes
were detected after 11 h and 15 h for the RMGIC 100 and for the RMGIC 50,
respectively. The extracts from the ZPC did not induce significant changes in the
HGF morphology.
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Image 6. Morphological appearance of HGF's after the treatment with extracts derived
from different luting cements. Representative images from the live cell imaging taken
after 3, 12 and 24 h.
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Image 7. Real-time monitoring of necrosis and apoptosis of HGFs
after the treatment with extracts derived from different luting cements

Real-time monitoring of apoptosis and necrosis

Necrotic pathway of cell death is visualized in Figure 7. Exposure to the RC
extracts induced a necrotic response in the HGF cells as indicated by a severe
increase of membrane permeability to 7-AAD (Image 6,7; Figure 7). This effect
was dose-dependent. Concurrently, we did not detect any caspase-3/-7 activity in
the cell cultures. This indicates that the RC induces cell death solely via a necrotic
pathway.
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Figure 7. Necrotic response of human gingival fibroblasts
to the extracts of luting cements

Apoptotic pathway of cell death is visualized in Figure 8. In contrast to the RC
samples, RMGIC induced an apoptotic response in HGFs. Interestingly, the
caspase-3/-7 activation followed immediately after an increase in membrane
permeability for the 7-AAD, suggesting that loss of membrane integrity is a
primary event during RMGIC-induced apoptosis (Figure 8). On the other hand,
real-time monitoring of ZPC-treated cultures revealed no apoptotic and only a
moderate necrotic response.
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Figure 8. Apoptotic response of human gingival fibroblasts
to the extracts of luting cements
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DISCUSSION

Project 1

Previous in vitro studies examined wear of dental luting cements with different
wear testing devices, but these studies mainly focused on occlusal wear. This type
of wear, however, does not represent the type of wear the luting materials used for
cementing fixed prostheses actually exhibit. The present experiment focused on
cervical wear which is not influenced by occlusal forces. Although dissolution in
saliva and other wear modalities might contribute to substance loss (diminishing
luting cement), cervical wear, especially at the facial and buccal surfaces, is
predominantly caused by toothbrushing.

We chose bovine teeth for our experiment due to practical reasons (easy
availability and adequate size), and previous in vifro experimental studies used
bovine dentin was used as a substitute for human dentin (48-50).

Several previous studies did not specify an exact measurement location within
the gap. The advantage of the current experiment was that it examined wear at
three different locations, this way a more comprehensive picture of wear could be
obtained.

Our experiment clearly demonstrated that resistance to wear is substantially
different and is dependent upon the location of the cement and its proximity to
metal and dentin. In the present experiment, more intense wear was observed at the
cement/dentin interface than in the middle of the cement or at the metal/cement
interface. Seemingly, cement wears more the closer it is placed to the dentin, which
is less resistant to wear than metal or the luting cements themselves. Wear in the
middle of the cement is most indicative for the material itself, since wear at the two
other measurement points could be influenced by the amount of wear in the
neighboring materials, especially dentin.

The effect of marginal gap width on the wear of different luting cements was
not consistent across different measurement locations. A tendency towards larger
substance loss, particularly for water-based cements, at narrower gaps was
observed in the middle of the cement. These unexpected findings should be
interpreted with caution as, due to the different distances from the dentin to
measurement point B (50 um and 125 pm), the wear of dentin itself might have
contributed to the overall wear we observed. Specifically, the middle of the cement
in the 100 um gap was closer to, and probably more affected by, the dentin than the
mid-point of the wider 250 um gap.

The effect of gap width on substance loss could not be defined with certainty, as
we did not observe a consistent systematic pattern of wear in the two different gap
widths. The differences in wear between the two different marginal gap widths
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were obtained from three measurement points. These inconsistencies might
indicate that the marginal gap width either has no effect on cement wear or that
some other unidentified factors, or possible interactions, between various factors
may have contributed to wear.

Previous studies, however, presented the importance of gap width on wear of
luting cements, i.e. the vertical wear of the materials under study increased with the
marginal gap width (51-52). Kawai et al. reported a strong relationship (correlation
> 0.9) between substance loss due to wear and the width of the horizontal gap (53).
This could be a confounding finding since the wear, calculated as the vertical
surface area of lost material (um), was not adjusted for the width of a gap.

The second objective of the study was to compare the wear resistance among
five different luting materials. Under the conditions of this experiment, ZPC and
GIC showed the least resistance to wear, CC and RC exhibited the greatest
resistance, and RMGIC exhibited intermediate wear resistance compared to the
other four tested materials.

The wear process is very complex, and the resistance to wear of a specific
dental material reflects many interplaying factors of the entire process, including
the properties of a specific material (54). The filler content and the degree of
conversion in resinous types of luting cements were found to be among these
factors (55), as well as the type of filler and polymer, the method of silanization,
and the filler size distribution (56).

These factors might be responsible for the differences in wear of RGIC, CC,
and RC observed in the current study. The lower wear resistance of ZPC and GIC
might be attributed to differences in their physical properties and the structure of
water-based, as opposed to polymer-based, luting materials (57). Water-based
cements are inherently brittle and, because of their powder-liquid formulation, they
are also more prone to porosity — both may lead to increased wear of such
materials.

Our findings are in accordance with the findings reported by Shinkai and
Suzuki (51), where wear resistance of a microfilled resin cement was superior to
that of a glass ionomer. Guzman et al. (52), however, found the resin-modified
glass ionomer cement to be more wear-resistant than the other four resin cements
studied.

A wide range of variation in the wear of luting cements, especially at the
cement/dentin interface was found. Several explanations should be considered for
this variation. First, the bovine dentin we used could have been of varying quality.
It was reported that dentin structure depends on its location (occlusal or buccal)
and the depth of the dentin i.e. distances from the enamel/dentin junction and from
the pulp (48-49). This dentin structure-related explanation might be supported by
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an inverse association between dentin microhardness and its tubular density (57).
In addition, as the age of the donor animals was not specified, a varying extent of
calcification of their teeth might also have influenced the physical properties of the
dentin we used for our experiment.

The wear-related variation we observed at the metal/cement interface might also
be explained by the cement’s adaptation to a metal. In contrast to a smooth and
uninterrupted transition producing lower levels of wear, cement defects (slits or
small grooves that might increase the effect of brushing) at the metal interface
might result in considerably higher wear values.

The manual mixing of cement and the manual fixation of the specimens into the
brushing devices should also be considered, as even minor inclinations might
create protruded areas; consequently, these areas might be more impacted by
toothbrushing.

Extrapolation of evidence acquired from in vitro studies to clinical applications
is not always possible. However, the ranking of the cements tested under
standardized experimental conditions may be used as a guideline for the selection
of luting materials. The present experimental design, resembling wear due to
toothbrushing, may be suitable for in vitro wear testing of any type of dental
material exposed at the cervical area.

Project 2

To thoroughly assess the potential cytotoxicity of commonly used luting
cements, cross-validation of findings can be achieved by employing several
experiments and comparing their results both qualitatively and quantitatively.
When findings from different tests produce similar patterns of findings, the results
are more valid.

The cytotoxicity of commonly used Iuting cement types (ZPC, RMGIC, RC)
was evaluated as a function of three factors: cement type, cement pre-washing, and
time. Our findings support the importance of all three factors. These findings will
be further discussed in more detail.

Project 1 demonstrated substantial cytotoxicity for all luting cements tested,
namely Hoffmann’s ZP, Fuji Plus RMGIC, and RelyX Unicem RC. This inference
is based on the observation that survival of human gingival fibroblasts in all the
cement-containing specimens was substantially lower than in control specimens.
These findings are in accordance with other in vitro experiments reporting that
numerous dental materials exhibit cytotoxic effects and that cytotoxicity varies
among the brands of dental materials (20, 39, 42, 58-62).

There may be several reasons for variations in the cytotoxicity we observed.
Cytotoxicity of phosphate cements has been attributed to the release of zinc ions
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and other chemical substances (63). Similarly, it has been suggested that GICs
releasing fluorides that are toxic to human dental pulp stem cells (64). Contrarily,
Stanislawski et al. reported that concentrations of F*, Sr,", and Al;" in the elutes of
GICs are too low to be cytotoxic and suggested that the principal compounds
responsible for the cytotoxicity of RMGICs are unpolymerized resin monomers
(20). Furthermore, Goldberg et al. reported that the mechanisms of cytotoxicity
relate firstly to the short-term release of free monomers occurring during the
monomer-polymer conversion and, secondly, to long-term release of leachable
substances generated by erosion and degradation over time (65).

Early cytotoxic effects of luting cements could also be attributed to the acidity
of the materials (66, 67). This initial acidity, involving a prolonged period of acidic
pH and acid diffusions from luting cements through dentin coupled with the
cytotoxicity of chemicals, may lead to damaging effects particularly when tooth
preparation and cementation procedures are less than ideal (22, 66, 67).

The detrimental effect from dental materials to biological tissues were related to
the monomers they contained. It has been demonstrated that even low
concentrations of 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) can significantly alter the
morphology of human gingival fibroblasts (68). Comparable observations were
reported by Becher et al., where monomers such as TEGMA, HEMA, and GDMA
have the capacity to induce cell death in macrophages (69).

It is also important to consider that insufficient curing or long setting time of
materials may increase their cytotoxicity. For example, dual-cured specimens of
resin-based cements showed significantly lower toxicity than chemically cured
specimens (20). The importance of a setting mode, as well as its timing, should not
be underestimated when examining the biocompatibility of resin-based materials
(21,70).

The present experiment found that the cytotoxicity of luting cements was
highest in the first hours after setting. This trend toward decreasing cytotoxicity
over time has also been observed in previous studies (39, 41, 42), This was
attributed to reduced leakage, as most of the leachable components are released
within the first few hours (23). Our experiment demonstrated that pre-washing of
cements helped cells survive better. We can speculate that this positive effect may
be explained by the fact that substantial amounts of leaking substances were
washed away. A promising trend is that new materials are under development and
several new formulations claim to reduce unpolymerized residual mass (71-74).

Although our findings clearly point to substantial cytotoxicity of all the luting
cements tested, it is important to acknowledge the limited nature of our in vitro
experiment. Due to the experimental nature of the present study, the clinical
relevance of the present findings can only be speculated. In contrast to the
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conditions of the present experiment, oral environments contain various protective
mechanisms that could counterbalance the cytotoxic effects experienced due to
luting cements, particularly during their setting stage.

However, we should still be aware of the potential cytotoxicity of luting
cements; consequently, clinicians should handle these materials with caution and
follow handling instructions with utmost care.

Further clinical follow-up studies are needed to answer the question of whether
the cytotoxicity observed in the present in vitro experiment also has clinical
implications.

Project 3

Resazurin is converted by enzymes of metabolically active cells into a highly
fluorescent resorufin that can be measured fluorometrically (75). However, this test
reflects the metabolic state of a cell culture at a given timepoint, instead of
measuring the exact number of viable cells. Therefore, the current project
employed two types of tests to evaluate the cytotoxicity of different luting cements:
1) counting viable cells and 2) assessing the cell metabolic activity.

It is known that the metabolic activity of cells depends on different factors, such
as the cell culture density or the extracellular matrix and does not always associate
with an actual cell proliferation rate. It was demonstrated that the metabolic
activity did not correlate linearly with increasing cell densities (76). Another study
demonstrated that the quantification of DNA using fluorophores more accurately
assessed the cellular proliferation than the resazurin based metabolic activity assay
(77).

These considerations warrant our choice for validation by alternative methods
such as direct visual cell counting using a hemocytometer and the trypan exclusion
test, or the microscopical inspection of viable cells. We found that the extracts
derived from the RC luting cement showed little effect on the metabolic activity of
the HGF cells. This was in contradiction to the results obtained from the viable cell
counting and live-cell imaging studies which showed that the RC decreased the
number of viable HGFs in a dose- and time-dependent manner, and that it also
induced necrotic cell death. By contrast, levels of the metabolic activity of the
RGIC- and ZPC-treated HGFs were proportional to the viable cell numbers.

Our data demonstrated that an increase of membrane permeability to 7-AAD is
an early event that precedes cellular shrinkage. In our study, we used live-cell
imaging to monitor dynamic changes of cellular morphology and, simultaneously,
to detect caspase-3/-7 activity and membrane integrity. To the best of our
knowledge, this is the first time such an approach was used for the evaluation of
the cytotoxic action of extracts derived from commonly used luting cements.
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Live-cell imaging revealed that the extracts from different luting cements
induced cell death through different pathways. An apoptotic response (as
determined by means of caspase-3/-7 activation) was detected only in the RMGIC-
treated HGFs. By contrast, RC treatment induced rapid changes in the cellular
morphology and a severe increase in membrane permeability for 7-AAD, but no
activation of the executionary caspases, which indicates that cell death occurred via
a necrotic pathway. Necrotic cell death is associated with an uncontrolled release
of the inflammatory cellular contents and the stimulation of inflammation in
surrounding tissues, whereas apoptosis occurs without inducing an inflammatory
response (78). Thus, in future studies, it would be informative to compare the pro-
inflammatory effects of the RMGIC- and the RC-treated cells using in vitro and in
vivo experimental models.

In summary, we demonstrated that apoptosis was the primary mechanism of cell
death induced by extracts derived from the RMGIC luting cement, whereas extracts
from the RC and the ZPC luting cements induced cell death via a necrotic pathway.

In addition, we suggest that the metabolic assays commonly used to assess the
cytotoxicity of luting cements should be validated by alternative methods.
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CONCLUSIONS

Project 1

Objective 1: A considerable variation in wear resistance among different luting
cements was observed. Zinc Phosphate (ZPC) and Glass lonomer (GIC) cements
were least resistant to wear, Resin Modified Glass Ionomer (RMGIC) cement had a
moderate level of wear, and Resin Cement (RC) had the best resistance to wear.
The wear of cements at different locations varied, with the highest level of wear
being observed at the cement/dentin interface for all cements tested.

Objective 2: The effect of gap width on substance loss could not be defined with
certainty, as no consistent systematic pattern (of wear in the two different gap
widths) was observed.

Project 2

Objective 3: There were substantial differences among the luting cements
studied in the induction of cytotoxicity.The most favorable cement-related
environment for cell survival was found in the vicinity of ZPC (highest cell
survival) and the least favorable environment was in the vicinity of RC (lowest cell
survival).

Objective 4: Pre-washing of cements had a positive effect on cell survival. The
observation time had a negative effect on cell survival, i.e. there were more viable
cells observed at earlier timepoints than at later ones.

The pH values at the vicinity of the cements were below neutral (pH=7.0)
throughout the whole 24-h observation

Project 3

Objective 5: RMGIC and ZPC extracts reduced cell metabolic activity, but the
RC extracts showed little effect on the metabolic activity of the human gingival
fibroblasts.

Objective 6: Apoptosis was a common cell death mechanism due to GIC
extracts, while the main cell death mechanism due the RC and ZPC extracts was
Necrosis.
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