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Streszczenie

W artykule przedstawiono wyniki badan in vitro dotyczace cytotoksycznosci i dziatania bakteriobojczego materiatu
do stosowania w endodoncji - cementu typu MTA (ang. Mineral Trioxide Aggregate) o nowym sktadzie chemicznym.
Cement wytworzono na bazie krzemianu trojwapnia wzbogaconego ZnO i ptynu bedacego 15% roztworem CaCl,,

a jako czynnik wprowadzajacy kontrast RTG zastosowano ZrO,. Wytworzony cement MTA oceniono poprzez
scharakteryzowanie wtasciwosci fizykochemicznych obejmujacych: czas wigzania, wytrzymatosc na sciskanie,

a takze kontrast RTG i bioaktywnosc w roztworze symulujgcym osocze (SBF). Do zbadania wptywu ziaren ZrO, na ilosc¢
i wielkosc porow w cemencie wykorzystano technike mikrotomografii komputerowej (uCT). Dziatanie cytotoksyczne
cementow oceniano przez zastosowanie referencyjnej linii komorkowej L-929. Warunki hodowli komorkowej

w kontakcie z badanymi materiatami lub ekstraktami z cementow oceniano za pomoca analizy obrazu lub testu
kolorymetrycznego MTT. Do badania aktywnosci przeciwbakteryjnej wykorzystano dwa szczepy paciorkowcow:
Streptococcus mutans i Streptococcus sanguinis. Opracowany cement typu MTA charakteryzuje sie odpowiednimi
witasciwosciami uzytkowymi i spetnia wymagania zawarte w normie PN-EN ISO 10993-5:2009 ,Biologiczna ocena
wyrobow medycznych, czesc 5: Badania cytotoksycznosci in vitro". Jednak, aby mogt by¢ rozwazany jako bezpieczny
wyrob medyczny do wypetniania wstecznego kanatow korzeniowych, wymaga dalszych badan.

Summary
MTA-type cement based on ZnO-enriched tricalcium silicate - evaluation of cytotoxicity and bactericidal activity

The article presents the results of in vitro cytotoxicity and bactericidal activity of MTA-type cement (Mineral Trioxide
Aggregate) for endodontics with a new chemical composition. The cement was made on the basis of ZnO-enriched
tricalcium silicate and a liquid being a 15% CaCl, solution. ZrO, was used as an X-ray radiopacity agent in the
cement. The produced MTA-type cement was assessed by characterizing the physicochemical properties including:
setting time, compressive strength, as well as X-ray radiopacity and bioactivity in a simulated body fluid (SBF).
Microtomography technique (UCT) was used to investigate the effect of ZrO2 grains on the number and size of pores
in the cement. The cytotoxic activity of the cements was assessed by using the reference L-929 cell line. Cell culture
conditions in contact with test materials or cement extracts were assessed by image analysis or MTT colorimetric
test. Two strains of streptococci were used to test the antibacterial activity: Streptococcus mutans and Streptococcus
sanguinis. The developed MTA cement has appropriate functional properties and meets the requirements of the PN-
EN ISO 10993-5:2009 standard "Biological evaluation of medical devices, Part 5: In vitro cytotoxicity tests’. However, in
order to be considered a safe medical device for retrograde root canal filling, it requires further research.
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1. Wprowadzenie

Cementy typu MTA (na bazie krzemianu tréjwapnia, z ang.
Mineral Trioxide Aggregate) maja sktad chemiczny podobny do
cementu portlandzkiego, ktéry jest oparty na krzemianach?:
gtéwnie 3Ca0Si0, oraz 2Ca0-Si0,. Krzemiany w kontakcie
z woda wiaza, gdyz tworza uwodniony zel krzemianowy (faze
C-S-H) oraz wodorotlenek wapnia (portlandyt). Cementy typu
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MTA znajdujg zastosowanie w niektérych przypadkach lecze-
nia endodontycznego, gdy zalecane jest uzycie materiatu od-
dziatujacego z miazga lub zgbing i utrzymujgacego zywotnosé
tkanek?2. Dzieki swoim wiasciwoSciom cementy typu MTA sa
wyrobem medycznym, ktéry stosuje sie do wstecznego wypet-
niania kanatu korzeniowego*®, np. gdy podczas przygotowania
zeba dochodzi do perforacji Sciany korzenia.



Wyrobom medycznym, w tym cementom typu MTA, stawiane
sa wysokie wymagania biologiczne zawarte w normach serii ISO
10993. Rodzaje badan, jakim powinny zosta¢ poddane wyroby
medyczne, sg uzaleznione od kategorii, rodzaju kontaktu z organi-
zmem oraz czasu trwania tego kontaktu. Norma ISO 10993 , Bio-
logiczna ocena wyrobéw medycznych, cze$¢ 1: Ocena i badanie
w procesie zarzadzania ryzykiem” wyréznia trzy kategorie wyrobow
medycznych ze wzgledu na rodzaj kontaktu z organizmem. W za-
leznosci od przeznaczenia wyrobu medycznego rozpatrywany jest
kontakt poprzez btony Sluzowe, rany, krew oraz tkanki/kos¢/zebi-
ne. Wyroby moga by¢ np.: kontaktujace sie z powierzchniami (np.
elektrody, soczewki kontaktowe, opatrunki), do kontaktu zewnetrz-
nego (np. laparoskopy, cementy dentystyczne) oraz do implantacji
(np. implanty kosci, cementy kostne). W przyjetej kategoryzacji czas
kontaktu okresla sie jako: A - ograniczony (do <24 h) B - przediu-
Zajacy sie (od >24 h do 30 dni) oraz C - staty (>30 dni). Jednym
z wymagan, ktérego ocene przewidziano dla wszystkich kategorii
wyrobéw medycznych niezaleznie od czasu kontaktu czy miejsca
zastosowania jest cytotoksycznosé. Metody oceny cytotoksyczno-
Sci opisuje norma PN-EN ISO 10993-5:2009 ,Biologiczna ocena
wyrobow medycznych, czesé 5: Badania cytotoksycznosci in vitro”.
Zgodnie ze standardami tej normy materiat nietoksyczny zdefinio-
wany jest jako materiat, ktory nie uwalnia substancji chemicznych
w takich ilosciach, ktére powodowatby zabicie (w sposéb bezpo-
Sredni lub posredni) przez hamowanie proceséw metabolicznych
komorek linii referencyjnych. Testy cytotoksycznosci to podstawowe
testy stosowane w badaniach biokompatybilnosci in vitro biomate-
riatéw. Na podstawie normy PN-EN ISO 10993-5:2009 oceniane sa
zmiany morfologiczne komoérek lub $mier¢ oraz utrata ich przyczep-
nosci do podtoza. Natomiast do oceny iloSciowej zmiany zywotnosSci
komorek norma ta zaleca stosowanie, miedzy innymi, testu MTT
lub jego odmiany XTT. Miara aktywnosci cytotoksycznej badanego
materiatu jest okreslenie zahamowania w 50% wzrostu i proliferacji
komorek w odniesieniu do wzrostu komérek kontrolnych.

Natomiast zgodnie ze sprecyzowanymi przez klinicystow wyma-
ganiami uzytkowymi cementy typu MTA powinny wigza¢ w wilgotnym
Srodowisku, Scisle przylega¢ do tkanek zeba, zachowywag statg ob-
jetosé oraz byé tatwe w uzyciu. Ponadto po zaaplikowaniu powinny
wykazywaé kontrast na zdjeciach RTG pozwalajacy odrézniac je od
sgsiadujgcych struktur anatomicznych. Kontrast radiologiczny uzy-
skuje sie, dodajac proszek ztota lub srebra, a takze siarczan baru lub
tlenek bizmutu. Czynnikiem wprowadzajacym kontrast moze takze
by¢ dwutlenek cyrkonu. W cementach zawierajacych jako czynnik
kontrastujacy tlenek bizmutu odnotowuje sie wigczanie jonow Bi®*
w strukture krzemianéw wapnia’, a takze ich tugowanie z cementu®.
Podczas obserwacji klinicznych juz niewielkie iloSci jonow Bi®* wy-
kazuja pewna toksycznosé i wptywaja negatywnie na wzrost komo-
rek zeba®, prowadzac nawet do ich Smierci*®. W dtugookresowych
obserwacjach klinicznych dostepnych na rynku cementéw MTA za-
notowano pojawianie sie przebarwier okolicznych tkanek struktur
zeba''!?, co dla pacjentéw jest istotnym problemem estetycznym.
Kolejng wazna cecha charakteryzujaca materiaty typu MTA jest two-
rzenie wodorotlenku wapnia podczas reakcji wigzania. Powstajgce
w ten sposéb Srodowisko zasadowe zmnigjsza ryzyko wystgpienia
infekcji*®. Dziatanie ochronne przed infekcjami moze rowniez za-
pewni¢ obecnosé niektorych pierwiastkow w sktadzie materiatu.
Dane literaturowe wyjasniaja i dokumentuja wptyw na mikroorga-
nizmy np. jonéw Ag#4 15 |ecz wtasciwosci bakteriobdjcze wykazuja
takze jony innych metali, takich jak cynk, miedz, ztoto, certé 17:18,19,
Jony te powoduja dezintegracje Sciany komorkowej bakterii, co pro-
wadzi do ich Smierci. Wiele uwagi poswieca sie takze nanoczastkom
cynku w zastosowaniach biologicznych ze wzgledu na ich biokom-
patybilnosé, a takze unikalne wtasciwosci termiczne i optyczne®.
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Zalety cynku dla ludzkiego organizmu uznano za wszechstronne,
gdyz jony tego pierwiastka odgrywaja znaczaca role w ukfadzie
nerwowym, w procesie wzrostu, a zwtaszcza w uktadzie odporno-
Sciowym. Takze w procesach metabolicznych jony cynku odgrywaja
wazna role jako sktadnik lub aktywator wielu enzymow?% 22,

Celem badan byto opracowanie cementu typu MTA do endo-
dongcji na bazie krzemianu tréjwapnia wzbogaconego Zn0O, w kt6-
rym czynnikiem wprowadzajacym kontrast RTG jest ZrO, oraz
okreslenie stopnia cytotoksycznosci i dziatania przeciwbakteryjne-
go cementu o zaproponowanym nowym sktadzie chemicznym.

2. Materiaty i metody
Do wytworzenia krzemianu tréjwapnia wzbogaconego ZnO zasto-
sowano maczke kwarcowg MK.056/001 (Strzeblowskie Kopalnie
Surowcéw Mineralnych), weglan wapnia cz.d.a. (POCh), wodoro-
tlenek wapnia cz.d.a. (Merck) oraz tlenek cynku cz.d.a. (POCh)
i tlenek glinu cz.d.a. (POCh). Procedure przygotowania krzemianu
przedstawiono w artykule®. Do wprowadzenia kontrastu radiolo-
gicznego zastosowano tlenek cyrkonu (1V) cz.d.a. (Merck).

Cement typu MTA o nowym sktadzie chemicznym wytworzono
z uzyciem krzemianu tréjwapnia wzbogaconego ZnO i ptynu be-
dacego 15% roztworem CaCl,. Komponent proszkowy mieszano
z ptynem do zarabiania w proporcji 3,6 g proszku do 1 ml ptynu.
Do badan cytotoksycznosci oraz dziatania bakteriobéjczego in vitro
przygotowywano prébki cementu rdznigce sie sposobem przygo-
towania. Materiat odniesienia stanowit cement na bazie spieku
o0 symbolu C bez dodatku ZrO,,.

2.1. Analiza pCT

Pomiary przeprowadzono na rentgenowskim mikrotomografie
komputerowym SkyScan 1172. Zastosowano napiecie 100 kV, prad
100 A, 600 projekcji rentgenowskich oraz czas naswietlania 2,5 s.
Badaniu poddano probke cementu bez udziatu czynnika wprowa-
dzajacego kontrast RTG oraz probke z udziatem 25% wag. Zr0,,.

2.2. Bioaktywnos¢é cementu w roztworze SBF

Dla okreslenia bioaktywnosci cementu typu MTA przeprowadzo-
no ocene oddziatywania z roztworem symulujacym osocze (SBF).
W tym celu po 5 krazkéw (¢=6 mm i h=2 mm) cementu wytworzo-
nego na bazie spieku C z dodatkiem 25% wag. ZrO, umieszczano
w szczelnie zamykanych szklanych naczyniach, do ktorych wpro-
wadzano po 65 ml roztworu SBF. Nastepnie naczynia przetrzyma-
no w suszarce utrzymujacej temperature 37°C przez okres do 28
dni. Sktad jonowy roztworu SBF przedstawiono w tab. 1.

2.3. Oznaczanie w zwigzanym cemencie zawartosci As i Pb
rozpuszczalnych w rozcienczonym kwasie solnym

Oznaczanie wykonano metoda atomowej spektroskopii absorp-
cyjnej ze wzbudzeniem w ptomieniu (FAAS), wykorzystujac spektro-
metr SpektrAA 200 firmy Varian. Pomiary wykonano przy dtugosci
fali 217 nm. Badania przeprowadzono zgodnie z normg PN-EN
ISO 9917-1:2008 ,Cementy wiazace z udziatem wody, czesé¢ 1:
Cementy kwasowo-zasadowe w postaci proszku i ptynu”. Wykorzy-
stano spektrofotometr Spekol 11 firmy Carl Zeiss. Oznaczenie po-
legato na zaabsorbowaniu arsenowodoru i pomiarze absorbancji
przy dtugosci fali 540 nm.

Na* | K* | Mg# | Ca* ClI | HCO, HPOzZ SO.2
SBF | 1420 50| 1,5 25 /1488 42 | 10 | 05
Plazma | 1420 |50 1,5 | 25 1030 270 10 | 05

pH buforowanego przy uzyciu TRIS i HCI ptynu wynosito 7,25

Tab. 1. Sktad jonowy roztworu SBF i plazmy krwi cztowieka
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W celu przygotowania prébek do badan wymieszano wystarcza-
jaca ilos¢ komponentu proszkowego i ptynu, tak aby otrzymaé co
najmniej 4 g cementu. Cement w stanie plastycznym umieszczano
w folii polietylenowej i szczelnie zamykano. Nastepnie probki sptasz-
czano, Sciskajac palcami, aby powstaty cienkie krazki. Przygotowa-
ne krazki umieszczano w cieplarce na 24 h w temperaturze 37+1°C.
Po 24 h rozkruszano krazki na drobny proszek w agatowym mozdzie-
rzu, a otrzymany proszek przesiewano przez sito o oczku 40 pm.

2.4. Analiza XRD spieku C oraz FTIR ZrO, uzytego jako
czynnik wprowadzajacy kontrast RTG

Analize XRD spieku o symbolu C przeprowadzono metodg dy-
frakcji rentgenowskiej w geometrii Bragga-Brentano przy uzyciu
dyfraktometru Bruker-AXS D8 DAVINCI wyposazonego w miedzia-
na lampe anodowa. Dyfraktogramy rejestrowano w zakresie katéw
od 5 do 120° 26 (Cu Ka), interwat pomiaru czasu 0,01°, a czas
pomiaru 2 s/interwat.

Analize FTIR ZrO, wykonano przy uzyciu spektrometru FTIR
TENSOR27 Bruker. Pomiar prowadzono w trybie transmisyjnym
(prébki w postaci tabletek z KBr), w zakresie liczb falowych 400-
4000 cm?, liczba skandéw 64/64, rozdzielczos¢ 4 cm™.

2.5. Badania biologiczne

2.5.1. Materiaty do badan biologicznych

RPMI-1640isurowice cieleca (FCS) zakupiono w Biowest (Nuaillé,
Francja). Roztwér L-glutaminy, penicyliny i streptomycyny, MTT
(bromek 3-[4,5-dimetylotiazol-2-ilo]-2,5-difenylotetrazoliowy), DMF
(dimetyloformamid), SDS i btekit trypanu otrzymano z Sigma-Aldrich
(Monachium, Niemcy). Podtoza mikrobiologiczne: bulion mézgowo-
sercowy (Brain Hart-BHI), agar tryptonowo-sojowy TSA (Trypton-Soy-
Agar) z 5% krwig, zakupiono w BTL Ltd. (Zaktad Enzyméw i Pepto-
néw, £6dz, Polska) zas 0,9% roztwor NaCl zostat dostarczony przez
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

2.5.2. Oznaczenie toksycznosci cementéw

Przed rozpoczeciem badan cementy zostaty poddane dziataniu
lampy UV przez 45 min w temperaturze pokojowej. Badania cyto-
toksycznego dziatania cementéw wykonano metoda bezposSrednie-
g0 oraz posredniego kontaktu z jednowarstwowa hodowla komoé-
rek linii L-929 - (fibroblasty mysie ATCC CCL 1).

a) Metoda bezposredniego kontaktu

Hodowle komérek L-929 prowadzono w ptynie hodowlanym
RPMI-1640 z dodatkiem 10% FCS oraz 100 j/ml penicyliny,
100pg/ml streptomycyny i 2 mM L-glutaminy. Na plastikowych,
24-dotkowych ptytkach zaktadano jednowarstwowa hodowle ko-
morek L-929 o gestosci 1x10%/ml i inkubowano 24 h w temperatu-
rze 37°C, w atmosferze 5% CO?. Po tym czasie ptyn znad komorek
usunieto, a na jednowarstwowa hodowle komoérek L-929 naniesio-
no badane cementy i zalano ptynem hodowlanym z dodatkiem 2%
surowicy cielecej. Catosé inkubowano przez 72 h w 37°C oraz at-
mosferze 5% COZ?. Kontrole stanowita hodowla komoérek L-929.

b) Metoda posredniego kontaktu

W metodzie posredniej z jednowarstwowej, 24-godzinnej ho-
dowli komérek L-929 usunieto ptyn znad komérek, nastepnie za-
lano je supernatantem (ekstraktem) znad badanych cementow.
Ekstrakty z cementéw sporzadzono przy uzyciu ptynu hodowla-
nego RPMI-1640 z dodatkiem 2% FCS, uzupetnionej 100 U/ml
penicyliny, 100 ug/ml streptomycyny i 2 mM L-glutaminy, w kto-
rych umieszczono krazki cementoéw i inkubowano 72 h w tem-
peraturze 37°C. Hodowle komérkowa L-929 z ekstraktami z ce-
mentéw inkubowano przez 24, 48 i 72 h w 37°C w atmosferze
5% CO,,.

Zmiany ilosciowe i morfologiczne pod wptywem badanych
préb oceniono po 24, 48 oraz 72 h w odwréconym mikrosko-
pie. Minimalne stezenie badanych prob, ktére powodowato de-
generacje 50% komoérek uznano za dawke toksyczng (TCCD50
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- Tissue Culture Cytotoxic Dose). Poziom toksycznosci okreslono
zgodnie z wymaganiami przedstawionymi przez norme EN ISO
10993-5:2009.

Okreslenie zywotnosci komérek metoda barwienia bieki-
tem trypanu

Zawiesine komérek pobierano w ilosci 100 ul do probowki
Eppendorf, nastepnie dodawano 100 ul 0,4% btekitu trypanu
i inkubowano 15 min w temperaturze pokojowej. Po tym cza-
sie probke nanoszono na kamere Birkera i pod mikroskopem
Swietlnym obserwowano zywe lub martwe komorki. Komorki
martwe wybarwiaty sie na granatowo, co jest spowodowane
whnikaniem barwnika do wnetrza komoérki przez uszkodzona
btone komoérkowa, natomiast zywe komorki pozostawaty nie-
zabarwione. Stopien toksycznos$ci materiatébw oceniono na
podstawie kryteridw podanych w tab. 2.

Test kolorymetryczny MTT

Zywotnosé i proliferacje komérek oznaczano za pomoca meto-
dy MTT® polegajacej na reakcji redukcji barwnika MTT (bromek
3-[4,5-dwumetylotiazol-2-yl]-2,5-dwufenylotetrazolowy o barwie
26ttej) do granatowego formazanu przez dehydrogenaze mitochon-
drialng zywych komoérek. Po 72 h inkubacji z badanymi materiatami
(metoda bezposrednia) cementy usunieto, a komorki L-929 zala-
no 25 pl MTT. Réwniez do komérek z ekstraktami znad cementéw
(metoda posrednia) dodano MTT w tej samej ilosci i inkubowano
3 hw 37°C, w atmosferze 5% CO,. Po inkubacji dodano 80 pl mie-
szaniny lizujacej (20% SDS with 50% DMF, pH 4,7) i inkubowano
przez 24 h. Pomiaru gestosci optycznej dokonano w czytniku Dyna-
tech 5000 przy dtugosci fali A=550/630 nm.

2.5.3. Badanie aktywnoSci przeciwbakteryjnej

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem szczepoéw za-
kupionych z Amerykanskiej Kolekcji Mikroorganizméw (ATCC):

komorki zywe, o prawidto-

0 brak wej morfologii, rosng w po-
staci jednolitej warstwy
komérki zywe, zaokraglo-
ne, obkurczone, nie wiecej

staba niz 20% komorek odklejo-

nych od podtoza, nie two-
rza jednolitej warstwy

nie wiecej niz 50% komo-
rek odklejonych od podtoza,
Il umiarkowana | komorki zaokraglone, bez
ziarnistosci, ale nie two-

rza jednolitej warstwy

nie wiecej niz 70% komorek
zaokraglonych, odklejonych

1 Srednia od podtoza, komorki nie two-
rza jednolitej warstwy, cyto-
plazma komérek ziarnista.

. Komorki martwe, odklejone od

v silna

podtoza, catkowita liza komorek

Tab. 2. Kryteria dziatania toksycznego na podstawie zmian
w morfologii komérki (zgodnie z: PN-EN ISO 10993-5:2009.
»,Ocena biologiczna, czesc¢ 5: Test cytotoksycznosci in vitro”.
Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna, Genewa,
Szwajcaria 2009)



Streptococcus mutans (ATCC 25175) pochodzacy z préchnicy
oraz Streptococcus sanguinis (ATCC AA-1455) wyizolowany z ptyt-
ki nazebnej. W badaniach zastosowano metode rozcienczen. Pre-
hodowle szczepdow testowych, paciorkowcow Streptococcus mu-
tans i Streptococcus sanguinis, w bulionie mézgowo-sercowym
inkubowano w temperaturze 37°C przez 18-20 h. Do studzienek
na ptytce 24-dotkowej nanoszono po 1 ml hodowli bakteryjnej,
nastepnie umieszczano sterylny badany materiat. Po 24 i 48 h
i 7 dniach inkubacji pobierano po 100 ul hodowli bakteryjnej, roz-
cienczano 0,9% NaCl i wysiewano (po 100 ul) na ptytki z agarem
tryptozowo-sojowym z dodatkiem 5% krwi. Ptytki inkubowano cata
noc w 37°C, a nastepnie liczono kolonie. Kontrole stanowity ho-
dowle bulionowe mikroorganizméw bez testowanych materiatow.

2.6. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie +SD (odchylenie
standardowe). Do zbadania jednorodnosci wariancji miedzy gru-
pami zastosowano test Browna-Forsythe'a. Gdy wariancja byta
jednorodna, przeprowadzono analize statystyczng przez anali-
ze wariancji (ANOVA), a nastepnie poréwnano post hoc z testem
Tukeya w celu oszacowania istotnosci réznicy miedzy grupami.
Dane nieparametryczne oceniono za pomoca analizy wariancji
Kruskala-Wallisa. Istotnos¢ okreslono przy P < 0,05. Analize staty-
styczna wykonano przy uzyciu STATISTICA 7.0 dla Windows.

3. Wyniki i dyskusja
Wytworzono spiek C krzemianu tréjwapnia wzbogacony ZnO i z jego
udziatem przygotowano komponent proszkowy do cementu typu
MTA, ktory poddano badaniom biologicznym. Z uwagi na poglad,
ze zmiany reaktywnosci réznych faz krzemianéw wapnia w stosun-
ku do wody sa zwigzane przede wszystkim z defektami struktury?,
w sktadzie chemicznym spiekanego proszku zastapiono 0,3% mas.
Si0, taka sama iloscig tlenku glinu. Jako czynnik dajacy kontrast
radiologiczny zastosowano ZrQ,, co pozwolito wyeliminowac tlenek
bizmutu czesto stosowany w tego typu cementach. Zastosowano
Zr0, o uziarnieniu, ktérego wielkosci charakterystyczne Dv (0,1), Dv
(0,5) i Dv (0,9) wynosity odpowiednio 6,5 um, 14,2 ym i 25, 9 ym.
Wielkos¢ charakterystyczna uziarnienia Dv (0,1) i Dv (0,5) dwutlen-
ku cyrkonu byta wyzsza niz spieku. Natomiast wartosé Dv (0,9) byta
nizsza, gdyz wielkosSci charakterystyczne spieku C wynosity odpo-
wiednio 0,9 pym, 7,0 um i 30,7 uym. Czas wigzania opracowanego
cementu przekroczyt 60 min, a wytrzymato$¢ na Sciskanie wynosita
97,5+9,3 MPa. Jak podaje Kaup? czas wigzania klinicznie stoso-
wanych cementow Biodentine i ProRoot MTA wynosi odpowiednio
85 min i 228 min. Natomiast podana przez Dawood?® wytrzymato$é
na Sciskanie niemodyfikowanego cementu Biodentine i Angelus-MTA
wynosi odpowiednio 80 MPa i 40 MPa. Zastosowane metody ba-
dawcze do okreslenia wtasciwosci fizykochemicznych cementu na
bazie krzemianu tréjwapnia wzbogaconego ZnO przedstawiono
w publikacjié. Przedstawione tam wyniki badan cementéw zarabia-
nych w proporcji 3,6 g proszku do 1 ml ptynu bedacego 15% roz-
tworem CaCl, wskazaty, ze iloS¢ wprowadzonego tlenku cyrkonu ma
wplyw nie tylko na stopien przeswiecalnoSci cementu na zdjeciach
RTG, lecz takze wydtuza czas wigzania i obniza wytrzymatos¢ na Sci-
skanie. Natomiast optymalny kontrast na zdjeciach RTG uzyskano
przy zawartosci 25% wag. ZrO, w komponencie proszkowym. Przy
takim udziale ZrO, przeSwiecalno$¢ cementu na zdjeciach RTG byta
réwnowazna ze wzorcem ptytki Al o grubosci 8 mm, co odpowiada
6 mm zebiny z 1-mm warstwg szkliwa. Uzyskany wynik jest ade-
kwatny do wynikéw, ktore przedstawit Borges?’.

3.1. Analiza pCT

Podczas wizualizacji poréw na obrazie dwuwymiarowym
(rys. 1) w probkce cementu bez ZrO,, oceniono udziat porow
na 0,8%, a sredni rozmiar poréw na 29,9+12,3 um. Natomiast
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Rys. 1. Wizualizacja poréw prébki na obrazie dwuwymiarowym:
a) probka 1: cement bez ZrO, b) prébka 2: cement z udziatem 25%
wag ZrO,

w prébce zawierajacej 25% ZrQ, udziat poréw byt znacznie
nizszy i wynosit 0,1%, natomiast Sredni rozmiar poréw wynosit
23,8+13,8 um. Zidentyfikowane réznice moga wynikaé gtéwnie
Z wypetnienia przestrzeni miedzyziarnowych drobnymi ziarnami
Zr0,. Zaggszczenie struktury probki z udziatem 25% wag ZrO,
pozytywnie wptywa na poprawe kontrastu radiologicznego, ktéry
oméwiono w publikacjié.

3.2. Bioaktywnos¢ SEM-EDS

W przypadku probki cementu zawierajacej 25% ZrO, przed
inkubacja w SBF zidentyfikowano sygnaty pochodzace od O,
Ca i Zr (rys. 1a). Rézna intensywnos¢ sygnatu pochodzacego
od Zr byla zwigzana z jednorodnoscia mieszaniny. Po inku-
bacji cementu w SBF zmienita sie intensywno$é sygnatéow po-
chodzacych od O, Mg i Si, co wiaze sie z tworzeniem sferycz-
nych struktur na powierzchni cementu (rys. 1b). Obecnosé
P nie zostata zidentyfikowana w analizie SEM-EDS, chociaz
zastosowana energia wzbudzenia 10 kV byta wystarczajgca
do identyfikacji tego pierwiastka. Jony wapnia uwalniane z ma-
teriatu typu MTA sa niezbedne do migracji, r6znicowania i pro-
liferacji komoérek tworzacych tkanke twarda, np. hydroksy-
apatyt. Wczesne zarodkowanie krysztatow hydroksyapatytu
mozna poprawi¢ dzieki obecnosci fluoru w sktadzie materiatu.
Jak przedstawili Gandolfi i in.28 cementy krzemianowo-wapniowe
domieszkowane fluorem maja lepsza zdolnos¢ do tworzenia apa-
tytu (bioaktywno$é) i sg bardziej reaktywne niz konwencjonalne
cementy krzemianowo-wapniowe. Jednak reaktywnoSé cementu
przedstawiona w tej pracy zwiazana jest gtéwnie z wadami struk-
turalnymi spiekanego proszku?*. Wapn potrzebny do wytworze-
nia warstwy hydroksyapatytu, Swiadczacy o bioaktywnosci bada-
nego materiatu, zapewnit sktad chemiczny proszku do cementu
typu MTA, a fosfor i magnez znajdowaty sie w zastosowanym
roztworze symulujgcym osocze (SBF).

3.3. Wyniki analizy As i Pb

Oznaczanie zanieczyszczenia cementu arsenem i otowiem
jest wazne ze wzgledu na toksyczne dziatanie tych pierwiast-
koéw. Ich obecnosé w sktadzie cementu moze wynikaé z obec-
nosci zanieczyszczen w surowcach lub powstaé podczas proce-
su wytwarzania. W celu potwierdzenia bezpieczenstwa sktadu
chemicznego opracowanego materiatu oznaczono zawartoSé
As i Pb rozpuszczalnych w rozcienczonym kwasie solnym w ze-
stalonym cemencie przygotowanym na bazie spieku z dodat-
kiem 25% mas. Zr0O,, ptynu w postaci 15% wag. roztworu CaCl,,.
W badanym materiale zawarto$S¢é arsenu i otowiu byta ponizej
granicy oznaczalnosci metody.
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3.4. Analiza XRD spieku i FTIR czynnika wprowadzajacego
kontrast - Zr0,

Z partii spiekanego produktu o symbolu C pobrano trzy
prébki, a nastepnie przebadano metoda XRD w celu spraw-
dzenia jednorodno$ci fazowej materiatu. Stwierdzono, ze gtow-
na faza jest alit, krzemian tréjwapniowy (3Ca0Si0,) (rys. 3).
Ponadto zaobserwowano réwniez obecnosé krzemianu diwap-
niowego, larnitu (2Ca0-Si0,). Otrzymany dyfraktogram wska-

10 um

zuje, ze zastosowana metoda syntezy, oparta na powtarzaniu
procesu spiekania i rozdrabniania odpowiednio przygotowa-
nych surowcéw, pozwala na wytworzenie jednorodnego i po-
wtarzalnego proszku.

Pierwsza préba wykonania badan in vitro nie powiodta
sie, poniewaz probki cementu zawierajace ZrO, wykazywaty
toksyczne dziatanie na komorki. Poniewaz proszek ZrO2 jest
uznany za biokompatybilny, przyjeto zatozenie, ze moze zawie-
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ra¢ dodatkowa substancje organiczna pochodzaca z procesu
produkcyjnego, np. antyzbrylacz. W celu potwierdzenia tego
zatozenia przeprowadzono badanie FTIR.

Na widmie FTIR (rys. 4) gtéwne pasma absorpcji znajduja sie
przy 746, 577 i 523 cm™ i sg charakterystyczne dla drgan roz-
ciaggajacych Zr-O w ZrO,. Ponadto zidentyfikowano stabe pasma
absorpcji w zakresie 1600-1700 cm™ i w zakresie 2850-2950
cm™ odpowiadajace drganiom zginajacym i rozciggajacym C-H
w grupach CH, prawdopodobnie pochodzacym z substancji
organicznej.

W celu pozbycia sie fazy organicznej zanieczyszczajacej Zr0,
przeprowadzono obrébke termiczng w 600°C. Wygrzewanie prze-
prowadzono na dwéch prébkach réznigcych sie sposobem przy-
gotowania. W prébce oznaczonej jako (C+Zr0,/600°C) spiek naj-
pierw wymieszano z ZrO,, a nastegpnie catoS¢ poddano obrébce
termicznej w temperaturze 600°C. Natomiast w przypadku dru-
giej probki oznaczonej jako C+(2r0,/600°C) najpierw poddano
obrébce termicznej Zr0,, a nastepnie potaczono ze spiekiem.

3.5. Badania in vitro

3.5.1. Ocena cytotoksycznosci badanych cementow

Aby okresli¢ stopien cytotoksycznosci badanych cementow,
oznaczono wzrost, zywotnos¢ i zmiany morfologiczne fibrobla-
stow mysich L-929 metoda bezposredniego oraz posredniego
kontaktu. Zmiany makroskopowe w hodowlach komérkowych
oceniono po 24, 48 i 72 h w odwréconym mikroskopie kon-
trastowo-fazowym, a w celu okreslenia ilosci zywych oraz mar-
twych komérek zastosowano barwienie z btekitem trypanu.

W tab. 3 przedstawiono procent martwych komérek L-929
po kontakcie z badanymi cementami lub ich ekstraktami.
Dane sa wartosciami Srednimi £SD z trzech oddzielnych eks-
perymentéw; *P < 0,05 w poréwnaniu z grupa kontrolng (ko-
morki L-929) - metoda bezposrednia lub posrednia. Poziom
toksycznosci okreslono zgodnie z wymaganiami przedstawio-
nymi w normie PN-EN ISO 10993-5:2009 z odniesieniem do
kryteridw dziatania toksycznego przedstawionymi w tab. 2.

Spadek zywotnosci oraz zmiany w morfologii komérek
L-929 zaobserwowano po 72-godzinnym posrednim kontak-
cie ekstraktu (ptynu znad cementu) C+(Zr0,/600°C) (44.8%
martwych komérek ), a wedtug IV-stopniowej skali (tab. 2) taki
poziom zmian w komérkach L-929 odpowiada umiarkowane-
mu stopniowi toksycznosci (II).

04

02

0D [550-630 nm)

L929

(C+Zr02)/800°C
C+(Zr02/600°C)

Metoda bezposrednia- 72 h
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Kolorymetryczna metoda oznaczania zywotnosci i prolife-
racji komorek (MTT)

Za pomoca testu kolorymetrycznego MTT okreslono aktyw-
nos¢ metaboliczng komoérek L-929 w obecnosSci cementow
(metoda bezposrednia) lub ich ekstraktow (metoda posred-
nia) po 72 h inkubacji w 37°C w atmosferze 5% CO,. Test MTT
umozliwia pomiar aktywnosci przemian energetycznych w mi-
tochondriach. llos¢ barwnego zredukowanego MTT jest propor-
cjonalna do aktywnosci oksydacyjnej mitochondriow komorki,
a w Scisle okreslonych warunkach doswiadczalnych do liczby
aktywnych metabolicznie (zywych) komoérek. Zastosowanie
metody MTT wykazato, ze badane cementy oraz ich ekstrak-
ty po 24 oraz 48 h kontaktu z referencyjnymi komérkami linii
L-929 wykazatly zblizone wartosSci gestosci optycznej (OD), co
Swiadczy, ze badane préby nie wptynety negatywnie na poziom
aktywnoSci metabolicznej zastosowanych w tescie komorek.
Natomiast statystycznie znamienng obnizong wartos¢ OD
wykazat ekstrakt cementu C+(Zr0,/600°C) po 72 h kontaktu
z komoérkami L-929, co Swiadczy o nizszej aktywnosSci metabo-
licznej, a to koreluje z liczbg zywych komoérek (rys. 5).
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Rys. 4. Widmo FTIR uzytego ZrO, jako srodek wprowadzajacy kontrast
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Rys. 5. Wptyw cementéw oraz ich ekstraktow na komérki L-929 po 72 h inkubacji w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO,, in vitro.
Wyniki badan przedstawiono jako * SD z trzech oddzielnych eksperymentéw; *P < 0,05 w poréwnaniu z grupa kontrolng (komorki L-929)
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C 9 0.9 2.2 21

24 | (C+Zr0,)/600°C 13.3 2 7.8 2.7
C+(2r0,/600°C) 20.1 1.5 20 1.4

C 9.8 8.1 0.2 9.9

48 (C+Zr0,)/600°C 13.3 4.3 0.2 8.5
C+(Zr0,/600°C) 20.1 0.1 6.5 0.9

C 17.8 6.8 7.5 8.4

72 (C+zr0,)/600°C 18.6 2 1.7 8.2
C+(2r0,/600°C) 13.8 3.3 44.8 53

Tab. 3. Procent martwych komérek po bezposrednim lub posrednim
kontakcie cementéw z komdrkami L-929, in vitro

24 h 48 h 7 dni
Kontrola 2.3 x 108 4.7 x 108 1.4 x 108
C 1.5x 108 4.1x 108 1.0x 107
(C+Zr0,)/600°C 1.6 x 108 2.1 x 108 4.6 x 107
C+(zr0,)/600°C | 1.5x108 4.0 x 107 3.2x 107

Kontrola - czas TO -1.4 x 107 liczba bakterii/ml

Tab. 4. Dziatanie przeciwbakteryjne testowanych materiatow
w stosunku do szczepu Streptococcus mutans - ATCC 25175

24 h 48 h 7 dni
Kontrola 2.2 x 108 4.6 x 108 3.8 x 108
C 7.4 x 107 3.8 x 107 1.6 x 107
(C+Zr0,) / 600°C | 6.6 x 107 5.6 x 107 4.8 x 107
C+(zrO,) /600°C | 8.1x 107 3.8 x 107 3.5x 107

Kontrola - czas TO-2.5 x 107 liczba bakterii/ml

Tab. 5. Wptyw testowanych materiatéw na liczbe kolonii szczepu
Streptococcus sanguinis - ATCC BAA-1455

Cytotoksycznosé cementoéw oraz ich ekstraktéow okreslono
na podstawie bezposredniego lub posredniego oddziatywania
na fibroblasty mysie (L-929) w modelu in vitro. Wyniki badan
pokazuja, ze wszystkie rodzaje cementéw i ich ekstrakty po
24- jak i 48-godzinnym kontakcie nie wykazuja toksycznego
dziatania oraz nie wptywaja na zywotnos¢ zastosowanych ko-
morek (tab. 3), natomiast ekstrakt cementu C+(Zr0,/600°C)
po 72 h inkubacji z komérkami L-929 wykazat efekt toksycz-
ny na statystycznie istotnym poziomie (rys. 5), czego efektem
jest zmniejszona liczba zywych komérek, a takze zaburzony
metabolizm tych komérek po kontakcie z ekstraktem tego ce-
mentu (rys. 5, tab. 3).

Wyniki badan wykazaty, ze cytotoksycznos¢ umiarkowana
- Il stopnia, wg normy EN ISO 10993-5:2009 w kontakcie
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posrednim wykazata prébka cementu C+(Zr0O,)/600°C, dla
ktérej obrébke termiczna Zr0, w 600°C zastosowano przed
witgczeniem do komponentu proszkowego. Na podstawie wy-
nikéw cytotoksycznosci oznaczonych metoda biologiczna oraz
kolorymetryczng stwierdzamy, ze o toksycznosSci cementow
lub ich ekstraktow decydowata metoda przygotowania kompo-
nentu proszkowego.

3.5.2. Wtasciwosci antybakteryjne

Do zbadania aktywnosci przeciwbakteryjnej badanych
cementéw wzbogaconych w ZrO, wykorzystano dwa szczepy
paciorkowcow, Streptococcus mutans i Streptococcus sangu-
inis, czesto spotykanych na powierzchni zebéw. Bakterie inku-
bowano w obecnosci prébek cementu przez 24, 48 h i 7 dni,
wysiewano na odpowiednig pozywke i po catonocnej inkubacji
zliczano kolonie. Przedstawiono wyniki dziatania przeciwbak-
teryjnego badanych materiatéw wobec szczepoéw bakteryjnych
(tab. 4 i tab. 5). Oznaczona liczba zywych bakterii - CFU/ml
jest Sredniag + SD z trzech oddzielnych eksperymentow.

Jak wynika z danych zamieszczonych w tab. 4, po 24-godzin-
nej inkubacji bakterii z cementami liczba kolonii S. mutans
byta podobna do liczby bakterii w kontroli (108 CFU/ml) bez
probek testowanych cementéw. Wyrazne obnizenie liczby
kolonii obserwowano po 48 h tylko w przypadku bakterii in-
kubowanych w obecnosci cementu C+(Zr0,)/600°C. Dtuz-
sza hodowla (7 dni) S. mutans z badanymi cementami po-
wodowata zahamowanie wzrostu bakterii przez wszystkie
probki cementéw (10" CFU/ml) w poréwnaniu do kontroli
(108 CFU/ml). Dziatanie testowanych cementéw na wzrost
paciorkowcow szczepu S. sanguinis przedstawiono w tab. 5.
Z wynikéw przedstawionych w tab. 5 widaé, ze 24-godzinna
inkubacja testowanych cementéw ze szczepem S. sanguinis
powodowata nieznaczne zahamowanie wzrostu bakterii w po-
réwnaniu z kontrola. Natomiast po 48 h i 7 dniach kontaktu
wszystkie badane cementy powodowaty 10-krotng redukcje
liczby kolonii (107 CFU/ml) w poréwnaniu z hodowlg bakterii
bez cementow (108 CFU/ml).

Uzyskane dane wskazuja, ze testowane cementy wzboga-
cone w ZrO, redukowaly liczbe bakterii. R6znice miedzy ak-
tywnoscia przeciwbakteryjng poszczegdlnych cementéow byty
minimalne i zalezaty od czasu inkubacji, jak rowniez od szcze-
pu bakteryjnego. Szczep S. sanguinis okazat sie bardziej wraz-
liwy na nowe cementy.

4. Podsumowanie i wnioski

Zaproponowany na potrzeby endodoncji nowy sktad cemen-
tu typu MTA opracowano na bazie wytworzonego krzemianu
tréjwapnia wzbogaconego ZnO i ptynu bedacego 15% roztwo-
rem CaCl,. Optymalne wtasciwosci fizykochemiczne cementu
uzyskano, zarabiajac komponent proszkowy zawierajacy 25 %
wag. ZrO, w proporcji: 3,6 g proszku do 1 ml ptynu. Wykazany
kontrast radiologiczny opracowanego cementu charakteryzu-
je sie stopniem przeswiecalnosci rownowaznym 6 mm zebiny
z 1-milimetrowa warstwa szkliwa. Cytotoksyczno$é cementow
oraz ich ekstraktéw oceniono na podstawie bezposredniego
lub posredniego oddziatywania na fibroblasty mysie (L-929)
w modelu in vitro. Najmniejszy wptyw na metabolizm komérek
L-929 wykazat cement oznaczony symbolem (C+Zr0,)/600°C,
w ktérym obrébke termiczna zastosowano po wiaczeniu Zr0,
do komponentu proszkowego. Cement C+(Zr0,)/600°C po
72-godzinnym kontakcie posrednim wykazat umiarkowang
cytotoksycznos$é (Il stopien toksycznosci wg kryteriow nor-
my PN-EN ISO 10993-5:2009). Uzyskane wyniki podkre-
Slaja wptyw metody przygotowania sktadnika proszkowego.



Nowo opracowane cementy wykazuja takze dziatanie prze-
ciwbakteryjne w stosunku do bakterii szczepéw S. mutans
i S. sanguinis.

Opracowany cement typu MTA charakteryzuje sie odpo-
wiednimi wtasciwosSciami uzytkowymi i spetnia wymagania za-
warte w normie PN-EN I1ISO 10993-5:2009 ,Biologiczna oce-
na wyrobéw medycznych, czes¢ 5: Badania cytotoksycznosci
in vitro”. Jednak, aby mégt by¢ rozwazany jako bezpieczny wy-
réb medyczny do wypetniania wstecznego kanatéw korzenio-
wych, wymaga dalszych badan przewidzianych w normie ISO
10993, a ktérych celem jest ocena dziatania genotoksyczne-
g0, uczulajacego oraz draznigcego.m
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