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Dental adhesives and their possible cytotoxic effect on
fibroblasts of the oral mucosa — review of the literature
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Summary

Introduction. In the era of an ageing society,
despite popularization and increased availability
of implantoprosthetic treatment, for numerous
patients dental adhesives are an essential element
of the successful use of dentures. These materials
are commonly used to increase retention and
stabilisation, as well as improve the quality of use
of removable dentures. Adhesives, as generally
available, should be biocompatible, and yet
reports indicate possible cytotoxic effects on
cells of the oral mucosa. It is difficult to identify
the specific ingredients responsible for their
hazardous properties, due to the fact that the
exact composition of these products is restricted
information.!

Aim of the study. To systematize the available
knowledge of the biological properties of denture
adhesive products and to present their influence
on the cells of the oral mucosa.

Material and methods. A review of the
literature using the PubMed and Google Scholar
databases was performed.

Results. The analysis of reports in the literature
showed a variety of results regarding the studies

Streszczenie

Wstep. W dobie starzejgcego si¢ spoteczen-
stwa, pomimo zwigkszonej dostgpnosci do lecze-
nia implantoprotetycznego, preparaty adhezyjne
stanowiq dla wielu pacjentow niezbedny element
uzytkowania protez. Materialy te, sq stosowa-
ne w celu zwigkszenia retencji, stabilizacji oraz
poprawy jakosci uzytkowania ruchomych protez
stomatologicznych. Kleje mocujqce, jako ogolnie
dostepne, powinny by¢ biokompatybilne, a mimo
to doniesienia wskazujg na mozliwe cytotoksycz-
ne ich dziatanie na komorki blony sluzowej jamy
ustnej. Trudno jest wskaza¢ sktadniki odpowiada-
Jjace za ich szkodliwe wiasciwosci, z powodu za-
strzezonego doktadnego sktadu tych produktow.!

Cel pracy. Celem pracy bylo usystematyzowa-
nie dostepnej wiedzy na temat biologicznych wia-
Sciwosci protetycznych preparatow adhezyjnych
oraz przedstawienie ich wplywu na komorki bto-
ny Sluzowej jamy ustnej.

Material i metody. Dokonano przeglgdu pi-
Smiennictwa wykorzystujqc baze danych PubMed
oraz Google Scholar.

Wyniki. Analiza pismiennictwa wykazata
roznorodnos¢ wynikow dotyczqgcych badan nad
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on the effects of dental adhesives on fibroblasts
of the oral mucosa. Basic assumptions have been
presented, and the noticed differences indicated.

wplywem stomatologicznych srodkow adhezyj-
nych na fibroblasty btony sluzowej jamy ustnej.
Przedstawiono podstawowe zalozenia oraz wyod-
rebniono zauwazone roznice.

Introduction

The increase in the average age of the
population is associated with the fact that the
number of patients using dental prostheses
tends to increase. It is estimated that by 2020
the number of users of complete dentures
will have increased to 61 million in the USA
alone.? Therefore, there emerged a need to
offer products that would improve the quality
of their everyday use. The first reports on
adhesive materials were published in 1935
by the American Dental Association, which
classified them as non-medical materials.
However, these products were used as early
as at the end of the 18th century.3-> At that
time, they were in the form of a plant mixture
absorbing saliva moisture, increasing its
volume and improving the contact between
the prosthesis and the mucosa. Over time,
the products were developed to improve their
physical properties. The ideal denture adhesive
described in the literature should be non-toxic,
non-irritating, biocompatible, inhibiting the
reproduction of fungi and bacteria, tasteless
and odourless, as well as easy to use.®’ In
1970, an adhesive with the addition of calcium
salts was created, and in 1980, zinc became a
new component. Currently, due to emerging
reports of the harmful effects of zinc, it has
been removed from the original composition,
and the companies advertise their products as
“zinc-free materials™. It is already known that
excessive zinc absorption into the body causes
hypocupremia (copper deficiency) leading
to neurological disorders and bone marrow
suppression.>89 Attempts to use antibacterial

Wstep

Wraz ze wzrostem S$redniej wieku spote-
czenstwa, liczba pacjentow uzytkujacych pro-
tezy stomatologiczne ma tendencje wzrostowa.
Szacowano, ze do 2020 roku liczba uzytkuja-
cych protezy catkowite, tylko w USA wzros$nie
do 61 milionow.> W zwigzku z tym pojawila si¢
potrzeba zaproponowania produktéw umozli-
wiajacych poprawe jakosci codziennego ich sto-
sowania. Pierwsze doniesienia o materiatach ad-
hezyjnych zostaty opublikowane w 1935 1. przez
American Dental Association, ktore zaliczyto
je do materialow niemedycznych. Jednak pro-
dukty te stosowane byty juz pod koniec XVIII
wieku.3-> Miaty one wtedy posta¢ ro$linnej mie-
szanki pochlaniajacej wilgo¢ $liny, zwiekszaja-
cej swoja objetos¢ oraz poprawiajacej kontakt
protezy ze §luzowka. Z czasem zaczeto udosko-
nala¢ produkty celem poprawy ich wlasciwosci
fizycznych. Klej do protez zebowych opisywa-
ny w literaturze, powinien by¢ nietoksyczny,
niedrazniajacy, biokompatybilny, hamujacy na-
mnazanie grzybow i bakterii, bez smaku i zapa-
chu oraz tatwy w uzyciu.’ W 1970 r. powstat
klej z dodatkiem soli wapnia, a w 1980 r. nowym
sktadnikiem stal si¢ cynk. Obecnie, ze wzgledu
na pojawiajace si¢ doniesienia o szkodliwym
dzialaniu cynku, zostat on wycofany z oryginal-
nego sktadu, a firmy reklamuja swoje produkty
jako ,,zinc-free materials”. Nadmierne wchta-
nianie cynku do organizmu powoduje hypoku-
premig¢ (niedobor miedzi) prowadzaca do zabu-
rzen neurologicznych a takze do zahamowania
czynnosci szpiku kostnego.?®? Istotne sg pro-
by stosowania dodatkéw przeciwbakteryjnych
oraz przeciwgrzybiczych, ktore moglyby by¢
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and antifungal additives, that could become
very popular among patients susceptible to
candidiasis, are important. In addition, there
have been attempts to create materials that
prevent food and dental plaque retention,
which would enable longer use of the denture
without changing the adhesive.? According
to research, approximately 6.9% of denture
users apply adhesives systematically, and
approximately 32.9% have tried them at least
once.'? According to the ISO (International
Organization for Standardization) standards,
these products are widely available over the
counter, but so far no quality standards have
been defined. Although there are many products
that improve the retention of removable
prosthetic restorations on the market, new
ones are still being launched. According to the
ISO, dental adhesive products are categorized
as “glues” (as powders, creams, sheets or
tapes), where the component is a water-soluble
polymer, and “pads” of an anhydrous paste.!!
Among the aforementioned products, the most
popular and effective is the one in the form of a
cream.!? These products consist of three main
components: a component responsible for
adhesion, an antimicrobial agent and fillers.
The ingredients responsible for adhesion
are, among others, gum karaya, gelatin,
pectins, carboxymethyl cellulose and sodium
carboxymethyl cellulose. Antimicrobial
agents that also prevent Candida albicans
infections are sodium borate, sodium
tetraborate, hexachlorophene and propyl
hydroxybenzoate. The fillers are mainly
magnesium oxide. However, as previously
mentioned, the exact composition of these
materials is treated as a commercial secret and
differs between individual products.!?

The universal access to adhesives prompted
many scientists to analyse their influence on
the oral mucosa, and thus on the development
and course of denture-related stomatitis.
According to numerous studies, adhesives may

stosowane u pacjentéw podatnych na kandydo-
z¢. Ponadto, podejmowane sg proby stworzenia
materialdw zapobiegajacych retencji pokarmow
oraz ptytki nazgbnej, co umozliwitoby dtuzsze
uzytkowanie protezy bez wymiany $rodka adhe-
zyjnego.? Jak podaja badania, okoto 6,9% uzyt-
kujacych protezy stomatologicznie stosuje kleje
adhezyjne systematycznie, a okoto 32,9% przy-
najmniej raz sprobowato ich uzycia.!? Zgodnie
z normami ISO (Migdzynarodowa Organizacja
Normalizacyjna), produkty te sa powszechnie
dostepne bez recepty, jednak do tej pory nie
okreslono ich norm jako$ciowych. Mimo Ze na
rynku dostepnych jest wiele produktow popra-
wiajacych retencje ruchomych uzupehien pro-
tetycznych, to wcigz pojawiajg si¢ nowe. [ISO
dzieli stomatologiczne preparaty adhezyjne na
forme ,,kleju” (jako proszki, kremy, arkusze czy
tasmy), gdzie sktadnikiem jest polimer rozpusz-
czalny w wodzie oraz form¢ ,,wktadki”, w po-
staci bezwodnej pasty.!! Wéréd wymienionych
najbardziej popularng oraz efektywng jest forma
kremu.!? Preparaty te sktadajg sie z 3 glownych
komponentéw: odpowiedzialnego za adhezje,
srodka przeciwdrobnoustrojowego oraz wypet-
niaczy. Sktadnikami odpowiedzialnymi za ad-
hezj¢ sa migdzy innymi guma karaya, Zelatyna,
pektyny, hydroksymetyloceluloza oraz s6l sodo-
wa karboksymetylocelulozy. Srodkami przeciw
drobnoustrojom, ktoérych zadaniem jest réwniez
zapobieganie zakazeniom Candida albicans sa
boran sodowy, czteroboran sodu, heksachloro-
fen czy hydroksybenzoesan propylu. Do wypet-
niaczy zaliczany jest gtownie tlenek magnezu.
Jednak jak wezesniej juz wspomniano, doktadne
sktady tych materialéw chronione sg tajemnica
producenta i r6znig si¢ miedzy poszczegdlnymi
produktami.'3

Powszechny dostep do srodkow adhezyjnych
sktonit wielu badaczy do analizy ich wplywu na
blong §luzowg jamy ustnej, a tym samym na roz-
woj 1 przebieg stomatopatii protetycznych. Jak
podaja liczne badania, kleje moga mie¢ cytotok-
syczny wplyw na komorki btony §luzowej jamy

46

PROTETYKA STOMATOLOGICZNA, 2021; 71, 1



Dental adhesives and their possible cytotoxic effect on fibroblasts...

www.protetstomatol.pl

have a cytotoxic effect on the cells of the oral
mucosa. Therefore, the question arises whether
adhesive materials should be offered by dentists
only to patients using immediate dentures,
with significant resorption of the alveolar
processes, disorders of neuromuscular control
(Parkinson’s disease, stroke), xerostomia
or significant defects of the facial skeleton
caused by cancer or trauma.>!%!4 It should
also be noted that patients who constantly use
materials that improve the retention of their
prosthetic restorations without the supervision
of a doctor, are often convinced of the
mediocre quality of the prosthetic treatment.
On the other hand, physically active patients
often use them to improve their own mental
comfort, because, according to studies, the
strength of maintaining a complete denture
with the use of an adhesive is more than
twice as high.!> Moreover, numerous reports
show that the application of adhesive agents
significantly improves the use of complete
dentures in patients with salivary secretory
disorders, appearing between the ages of 50
and 60 years.!® However, due to xerostomia,
these agents can cause allergic reactions and
bacterial contamination.!” Additionally, they
have also been confirmed to significantly
impair taste perception.'® Also in the case of
diabetic patients, an increase in the level of
Candida albicans'®, which is responsible for
candidosis, the most common disease of the
oral cavity, was found.2?

Fibroblasts

Fibroblasts, as the most numerous cells
of the lamina propria of the oral mucosa,
play a special role in inflammation and
periodontal regeneration.?!22 Healing of the
mucosa, similarly to healing of the skin, takes
place through haemostasis, inflammation,
cell proliferation and reconstruction of the
collagen matrix. It is well known that the
oral mucosa heals much faster than the skin,

ustnej. W zwiazku z tym, pojawia si¢ pytanie,
czy materiaty adhezyjne nie powinny by¢ za-
lecane przez lekarzy dentystéw jedynie pacjen-
tom uzytkujagcym protezy natychmiastowe, ze
znaczg resorpcja wyrostkow zebodotowych, za-
burzeniami kontroli nerwowomig$niowe;j (cho-
roba Parkinsona, udar mozgu), kserostomig czy
znacznymi defektami twarzoczaszki wywota-
nymi chorobg nowotworowg lub urazem.?12.14
Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze pacjenci stale
uzytkujacy materiaty poprawiajace retencj¢ uzu-
petnien protetycznych bez kontroli lekarza, cze-
sto s3 przeswiadczeni o zlej jakosci leczenia
protetycznego. Natomiast pacjenci aktywni fi-
zycznie, czesto je wykorzystuja celem poprawy
wlasnego komfortu psychicznego, poniewaz jak
podaja badania, sita utrzymania protezy catko-
witej na podtozu po zastosowaniu kleju, jest po-
nad dwukrotnie wigksza.!> Ponadto liczne bada-
nia wskazuja, ze stosowanie srodkow adhezyj-
nych znacznie poprawia uzytkowanie protez cal-
kowitych u pacjentow z zaburzeniami sekrecji
$liny, pojawiajacymi si¢ migdzy 50 a 60 rokiem
zycia.!® Jednak, ze wzgledu na sucho$¢ w jamie
ustnej, moga one wywotywac reakcje alergicz-
ne oraz kontaminacje bakteryjne.!” Dodatkowo
potwierdzono, ze $rodki te znacznie zaburzaja
odczuwanie smakow.!® Natomiast w przypad-
ku pacjentéw chorych na cukrzyce, stwierdzo-
no wzrost poziomu grzybow z rodzaju Candida
albicans," ktory odpowiada za najczestszg jed-
nostke chorobowg jamy ustnej- grzybice.?”

Fibroblasty

Fibroblasty jako najliczniejsze komorki
blaszki wtasciwej blony sluzowej jamy ustne;,
odgrywaja szczeg6lng role w stanach zapal-
nych oraz regeneracji przyzebia.?!2 Gojenie
btony $luzowej, podobnie jak skory, przebie-
ga poprzez hemostaze, stan zapalny, prolife-
racj¢ komorek oraz przebudowe macierzy ko-
lagenowej. Powszechnie wiadomo, ze btona
sluzowa jamy ustnej goi si¢ znacznie szybciej
niz skora, pozostawiajgc nieznaczne blizny. Na
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leaving slight scaring. Based on numerous
studies, it is known to be associated with a
lower number of inflammatory cells, lower
production of proinflammatory cytokines,
neutrophils, macrophages, T cells, IL-6 and,
above all, a specific reaction of fibroblasts,
which, with the participation of growth
factors (PDGF - platelet-derived growth
factor, FGF— fibroblast growth factor, TGF—
B-transforming growth factor beta), play a
key role in the healing of wounds in the oral
mucosa. Fibroblasts are considered to be
young, metabolically efficient cells that, using
the mechanism of movement orientation,
move to the sites of tissue injury.?> Due to
their significant proliferation, fibroblasts take
part in repair processes: they provide a fresh
wound with tension force, secrete cytokines
into the wound matrix, increase the production
of MMP-3 (metalloproteinase) and induce the
proliferation of collagen fibres. The frequency
of divisions increases under the influence of
FGF, the concentration of which increases
significantly during the healing of connective
tissue.?3 It should also be emphasised that
numerous researchers indicate a significant
similarity of the phenotype of oral mucosa
fibroblasts to foetal fibroblasts, which may
be responsible for faster healing of irritated
areas in young patients compared to geriatric
patients.24-27

Fibroblasts of the oral mucosa are exposed to
adhesive components when ulcerative lesions
are present.! An ulcer is an open wound of the
mucosa whose damage, unlike in the case of
erosions, exceeds its basal layer.?® And yet,
in everyday prosthetic practice, patients very
often report pain associated with mechanical
irritation or damage to the mucosa related to
the use of removable prosthetic restorations.
Therefore, it is necessary to analyse and
thoroughly assess the advantages and
disadvantages of such common and popular
dental materials.

podstawie licznych badan, wiadomo iz zwigza-
ne jest to z mniejsza liczbg komodrek zapalnych,
mniejszg produkcja cytokin prozapalnych, neu-
trofili, makrofagdéw, komorek T, IL-6 a przede
wszystkim specyficzng reakcja fibroblastow,
ktore przy udziale czynnikoéw wzrostu (PDGF-
ptytkopochodny czynnik wzrostu, FGF- czyn-
nik wzrostu fibroblastow, TGF-f- transformu-
jacy czynnik wzrostu beta), petnia kluczowa
role w gojeniu ran btony $luzowej jamy ust-
nej. Fibroblasty uwazane sg za mlode, sprawne
metabolicznie komorki, ktore wykorzystujac
mechanizm ukierunkowania ruchu, przesuwaja
sie ku miejscom uszkodzenia tkanek.?? Dzieki
znacznej proliferacji, fibroblasty biorag udziat
w procesach naprawczych: dostarczajg Swiezej
ranie sil¢ rozciagajaca, wydzielaja cytokiny do
macierzy rany, zwi¢kszaja produkcje MMP-3
(metaloproteinazy) oraz indukuja proliferacje
wlokien kolagenowych. Czestos¢ podziatow
zwigksza si¢ pod wptywem FGF, ktorego ste-
zenie znacznie si¢ zwigksza w czasie gojenia
tkanki fgcznej.?3 Nalezy roéwniez podkreslic,
ze wielu badaczy wskazuje na znaczne podo-
bienstwo fenotypu fibroblastow btony §luzo-
wej jamy ustnej do fibroblastow ptodu, co mo-
ze wskazywac na przyczyne szybszego gojenia
podraznien u miodych pacjentow w stosunku
do pacjentow geriatrycznych.24-27

Fibroblasty blony $luzowej jamy ustnej na-
razone sg na skladniki klejow adhezyjnych,
kiedy wystepuja na niej zmiany owrzodzenio-
we.! Owrzodzenie jest otwartg rang blony $lu-
zowej, ktorej uszkodzenie w przeciwienstwie
do nadzerki, przekracza jej warstwe podstaw-
ng.?8 A przeciez w codziennej praktyce prote-
tycznej bardzo czesto pacjenci zglaszaja sig
z powodu dolegliwosci bélowych spowodowa-
nych mechanicznym podraznieniem lub uszko-
dzeniem btony S$luzowej, zwigzanym z uzyt-
kowaniem ruchomych uzupehien protetycz-
nych. Dlatego tez, konieczna stata si¢ ocena
korzysci jak 1 skutkow ubocznych stosowa-
nia tak powszechnych i1 popularnych $rodkow
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Aim of the study

The aim of the literature review was to
systematize the available knowledge of the
biological properties of adhesive products, and
to present their influence on the cells of the
oral mucosa.

Material and methods

The literature review was performed using
the PubMed and Google Scholar databases by
introducing the following keywords: “Denture
adhesives”, “Dental adhesives”. A total of
28 papers meeting the assumed criteria were
qualified for the analysis. After narrowing the
topic and adding the keywords: “Cytotoxicity
of denture adhesives”, “Fibroblasts”, “Oral
fibroblasts”, 14 studies were selected. Then,
papers published before 2005 were rejected,
and 7 papers on cytotoxicity from the last 15
years qualified for analysis.

Results

Most of the research concerning dental
adhesives has focused on their physical
properties and on improving the quality of
use of removable dentures. Few concerned
the cytotoxic or irritant properties. Therefore,
as a result of the emerging reports on the
negative impact of commonly used adhesive
materials on the health of patients, the
attention of the researchers started to focus
on their influence on the individual elements
of the oral mucosa.

In the analysed literature, the researchers
mainly focused on oral mucosa fibroblasts,
often comparing the results with the 1929
cell line. L929 is a continuous line of murine
fibroblasts (connective tissue proper cells)
displaying specificity for the interface (adherent
cells). L929 line cells, used for many years
in screening trials, are normally applied to

adhezyjnych przez uzytkownikow ruchomych
uzupetien protetycznych.

Cel pracy

Celem przegladu pismiennictwa jest usyste-
matyzowanie dostepnej wiedzy na temat bio-
logicznych wtasciwosci 1 wptywu preparatow
adhezyjnych na komorki btony sluzowej jamy
ustne;j.

Material i metody

Dokonano przegladu piSmiennictwa wyko-
rzystujac baze danych PubMed oraz Google
Scholar uzywajac kluczowych stow ,,.Denture
adhesives”, ,,Dental adhesives”. Do analizy za-
kwalifikowano w sumie 28 prac, spetniajagcych
zatozone kryteria. Po zawezeniu tematyki i do-
daniu haset ,,Cytotoxicity of denture adhesi-
ves”, ,,Fibroblasts”, ,,Oral fibroblasts” wyod-
rebniono 14 prac. Starsze niz z roku 2005 od-
rzucono, do analizy pozostato 7 artykutéw do-
tyczacych cytotoksycznos$ci z ostatnich 15 lat.

Wyniki

Wigkszos¢ badan dotyczacych klejow sto-
matologicznych skupiata si¢ na ich wlasciwo-
sciach fizycznych oraz poprawie jakosci uzyt-
kowania protez ruchomych. Niewiele z nich
dotyczyto wihasciwosci cytotoksycznych czy
podrazniajacych. Dlatego tez, w zwiazku z po-
jawiajacymi si¢ doniesieniami o negatywnym
wplywie powszechnie stosowanych materia-
16w adhezyjnych na zdrowie pacjentow, zacze-
to doszukiwac si¢ ich wptywu na poszczegdlne
elementy btony §luzowej jamy ustne;.

W dostepne;j literaturze, badacze skupiali si¢
gltéwnie na fibroblastach btony Sluzowej ja-
my ustnej, czgsto porownujac wyniki z linig
komorkowa 1.929. Jest to ciggla linia mysich
fibroblastow (komorek tkanki tacznej wiasci-
wej), wykazujacych specyficzno$¢ wzgledem
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evaluate new drugs as well as the cytotoxicity
of biomaterials in dentistry.!-2

Oral mucosa fibroblasts were obtained from,
among other places, gingival pockets and during
surgical procedures.!3? Selected patients did
not suffer from chronic diseases, did not take
medications, and did not experience gingival
bleeding.3? The agar diffusion test, XTT test,
CVDE test, gentian test, flow cytometry
apoptosis detection assay, ELISA and MTT
assay (the most frequently used test for the
analysis of cell metabolic activity) were used
for the research.!:3:14.3031 In addition, SEM
(scanning electron microscopy) and CLSM
(confocal microscopy) were used to study the
cells.331

Based on seven publications, six of them
indicated some degree of cytotoxicity, while
one study showed no cytotoxicity of the
adhesive materials.

In 2005 Al et al., after testing five available
adhesive materials, demonstrated that only one
of the agents caused a slight cytotoxic effect
in the MTT assay and agar test. One product
also induced cell lysis. The others may only
indicate the possibility of causing inflammation.
However, the authors emphasised that the
cytotoxic potential increased with duration
of exposure, which could have influenced the
study results. A/, citing research from the 80s
and 90s, did not exclude the possibility that the
bacterial contamination of adhesives may have
a detrimental effect on the oral mucosa. They
also emphasised that frequent replacement of
the adhesive material should eliminate possible
cytotoxic effects.”

In2011, de Gomes et al., showed an increase
in cytotoxicity and a growth inhibition of
human and murine fibroblasts from the
L929 line, depending on the concentration
of the product. In addition, a reduction in
the volume of the cytoplasm, contraction of
the cytoskeleton, cell rounding, and other
cellular disturbances took place. Most of

powierzchni migdzyfazowej (komorki adhe-
rentne). Komorki linii L929 wykorzystywane
przez wiele lat w badaniach screeningowych,
sg standardowo uzywane do oceny nowych le-
kow, a takze cytotoksyczno$ci biomateriatow
w stomatologii.!-2°

Fibroblasty btony sluzowej jamy ustnej po-
zyskiwano migdzy innymi z kieszonek dzigsto-
wych oraz podczas zabiegow chirurgicznych. !
30 Wybierano pacjentow pozbawionych cho-
roéb przewlektych, nie przyjmujacych lekow,
bez krwawienia dzigsel.3® Do badan wyko-
rzystywano dyfuzyjny test agarowy, test XTT,
CVDE, test gencjanowy, test apoptozy metoda
cytometrii przeptywowej, test ELISA oraz test
MTT (najcze$ciej stosowany test do analizy
aktywnosci metabolicznej komorki).!-8143031
Ponadto do obserwacji komoérek wykorzysty-
wano mig¢dzy innymi SEM (skaningowa mikro-
skopia elektronowa) oraz CLSM (mikroskopia
konfokalna).8-!

Na podstawie 7 publikacji, 6 z nich wska-
zalo na pewien stopien cytotoksycznosci, tyl-
ko 1 badanie wykazato brak cytotoksycznosci
materialow adhezyjnych.

W 2005 Al i wsp. po przebadaniu 5 dostep-
nych materiatéw adhezyjnych wykazali, ze jedy-
nie 1 ze srodkéw wywotal nieznaczny efekty cy-
totoksyczny w badaniu MTT i teScie agarowym.
Jeden z produktéw wywotat rowniez liz¢ komo-
rek. Pozostale moga jedynie wskazywac na moz-
liwo$¢ wywolania stanu zapalnego. Podkreslono
jednak, ze potencjal cytotoksyczny zwigkszat si¢
wraz ze wzrostem czasu ekspozycji, co mogto
wplyna¢ na wyniki badania. Autorzy powotujac
si¢ na badania z lat 80 1 90, nie wykluczyli, ze to
kontaminacja bakteryjna srodkow adhezyjnych
moze mie¢ szkodliwy wptyw na btone¢ §luzowa
jamy ustnej. Podkreslili rowniez, ze czgsta wy-
miana materiatu adhezyjnego powinna zniwelo-
wac mozliwe efekty cytotoksyczne.”

W 2011 de Gomes i1 wsp. wykazali wzrost
cytotoksycznosci oraz zahamowanie wzrostu
fibroblastow ludzkich i mysich z linii L929,
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the tested samples showed some level of
toxicity, depending on the concentration and
time of exposure to the material. However,
the researchers emphasised that the dynamic
environment of the oral cavity, fluctuations in
saliva level, temperature and pH could have
influenced the obtained results.?

In 2012, Chen et al., comparing human
fibroblasts with L.929 cells demonstrated no
cytotoxic effect on murine fibroblasts. This
indicates significant differences between
human cells and L929 cells, which may affect
the reliability of the study. The researchers
concluded that the adhesives caused a slight
and moderate cytotoxic effect on the fibroblasts
of the oral mucosa. Moreover, they implicated
formaldehyde as a component showing a high
level of cytotoxicity. They also emphasised the
effect of the concentration of the material: the
diluted adhesive produced a cytotoxic effect in
only one out of three tested samples, while the
undiluted product in all three.!

In 2014, Lee et al., in their research indicated
that all the adhesive materials they investigated
showed a significant cytotoxic effect on the
tested fibroblasts. An interesting result was
that certain materials induced a much greater
apoptosis of cells, and that the released silica
may be the responsible component. Lee also
stressed the importance of the concentration
of the material and exposure time. In addition,
studies have shown a reduction in cell viability,
the initiation of apoptosis and necrosis of other
mucosal cells, a reduction in the volume of
the cytoplasm and contraction of the actin
cytoskeleton.3!

In turn, in 2020, Yamada et al. used
the adhesive material of the same 10%
concentration and exposure time of 24 hours
for all samples. They emphasised that the
pH had no effect on the results of the tested
samples. However, they clearly indicated that
they used a higher concentration of materials
to reproduce the conditions in the oral cavity

zalezne od stezenia produktu. Ponadto wyste-
powato zmniejszenie objgtosci cytoplazmy, kur-
czenie si¢ cytoszkieletu, zaokraglanie komorek
oraz inne zakldcenia komorkowe. Wigkszo$¢
przebadanych przez niego probek wskazywata
pewien poziom toksycznos$ci, zalezny od steze-
nia i czasu ekspozycji na materiat. Jednak bada-
cze podkreslili, ze dynamiczne srodowisko jamy
ustnej, fluktuacje poziomu §liny, temperatura
oraz pH mogly wplyna¢ na uzyskane wyniki.®

W 2012 Chen 1 wsp. poréwnujac ludzkie fi-
broblasty z komoérkami 1929, wykazali brak
efektu cytotoksycznego na fibroblasty myszy.
Wskazuje to na znaczne r6éznice komorek ludz-
kich oraz komérek 1929, co moze wptywac na
wiarygodnos¢ badan. Autorzy podali w wyni-
kach, ze kleje wywotaly lekki i umiarkowany
efekt cytotoksyczny na fibroblasty btony $luzo-
wej jamy ustnej. Ponadto wskazano na formal-
dehyd jako sktadnik wykazujacy wysoki poziom
cytotoksycznos$ci. Podkreslono rowniez wptyw
stezenia materiatu: rozcienczony klej adhezyjny
wywolat efekt cytotoksyczny jedynie w 1 na 3
badane probki, za$ nierozcienczony we wszyst-
kich trzech.!

W 2014 Lee 1 wsp.w swoich badaniach wska-
zali, ze wszystkie uzyte przez niego materia-
ly adhezyjne wykazaty znaczacy efekt cytotok-
syczny na badane fibroblasty. Ciekawym wyni-
kiem byto wykazanie, ze pewne materiaty wy-
woluja znacznie wigkszg apoptoze komorek,
a sktadnikiem, ktory moze za nig odpowiadac
jest uwalniajaca si¢ krzemionka. Badacze row-
niez podkreslili znaczenie stezenia i czasu eks-
pozycji materialu. Ponadto badania przedstawity
obnizenie zywotno$ci komorek, zainicjowanie
apoptozy i nekrozy takze innych komoérek bto-
ny $luzowej, zmniejszenie objetosci cytoplazmy
oraz skurczenie aktynowego cytoszkieletu.3!

Z kolei Yamada 1 wsp. w 2020r. do wszyst-
kich probek wykorzystali material adhezyjny
o jednakowym 10% stezeniu 1 czasie ekspo-
zycji 24 godzin. Podkredlili, ze pH nie mialo
wpltywu na wyniki badanych prébek. Jednak
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of geriatric patients associated with less daily
saliva production. Based on these results, it
can be concluded that the level of cytotoxicity
of adhesive materials depends on individual
conditions, the material used, as well as the
concentration and time of exposure.!4

Lopez-Garcia et al. also conducted their
research in 2020. After 24, 48 and 72-hour
incubation period, the researchers indicated
changes in the pH of the medium, an
increase in the production of reactive oxygen
species, a change in cell morphology and
the induction of apoptosis and necrosis of
cells. They emphasised that different levels of
cytotoxicity of the tested adhesive materials
depend primarily on their composition. The
researchers focused on assessing zinc as a
toxic component, but strongly emphasised
that there was no evidence that adhesives
containing zinc induced apoptosis and
necrosis of cells. They suggested that in order
to confirm this hypothesis it was necessary to
retest the products after eliminating zinc salts
from their composition.!3

In 2017, Soares et al. presented their
results contrasting with the aforementioned
ones. They used mucosa samples from a
30- and 62-year-old donor. In their study,
they emphasised the greater sensitivity of
older cells to unfavourable environmental
conditions, weaker mitochondrial activity,
production of reactive oxygen and repair
capabilities. The researchers demonstrated
that none of the samples had a cytotoxic
effect, but indicated a clear effect on the
level of cytokines and growth factor. In
addition, they demonstrated that the results
for the older donor samples were worse. This
suggests the necessity to use samples from
older donors when testing products intended
for geriatric patients. However, Soares did
not reject the possibility that individual
factors, not age, could have influenced the
results of the study.3?

wskazali wyraznie, ze zastosowano wyzsze ste-
zenie materiatow, aby odwzorowaé¢ warunki
panujace w jamie ustnej pacjentow geriatrycz-
nych zwigzane z mniejszg dobowg iloscig wy-
dzielanej §liny. Na podstawie wynikow mozna
wnioskowacé, ze poziom cytotoksyczno$ci ma-
terialow adhezyjnych zalezny jest od indywi-
dualnych warunkow, uzytego materiatu a takze
stezenia i czasu ekspozycji.!4

Réwniez w 2020 r. swoje badania przepro-
wadzili Lopez-Garcia 1 wsp. Po 24, 48 oraz
72-godzinnej inkubacji, badacze wskazali na
zmiany pH podtoza, wzrost produkcji reak-
tywnych form tlenu, zmian¢ morfologii ko-
morek oraz indukcje apoptozy i nekrozy ko-
morek. Podkreslili, ze odmienny poziom cyto-
toksycznos$ci przebadanych materiatéw adhe-
zyjnych zalezny jest przede wszystkim od ich
sktadu. Badacze skupili si¢ na ocenie cynku
jako sktadnika toksycznego, jednak uwazaja,
ze nie ma dowoddw na to, aby to kleje zwiera-
jace cynk wywotywaty apoptozg i nekroze ko-
morek. Zasugerowano, ze dla potwierdzenia
tej hipotezy konieczne jest ponowne przeba-
danie produktéw eliminujac sole cynku z ich
sktadu.!3

W 2017 w kontrascie do poprzednich swoje
wyniki przedstawili Soares 1 wsp. Wykorzystali
probki blony sluzowej od dawcy 30 oraz 62-let-
niego. W pracy podkreslili wiekszg wrazliwos¢
starszych komodrek na niekorzystne warunki
srodowiska, stabszg aktywno$¢ mitochondrial-
na, produkcje reaktywnego tlenu i mozliwo-
$ci naprawcze. Autorzy wykazali brak efek-
tu cytotoksycznego wszystkich probek, jed-
nak wskazali wyrazny wplyw na poziom cyto-
kin oraz czynnika wzrostu. Ponadto wykazano
gorsze wyniki badan probek starszego dawcy.
Sugeruje to na konieczno$¢ wykorzystywania
prébek od starszych dawcéw w przypadku ba-
dania $rodkow dedykowanych pacjentom ge-
riatrycznym. Jednak autorzy pracy nie odrzuca
mozliwosci, ze to czynniki indywidualne, a nie
wiek mogly wptyng¢ na wyniki badan.3°
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Discussion

The lack of standardized, identical methods of
conducting experiments results in big problems
of interpretation. In different studies conducted
in several countries, various adhesive products
with different compositions were used: in
South Korea Lee et al. tested Polident, Protefix,
Staydent and Denfix-A.3! In Brazil, the team
led by Soares tested Corega Ultra (cream),
Corega powder and Fixodent Original.’? In
Japan, Yamada et al. used Faston, Poligrip
Powder, New Poligrip Free, Tafugurippu
Kurimu, Polident Adhesive and Tafugurippu
Tomei'4 for their tests. In Portugal, Gomes
et al. used Corega cream, Protefix cream,
Steradent cream, Novafix cream, Polident
cream, Kukident cream, Aderyn powder,
Corega powder, Protefix powder and Corega
pad.® In Greece, A/ et al. tested Blend-a-dent
Super Haftcreme Extra stark, Fittydent super-
adesivo, Protefix adhesive cream extra-strong,
Protefix adhesive powder extra-strong and
Protefix adhesive cushions for upper, lower
denture.” In Spain, Lopez-Garcia et al. used
Poligrip Flavor Free Fixative Cream, Fixodent
Pro Duo Protection, Novafix cream, FittyDent,
Polident Total Action and Fixodent Pro Plus
Duo Protection.!? In turn, in China, Chen et
al. used Polident cream, Protefix cream and
Protefix powder for their tests.!

Fibroblasts also originated from a variety of
sources: 1929 (line of murine fibroblasts)!-3
and fibroblasts collected from gingival
pockets, obtained from healthy gingiva during
extractions for orthodontic reasons! and other
surgical procedures.3?

In seven qualified studies, various research
methods were used:

1. The MTT assay was used in five stu-
dies..7:8:13.31 Tt is most often used to analy-
se cell metabolic activity and cytotoxicity of
new drugs. The MTT assay uses the ability

Dyskusja

Brak wystandaryzowanych, jednakowych
metod prowadzenia doswiadczen sprawia
duze problemy interpretacyjne. W poszcze-
g6lnych badaniach prowadzonych w innych
krajach zastosowano rdézne preparaty adhe-
zyjne o niejednakowym skladzie: w Korei
Potudniowej Lee i wsp. przebadali Polident,
Protefix, Staydent oraz Denfix-A.3! W Brazylii
zespot kierowany przez Soaresa 1 wsp. testo-
watl Corega Ultra (cream), Corega powder
i Fixodent Original 3 W Japonii Yamadai wsp.
do prob uzyli Faston, Poligrip Powder, New
Poligrip Free, Tafugurippu Kurimu, Polident
Adhesive, Tafugurippu Tomei.!* W Portugalii
Gomes 1wsp. wykorzystali Corega cream,
Protefix cream, Steradent cream, Novafix
cream, Polident cream, Kukident cream,
Aderyn powder, Corega powder, Protefix po-
wder oraz Corega pad.® W Grecji A/ i wsp.
zbadali Blend-a-dent Super Haftcreme Extra
stark, Fittydent super-adesivo, Protefix ad-
hesive cream extra-strong, Protefix adhesive
powder extra-strong, Protefix adhesive cu-
shions- upper, lower denture.” W Hiszpanii
Lopez-Garcia 1 wsp. wykorzystali Poligrip
Flavour Free Fixative Cream, Fixodent Pro
Duo Protection, Novafix cream, FittyDent,
Polident Total Action oraz Fixodent Pro Plus
Duo Protection.!3 Natomiast w Chinach Chen
1 wsp. uzyli do testoéw Polident cream, Protefix
cream i Protefix powder.!

Fibroblasty réwniez pochodzity z r6znych
zrodet: 1929 (linia mysich fibroblastow)!-8 oraz
pobierane z kieszonek dzigstowych, pozyski-
wane ze zdrowego dzigsta przy ekstrakcjach ze
wskazah ortodontycznych! i innych zabiegach
chirurgicznych.3°

W 7 zakwalifikowanych pracach wykorzy-
stano r6zne metody badawcze:

1. Test MTT wykorzystano w 5 bada-
niach.!.7-813:31 Jest on najczeSciej stosowa-
ny do analizy aktywnos$ci metabolicznej
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of the enzyme called a mitochondrial dehy-
drogenase to convert a water-soluble tetra-
zole salt (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
-diphenyltetrazolium bromide) into an inso-
luble formazan. After dissolving formazan
crystals in dimethyl sulfoxide or isopropa-
nol, a coloured solution is formed, the co-
lour intensity of which is measured using a
spectrophotometer in the wavelength range
0f 492-570 nm. The amount of coloured re-
duced MTT is proportional to the oxidative
activity of the mitochondria in the cell and
under strictly determined experimental con-
ditions to the viable cell count in the popu-
lation. However, according to new research,
this test may prove to be inappropriate for
assessing the viable cell count, which may
also affect the interpretation of the results.3?

. The XTT assay was used in one study.?° This

assay, similar to the MTT one, detects mito-
chondrial metabolism, but it is more sensiti-
ve than the MTT assay.3’

. The flow cytometry (FCM) assay consisting

in the retention of dyes was used in one stu-
dy3! to analyse the viable, apoptotic and ne-
crotic cell count.3?

. The ELISA (enzyme-linked immunosorbent

assay) used in one study was applied to as-
sess the level of released IL-6 and bFGF.30 It
is one of the most popular tests used in me-
dical research. It is used to detect and quan-
tify proteins contained in the tested sample,
such as antibodies or protein antigens. The
method is based on the formation of bonds
between the antigen and the antibody, which
is demonstrated by a colour reaction, which
takes place thanks to enzymes conjugated
with immunoglobulins and their appropriate
substrates.

. The HET-CAM (hen’s egg-chorioallantoic

membrane test), used in the study by A/ et
al.,” is a sensitive assay for the assessment
of the toxicity of chemicals, including the
toxicity to the oral mucosa.3*

komorki oraz cytotoksycznosci nowych le-
kéw. Test MTT wykorzystuje zdolnos¢ en-
zymu - dehydrogenazy mitochondrialnej do
przeksztatcania rozpuszczalnej w wodzie so-
li tetrazolowej (bromek 3-(4,5-dimetylotia-
zol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) do nie-
rozpuszczalnego formazanu. Po rozpuszcze-
niu krysztatow formazanu w dimetylosulfo-
tlenku lub izopropanolu, powstaje barwny
roztwor, ktérego intensywnos$¢ zabarwienia
mierzona jest spektrofotometrycznie w za-
kresie dlugosci fal 492—-570 nm. Ilo$¢ barw-
nego zredukowanego MTT jest proporcjo-
nalna do aktywnos$ci oksydacyjnej mito-
chondriéw komorki, a w $cisle okreslonych
warunkach do$§wiadczalnych do liczby zy-
wych komorek w populacji. Jednak zgodnie
z nowymi badaniami, test ten moze okazac
si¢ niewlasciwym do oceny liczby zywych
komorek, co moze réwniez wptywac na in-
terpretacje wynikow.32

. Test XTT wykorzystano w jednym bada-

niu.3? Test ten podobnie jak MTT wykrywa
metabolizm mitochondrialny, jednak jest on
czulszy w stosunku do testu MTT.30

. Test cytometrii przeptywowej (FCM) pole-

gajacy naretencji barwnikow poshuzyt w jed-
nym zbadan3! do analizy liczby zywych oraz
apoptycznych i nekrotycznych komorek.33

. Test Elisa (enzyme-linked immunosorbent

assay — test immunoenzymatyczny) uzyty
w jednym z badan wykorzystano celem oce-
ny poziomu uwalnianej IL-6 oraz bFGF.3
Jest to jeden z najpopularniejszych testow
stosowanych w badaniach medycznych.
Stuzy do wykrywania i ilo§ciowego ozna-
czania biatek zawartych w badanej probce,
takich jak np. przeciwciata czy antygeny o
charakterze biatkowym. Dziatanie metody
opiera si¢ na tworzeniu wigzan pomigdzy an-
tygenem a przeciwciatem, ktére uwidacznia
reakcja barwna, zachodzaca dzigki skoniu-
gowanym z immunoglobulinami enzymom
1 odpowiednich dla nich substratom.
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6. The confocal laser scanning microscope was
used by researchers in one of the studies.® It
is an invaluable tool for conducting a wide
range of medical analyses. It enables the for-
mation of thin optical sections of specimens,
precise observation of the structure of the te-
sted sample, and creation of three-dimensio-
nal image reconstructions.?>
Based on the results of the aforementioned

studies, it was also possible to conclude that

dental adhesives, due to their cytotoxic effect,
lead to various types of cell death: apoptosis
and necrosis, and as a result, to lysis, or cell
disintegration and the release of its contents to
the oral environment.3°

However, it is necessary to distinguish
between these two types of cell death due to
their different course. Apoptosis is programmed
cell death, which is a physiological process
that determines the proper functioning of the
body, always following a specific pattern.

It is a very important process for the body

because it leads to the removal of redundant,

harmful or damaged cells.3’*® On the other
hand, necrosis is a passive, spontaneous and
pathological process. It occurs as a result of
physical, chemical and biological factors.37-3

It can, therefore, be concluded that the cases
of apoptosis and necrosis identified in the
research are initiated by the cytotoxic effect of
the components of dental adhesives, and should
not occur in the case of using biocompatible
medical products.

Conclusion

Research shows that dental adhesives
have a cytotoxic effect on fibroblasts of the
oral mucosa, although to a different degree.
Their concentration and the time of contact
with the mucosa are very important, which
is extremely difficult to control in the case of
geriatric patients. Moreover, these materials
have a negative overall effect on the health of

5. Test HET-CAM (hen’s egg-chorioallantoic
membrane test) zastosowany w badaniach
Al’a i wsp.” to czuly test do oceny toksycz-
nos$ci substancji chemicznych miedzy inny-
mi na blong $luzowg jamy ustnej.>*

6. Skanujacy laserowy mikroskop konfokal-
ny poshuzyt badaczom w jednym z badan.®
Jest nieocenionym narzedziem do prowadze-
nia szerokiego zakresu analiz medycznych.
Umozliwia tworzenie cienkich przekrojow
optycznych preparatéw, doktadng obserwa-
cje struktury badanej probki oraz tworzenie
trojwymiarowych rekonstrukeji obrazu.3
Na podstawie wynikéw analizowanych ba-

dan mozna bylo réwniez stwierdzi¢, ze kleje

stomatologiczne poprzez swoj efekt cytotok-
syczny doprowadzaja do réznego typu $mier-
ci komorek: apoptozy i1 nekrozy, a w efekcie
do lizy czyli rozpadu komorki i uwolnieniu jej
zwartosci do otoczenia.3®

Nalezy jednak rozr6zni¢ te dwa typy $mier-

ci komorek, ze wzgledu na odmienny prze-
bieg. Apoptoza jest zaprogramowang S$mier-
cig komorki, bedacg procesem fizjologicznym
warunkujacym prawidlowe funkcjonowanie
organizmu, przebiegajacym zawsze wedtug
okreslonego schematu. Jest ona dla organizmu
procesem bardzo waznym, gdyz prowadzi do
usunigcia komorek zbytecznych, szkodliwych
czy uszkodzonych.3738 Nekroza natomiast jest
procesem biernym, spontanicznym i patolo-
gicznym. Zachodzi pod wpltywem czynnikéw
fizycznych, chemicznych i biologicznych.37-3°
Mozna zatem stwierdzi¢, ze wykryte w bada-
niach przypadki apoptozy i nekrozy sa zainicjo-
wane cytotoksycznym dziataniem sktadnikow
klejow stomatologicznych i nie powinny mie¢
miejsca w przypadku stosowania biokompaty-
bilnych produktow medycznych.

Podsumowanie

Badania eksperymentalne dowodza, ze pre-
paraty adhezyjne w ré6znym stopniu, wywotuja
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their users. Therefore, it is necessary to educate
patients with dentures and prevent the misuse
of commonly available adhesive materials,
reserving them only for situations when their
use is absolutely necessary.

efekt cytotoksyczny w stosunku do komoérek
btony §luzowej jamy ustnej. Bardzo wazne
jest ich stgzenie oraz czas kontaktu z btong
sluzowa, co jest niezwykle trudne w kontroli
pacjentow geriatrycznych. Ponadto, materiaty
te majg negatywny ogolny wplyw na zdrowie
ich uzytkownikow. W zwigzku z tym koniecz-
na jest edukacja pacjentdw protetycznych i
zapobieganie naduzywaniu powszechnie do-
stepnych materiatow adhezyjnych, rekomen-
dujac je jedynie w przypadkach bezwzglednie
koniecznych.
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