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I. Wstep i uzasadnienie celu badan

I. 1. Cel leczenia kanatowego
Celem leczenia kanatowego jest stworzenie warunkéw dla prawidtowego

funkcjonowania przyzebia okotowierzchotkowego, w tym zapobieganie lub

Ryc. 1 Cel leczenia kanatowego i sktadowe jego osiggniecia

wygojenie zmian chorobowych w tkankach okotowierzchotkowych. Cel ten osiggany
jest na drodze przestrzegania elementow algorytmu leczenia kanatowego, na ktory
sktada sie: izolacja pola zabiegowego, preparacja dostepu koronowego, chemiczne i
mechaniczne opracowanie przestrzeni endodontycznej oraz szczelne, ostateczne
wypetnienie systemu kanatowego i korony. Dziatania te majg na celu redukcje

drobnoustrojow oraz zapobiezenie ponownemu namnozeniu patogennej mikroflory
(Ryc. 1).



! Dynamiczny rozwdj technik obrazowania radiologicznego oraz wprowadzenie
do praktyki klinicznej mikroskopu zabiegowego przyczynity sie do rozwoju wiedzy
w obszarze anatomii zebow i umozliwity uszczegotowienie nazewnictwa. W Swietle
ujawnionej ztozonosci struktur endodontycznych zeba uzasadnione jest zastgpienie
nazwy ,.kanat korzeniowy” przez ,system kanatow korzeniowych” lub ,,przestrzen
endodontyczna”. Taka terminologia wydaje sie bardziej odpowiednia dla opisania
skomplikowanej, tréjwymiarowej przestrzeni wnetrza zeba, ktérg nalezy efektywnie
opracowac, a nastepnie szczelnie wypetni¢ (Ryc. 2) [1,2]. Kanatem korzeniowym
mozemy w Swietle obecnej wiedzy nazwac jedynie najszerszy przekroj przestrzeni
endodontycznej, ktory jest dostepny dla mechanicznej preparacji narzedziami

kanatowymi, natomiast reszta elementow tej przestrzeni, takich jak ciesni, kanaty

Ryc. 2 System kanatéw korzeniowych uwidoczniony metoda wg. Weng i wsp. [4]



Ryc. 3 Kanat boczny
widoczny po obturacji
przestrzeni endodontycznej
w zebie 24- przypadek
wiasny

Ryc. 5 Przykiad ciesni,
ktora tgczy kanaty korzenia
blizszego w zebie 46 oraz
szeroki kanat boczny,
bedacy przyczyna zmiany
w furkacji- przypadek
wiasny

Ryc. 4 Delta
wierzchotkowa widoczna
po wypetnieniu przestrzeni
endodontycznej w
korzeniach blizszym i
dalszym zeba 46-
przypadek wiasny

Ryc. 6 Kanaty policzkowy i
podniebienny w zebie 15
potgczone ciesnig na
réznym etapie przebiegu-
przypadek wiasny

boczne, kanaliki zebinowe, ramifikacje i delta korzeniowa mogg by¢ opracowane

tylko na drodze chemicznej preparacji (Ryc. 3-6) [3].
Fakt ten podnosi wage chemicznej sktadowej chemo-mechanicznej preparacji

w leczeniu endodontycznym, jako niezwykle istotnego etapu leczenia, majgcego

wptyw na dtugotrwate rokowanie. Jest to powodem poszukiwania coraz bardziej



efektywnych srodkéw ptuczacych oraz udoskonalania protokotow ptukania kanatéw
korzeniowych.

I. 2. Cel chemicznej preparacji przestrzeni endodontycznej

Celem chemicznej preparacji przestrzeni endododontycznej, czyli ptukania
kanatow korzeniowych jest kontrola infekcji (ang. infection control), albowiem juz w
latach 50-tych XX wieku dostarczono przekonujacych dowoddéw naukowych na to,
ze zapalenie miazgi i tkanek okotowierzchotkowych nie rozwinie sie bez obecnosci
drobnoustrojow [5,6]. Kontrola infekcji osiggana jest poprzez: usuniecie miazgi z
przestrzeni endodontycznej, redukcje patogendw w tej przestrzeni oraz usuniecie
warstwy mazistej. Osiggniecie tych celéw uwarunkowane jest min. wiasciwosciami
chemicznymi stosowanych ptyndéw irrygujacych oraz sposobem ich stosowania
(protokot ptukania) (Ryc. 7). Na protokdt ptukania sktada sie: stezenie i objetos¢
stosowanego plynu, rodzaj i czas aktywacji $rodka ptuczacego, czas plukania,

kolejnos¢ stosowanych zwigzkow chemicznych.

Ryc. 7 Podstawowe ptyny do ptukania kanatow korzeniowych i ich whasciwosci korzystne
w procesie leczenia kanatowego
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L. 3. Plyny stosowane w protokole plukania kanaléw korzeniowych

Do chwili obecnej nie istnieje jeden antyseptyk, ktéry spelniatby wszystkie
kryteria 1dealnego ptynu do ptlukania kanatow korzeniowych. Zehnder [7]
zdefiniowat te kryteria jako:

- posiadanie szerokiego spektrum antymikrobiologicznego 1 wysokiej efektywnosci
w usuwaniu bakterii 1 ich biofilmow,

- zdolno$¢ do efektywnego rozpuszczania tkanek organicznych, zarowno miazgi
zywej, jak 1 jej nekrotycznych pozostatosci,

- zdolnos$¢ do inaktywacji endotoksyn,

- zdolno$¢ do zapobiegania formowania warstwy maziste] na $cianach kanatow
podczas mechanicznej preparacji lub zdolno$¢ do usuwania tej warstwy, gdy
dojdzie do jej uformowania,

- inne, pomnigjsze: niski koszt, brak toksycznosci, brak zdolnosci do przyzegania
tkanek periodontium w razie kontaktu, brak potencjalu do powodowania reakcji
uczuleniowych.

Najblizej spelnienia tych kryteriéw jest podchloryn sodu (NaOCIl). Jest on
uzywany w stezeniach od 2% do 6% (najczescie) 5,25%). Jego najwazniejszg cechg z
punktu widzenia endodontycznego jest unikalna zdolno$¢ do rozpuszczania tkanek
organicznych, co pozwala na usuni¢cie miazgi, resztek tkankowych 1
mikroorganizmow z rejondw przestrzeni endodontycznej, ktore nie sg osiaggalne dla
mechanicznej preparacji. Nie mniej wazne jest szerokie spektrum wlasciwosci
antymikrobiologicznych podchlorynu sodu oraz zdolnos$¢ do usuwania komponenty
organicznej warstwy maziste] [8]. NaOCl jest uzywany podczas catego leczenia
endodontycznego, co nie tylko redukuje mikroflor¢ systemu kanaléw, ale tez
przyspiesza mechaniczng preparacje, skraca czas leczenia, minimalizuje ryzyko
separacji narzedzi w przestrzeni endodontycznej. W koncowym protokole plukania
natomiast uzywany jest do ostatecznej redukcji mikrobioty kanatow korzeniowych

oraz usuni¢cia komponenty organicznej warstwy mazistej [9].
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Chelatory - do ktorych malezg 40% kwas cytrynowy (CA) oraz 17% kwas
etylenodiaminoczterooctowy (EDTA) - maja zdolno$¢ do wigzania jondéw wapnia, co
doprowadza do odwapnienia, a tym samym zmniejszenia twardosci zebiny oraz
zwigkszenia jej przepuszczalnosci [10]. Zwigzki te sg uzywane w koncowym
protokole ptukania kanatéw korzeniowych w celu usunigcia komponenty
nieorganicznej warstwy mazistej [11,12].

Zwiazki z grupy biguanidéw: 2% chlorheksydyna (CHX) 1 mniej znana 1%
aleksydyna (ALX) sa trzecig grupa roztwordw najczesciej stosowanych w
endodoncji. Roztwoér 2% chlorheksydyny wykorzystuje si¢ jako dodatkowy zwigzek
przeciwbakteryjny, ze wzgledu na szerokie spektrum antymikrobiologiczne 1 unikalng
zdolno$¢ do przedhuzonego dziatania odkazajacego, trwajacego nawet po ewakuacji
tego plynu z przestrzeni endodontycznej, zwanego ,substantywnoscia” (ang.
substantivity) [13]. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci, chlorheksydyna dedykowana
jest szczegdlnie jako ostatni pltyn stosowany w koncowym protokole plukania
zainfekowanych kanaléw korzeniowych, aby jak najskuteczniej usuna¢ bakterie z

kanalikow zebinowych, gdyz penetracja NaOCI do ich wngtrza jest niska [14].

L. 4. Interakcje plynéow do plukania kanaléw korzeniowych

Aby spehi¢ wszystkie cele chemicznej preparacji przestrzeni endodontyczne;,
konieczne jest uzycie sekwencji kilku plynow do plukania kanatéw korzeniowych.
Ich interakcja musi wige stanowi¢ przedmiot poglebionych badan, ze wzgledu na
prawdopodobienstwo ich zmieszania w przestrzeni endodontyczne;.

Szczegolnie korzystne jest synergistyczne dziatanie NaOCl 1 CHX przeciwko
patogenom endodontycznym. Jednak w praktyce klinicznej zwigzkow tych nie mozna
miesza¢ w przestrzeni kanalu korzeniowego, gdyz ich interakcja powoduje
powstawanie bragzowego osadu 1 uwalnianie toksycznego, kancerogennego zwiazku
p-chloroaniliny (PCA) [15-17]. Nierozpuszczalny osad o barwie bragzowej dziala jak
chemiczna warstwa mazista, zmniejszajgc przepuszczalnosé zebiny w
wierzchotkowej 1/3 czes$ci przestrzeni endodontycznej [18] 1 w zwiazku z tym

zmniejsza penetracje uszczelniacza, co skutkuje pogorszeniem szczelnosci
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wypetnienia kanaléw. Ponadto nalezy unika¢ mieszaniny CHX 1 NaOCl ze wzgledu
na potencjal przebarwienia tkanek twardych korony zeba [19]. Dlatego rozpoczeto
poszukiwanie alternatywnego dla CHX zwiazku, ktory posiadatby korzystne cechy
chlorheksydyny bez potencjalu do tworzenia osadow 1 zwigzkow toksycznych po
zmieszaniu z NaOCl.

Dichlorowodorek aleksydyny (ALX), biguanid bardzo podobny do CHX, po
raz pierwszy wprowadzony do stomatologii w testach jako pltyn do ptukania jamy
ustnej [20], zostal zaproponowany jako alternatywa dla CHX w protokole ptukania
kanatow korzeniowych. Przemawialy za tym wlasciwosci chemiczne podobne do
CHX, w tym wysoka skutecznos¢ w usuwaniu Enterococcus faecalis [21] 1 dluzsza
substantywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa w porownaniu z 2% CHX [22]. W 2012
roku Kim 1 wsp. przetestowali ALX jako alternatywe dla CHX [23] 1 zbadali je¢j
interakcje z NaOCl pod katem powstawania osadu i pochodnych PCA. W tym
badaniu cztery rozne stezenia ALX (0,125%, 0,25%, 0,5% 1 1% (w/v)) zmieszano z
4% (w/v) roztworem NaOCI 1 analizowano za pomocg spektrometrii mas z jonizacja
przez elektrorozpylanie (ESI-MS), aby okresli¢, czy ta interakcja powoduje
powstanie PCA 1 wytracenie brunatnego osadu. W rezultacie interakcja ALX 1 NaOCl
nie spowodowala powstania PCA ani osadow, jednakze dotychczas nie podjeto
zadnych krokéw w celu identyfikacji zwigzkow chemicznych powstajacych w tej
reakcji. Konieczno$¢ pelnej identyfikacji uwalnianych produktow ma kluczowe
znaczenie dla zrozumienia natury tej interakcji i1 dalszej oceny ich potencjalnej

toksycznosci.

I. 5. Techniki aktywacji plynéw do plukania kanaléw korzeniowych

Kolejnym czynnikiem wplywajgcym na skutecznos¢ dezynfekcji systemu
kanatowego jest sposob podawania s$srodkow pluczacych do przestrzeni
endodontycznej [24]. Konwencjonalny sposob podawania srodka pluczacego za
pomoca igly 1 strzykawki (ang. syringe and needle irrigation, SNI) nie spelnia
kryteriow efektywnej irygacji, czyli rozprowadzenia srodka ptuczacego w miejscach,

do ktorych nie mozna dotrze¢ za pomocg mechanicznej preparacyi [24].
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W miar¢ zwickszania si¢ wiedzy lekarzy dentystow na temat hydrodynamiki w
przestrzeni endodontycznej, zaczeto stosowac techniki aktywacji pltynow uzywanych
do ptukania systemu kanaléw korzeniowych (ang. irrigation agitation techniques,
IAT) [25]. Najczesciej stosowane metody IAT obejymuja pasywnag irygacje
ultradzwigkowa (ang. passive ultrasonic irrigation, PUI), gdy srodki irygujace sa
aktywowane za pomoca ultradzwickow (ang. ultrasonic, US), aktywacje dzwigkowa
(ang. sonic activation, SA), gdy plyny aktywuje si¢ za pomoca czestotliwosci
dzwigkowych, a takze reczng irygacje dynamiczng (ang. manual dynamic irrigation,
MDI lub ang. manual dynamic agitation, MDA).

Wszystkie te metody maja na celu zmiang przeplywu laminarnego na
turbulentny, co zwicksza dziatanie roztworow chemicznych rozprowadzanych w
przestrzeni endodontycznej za pomoca fal cisnienia plynu generowanych
ultradzwickowo, dzwigkowo lub recznie [26]. Dzigki temu mozliwa jest
skuteczniejsza dezynfekcja przestrzeni endodontycznej [26,27].

Uwaza si¢, ze PUI, metoda wykorzystujaca US do aktywacji, jest
najskuteczniejsza metodg usprawnienia preparacji chemicznej w aspekcie
oczyszczania kanatow korzeniowych [26,27,28], usuwania mikroflory z przestrzeni
endodontyczney [29,30] oraz penetracji roztworéw do kanalikéw zebinowych
[29,31]. Intensywno$¢ aktywacji ultradzwickowej o czestotliwosci 28-36 kHz
wplywa na przenoszenie energii przez swobodnie oscylujacy pilnik wewnatrz
przestrzeni kanatéw korzeniowych wypehione) roztworem pluczacym [26,31].
Powoduje to powstawanie drgan akustycznych, nie tylko na koncu, ale wokot calej
dlugosci pilnika ultradzwickowego [27,28,31].

MDI poprawia dziatanie przeciwdrobnoustrojowe $rodkow do plukania
endodontycznego, utatwia oczyszczanie przestrzeni endodontycznej 1 zapewnia
droznos$¢ wierzchotka [32]. W tej technice stosuje sie¢ ¢wiek gutaperkowy (GP),
wykonujac ruch w gore 1 w dot w kanale korzeniowym z czestotliwoscia co najmnie;j
100 ruchow na minutg [32]. MDI mozna stosowa¢ do wszystkich srodkow
irygacyjnych, nie wymaga stosowania zaawansowanych urzadzen 1 specjalnie
zaprojektowanych pilnikow, w zwigzku z czym metoda ta dedykowana jest dla mnie;j

doswiadczonych praktykow [32].
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O 1le agitacja NaOCI 1 chelatoréw w swietle przestrzeni endodontycznej jest
zalecana, o tyle aktywacja biguanidu chlorheksydyny budzi kontrowersje. Z jednej
strony wzburzenie roztworu CHX za pomocg PUI w systemie kanatéw korzeniowych
zwicksza jego dzialanie przeciwdrobnoustrojowe 1 penetracj¢ do kanalikow
zegbowych [31], z drugiej jednak aktywacja ultradzwigkowa zwieksza temperature 2%
CHX [33,34], a ogrzewanie CHX powoduje jej degradacje 1 powstawanie para-
chloroaniliny (PCA) [35]. Dlatego tez postawiono hipotez¢ badawcza, ze aktywacja
CHX przy uzyciu ultradzwigkdéw prowadzi do uwolnienia PCA.

Ciagla ekspozycja na PCA powoduje u szczuréw wiele typow nowotworow:
wihokniakomigsak 1 kostniakomigsak $ledziony, guz chromochtonny nadnerczy,
naczyniakomi¢sak watrobowy, a takze methemoglobinemi¢ u ludzi [36,37]. Ponadto
w nieprawidlowo przeprowadzonym protokole plukania kanatow zebowych, bragzowy
osad powstajacy w reakcji CHX 1 NaOCl, zawierajacy PCA, nie moze zostaé
catkowicie usunigty ze $cian kanaléw korzeniowych, co wigze si¢ z pogorszeniem
jakosci wypelienia kanatow korzeniowych [36,38] 1 w konsekwencji moze
skutkowa¢ niepowodzeniem leczenia. W zwiazku z tym, w $rodowisku
endodontycznym panowal niepisany konsensus, aby unika¢ aktywacji CHX
ultradzwickami, preferujac te metody aktywacji, ktére nie powoduja podgrzania
roztworu (MDI). Niemniej jednak dotychczas nie przedstawiono bezposredniego
dowodu naukowego potwierdzajgcego ten potencjalnie toksyczny efekt aktywacji
CHX metodg PUI, ani tez na bezpieczenstwo stosowania metody MDI dla aktywacji
tego biguanidu w leczeniu endodontycznym. Co wiecej, nie przeprowadzono nigdy
analizy ilosciowej PCA uwolnionego z 2 % CHX aktywowanej US lub metoda
manualng. Nie ma wiec bezposrednich dowodow naukowych potwierdzajacych
bezpieczenstwo aktywacji CHX metodami manualnymi, jak réwniez

niebezpieczenstwo aktywacji tego pltynu przy uzyciu ultradzwigkow.
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II. Cel pracy

Glownym celem badan byto :

. ocena bezpieczenstwa stosowania 1% aleksydyny jako alternatywy dla dotychczas

stosowanej 2% chlorheksydyny w protokole ptlukania systemu kanatéw

korzeniowych,

. ocena bezpieczenstwa aktywacji 2% chlorheksydyny metodg PUI 1 MDI w

protokole ptukania systemu kanatow korzeniowych.

Okreslajac cele szczegotowe dazyliSmy do poszerzenia wiedzy na temat natury

reakcji chemicznej potaczenia 1% aleksydyny z podchlorynem sodu, poprzez

zastosowanie zaawansowanych metod laboratoryjnych (Ultra wysokosprawna

chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrometria mas - UHPLC-MS), jak

rowniez analizy ilo$ciowe] uwolnionego PCA z nieaktywowanej 1 aktywowanej

roznymi metodami 2% CHX.

Na cele szczegdtowe sktadata sie:

W eksperymencie nr 1:

I.

identyfikacja zwigzkéw chemicznych powstalych podczas reakceji potaczenia 1%
ALX z 5,25 % NaOCl,
ocena, czy polaczenie 1% ALX z 5,25% NaOCl doprowadza do powstania

makroskopowo widocznego osadu,

. potwierdzenie, ze polaczenie 2% CHX z 5,25% NaOCI skutkuje powstaniem

pochodnych PCA, przy uzyciu bardziej zaawansowanych 1 doktadniejszych metod
chemii analityczne;,

potwierdzenie, ze polaczenie 1% ALX z 5,25% NaOCI nie skutkuje powstaniem
pochodnych PCA, przy uzyciu bardziej zaawansowanych 1 doktadniejszych metod

chemii analityczne;.
15



W eksperymencie nr 2:

l.

O

zbadanie ilosci uwolnionego PCA z ultradzwigkowej agitacji 2%CHX metoda

PUL,

. zbadanie ilo$ci uwolnionego PCA z manualnej agitacji 2%CHX metoda MDI,

. zbadanie ilosci uwolnionego PCA z butelki 2% CHX nieaktywowanej,

przechowywanej w warunkach pokojowych,

. zbadanie zmian temperatury w roztworze 2% CHX poddanej aktywacji

ultradzwickowej metodg PUI 1 aktywacji manualnej metoda MDI,

. zbadanie zaleznos$ci pomig¢dzy iloscig uwolnionej PCA a czasem aktywacji w

grupie PUI,

. zbadanie zaleznos$ci pomig¢dzy iloscig uwolnionej PCA a czasem aktywacji w

grupie MDI,

. zbadanie zaleznosci pomiedzy iloscia uwolnionej PCA a gruboscig pilnika w

grupie PUI,

. zbadanie zaleznosci pomiedzy iloscig uwolnionej PCA a rozmiarem ¢wieka w

grupie MDI,

. zbadanie zaleznosci pomiedzy 1lo$cig uwolnionej PCA a czasem przechowywania

butelki z 2% CHX w warunkach temperatury pokojowej,

10. przeprowadzenie porownania ilosci uwolnionego PCA z 2% CHX

nieaktywowanej 1 przechowywanej] w temperaturze pokojowej, aktywowanej

ultradzwickami metodg PUI 1 manualnie metodg MDI.

Badania zostaly sfinansowane ze srodkow wilasnych na dziatalnos¢ statutowa

Katedry Stomatologii Zachowawczej Instytutu Stomatologiit WL UJCM 1 Wydziatu

Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego 1 nie wymagaty uzyskania zgody Komisji

Bioetycznej Uczelni.

16



II1. Materialy i metody

IIL 1. Eksperyment nr 1

III.1.1. Materiaty

- metanol i acetonitryl (stopien czystosci MS) (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

- kwas mrowkowy i etanol (Merck, Darmstadt, Niemcy),

- dichlorowodorek aleksydyny (stopien czystosci > 98%) (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Teksas, USA),

- roztwory stosowane w protokotach endodontycznych:  Gluco-chex (2%, w/v,
roztwor diglukonianu chlorheksydyny), CHLORAN 525% (5,25% roztwor
podchlorynu sodu) i CHLORAN 2% (2% (w/v) roztwor podchlorynu sodu)
(Chema-Elektromet (Rzeszow, Polska),

- 4-Chloroanilina (p- chloroanilina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

- woda ultraczysta (18,2 MQcm, TOC < 5 ppb) (otrzymano stosujac system Milli-Q
Plus, Merck-Millipore, Burlington, MA, USA).

I11.1.2. Metoda

III.1.2.1 Przygotowanie roztwordéw podstawowych 1 wzorcowych

Roztwoér podstawowy ALX (4 mg ml-! w przeliczeniu na zwigzek zasadowy)
przygotowano przez rozpuszczenie standardu analitycznego w mieszaninie wody 1
etanolu 4:1 (v/v). Roztwér podstawowy PCA (1 mg mll) otrzymano przez
rozpuszczenie PCA w metanolu. Standardowy roztwor roboczy ALX 1
niestandardowy roztwor roboczy CHX (500 ng ml!) przygotowano poprzez
rozcienczenie roztworu podstawowego ALX lub roztworu handlowego CHX
stosowanych w protokotach endodontycznych odpowiednio w wodzie i acetonitrylu
1:1 (v/v). Roztwory robocze NaOCl przygotowano poprzez rozcienczenie 5,25% (w/
v) roztworu NaOCl w wodzie (1:0, 1:1, 1:4, 1:9, 1:19, 1:49, 1:99, v/ v). Ponadto

zastosowano dostgpny na rynku 2% (v/w) roztwor NaOCIl, bez wczesniejszego
17



rozcienczania. Roztwér wzorcowy PCA (200 ng mL-l) przygotowano przez
rozcienczenie roztworu podstawowego w mieszaninie wody 1 acetonitrylu w

stosunku 1:1 (v/v). Wszystkie roztwory przechowywano w lodowce (+4°C).

III.1.2.2. Procedura przygotowania probki

Roztwory ALX 1 CHX =zmieszano z réwnowazng objetoscig (100 ul)
roboczych roztworow NaOCl. Zastosowano procedure przemywania w celu
usunie¢cia jonow sodu, ktére moga zaktoca¢ wykrywanie analitow 1 tworzy¢ addukty
w zrédle jonow spektrometru mas oraz powodujac supresje jonow. Najpierw z kazdej
probki pobrano ciekly supernatant, a osad przemyto zimng woda (+4°C). Nastepnie
probke mieszano 1 odwirowano (10 min, 10 000 obr./min, 0°C). Procedure
przemywania powtdérzono trzykrotnie. Nastepnie osad rozpuszczono w 500 ul
metanolu. Roztwory mieszaniny CHX 1 NaOCI oraz mieszaniny ALX 1 NaOCl
rozcienczono odpowiednio 1000-krotnie 1 50-krotnie mieszaning woda-acetonitryl
(H2O0-ACN, 1:1, v/v). Przygotowane probki poddano analizie UHPLC-MS. Probki
cieklego supernatantu rozcienczono 10 000-krotnie H2O-ACN 1:1 (v/v) 1 poddano
analizie UHPLC-MS.

II1.1.2.3. Analiza UHPLC-MS

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem systemu UHPLC-MS. System
sktadat si¢ z uktadu chromatografii cieczowej UltiMate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale,
Kalifornia, USA) sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas z kwadrupolem 1
analizatorami czasu przelotu (Micro-TOF-Q II, Bruker, Bremen, Niemcy). Faza
ruchoma sktadata si¢ z wody z dodatkiem 0,1% (v/v) kwasu mrowkowego (faza A) i
acetonitrylu z 0,1% kwasu mrowkowego (faza B). W strumien eluenta wprowadzano
5 ul probki za pomoca autosamplera, a rozdzielanie prowadzono w trybie
1zokratycznym (30% A, 70% B) w kolumnie Hypersil Gold Phenyl (50 mm x 2,1 mm
I.D., czastki 1,9 um, Dionex, Sunnyvale, Kalifornia, USA) przez 16 min. Szybkos¢

przepltywu fazy ruchomej wynosita 0,4 mL min-l. Kolumng¢ termostatowano w
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temperaturze 25°C. Zrodlo jonoéw przez elektrorozpylanie pracowato w warunkach
dodatniej jonizacji (ESI+). Pozostale parametry MS byly nast¢pujace: cisnienie
nebulizatora: 2,0 bar; przeptyw suchego gazu: 5,5 L min-!l; temperatura gazu
suszacego: 200°C; napigcie na kapilarze interfejsu zrédta jonow: -500 V. Spektrometr
kalibrowano z wykorzystaniem klastréw mréwcezanu sodu (mieszanina kalibrujaca).
Do przewidywania sumarycznych wzorow czasteczkowych wykorzystano
oprogramowanie SmartFormula oraz ProfileAnalysis (Bruker). Zakres mas wynosit

od 50 do 1500 m/z.

IIL.2. Eksperyment nr 2

II1.2.1. Materiaty

- staty wzorzec 4-chloroaniliny (PCA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,
czystos¢ 99%) rozpuszczony w metanolu w celu uzyskania roztworu
podstawowego o stezeniu 10 mg/ml, przechowywany w temperaturze -20°C .

- pltyn do plukania kanatow korzeniowych Gluco-Chex (Cerkamed, Polska)
zawierajacy 2% diglukonianu chlorheksydyny, przechowywany w warunkach
zalecanych przez producenta.

- bufor octanowy o pH 6,0 o sile jonowej 150 mmol I-! | przygotowany poprzez
dodanie 160 pl. kwasu octowego o stezeniu 2 mol/LL (Sigma-Aldrich, USA,
czystos¢ 99,8%) 1 7,5 mL wczesniej przygotowanego octanu amonu o st¢zeniu 1
mol I do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, nast¢pnie dopeliono do kreski
ultraczysta woda,

- 1 mol I-! octan amonu, przygotowany przez rozpuszczenie ok. 1,927 g stalego
octanu amonu (Sigma-Aldrich, USA) w 25 ml ultraczystej wody,

- woda ultraczysta (18,2 MQcm, TOC < 5 ppb) (otrzymana stosujac system Milli-Q
Plus, Merck-Millipore, Burlington, MA, USA),

- metanol (Honeywell, czystos¢ LC-MS > 99,9%) jako faza ruchoma 1 acetonitryl
(Honeywell, czystos¢ LC-MS > 99,9%) jako ptyn do plukania strzykawki w

chromatografie cieczowym,
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- dichlorometan (Sigma-Aldrich, USA) do ekstrakcji zwigzku docelowego,
- wysokosprawny chromatograf cieczowy LaChrom (Merck-Hitachi, Tokio, Japonia)
sprzezony z detektorem z matryca fotodiodowa (detekcja przy 210 nm)

I11.2.2. Metoda

We wszystkich eksperymentach wykorzystano wysokosprawny chromatograf
cieczowy LaChrom (Merck-Hitachi, Tokio, Japonia) sprzezony z detektorem z
matrycg fotodiodowa (detekcja przy 210 nm). Rozdzielanie prowadzono na kolumnie
analitycznej Spheri-5 C18 (100 x 4,6 mm, 5 um, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)
w temperaturze 40°C. Separacj¢ przeprowadzono w trybie gradientowym, stosujac
natezenie przeptywu 1 ml min-1. Jako faze A 1 faz¢g B zastosowano odpowiednio
ultraczysta wodg 1 acetonitryl. Program gradientu rozpoczat sie¢ od 50% fazy A, ktora
utrzymywano przez 7 minut, A obnizono do 5% w ciggu 2 minut, a nastepnie
utrzymywano przez kolejne 4 minuty. Nast¢pnie w ciaggu 2 minut przywrocono sktad
fazy ruchomej do warunkow poczatkowych 1 kolumne stabilizowano przez kolejne 4
minuty. Calkowity czas analizy wynosit 20 minut. Kazdorazowo, po analizie prébki
wstrzykiwano probki slepe (mieszaning woda-acetonistryl, 1:1, v/v), aby przeptukac
uktad chromatograficzny 1 tym samym unikna¢ potencjalnego efektu przeniesienia.

Objetos¢ wstrzyknigtej probki wynosita 15 ul.

II1.2.2.1. Podzial probek na grupy doswiadczalne 1 procedura agitacji CHX

Aby zbada¢ rézne warunki wpltywajace na stabilnos¢ CHX podczas leczenia
endodontycznego, zaprojektowano dwie grupy eksperymentalne w zaleznosci od
rodzaju procedury aktywacji przy uzyciu 2% roztworu CHX: (1) irygacje
ultradzwigkowg (US); (2) 1 reczng irygacje dynamiczng (MDI).

Schemat eksperymentu przedstawiono na Ryec. 8.

150 ul 2% CHX w 200 uL probéwce PCR aktywowano w czterech réznych

czasach aktywacji: 15, 30, 60 1 90 s, a kazde doswiadczenie powtarzano trzykrotnie.

Dodatkowo gléwne grupy eksperymentalne (US 1 MDI) podzielono na dwie
20



Ryc. 8 Schemat eksperymentu nr 2

podgrupy w zaleznosci od grubosci pilnika ultradzwiekowego (w grupie US) lub
¢wieka gutaperkowego (w grupie MDI), uzytych do aktywacji. Aby jak najlepigj
nasladowa¢ warunki panujace w przestrzeni endodontycznej aktywacje CHX w
grupie US przeprowadzono za pomocag endodontycznego aparatu ultradZzwiekowego
VDW Ultra (VDW, Germany) z dedykowanym ultradzwiekowym pilnikiem K w
dwoch rozmiarach: 1SO 30 i ISO 35 (wielko$¢ srednicy koncowki 0,30 mm i
odpowiednio 0,35 mm, oba wyprodukowane przez VDW, Germany), zamontowanym
na koncowce endo-chuck 90° o czestotliwosci oscylacji 28-36 kHz. Pilnik US
wprowadzano do probowki tak, aby swobodnie w niej oscylowat z intencjg nie
dotykania Scianek.

Manualng aktywacje 2% CHX metodg MDI wykonano przy uzyciu ¢wiekow
gutaperkowych o rozmiarach 1SO 30 (o $rednicy 0,30 mm na koncéwece) i ISO 35 (o
Srednicy 0,35 mm na koncowce). Zastosowano ¢wieki GP o szeScioprocentowej
zbieznosci, co oznacza, ze Srednica stozka zwiekszata sie 0 0,06 mm na kazdy mm
jego dtugosci. Czestotliwosc ruchu push-pull éwieka GP wynosita ~3,3 Hz.

Zmiany temperatury roztworéw CHX sprawdzano we wszystkich probkach dla grup

US i MDI przed i po kazdej aktywaciji.
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II1.2.2.2. Przygotowanie probek do analizy HPLC

Wstepnie aktywowane probki mieszano przez kilka sekund na wytrzasarce
typu vortex w celu ujednorodnienia roztworow. Nastepnie 150 ul probki przeniesiono
do $wiezej probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 mL i dodano 300 ul buforu
octanowego o pH 6,0. Wartos¢ pH buforu dobrano tak, aby p-chloroanilina
(pK2=3.,98[39]) wystepowala w roztworze w postaci deprotonowanej (hydrofobowej),
natomiast CHX ( pK.=10,8 [40])byl protonowany 1 mial sklonno$¢ do pozostawania
w fazie wodnej. W kolejnym etapie PCA ekstrahowano trzykrotnie, dodajgc do
probek kazdorazowo 0,5 ml dichlorometanu. Po dodaniu kazdej porcji prébki
wytrzasano przez 5 minut przy 2100 obr./min, a nastepnie wirowano przez 5 minut
(11200 x g). Oddzielong warstwe DCM (0,4 ml) przeniesiono do nowej 1,5 ml
probowki typu Eppendorfa. Zebrane ekstrakty wirowano przez kilka sekund, a
nastepnie 1,2 mL ekstraktu przeniesiono do nowej 1,5 mL probéwki typu Eppendorf i
odparowano pod delikatnym strumieniem azotu w temperaturze pokojowej (~23°C).
Do powstatego osadu dodano 50 pl roztworu ACN:H20 (20:80, v/v) 1 wirowano
przez 5 minut (2100 obr/min). Po rozpuszczeniu osadu 20 pl prébki przeniesiono do
fiolki ze szkla oranzowego z mikrowktadka 100 ul, rozcienczono 80 ul roztworem

ACN:H20 (20:80) 1 poddano analizie chromatograficzne;.

II1.2.2.3. Analiza statystyczna

Dane zebrane podczas badania zostaly przetworzone przy uzyciu programu
MS Excel (Office 365, Microsoft Redmond, WA, USA) w celu gromadzenia danych,
obrobki wstepnej 1 obliczen. Ryciny przygotowano przy uzyciu oprogramowania
(Compass Data Analysis, SmartFormula, Bruker, Brema, Niemcy) oraz Origin 2020
(OriginLab, Northampton, MA, USA).

Analize statystyczng przeprowadzono w programie Statistica 13.3 PL (Tibco,
Palo Alto, Kalifornia, USA). Wyniki poréwnano za pomoca jednoczynnikowej

analizy wariancji (ANOVA), przyymujac poziom istotnosci a = 0,05. Dane
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sprawdzono pod katem normalnosci rozktadu wykorzystujac test Lillerforsa (o =

0,05). Poczatkowo dane sprawdzono pod katem rownos$ci wariancji za pomoca testu
Levene’a. Po wykryciu rdéznicy pomiedzy $rednimi w teScie ANOVA,
przeprowadzono analize post-hoc za pomocg testu Tukeya. W przypadkach, gdy nie
zostaly spelnione zalozenia analizy wariancji, zwlaszcza gdy test Levene’a wykazal

istotng roznice w wariancji, zastosowano test Kruskala—Wallisa na poziomie

istotnosci a = 0,05, a nastepnie test post-hoc Dunna.
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Abstract: Therapeutic success in endodontic treatment depends on successful infection control. Alex-
idine dihydrochloride (ALX) was recently proposed as a potential alternative to 2% chlorhexidine
(CHX) as it possesses similar antimicrobial properties, expresses substantivity and does not produce
p-chloroaniline (PCA) when mixed with sodium hypochlorite (NaOCI). However, the products re-
leased in this reaction have not been described to date. The aim of this study was to identify detected
chemical compounds formed in the reaction of ALX and NaOCI with the ultra-high-performance
liguid chromatography-mass spectrophotometry (UHPLC-MS) method and assess whether pre-
cipitates and PCA are formed in this reaction. Solutions of ALX were mixed with the equivalent
volume of 2% and 5.25% (w/v) NaOCI solutions. As control, 2% (w/v) CHX was mixed with 2%
and 5.25% (w/v) NaOCI. Samples were subjected to the UHPLC-MS analysis. The mixture of ALX
and NaOClI resulted in a yellowish precipitate formation, the amount of which depended on NaOCI
concentration. Interaction of ALX and NaOCI resulted in the production of aliphatic amines. No PCA
was formed when NaOCl was mixed with ALX. However, for the first time, we identified the possible
products of the interaction. The interaction between NaOCI and ALX results in the formation of
aliphatic amines; therefore, these compounds should not be mixed during endodontic treatment.

Keywords: alexidine; sodium hypochlorite; chlorhexidine; root canal treatment; ultra-high-performance
liquid chromatography-mass spectrometry; p-chloroaniline

1. Introduction

One of the main objectives of endodontic treatment is the eradication of infection from
root canal systems by chemical and mechanical preparation. It has been widely proved that
microbial reduction improves the prognosis of root canal treatment and therefore is the
key to achieving endodontic success, as no apical periodontitis will develop without the
presence of bacteria [1]. Itis a general agreement that final therapeutic success is usually
dependent on successful infection control [2].

Sodium hypochlorite (NaOCI), a basic solution used in irrigation protocol due to its
unique tissue-dissolving capacities and broad antimicrobial spectrum, is not able to fulfill
all criteria of effective chemical preparation, especially regarding smear layer removal
and total eradication of microbiota. One-third to one-half of treated root canals remain
infected when irrigated with 5.25% NaOCI only [3]. Itis therefore suggested that adjunctive
chemical solutions be used.

For enhancing the bactericidal effect of NaOCI, 2% chlorhexidine (CHX) was ad-
vocated as an additional antimicrobial agent used in irrigation protocol [4]. It is highly

https://www.mdpi.com/journal/molecules
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effective in killing Gram-positive and Gram-negative bacteria, as well as yeasts [5]. Addi-
tionally, CHX possesses the unique feature of a prolonged antimicrobial effect, even after
its removal from root canals, which is a clinical phenomenon called substantivity [6,7].
Hence, it is mainly useful as a final irrigant, especially in retreatment cases in which the
root canal system is colonized with high proportions of Gram-positive bacteria [8]. CHX
administration as a final rinse is particularly important for effective bacteria removal from
dentinal tubules, as NaOCI penetration inside them is very small or nonexistent [9]. There-
fore, an adjunct synergistic action of NaOCl and CHX against endodontic pathogens would
be advised; however, these two chemical compounds cannot be mixed inside the root canal
space, as their interaction results in a brown precipitate formation and the release of the
toxic compound p-chloroaniline (PCA) [10—22]. The insoluble brown-colored precipitate
acts as a chemical smear layer reducing the dentinal permeability in the apical third of
the root canal [13] and therefore decreases the penetration of the sealer, which results in
impaired sealing and causes microleakage. Furthermore, a mixture of CHX and NaOCI
should be avoided because of the possibility of color changes in dental structures [14].
Therefore, an alternative solution would be beneficial, one that possesses the advantageous
features of CHX and lacks its potential to form precipitates and toxic compounds when
mixed with NaOCI.

Alexidine dihydrochloride (ALX), a biguanide very similar to CHX, was first intro-
duced to dentistry when tested as a mouth-rinse [15]. It possesses chemical properties
similar to CHX and was reported to have an even greater affinity for bacterial virulence fac-
tors [16]. A solution of 1% (w/A) ALX was equally effective in Enterococcus faecalis removal
as 2% (w/u) CHX when tested on infected bovine dentin blocks [17]. Furthermore, 1% and
2% ALX provide longer antimicrobial substantivity against these pathogens, compared to
0.5% and 2% (w/A) CHX, respectively [18].

Kim et al. tested ALX as an alternative to CHX as a root canal irrigating solution [19].
In that study, four different concentrations (0.125%, 0.25%, 0.5% and 1% (w/)) of ALX were
mixed with a 4% (w/) solution of NaOCl and analyzed with electrospray ionization mass
spectrometry (ES1-MS) to determine whether PCA or precipitates were formed. As a result,
the interaction of ALX and NaOCI did not produce PCA or precipitates; however, to date,
no steps have been undertaken to identify chemical compounds formed in this reaction.
The need for complete identification of products released is crucial for understanding the
nature of this interaction and further assessment of the potential toxicity of these chemical
compounds. The aim of this study was to determine and identify detected chemical
compounds formed in the reaction of ALX and NaOCI with the ultra-high-performance
liquid chromatography-mass spectrophotometry (UHPLC-MS) method.

2. Results
2.1. Mixture of CHX and NaOCI

The mixing of CHX and NaOClI resulted in the formation of a red-brown precipitate.
The amount of precipitate varied depending on NaOCI concentration (with constant CHX
concentration), but the precipitate was always present even if NaOClI concentration was
highly diluted (5.25% (w/A) NaOCI-H20,1:99 (wV)). Figure 1 shows pictures of obtained
precipitate in each mixture.

Previously, some researchers claimed that PCA was not formed after the reaction
of CHX with NaOCI [10,11,19], while others claimed that it was [12,20]. As NaOCl is
quite a strong oxidative agent, the authors of the present paper hypothesized that PCA is
generated under the conditions used. To confirm that statement, the precipitate formed in
each mixture (Figure 1) was dissolved in methanol then examined by means of UHPLC-
MS. Acquired chromatograms and mass spectra were analyzed and compared with those
obtained after the analysis of PCA and CHX standard solutions.
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Figure 1. Precipitates obtained after adding chlorhexidine (CHX) to 5.25% sodium hypochlorite
(NaOCl) (a); 2% (w-v) NaOClI (b); and 5.25% (w-V) NaOCLH20 (c-h) mixed in the ratio of 1:1,
1:4, 1:9, 1:19, 1:49 and 1:99 (»V), respectively, and precipitates obtained after adding alexidine
dihydrochloride (ALX) to 5.25% (w-%) NaOCI (i); 2% NaOCI (j); and 5.25% (w-7) NaOChH20 (k-p),
mixed in the ratio of 1:1,1:4,1:9,1:19,1:49 and 1:99 (»V), respectively.

Under the positive electrospray (ESI+) condition, a PCA molecule gives a characteristic
ion: 128.0262 m z [M + H]+, which was monitored (£0.0050 nxz} during the analysis of
the PCA standard mixture. The retention time of PCA was 0.56 min. The analysis of
the precipitate mentioned above revealed the peak at the retention time of 0.56 min,
corresponding to the ion of 128.0262 + 0.0050 m/z. The UHPLC-MS analysis of diluted
supernatant showed no significant analytical signals, which may be attributed to significant
ion suppression related to high salt concentration.

2.2. Mixture ofALX and NaOCI

When mixing ALX and NaOCI, a yellowish precipitate was formed. Similarly to the
CHX-NaOCl reaction, the amount of precipitate depended on the NaOCI concentration (with
constant ALX concentration). Correspondingly, the precipitate appeared in each case, even
for the lowest NaOCI concentration (5.25% (w/A/) NaOCI-H20 1:99 (v/V), see Figure 1).

Because of the lack of an aromatic ring (or moieties that could react with NaOCI
to form aromatic rings) in the ALX structure, no PCA is formed. However, ALX might
be oxidized in a similar way to CHX, resulting in the formation of aliphatic amines. As
was assumed, no peak characteristic of PCA was present either on a mass spectrum
or on a chromatogram of any analyzed precipitate formed in an ALX-NaOCI mixture.
However, some other compounds that could be the products of the reaction between ALX
and NaOCI were found. Their presence was predicted on the basis of possible reactions
occurring in the mixture and confirmed by identifying these compounds on chromatograms
(Figure 2) and corresponding MS spectra (see Supplementary Materials, Figure SI) used
for prediction of the molecular formula using the dedicated software (Compass Data
Analysis, SmartFormula, Bruker, Bremen, Germany). The postulated chemical structures
of identified compounds are presented in Table 1. In some cases, two products are possible
as products 2a and 2b, and also 3a and 3b, exhibits in tautomeric forms that can easily
interconvert. Product 4 is a dehydrogenated form of N-(diaminomethylidene)-N"-(2-
ethylhexyl)guanidine. However, the site of dehydrogenation remains unknown: it depends
on the reaction conditions and cannot be determined by the used method. Product5is a
dehydrogenated form of ALX; there are four fewer hydrogen atoms in product 5 than in
ALX. Similarly to the situation mentioned above, the exact site of dehydrogenation remains
unknown. The possible situations are, e.g., formation of double bonds or an aliphatic
ring. Moreover, an ALX peak was also observed on all chromatograms of the ALX-NaOCI
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mixture. The scheme of predicted reactions of ALX with NaOCI (Figure 3) was proposed
on the basis of the results of the present experiment and the work of Liittringhaus et al. [21].
Similarly, as in case of CHX, the UHPLC-MS analysis of diluted supernatant showed no
significant analytical signals.

Figure 2. Chromatogram obtained for a mixture of ALX and 5.25% NaO Cl-H 20 1:49 (+-0). The numbers in the brackets
correspond with the numbers in Table 1

Table 1. Compounds identified as generated in the reaction between ALX and NaOCI.
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No. Formula
4 CIH2ING*
5 C26H52Ni0 *
C26h 56Nio
C8HI7

Predicted Structure

nh2
h2nv nh2
NV

N— R
-2H
ALX-4H

NaClO

Table 1. Cont.

N-(diaminomethylidene)-N"-
(2-ethylhexyl)guanidine

oxidation a and b

NaClO

Name

alexidine (ALX)

2-ethylhexyl-

Characteristic lon
miz

2121861 [M + H]+

2532274 [M + 2H]2+
255.2417 [M + 2H]2+

113.1330 [M]

*More than two structures are possible. -* See Figure 3 for structure (6).

5o0f 10

Retention
Time (min)

0.96

114
109

Figure 3. The scheme of possible reactions between ALX and NaOCI (numbers in the brackets correspond with the numbers
from Table 1). Letters a, b, ¢ and label nitrogen atoms in the amino groups of guanidine moieties in ALX molecule.
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The relative reaction rates of the products depending on the concentration of NaOCI
reagent have also been investigated and elaborated as the percentage of a particular peak
area among investigated compounds (ALX has been skipped due to significantly higher
values; see Supplementary Materials Figure S2).

3. Discussion

Previous studies examining the precipitate formed in the mixture of CHX and NaOClI
either confirmed [10,11,19] or denied [12,20] the presence of PCA in the precipitate. The
present work asserts that PCA was actually formed in each tested mixture of CHX and
NaOCI. PCA induces hemato-, spleno-, hepato- and nephrotoxicity and has stronger
cyanogenic potential than aniline [22,23]. Exposure to PCA can result in cyanosis, methe-
moglobinemia and increased sulfhemoglobin levels, the development of anemia and acute
intoxication [22]. From that point of view, the inappropriate root canal disinfection regimen
could have a noxious effect.

Interaction between ALX and NaOCI has been described and discussed previously [19,
24,25]. Kim et al. [19] and Jain et al. [24] suggested that ALX can be a potential alternative
for CHX solution in endodontic treatment. ALX was reported to have a similar chemical
structure and properties and be even more potent in deactivating bacteria virulence factors
than CHX. If so, ALX would be particularly useful as the final irrigant in the irrigation
protocol, making it the last chemical compound that has contact with root canal dentin.
However, the authors of those studies did not identify any product formed in the mixture
of ALX and NaOCI [19,24,25]. Moreover, those studies on ALX-NaOCI interaction denied
precipitate formation [19,24]. In the present work, it has been affirmed that different aliphatic
amines are produced from the reaction of ALX and NaOCI. These amines are formed by
breaking bonds in the ALX chain or dehydrogenation caused by NaOCI. Furthermore, the
cytotoxicity of postulated products of the ALX and NaOCI reaction has been proved [26],
and the toxicity of others needs to be further examined, as compounds with a similar
structure we identified have neurotoxic potential [27].

The reaction between ALX and NaOCI should be characterized as a complex system.
Nevertheless, based on the literature, it is possible to propose the mechanism of this
process. Following the work of Hawkins et al. [28], the reaction mechanism depicted in
Figure 4 proposes the formation of 2-ethylhexylamine (2), N-(diaminomethylidene)-N"-(2-
ethylhexyl) guanidine (4) and ALX-4H found in the precipitate. One should also note that
there is no substantial trend in formation of products in the precipitate; however, in highly
diluted NaOCI, the production of compound 5 seems predominant, while simultaneously
the amounts for compounds 1and 2 decrease (see Figure S2 in the Supplementary Materials
for details). It may indicate that oxidation at positions a and b (Figure 3) requires a lower
concentration of the oxidative agent than in positions a and c.

For the first time, we have confirmed that the precipitate formed from the reaction
of ALX and NaOCI is likewise formed from the reaction of CHX and NaOCI. The color
of the precipitate is yellowish, and PCA is not formed. The differences regarding precip-
itate detection between our study and previous studies [19,24] may be due to different
methodologies and experimental designs. Kim et al. [19] and Jain et al. [24] mixed ALX
with NaOCI and observed color changes in the reaction solutions in test tubes, which
was followed by observation of precipitates on the dentinal surfaces of teeth samples
irrigated with an ALX-NaOCI mixture in scanning electron microscopy (SEM) under x500
and x 1000 magnification. They did not observe precipitate formation on the dentinal
surface [19,24]. In the present study, we have confirmed with more advanced analytical
techniques that the yellowish precipitate is formed in the reaction of ALX-NaOCI. How-
ever, the sole fact of precipitate formation may not impair root caned obturation in the
aspect of microleakage promotion, as the occlusion of dentinal tubules was not observed in
SEM by other authors [19,24]. Therefore, further testing should be conducted to assess the
influence of ALX on dentin properties, dentinal tubule penetration and root canal sealing
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parameters. Only then can it be concluded that this compound has a better therapeutic
value in endodontic treatment than the widely used CHX.

Figure 4. The scheme of reaction mechanism between ALX and NaOCI (the numbers in the brackets correspond with the
numbers from Table 1). Letters a, b, and c label nitrogen atoms in the amino groups of guanidine moieties in ALX molecule.

4, Materials and Methods
4.1. Materials

Methanol and acetonitrile (MS purity grade) were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Formic add and ethanol were supplied by Merck (Darmstadt, Germany).
Alexidine dihydrochloride (> 98% purity grade) was purchased from Santa Cruz Biotech-
nology (Dallas, TX, USA). Solutions used in endodontics protocols, namely Gluxodent (2%
(wAv) solution of chlorhexidine digluconate), CHLORAN 5.25% (5.25% solution of sodium
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hypochlorite) and CHLORAN 2% (2% (w/v) solution of sodium hypochlorite), were pur-
chased from Chema-Elektromet (Rzeszéw, Poland). 4-Chloroaniline (p-chloroaniline) was
supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Ultrapure water was generated in-lab
using a Milli-Q system from Merck Millipore (Darmstadt, Germany).

4.2. Preparing of Stock and Standard Solutions

The stock solution of ALX (4 mg mL~! calculated for base compound) was prepared
by dissolving analytical standard in a mixture of water and ethanol 4:1 (v/v). The stock
solution of PCA (1 mg mL~1) was obtained by dissolving PCA in methanol. The stan-
dard working solution of ALX and the nonstandard working solution of CHX (500 ng
mL~1) were prepared by diluting ALX stock solution or CHX commercial solution used in
endodontics protocols in water-acetonitrile 1:1 (v/v), respectively. Standard solutions of
NaOCl were prepared by diluting 5.25% (w/v) NaOCl solution in water (1:0, 1:1, 1:4, 1:9,
1:19, 1:49, 1:99 (v /v)). Moreover, a 2% (v/w) NaOCl commercial solution was used, without
previous diluting. The standard solution of PCA (200 ng mL~!) was prepared by diluting
stock solution in water and acetonitrile 1:1 (v/7). All solutions were stored in a refrigerator
(+4°C).

4.3. Sample Preparation Procedure

Solutions of ALX and CHX were mixed with the equivalent volume (100 pL) of NaOCl
standard solutions. A washing procedure was used to remove sodium ions, which can
interfere with analytes and form adduct ions in the ion source of the mass spectrometer.
Firstly, liquid supernatant from each sample was withdrawn and the precipitate was
washed with cold water (+4 °C). Then, the sample was stirred and centrifuged (10 min,
10,000 rpm, 0 °C). The washing procedure was repeated three times. Afterward, the
precipitate was dissolved in 500 pL of methanol. Solutions made from a mixture of
CHX and NaOCl and a mixture of ALX and NaOCl were 1000-fold and 50-fold diluted,
respectively, in water-acetonitrile mixture (HO-ACN) 1:1 (v/v). Prepared samples were
subjected to the UHPLC-MS analysis.

The liquid supernatant samples were 10,000-fold diluted in HyO-ACN 1:1 (v/v) and
subjected to the UHPLC-MS analysis.

4.4. UHPLC-MS Analysis

The UHPLC-MS system consisted of the UltiMate 3000 RS liquid chromatography
system (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) coupled with a tandem mass spectrometer with
quadrupole and time-of-flight analyzers (Micro-TOF-Q II, Bruker, Bremen, Germany). A
mobile phase consisted of water with 0.1% (v/v) formic acid (phase A) and acetonitrile with
0.1% formic acid (phase B). In each analysis, 5 uL of sample was injected by an autosampler,
and the separation was carried out in isocratic mode (30% A, 70% B) within a Hypersil
Gold Phenyl column (50 mm x 2.1 mm 1.D., particles 1.9 pum, Dionex, Sunnyvale, CA,
USA) for 16 min. The flow rate of the mobile phase was 0.4 mL min~ 1. The column was
thermostated at 25 °C. The electrospray ion source was operated under positive ionization
conditions (ESI+). The other MS parameters were as follows: nebulizer pressure: 2.0 bar;
dry gas flow: 5.5 L min~1; drying gas temperature: 200 °C; capillary voltage: —500 V. The
accurate mass of each ion was calibrated using sodium formate clusters. SmartFormula
(Bruker) was used for the prediction of molecular formulas. The mass range was from 50
to 1500 m/ z.

5. Conclusions

The interaction of ALX and NaOClI results in the formation of aliphatic amines. This
study showed that the reaction does not result in PCA formation. However, for the first time,
we have shown that this interaction results in the formation of a yellowish precipitate, and
we identified possible products of the reaction that can be potentially harmful. Therefore,
ALX and NaOCl should not be mixed in endodontic irrigation protocol.
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Supplementary Materials: The following are available online, Figure SI: Mass spectra of investigated
compound generated during the reaction between ALX and NaOCI., Figure S2: Relative abundance
of investigated ALX - NaOCI reaction products depending on dilution of 5.25% (w¥) NaOCI reagent
(inot>).
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Abstract: The aim of the study was a quantitative analysis of p-chloroaniline (PCA) formation during
2% CHX activation with US and MDI methods in a root canal-like environment with the HPLC-DAD
method and, thus, a safety assessment of US and MDI agitation of CHX in endodontic treatment.
Two percent CH X was activated with the US method using 1SO 30 and 35 K-file, and the MDI method
using 1SO 30.06 and 35.06 GP cones for 15,30,60, and 90s. PCA concentration was assessed with the
HPLC-DAD method. PCA concentration was also assessed for 2% CHX after 0,3,18, and 21 days of
storage in ambient conditions. PCA was detected in all samples in all methods of activation. The
concentration of PCA was dependent on time of activation in US 1SO 30and 1SO 35 group (p < 0.05).
In the MDI 1SO 30.06 and 1SO 35.06 groups, a similar trend was observed but without statistical
significance (p> 0.05). PCA was detected in shelf-stored 2% CHX and the concentration was related to
the time of storage. PCA is released after CHX activation with US and MDI, but mean concentrations
are not higher than those observed from self-degradation of shelf-stored 2% CHX.

Keywords: chlorhexidine; PCA; endodontic treatment; root canal treatment; endodontics; root
canal irrigation

1. Introduction

The main objective of root canal treatment (RCT) is to prevent or cure apical peri-
odontitis (AP) by achieving effective three-dimensional chemo-mechanical preparation of
endodontic space. Cleaning of root canal system is performed by mechanical preparation
with hand or rotary instruments and by chemical preparation with endodontic solutions.
Traditional shaping objectives, now redefined from "shaping and cleaning" to "shaping for
cleaning", emphasize the role of chemical preparation as the only part of the treatment that
can disinfect and debride all elements of the root canal system, including isthmi, apical
delta, lateral canals, and dentinal canaliculi [1,2].

The most important chemical solution used in endodontics is sodium hypochlorite
(NaOCI) [3]. Itisused in concentrations of 2-5.25% due to its excellent tissue dissolving
capacities, broad antimicrobial spectrum, and ability to remove the organic component of
the smear layer [4]. NaOCI is used throughout the whole treatment in order to eradicate
microbiota, chemically prepare parts of the endodontic space that cannot be reached with
mechanical preparation, and in the final irrigation protocol for additional antimicrobial
effect and removal of the organic part of the smear layer [5].

Chelators-40% citric acid (CA) or 17% ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) have
the ability to bind calcium ions, demineralize and soften the dentin, and increase its
permeability [6], and are, therefore, used in the final irrigation protocol to remove the
inorganic component of the smear layer [7,8].

https://www.mdpi.com/joumal/molecules
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Two percent chlorhexidine (CHX) is the third most widely applied solution in en-
dodontics. It is used for additional antibacterial action due to its broad antimicrobial
spectrum and clinical phenomenon called "substantivity" [9]. Chlorhexidine is dedicated
as a last flush in the final irrigation protocol to enhance the disinfection of the endodontic
space and preserve a prolonged antimicrobial effect of the chemical preparation [9].

The mode of irrigants application into endodontic space is another factor influencing
the effectiveness of the root canal system disinfection [10]. The conventional way of irrigant
delivery: syringe and needle irrigation (SNI) fails to fulfill the criteria of effective chemical
preparation, which is to distribute the irrigant throughout places that cannot be reached
with mechanical preparation [10]. Therefore, irrigants agitation techniques (IAT) began to
be used as dental practitioners became more aware of the subject of endodontic hydrody-
namics [11]. IAT methods include passive ultrasonic irrigation (PUI), when irrigants are
activated with ultrasounds (US), sonic activation (SA), as well as manual dynamic irrigation
(MDI). All those methods aim at changing the flow of root canal irrigants from laminar
into turbulent, which increases the action of chemical solutions distributed throughout the
endodontic space by ultrasonically, sonically, or manually generated streaming forces [12].
This results in more effective disinfection of the root canal space [12,13].

PUI, the method using US for activation, is believed to be the most effective way for
enhancing chemical preparation in the aspect of debridement of root canals [12-14], for
removal of microbiota from the endodontic space [15,16], and for better penetration of
solutions into dentinal tubules [15,17]. The intensity of ultrasonic activation influences
the energy transmission by a freely oscillating file inside the root canal space filled with
irrigating solution [13,17]. This results in acoustic streaming not only at the tip but all
around the ultrasonic file [13,14,17]. PUI is considered a golden standard among methods
of irrigant activation and is most preferred by endodontic practitioners.

MDI improves antimicrobial action of endodontic irrigants, enhances debridement
of the endodontic space, and provides apical patency [18]. In this technique, gutta-percha
(GP) cone is used with up and down motion in the root canal with the frequency of at least
100 push/pull movements per minute [18]. MDI can be applied for all irrigants, does not
require application of advanced devices and specially designed files, and is dedicated for
less equipped and less experienced practitioners [18].

As other root canal irrigants, CHX was proposed to be activated with PUI in order
to increase its antimicrobial action and penetration into dentinal canaliculi [17]. However,
ultrasonic activation increases the temperature of 2% CHX solution [19,20] and heating of
CHX was reported to cause the formation of a highly toxic compound para-chloroaniline
(PCA) [21]. Therefore, it was hypothesized that CHX activation with the US method
leads to PCA release. Nevertheless, direct proof for this potential toxic effect of CHX
agitation with either PUl or MDI method has not been provided up to date. Moreover,
a quantitative analysis of PCA released from US or any other IAT of 2% CHX has not
previously been conducted.

Constant exposition to PCA was proved to cause multiple types of cancer in rats:
fibrosarcoma and osteosarcoma in the spleen, pheochromocytoma in the adrenal gland,
hemangiosarcoma in the liver, as well as methemoglobinemia in humans [22,23]. Moreover,
brown precipitate, which is produced in the reaction of CHX and NaOCI and contains PCA,
cannot be removed from the root canal walls completely and can compromise the quality
of root canal obturation [22,24], which can result in treatment failure.

The aim of the study was a quantitative analysis of PCA formation during activation of
2% CHX with the US and MDI methods in root canal-like conditions with high-performance
liquid chromatography (HPLC) technique with a DAD detector and, thus, the assessment
of the safety of ultrasonic and manual agitation of CHX solutions in endodontic treatment.
Moreover, we decided to conduct a quantitative analysis of the amount of PCA released
from shelf-stored 2% CHX in ambient conditions in order to compare those results with the
results obtained in experimental groups (2% CHX activated with the US and MDI method).
The null hypothesis was that: (1) there will be PCA release from 2% CHX activated with the

38



Molecules 2023,28,6159

3o0fl1

US method, as the temperature of the solution will rise, and that the amount of PCA will
correlate with the time of activation and will be higher for a thicker file; (2) there will be no
PCA release from 2% CHX activated with the MDI method, as there will be no temperature
rise, regardless of the size of the GP cone and time of agitation; (3) there will be PCA release
from shelf-stored 2% CHX in ambient conditions and the amount of PCA will correlate
with the time of storage but will be significantly lower than the amount released in the US
experimental group.

2. Results
2.1. CHXActivation and Temperature Effect

The changes of temperature of 2% CHX solution before and after activation with US
and MDI methods are presented in Table 1. US activation caused a noticeable increase of
temperature, while in case of MDI, no change of temperature was detected.

Table 1. Changes of 2% CH X solution before and after agitation with US and MDI.

Activation Type Activation Time [si Temperature Change AT, [°C]
ISO 30 ISO 35
us 15 +3 +4
30 +3 +3
60 +3 +3
90 +4 +4
ISO 30 ISO 35
MDI 15 0 0
30 0 0
60 0 0
9 0 0

2.2. PCA Release during US and MDI Activation 0f2% CHX

The chromatographic analysis of activated 2% CHX enabled us to determine PCA
release during US activation. For the ISO 30 file, the amount of PCA released increased
with the time of activation. When 2% CHX was activated with a thicker file (ISO 35), PCA
formation was also observed, but it did not change significantly with time (Figure Ib).
Nevertheless, the ANOVA analysis revealed that there is a statistical difference between
mean PCA concentration in the case of the ultrasonic activation method with 1SO 30
(p =0.02; MShctween = 0.116, MSemsr = 0.014). Particularly, the Tukey post-hoc test revealed
that application of US ISO 30 generates statistically significant higher amounts of PCA than
those found in the control group if it is applied for 60 s (qcentrol-60s = 0.041, p <0.05) or 90 s
(geontroi-90s = 0.004, P < 0.05). The increase in PCA concentration also results in a significant
difference between results for 60 and 90 s (qcontrol-90s = 0.036, p < 0.05), which supports
the observation of positive effect of time on PCA generation. In the case of the US 1ISO 35
method, the assumption on the equality of variances was not met; thus, the Kruskal-Wallis
test was apphed. The analysis show that there is a difference between the control group
and processed samples (H4,n=17 = 12.340, p =0.015); however, the particular difference may
be found for 60 s, taking into account the post-hoc Dunn test results (p = 0.021).
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@)

(b)

Figure 1. PCA formation upon time of activation of 2% CH X with (a) the MDI method and (b) the
US method.

PCA was also detected in 2% CHX solution after activation with the MDI method.
When CHX was agitated with the 1SO 30.06 GP cone, a rise of PCA formation was observed
for 60 and 90 s time of activation. When the 1SO 35.06 GP cone was used, PCA was also
released and its amount decreased at the initial stage of activation, which was followed
by a rise of its concentration in 60 and 90 s. In this case, the ANOVA analysis revealed
that there is a statistical difference between mean PCA concentration released in 60 and
90 s of MDI 1SO 30.06 activation (p = 0.0002; M sbctwcon = 0.928, MScrror = 0,049), which was
indicated by the results of the Tuckey post-hoc test (qcoftrol-60s = 0.003; q céntrol-90s = 0.003,
qi5-60s = 0.003, qi5-90s = 0.006, g30 60s = 0.002, ¢30-66s = 0.002, p <0.05). In case of I1SO 35.06,
a similar trend may be observed (see Figure la). However, the ANOVA analysis did not
confirm the difference in the average PCA concentration between tested activation at the
level of significance o = 0.05. Furthermore, analysis using the f-test indicated there isno
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significant difference between PCA release using 1SO 30.06 and 1SO 35.06 both for 60 s
(p = 0.146; tn=3 = 1.803) and 90 s (p = 0.06; tn=3 = 2.593).
2.3. PCA Releasefrom Shelf-Stored 2% CHX

PCA was detected in negative control in samples of 2% CHX collected from shelf-stored
2% CHX and the concentration of PCA was related to the time of storage. The concentrations
of PCA were assessed after 0,3,18, and 21 days of storage for each experimental group for
the volume the bottle of Gluco-CHeX solution (400 g) (Figure 2).

@)

Days

Figure 2. PCA concentration changes found in CHX 2% stored in ambient conditions, (a}—data in
absolute values; (b)—concentration in percentage.

3. Discussion

The root canal system can be considered as a closed system, where laminar flow
of endodontic solutions should be changed into a turbulent one, in order to enhance
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cleaning efficacy of root canal irrigants with ultrasonic or manually generated streaming
forces. As dentists use IAT more frequently and 2% CH X was proposed to be agitated
with those techniques [11,17], it is crucial to assess the safety of this treatment technique
in the aspect of PCA formation. PCA is toxic [25], cancerogenic [26], and it can cause
methemoglobinemia [27]. While PCA release from the interaction between CHX and other
endodontic antiseptics, such as sodium hypochlorite [28] and calcium hydroxide [29], is
a well-known fact, its formation during CH X agitation with US was only hypothesized.
Furthermore, MD1 was thought to be a method of choice for CH X agitation, as it did not
heat the solution and, thus, it was postulated that it will not lead to PCA release. However,
there was no direct scientific evidence provided regarding whether MD1 activation of 2%
CHX does not cause PCA formation.

Basrani et al. [21] warmed 2% CH X solution in a water bath for 45 min and detected
PCA release at 45 °C but not at 37 oC. After this experiment, US activation of 2% CH X was
hypothesized to be dangerous, as PUI increases the temperature of irrigation solutions,
but there was no direct proof provided for PCA formation from 2% CH X activated with
US. Moreover, a quantitative analysis of PCA release from 2% CH X activated with the US
method has not previously been conducted. We confirmed in our experiment that there
is PCA release from 2% CH X activated with the US method. For US tip ISO size 30, we
observed a rise of PCA concentration over time for all times of activation, while in the 1ISO
35 group, the PCA amount increased for 15s, 30 s, and 60 s time of agitation. Moreover,
once again, we confirmed the result from previous research, that the PUI method increases
the temperature of CH X solutions. However, the temperature rise did not correlate with
the agitation time or size of the ultrasonic tips, contrary to previous studies [20,30]. These
differences can be explained with the fact that our in vitro experimental model was closer
to a clinical treatment methodology, in terms of solution volume and times of activation, as
well as the endodontic equipment used. The sizes of the ultrasonic tips (ISO 30 and ISO 35)
were chosen as those most widely used for this purpose in clinical practice. The general
rule is that the tip should oscillate freely in the root canal without touching the walls in
order to produce the most effective acoustic streaming. Smaller sizes of ultrasonic files
tend to separate more frequently inside the endodontic space; therefore, ISO 30 and 35 files
seems to be the sizes of choice with reasonable consensus. Moreover, the times of activation
15s and 30 s were chosen as those applied for US agitation in clinics and 60 s and 90 s were
inspected for correlation and trend-observing purposes.

Since the MDI method does not cause a temperature rise of 2% CH X, it was hypothe-
sized to be safer and the preferable method of CHX activation in RCT. However, although
we confirmed that the MDI method did not cause a temperature rise of 2% CH X solu-
tion, we detected PCA in 2% CH X samples after MDI activation. In the MDI method, we
used bigger taper gutta-percha cones (35 1SO size 6% taper and 30 1SO size 6% taper), as
it was proved that tapered cones are more effective in this technique than non-tapered
ones [18]. When abigger size GP cone was used in the MDI method (35.06), we observed
initial PCA decrease when comparing to non-agitated solution, with PCA rise after 60 and
90 s of agitation. This can be hypothetically explained with PCA sedimentation on GP
cones, and the total mass and volume of 35.06 cone is bigger than 30.06, which can explain
why in 30.06 MDI1 samples, this effect was not observed. This hypothesis requires further
investigation.

Moreover, we detected PCA in the control samples, as well as in the bottle of shelf-
stored 2% CH X, which once again confirmed self-degradation of CH X solutions during
shelf storage over time [29,31]. This finding shows that it would be preferable to use a high
volume of fresh portions of 2% CH X in irrigation protocol from smaller bottles, in order to
finish them quicker and not to over-store them in clinics. Moreover, it emphasizes the im-
portance of proper storage of 2% CHX irrigating solutions, and the future perspective is to
inspect how storage conditions (e.g., not proper closure of the bottle, UV light, temperature
of storage) influence the quantity of PCA release from 2% CHX solutions.
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It is important to know that root canal dentin can be considered as a biological sub-
strate, which through irrigation protocol is prepared for further stage of endodontic treat-
ment, that is, obturation with gutta-percha and sealer application. Sealer penetration into
the dentinal tubules is a consequence of effective smear layer removal and can be compro-
mised by PCA formation. Therefore, detection of the formation of reactive compounds
during chemical preparation of root canals is important in the aspect of obtaining proper
bonding strength between different types of sealers and dentin [32,33]. This problem
requires further research.

4. Materials and Methods

The solid 4-chloroaniline (PCA) standard (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, purity
99%) was dissolved in methanol to obtain a of 10 mg/mL stock solution and then it
was stored at —20 oC. Gluco-Chex (Cerkamed, Poland) containing 2% Chlorhexidine
digluconate (CHX)—a solution used for root canal irrigation—was used in all experiments.
The solution was stored in conditions advocated by the manufacturer.

Acetate buffer of pH 6.0 and ionic strength 150 mmol/L was prepared by adding
160 pL of 2 mol/L acetic acid (Sigma-Aldrich, USA, purity 99.8%) and 7.5 mL of previously
prepared 1 mol/L ammonium acetate to a 50 mL volumetric flask, then filled up to line
with ultrapure water. Then, 1mol/L ammonium acetate was prepared by dissolving ca.
1.927 g of solid ammonium acetate (Sigma-Aldrich, USA) in 25 mL of ultrapure water.

Ultrapure water (18.2 MQcm, TOC < 5 ppb) was obtained using the Milli-Q Plus
system (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA). Other reagents used, among others, as
mobile phase and for syringe rinsing in the liquid chromatograph were methanol (Honey-
well, purity for LC-MS = 99.9%) and acetonitrile (Honeywell, purity for LC-MS > 99.9%).
Dichloromethane (Sigma-Aldrich) was used for extraction of a target compound.

4.1. Instrumentation

The LaChrom (Merck-Hitachi, Tokyo, Japan) high-performance liquid chromatograph
coupled with photodiode array detector (detection at 210 run) was used during all experi-
ments. It was equipped with a Spheri-5 Cjg separation column (100 x 4.6 mm, 5 ym, Perkin
Elmer, Waltham, MA, USA). The separation was carried out in gradient mode at 40 0C
using the flow rate of 1 mL/min. Ultrapure water and acetonitrile were used as phase A
and phase B, correspondingly. The gradient program started with 50% of phase A, which
was kept for 7min, A decreased down to 5% within 2 min, then kept for the following 4 min.
The mobile phase composition was then restored within 2 min to initial conditions and the
column was equilibrated for 4 min. Total time of analysis was 20 min. Blank samples were
injected each time after the analysis of a sample to rinse the chromatographic system and,
thus, avoid the carryover effect. The sample injection volume was 15 pL.

4.2. Design of Experiment: Experimental Groups and CHX Agitation Procedure with
Dental Equipment

To investigate various conditions affecting the stability of CHX during endodontic
treatment, two experimental groups were designed depending on the type of activation
procedure using 2% CHX solution: ultrasonic (US) and manual dynamic irrigation (MDI).
The general scheme of the experiment is depicted in Figure 3.
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Figure 3. Experimental groups scheme.

In US and MDI, the amount of 150 pL of 2% CHX in 200 pL PCR probe was activated
for four different times of activation: 15,30,60, and 90 s, and each experiment was done
in triplicate. Additionally, US and MDI activation techniques were divided into two
subgroups depending on tip or GP cone size: for US agitation file size 30 and 35 ISO were
used and in MDI group the same sizes of gutta-percha cones were applied. This was set in
order to mimic the conditions that occur in the endodontic root canal space. US activation
of CHX was done with Endodontic Ultrasonic unit (VDW, Frankfurt am Main, Germany)
with dedicated ultrasonic K-File mounted on endo-chuck tip in two sizes: 1SO 30 and 1SO
35 (size 0.3 mm in diameter at the tip and 0.35 mm in diameter at the tip, respectively,
both manufactured by VDW, Germany) mounted on 90° endo-chuck with an oscillation
frequency of 28-36 kHz. The US file, when introduced into the probe, oscillated freely
inside it with the intention of not touching its walls.

The MDI agitation method of 2% CHX was done with 1ISO 30 GP cone (size 0.3 mm in
diameter at the tip) and 1SO 35 GP cone (size 0.35 mm in diameter at the tip). Six percent
taper GP cones were used, which means that the diameter of the cone increased with
0.06 mm for every mm of its length. The frequency of push-pull motion of the GP cone was
~3.3 Hz (~100 strokes per 305).

Changes in the temperature of the CHX solutions were inspected in all samples for US
and MDI groups before and after every activation.

4.3. Preparation of Samplesfor HPLC Analysis

The pre-activated samples were mixed for a few seconds on a shaker to homogenize
solutions. Subsequently, 150 pL of the sample was transferred to a fresh 1.5 mL Eppendorf-
type tube and 300 pL of acetate buffer, pH 6.0, was added. The pH of the buffer was
chosen so that p-chloroaniline was present in the solution in a deprotonated (hydrophobic)
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form, while CHX was protonated and prone to stay in a water-based phase. In a further
step, the PCA was extracted three times by adding 0.5 mL of dichloromethane to the
samples each time. After the addition of each portion, the samples were vortexed for
5min at 2100 rpm and then centrifuged for 5 min (11,200x g). The separated DCM layer
(0.4 mL) was transferred to a new 1.5 mL Eppendorf-type tube. The collected extracts
were vortexed for a few seconds and then 1.2 mL of extract was transferred to a new
1.5 mL Eppendorf-type tube and evaporated under the gentle stream of nitrogen at room
temperature (-23 °C). To the resulting precipitate, 50 yL of ACN¥% O solution (20:80, v/v)
was added and vortexed for 5 min (2100 rpm). Once the precipitate was dissolved, 20 pL of
the sample was transferred to an amber glass vial with a 100 yL microinsert, diluted with
80 pL with ACNrHjO solution (20:80) and subjected to the chromatographic analysis.

4.4. Statistical Analysis

Data acquired during the study were processed using MS Excel (Office 365, Microsoft,
Redmond, WA, USA) for data collection, pretreatment, and calculations. The figures were
prepared using Origin 2020 (OriginLab, Northampton, MA, USA) software.

The statistical analysis was accomplished in Statistica 13.3 PL (Tibco, Palo Alto, CA,
USA). The results were compared using the one-way analysis of variance (ANOVA), taking
the level of significance a =0.05. Initially, data were tested for equality of the variance using
the Levene test. Once the difference between means was detected, the post-hoc analysis
with the Tukey test was performed. In cases when the assumptions of the analysis of
variance were not met, particularly when the Levene test indicated a significant difference
in variance, the Kruskal-Wallis test was applied at the level of significance o = 0.05, followed
by the Dunn post-hoc test.

5. Conclusions

In conclusion, we would like to come back to the null hypotheses put at the beginning
of the study. The mean concentrations of PCA released during activation were not higher
than those observed from the self-degradation of shelf-stored 2% CHX. When 2% CHX
was activated with US, PCA release was not dependent on the size of the ultrasonic file
but was dependent on the time of activation (p <0.05). In the MDI method, a similar trend
was observed visually, nevertheless without statistical significance (p > 0.05). We did not
observe a significant difference between PCA release using ISO 30.06 and 1SO 35.06 GP
cones (p > 0.05) when 2% CHX was activated with the MDI method. On the basis of these
findings, it can be concluded that PCA is released during CHX activation with both US and
MDI methods. However, these values are still lower than the threshold given in approved
norms [34]. This suggests that PCA release from 2% CHX agitated with irrigation agitation
techniques may not pose a higher safety risk in the root canal final irrigation protocol,
compared to the degradation of CHX over time when stored on the shelf. Therefore, at
this state of research, on the activation of 2% CHX with US and MDI methods we did not
find increased generation of p-chloroaniline, which is considered a major chemical hazard
related to the agitation of 2% CHX in root canal treatment. However, dental practitioners
should undertake precautions when using CHX in the endodontic treatment. These clinical
considerations include the use of fresh portions of 2% CHX and short time of storage of
CEIXbottles, as well as not prolonging the time of activation with agitation techniques in
the endodontic irrigation protocol, in order to ensure patient safety and optimal treatment
outcomes.

The conducted research provides valuable insights into the stability of 2% chlorhexi-
dine (CHX) under various storage conditions, opening up avenues for future investigations.
This will facilitate the improvement of consumable management in endodontic practice,
allowing for enhanced quality control and product optimization.

It is important to note that while the study provides valuable insight into PCA re-
lease as a result of CHX activation, further research and evaluations may be needed to
comprehensively assess the safety and potential implications of PCA formation in the
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endodontic treatment and patient general health condition. The experiments presented in
this study were limited to in vitro settings, which provide a preliminary understanding
of the degradation process. However, to fully assess the safety and efficacy of root canal
irrigation with 2% CHX it is essential to further investigate potential para-chloroaniline
(PCA) deposits within artificial root canals, such as those created using 3D printing tech-
niques, in order to inspect its potential to create microleakage between the root canal wall
and obturating material and, therefore, compromise the quality of root canal obturation.
Additionally, expanding the research to include animal experiments would provide a more
realistic evaluation of the safety and potential adverse effects of the irrigation procedure in
order to examine if released amounts of PCA have any influence on patient general health
condition [25,27].

Furthermore, it is worthwhile to explore other medicaments, such as mouth rinsing
liquids containing CHX, as potential sources of p-chloroaniline. This broader evalua-
tion would contribute to a comprehensive understanding of the potential formation and
exposure routes of PCA in clinical settings.
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V1. Wyniki

VI.1. Eksperyment 1

VI.1.1. Zmieszanie CHX i NaOCI

Zmieszanie CHX i NaOCI spowodowato utworzenie czerwono-brgzowego
osadu. 1los¢ osadu réznita sie w zaleznosci od stezenia NaOCI (przy statym stezeniu
CHX), ale osad byt zawsze obecny, nawet jesli stezenie NaOCI byto mocno
rozcienczone (5,25% (w/v) NaOCI-H20, 1:99 (v/v)). Rycina 9 przedstawia zdjecia

otrzymanego osadu w kazdej mieszaninie.

Ryc. 9 Osad otrzymany po dodaniu 2% chlorheksydyny (CHX) do 5,25%
podchlorynu sodu (NaOCI) (a); 2% (w/v) NaOCI (b); oraz 5,25% (w/v) NaOCI:H20

(c-h) zmieszane w proporcjach 1:1, 1:4, 1:9, 1:19, 1:49 i 1:99 (v/v), odpowiednio i
osady otrzymane po dodaniu dichlorowodorku aleksydyny (ALX) do 5,25% (w/v)
NaOCI (i); 2% NaOCI (j); i 5,25% (w/v) NaOCI:H20 (k-p), zmieszane w
proporcjach 1:1, 1:4, 1:9, 1:19, 1:49i 1:99 (v/v) odpowiednio

Woczesniejsze badania nad naturg reakcji CHX z NaOCI prowadzity do

sprzecznych wnioskdw, albowiem niektdrzy badacze twierdzili, ze PCA nie powstaje
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[17], a inn1, ze powstaje w wyniku tej reakcji [15,16,23,38]. Poniewaz NaOCI jest
do$¢ silnym utleniaczem, autorzy niniejszej pracy postawili hipotezg, ze w
stosowanych warunkach powstaje PCA. Aby potwierdzi¢ to stwierdzenie, osad
utworzony w kazdej mieszaninie (Ryc. 9) rozpuszczono w metanolu, a nastegpnie
zbadano za pomocg UHPLC-MS. Uzyskane chromatogramy 1 widma masowe
poddano analizie 1 porownano z uzyskanymi po analizie roztworow wzorcowych
PCA 1 CHX.

W warunkach elektrorozpylania w polaryzacji dodatniej (ESI+) czasteczka

PCA daje charakterystyczny jon: 128,0262 m/z [M + H]*, ktéry monitorowano
(20,0050 m/z) podczas analizy mieszaniny wzorcowej PCA. Czas retencji PCA
wynosit 0,56 min. Analiza wspomnianego osadu wykazala pik przy czasie retencji
0,56 min, odpowiadajacy jonowi 1280262 * 0,0050 m/z (realizacja celu

szczegotowego nr 3). Analiza UHPLC-MS rozcieficzonego supernatantu nie
wykazata znaczacych sygnatow analitycznych, co mozna przypisa¢ znacznej supresji

jonow zwigzanej z wysokim stezeniem soli.

VI. 1.2. Zmieszanie ALX z NaOCl

Podczas mieszania ALX 1 NaOCl utworzyt si¢ zottawy osad. Podobnie jak w
przypadku reakcji CHX-NaOCI, ilos¢ wytragconego osadu zalezata od stezenia
NaOCl (przy statym stezeniu ALX)(realizacja celu gtownego nr 1, szczegoétowego nr
2). Odpowiednio osad pojawial si¢ w kazdym przypadku, nawet przy najnizszym
stezeniu NaOCl (5,25% (w/v) NaOCI-H20 1:99 (v/v)(Ryc. 9).

Przyjeto zalozenie, ze ze wzgledu na brak pierscienia aromatycznego (lub
ugrupowan, ktére mogltyby reagowa¢ z NaOCl tworzac pierscienie aromatyczne) w
strukturze ALX, nie tworzy si¢ PCA. Jednakze ALX moze zosta¢ utleniony w
podobny sposob jak CHX, co powoduje wytworzenie produktéw w postaci amin
alifatycznych. Weryfikujac ww. zalozenie, ani w widmie masowym, ani na
chromatogramie zadnego analizowanego osadu utworzonego w mieszaninie ALX —

NaOCl nie stwierdzono piku charakterystycznego dla PCA(realizacja celu

49



Tabela 1. Zwiazki zidentyfikowane jako powstajgce w reakcji pomiedzy ALX i NaOCI

szczegotowego nr 4). Znaleziono jednak inne zwigzki, ktére moga by¢ produktami
reakcji ALX z NaOCI. Ich obecnos¢ przewidywano na podstawie mozliwych reakcji

zachodzacych w mieszaninie i potwierdzano poprzez identyfikacje tych zwigzkow na
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chromatogramach (Ryc. 10) i odpowiednich widmach MS, wykorzystywanych
do przewidywania wzoru czgsteczkowego za pomocg dedykowanego
oprogramowania (Ryc. 10) (realizacja celu gtdwnego nr 1, szczegétowego nr 1).

Ryc. 10 Chromatogram otrzymany dla mieszaniny ALX i 5,25% NaOCI-H20 1:49 (v/v). Liczby
w nawiasach odpowiadajg liczbom w Tabeli 1

Postulowane struktury chemiczne zidentyfikowanych zwigzkdw przedstawiono
w Tabeli 1. W niektorych przypadkach mozliwe sg dwa produkty, poniewaz produkty
2a i 2b, a takze 3a i 3b wykazujg formy tautomeryczne, ktore tatwo ulegajg

wzajemnej konwersji. Produkt 4 to odwodorniona forma N-(diaminometylideno)-N!I-

(2- etyloheksylo)guanidyny. Miejsce odwodornienia pozostaje jednak nieznane:
zalezy od warunkow reakcji i nie mozna go okresli¢ stosowang metoda. Produkt 5
jest odwodorniong formg ALX; w produkcie 5 jest o cztery atomy wodoru mniej niz
w ALX. Podobnie jak w sytuacji opisanej powyzej, doktadne miejsce odwodornienia
pozostaje nieznane. Mozliwe sytuacje to np. utworzenie podwojnych wigzan
lub pierScienia alifatycznego. Ponadto pik ALX zaobserwowano réwniez na
wszystkich chromatogramach mieszaniny ALX - NaOCI.
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Schemat przewidywanych reakcji ALX z NaOCI (Ryc. 11) zaproponowano na
podstawie wynikow niniejszego eksperymentu oraz pracy Luttringhausa i wsp. [41].

Ryc. 11 Schemat mozliwych reakcji pomiedzy ALX i NaOCI (liczby w
nawiasach odpowiadajg liczbom z tabeli 1). Litery a, b, ¢ i 0znaczajg atomy azotu
w grupach aminowych ugrupowan guanidyny w czgsteczce ALX

Zbadano takze wzgledne wydajnosci reakcji produktow w zaleznosci od
stezenia odczynnika NaOCI i wyznaczajac je jako procent powierzchni konkretnego
piku wsrdd badanych zwigzkow wyrazanej jako taczne pole powierzchni pikdw

(ALX pominieto ze wzgledu na znacznie wyzsze wartosci pol powierzchni).
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VI. 2. Eksperyment 2

VI. 2. 1. Zmiany temperatury podczas aktywacji CHX

Activation Type Activation Time [s] Temperature Change AT, [°C]
ISO 30 ISO 35
us 15 +3 +4
30 +3 +3
60 +3 +3
90 +4 +4
ISO 30 ISO 35
MDI 15 0 0
30 0 0
60 0 0
90 0 0

Tabela 2. Zmiany temperatury 2% roztworu CHX przed i po aktywacji metodami US i MDI

Zmiany temperatury 2% roztworu CHX przed i po aktywacji metodami US i
MDI przedstawiono w tabeli 2. Temperature monitorowano za pomocg skalibrowanej
termopary o rozdzielczosci temperatury 1°C. Aktywacja US spowodowata
zauwazalny wzrost temperatury, natomiast w przypadku MDI nie wykryto zmiany

temperatury (realizacja celu szczegétowego nr 4).

VI. 2.2. Produkcja PCA podczas aktywacji 2% CHX metodami US i MDI

Analiza chromatograficzna aktywowanego 2% CHX umozliwita okreslenie
iloSci uwolnionej PCA podczas aktywacji US (ryc. 12) (realizacja celu
szczegotowego nr 1). W przypadku pilnika o rozmiarze I1SO 30 ilos¢ uwolnionej PCA
zwigkszata sie wraz z czasem aktywacji. Gdy aktywowano 2% CHX grubszym
pilnikiem (1SO 35), zaobserwowano rowniez tworzenie sie PCA, ale nie zmieniato

sie to istotnie w czasie (ryc. 12b). Niemniej jednak analiza ANOVA wykazata, ze
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Ryc. 12 Tworzenie PCA w momencie aktywacji 2% CHX za pomocg
(a) metody MDI i (b) metody US

istnieje statystyczna réznica pomiedzy Srednim stezeniem PCA w przypadku metody
aktywacji ultradZzwiekowej z ISO 30 (p = 0,02; MSbetween = 0,116, MSerror = 0,014). W
szczegolnosci test post-hoc Tukeya wykazat, ze zastosowanie pilnika US o rozmiarze
ISO 30 generuje statystycznie istotnie wyzsze ilosci PCA niz te stwierdzone w grupie
kontrolnej, jesli czas aktywacji wynidst 60 s (Qcontrol-60s = 0,041, p < 0,05) lub 90 s
(qcontrol-90s = 0,004, p < 0,05). Wzrost stezenia PCA istotnie rozni sie dla 60 i 90 s
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(Qeontrot-90s = 0,036, p < 0,05), co potwierdza obserwacje pozytywnego wpltywu czasu
na generacje PCA. W przypadku pilnika US ISO 35 nie zostato spelnione zalozenie o
rownos$ci wariancji; zastosowano zatem test Kruskala — Wallisa. Z analizy wynika, ze
istnieje roznica pomiedzy grupa kontrolng a grupami eksperymentalnymi (Hsn=17 =
12,340, p = 0,015); jednak istotna statystycznie roznice mozna stwierdzi¢ tylko dla
czasu aktywacji 60 s, biorac pod uwage wyniki testu Dunna post-hoc (p = 0,021)
(realizacja celu szczegdtowegonr 51 7).

PCA uwalniata si¢ takze w 2% roztworze CHX po aktywacji metodg MDI
(realizacja celu szczegdtowego nr 2). Gdy CHX mieszano ¢wiekiem gutaperkowym o
rozmiarze [SO 30.06, zaobserwowano wzrost tworzenia si¢ PCA dla czasu aktywacji
60 1 90 s. W przypadku stosowania ¢wieka ISO 35.06 wydzielal si¢ takze PCA,
ktorego 1lo§s¢ zmniejszala si¢ w poczatkowej fazie aktywacji, po czym nastgpowat
wzrost jego stezenia 60 1 90 s. W tym przypadku analiza ANOVA wykazata, ze
istnigje statystyczna réznica pomigdzy srednim stezeniem PCA uwolnionym w 60 1
90 s podczas aktywacji metoda MDI dla grupy ISO 30.06 (p = 0,0002; MSspetween =
0,928, Mserror = 0,049), na co wskazujg wyniki test post-hoc Tuckeya (qeontrol-60s =
0,003; qeontro-90s = 0,003, qi5-60s = 0,003, qi5-90s = 0,006, qzo-60s = 0,002, q3z0-60s =
0,002, p < 0,05). W przypadku rozmiaru ¢wieka ISO 35.06 mozna zaobserwowaé
podobna tendencje (patrz Ryc. 12a). Analiza ANOVA nie potwierdzila jednak réznicy
w $rednim stezeniu PCA pomiedzy badanymi procedurami aktywacji na poziomie
istotnosci o = 0,05. Co wigcej, analiza za pomoca testu t wykazala, ze nie ma istotne;j
statystycznie réznicy pomiedzy iloscia uwalnianego PCA w grupie ISO 30.06 1 ISO
35.06 zaréwno dla 60 s (p = 0,146; t,=3 = 1,803), jak 1 90 s (p = 0,06; t=3 = 2,593)

(realizacja celu szczegdtowego nr 6 1 8).

VI. 2.3. Uwalnianie PCA z roztworu 2% CHX przechowywanej na pétce

PCA wykryto takze w kontroli negatywnej w probkach 2% CHX pobranych z
przechowywanego na poétce, nicaktywowanego roztworu 2% CHX, a ste¢zenie PCA
wzrastalo wraz z czasem przechowywania. Stezenia PCA oceniano po 0, 3, 18 1 21

dniach przechowywania dla kazdej grupy doswiadczalne; w objetosci butelki
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roztworu Gluco-CHeX (400 g) (Ryc. 13) (realizacja celu szczegotowego nr 9). l108¢
uwolnionego PCA zarowno dla grup eksperymentalnych, jak i dla 2% CHX

Ryc. 13 Zmiany stezenia PCA stwierdzone w CHX
2% przechowywanym w warunkach otoczenia. a) —
dane w wartosciach bezwzglednych; (b) — stezenie

w procentach

nieaktywowanej i przechowywanej w warunkach pokojowych byta poréwnywalna i
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miescita si¢ w zakresie wartosci od 0.9 ug/mL do 2,5 pug/mL (realizacja celu
szczegdlowego nr 10), a wartosci nie przewyzszaly dopuszczalnych norm [42]

(realizacja celu gtownego nr 2).
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VII. Dyskusja

VII.1 Eksperyment nr 1

Kim 1 wsp. [23] oraz Jain 1 wsp. [43] zasugerowali, ze ALX moze by¢
potencjalng alternatywa dla roztworu CHX w leczeniu kanatowym, a sama interakcja
pomi¢dzy ALX 1 NaOCI zostala opisana 1 omdéwiona w przesztosci [23,43,44].
Doniesiono, ze ALX ma podobng strukture chemiczng 1 wlasciwosci, a nawet posiada
wigkszy potencjal dezaktywacji czynnikéw zjadliwosci bakterii niz CHX. Autorzy
tych badan nie zidentyfikowali jednak zadnego produktu powstajagcego w
mieszaninie ALX 1 NaOCl [23,43]. Co wigcej, badania dotyczace interakcji ALX—
NaOCl zaprzeczyly tworzeniu si¢ osadu w tej reakcyi [23,43].

Poprzednie badania oceniajgce osad powstaly w mieszaninie CHX 1 NaOCl
albo potwierdzity [15,16,23], albo zaprzeczyly [17,45] obecnosci PCA w
mieszaninie. W niniejszej pracy, w eksperymencie nr 1 potwierdzono, ze w kazdej
badanej mieszaninie CHX 1 NaOCI faktycznie powstala PCA, a poniewaz faktem
jest, ze PCA indukuje hemato-, spleno-, hepato- 1 nefrotoksycznos¢ [42,46],
niewlasciwe postepowanie podczas dezynfekcji kanatow korzeniowych zeba moze
mie¢ szkodliwe skutki dla calego organizmu.

W eksperymencie nr 1 w niniejszej pracy potwierdzono, ze w reakcji ALX 1
NaOCl powstaje osad, oraz uwalniajg si¢ aminy alifatyczne. Aminy te powstajg w
wyniku zerwania wigzan w tancuchu ALX lub odwodornienia spowodowanego przez
NaOCl. Ponadto w przesztosci udowodniono cytotoksycznos¢ postulowanych
produktow reakcji ALX 1 NaOCIl [47], a zwiazki o podobnej do zidentyfikowanych
przez nas budowie maja réwniez potencjal neurotoksyczny [48].

Reakcje pomigdzy ALX 1 NaOCl nalezy scharakteryzowac¢ jako uktad ztozony,
niemnie] jednak na podstawie literatury mozna zaproponowa¢ mechanizm tego
procesu (Ryc. 14). Podazajac za praca Hawkinsa 1 wsp. [49] mechanizm reakcji
przedstawiony na rysunku 14 sugeruje powstanie 2-etyloheksyloaminy (2), N-
(diaminometylideno)-N""-(2- etyloheksylo)guanidyny (4) 1 ALX-4H wystepujacych

w osadzie. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze nie ma istotnej tendencji w tworzeniu si¢
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Ryc. 14 Postulowany schemat mechanizmu reakcji pomiedzy ALX i NaOCI (liczby w
nawiasach odpowiadajg liczbom z tabeli 1). Litery a, b i ¢ oznaczajg atomy azotu w
grupach aminowych ugrupowan guanidyny w czasteczce ALX.

produktow w osadzie; jednakze w silnie rozcienczonym NaOCI wydaje sie, ze
dominuje produkcja zwigzku 5, podczas gdy jednocze$nie zmniejszajg sie ilosci
zwigzkow 1 i 2. Moze to wskazywac, ze utlenianie w pozycjach a i b (rys. 11)

wymaga hizszego stezenia Srodka utleniajgcego niz w pozycjach ai c.
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VII.2. Eksperyment nr 2

System kanalow korzeniowych mozna uzna¢ za system zamkniety, w ktorym
nalezy zmieni¢ przeptyw roztwordw pluczacych z laminarnego na turbulentny, aby
zwickszy¢ skutecznos$¢ czyszczenia srodkow do plukania kanaléw za pomocy sit
wygenerowanych ultradzwickowo, dzwickowo lub recznie. Poniewaz Ilekarze
dentysci coraz czesciej stosuja IAT [25] 1 zaproponowane mieszanie tymi technikami
2% CHX [31], istotna jest ocena bezpieczenstwa tej techniki aktywacji w aspekcie
tworzenia PCA. PCA jest toksyczna [42], rakotwoércza [37] 1 moze powodowad
methemoglobinemi¢ [50]. Chociaz uwalnianie PCA w wyniku interakcji pomiedzy
CHX a innymi endodontycznymi $rodkami antyseptycznymi, takimi jak podchloryn
sodu [15] 1 wodorotlenek wapnia [51], jest potwierdzonym naukowo faktem, jego
powstawanie podczas aktywacji CHX za pomocg US bylo jedynie hipoteza. Ponadto
przyjeto, ze MDI jest metodg z wyboru do mieszania CHX, poniewaz nie podgrzewa
roztworu 1 dlatego postulowano, ze podczas tej aktywacji nie dojdzie do uwolnienia
PCA. Brak bylo jednak w pismiennictwie bezposrednich dowoddéw naukowych
potwierdzajacych, czy aktywacja 2% CHX za pomoca MDI nie powoduje
powstawania PCA.

Basrani 1 wsp. [35] ogrzewali 2% roztwdr CHX w tazni wodnej przez 45 minut
1 wykryli uwalnianie PCA w temperaturze 45°C, ale nie w 37°C. Po tym
cksperymencie wysunieto hipoteze, ze ultradzwigkowa aktywacja 2% CHX jest
niebezpieczna, poniewaz PUI zwigksza temperature roztwordw irygacyjnych. Jednak
nie przedstawiono bezposredniego dowodu na tworzenie si¢ PCA z 2% CHX
aktywowanej za pomoca US. Ponadto nie przeprowadzono dotychczas analizy
ilosciowej uwalniania PCA z 2% CHX aktywowanej metoda ultradzwickowa.

W przeprowadzonym w naszym badaniu eksperymencie potwierdzono, ze z
2% CHX aktywowanej metodg US uwalnia sie PCA. W przypadku koncowek US o
rozmiarze ISO 30 zaobserwowano wzrost stezenia PCA w czasie dla wszystkich
czaséw aktywacji, podczas gdy w grupie ISO 35 ilos¢ PCA wzrosta przy czasie

mieszania 15, 30 1 60 sekund.
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Ponadto po raz kolejny potwierdzono wynik z poprzednich badan, w ktérych
wykazano, ze metoda PUI zwigksza temperature roztworow CHX. Jednakze w
naszym badaniu wzrost temperatury nie korelowal z czasem mieszania ani rozmiarem
koncéwek ultradzwickowych, w przeciwienstwie do wczesniejszych eksperymentow
[34,52]. Roznice te mozna wytlumaczy¢ faktem, ze eksperymentalny model in vitro
zastosowany w niniejszym badaniu byl blizszy klinicznej metodologii leczenia,
zarowno pod wzgledem objetosci roztworu 1 czasu aktywacji, jak 1 zastosowanego
sprzetu endodontycznego. Rozmiary koncowek ultradzwickowych (ISO 30 1 ISO 35)
zostaly wybrane jako najczesciej stosowane w tym celu w praktyce klinicznej. Pilniki
ultradzwickowe o mniejszych rozmiarach maja tendencj¢ do czestszej separacji w
przestrzeni endodontycznej, dlatego tez wybrano do aktywacji pliki ISO 30 1 35,
ktore wydajg sie by¢ rozmiarami wybieranymi dla tego celu najczesciej, w oparciu o
rozsadny konsensus. Ponadto wybrano czasy aktywacji 15 1 30 sekund jako te
stosowane klinicznie podczas leczenia, a czasy 60 1 90 s sprawdzono pod katem
korelacji 1 obserwacji trendow.

Poniewaz metoda MDI nie powoduje wzrostu temperatury 2% CHX,
postawiono hipoteze, ze jest bezpieczniejsza 1 preferowang metodg aktywacji CHX w
leczeniu endodontycznym. Jednakze, cho¢ w niniejszym eksperymencie
potwierdzono, ze metoda MDI nie spowodowata wzrostu temperatury 2% roztworu
CHX, to po aktywacji MDI wykryto PCA w prébkach.

W metodzie MDI stosowano ¢wieki gutaperkowe o wiekszej stozkowatosci
(35 ISO o taperze 6% 1 30 ISO o taperze 6%), gdyz sa one bardziej skuteczne w tej
metodzie, niz gutaperka standardowa 2% [32]. Gdy w metodzie MDI zastosowano
¢wiek GP o wiekszym rozmiarze (35.06), zaobserwowano poczatkowy spadek ilosci
PCA w porownaniu z roztworem niemieszanym, przy wzroscie PCA po 60 1 90 s
mieszania. Mozna to hipotetycznie wytlumaczy¢ sedymentacjg PCA na ¢wicekach GP,
a calkowita masa 1 obj¢tos¢ ¢wieka 35.06 jest wigksza niz 30.06, co moze wyjasniac,
dlaczego w probkach 30.06 w grupie MDI efektu tego nie zaobserwowano. Hipoteza
ta wymaga dalszych badan.

Ponadto PCA wykryto w probkach kontrolnych, a takze w butelce z

przechowywanym na polce roztworem 2% CHX, co po raz kolejny potwierdzito
61



samodegradacje roztworow CHX w czasie [53]. Odkrycie to pokazuje, ze lepiej
byloby uzywaé¢ w protokole irygacji duzych ilosci $swiezych porcji 2% CHX z
mniejszych butelek, aby szybciej je oproznic¢ 1 nie przechowywacé ich w nadmiernych
ilosciach. Ponadto uzyskane wyniki eksperymentu podkreslaja znaczenie
prawidlowego przechowywania roztworow do irygacji 2% CHX, a perspektywa na
przysztos¢ jest zbadanie, jak warunki przechowywania (np. nieprawidtowe
zamkniecie butelki, swiatto UV, temperatura przechowywania) wplywaja na 1los¢
uwalnianego PCA z 2% roztworu chlorheksydyny.

Nalezy podresli¢, ze zgbine kanatowa powinno si¢ traktowaé jako substrat
biologiczny, ktory poprzez protokoét irygacji przygotowuje sie do dalszego etapu
leczenia endodontycznego, czyli wypelnienia gutaperka wraz z aplikacja
uszczelniacza. Penetracja uszczelniacza do kanalikow zebinowych jest konsekwencja
skutecznego usuniecia warstwy mazistej 1 moze zosta¢ zakldcona przez tworzenie si¢
PCA. Dlatego wykrywanie tworzenia si¢ zwigzkéw reaktywnych podczas
chemicznego opracowywania kanaléw korzeniowych jest istotne w aspekcie
uzyskania wlasciwej sity wigzania pomiedzy réznymi rodzajami uszczelniaczy a

zebing. Problem ten wymaga dalszych badan.
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VIII. Whnioski

Whniosek nr 1. W przypadku rozwazania wprowadzenia 1% ALX do praktyki
klinicznej konieczne jest stosowanie co najmniej takich samych procedur jak w
przypadku 2% CHX, albowiem zmieszanie tego plynu do plukania kanalow
korzeniowych z 5,25% pochlorynem sodu doprowadza do uwolnienia toksycznych

amin alifatycznych.

Whniosek nr 2. W przypadku rozwazania wprowadzenia 1% ALX do praktyki
klinicznej konieczne jest stosowanie co najmniej takich samych procedur jak w
przypadku 2% CHX, albowiem zmieszanie tego plynu do plukania kanalow
korzeniowych z 5,25% pochlorynem sodu doprowadza do wytragcenia osadu, ktorego

1lo$¢ wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia NaOCI.

Whiosek nr 3. Ilo§¢ uwolnionego PCA z aktywacji 2% CHX nie zalezy od rodzaju
metody aktywacji, temperatury roztworu, grubosci pilnika ultradzwigkowego czy

rozmiaru ¢wieka gutaperkowego uzytego do agitacji roztworu.

Whniosek nr 4. [los¢ uwolnionego PCA z aktywacji 2% CHX zalezy od czasu

aktywacji 1 wzrasta wraz z czasem trwania tej agitacji dla metody PUIL.

Whniosek nr 5. Aktywacja 2% CHX metodg ultradzwickowa nie niesie ze soba
zwickszonego ryzyka toksyczno$ci w porownaniu z plukaniem przestrzeni
endodontycznej nicaktywowana 2% CHX w warunkach in vitro, albowiem uzyskane
ilosci uwolnionego PCA w tej metodzie agitacji sa porownywalne z ilosciami
uwolnionymi z samoistnej degradacji CHX w czasie magazynowania 1 nie

przekraczajg dopuszczalnych norm.
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Whiosek nr 6. Aktywacja 2% CHX metodg MDI nie niesie ze sobg zwiekszonego
ryzyka toksycznosci w porownaniu z plukaniem przestrzeni endodontycznej
nieaktywowang 2% CHX w warunkach in vitro, albowiem uzyskane ilosci
uwolnionego PCA w tej metodzie aktywacji sa poréwnywalne z ilosciami
uwolnionymi z samowolnej degradacji CHX w czasie magazynowania 1 nie

przekraczajg dopuszczalnych norm.

Whniosek nr 7. W protokole plukania przestrzeni endodontycznej nalezy uzywac
wigkszych ilosci 2% CHX podawanego z mniejszych butelek, tak, aby nie przedtuzaé
czasu przechowywania 2% CHX, ze wzgledu na samoistng degradacja roztworu tego
ptynu do plukania kanaléw korzeniowych, ktéra doprowadza do wzrostu stezenia

PCA wraz z czasem przechowywania w gabinecie.
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IX. Streszczenie w jezyku polskim

Wstep: Celem leczenia kanatowego jest zapobieganie lub wygojenie zmian
zapalnych w tkankach okotowierzchotkowych zgba. Osiggnigcie celu w znacznym
stopniu zalezy od efektywnosci chemicznej preparacji przestrzeni endodontyczne;.
Tak samo wazny, jak chemiczne wilasciwosci plynéw do plukania kanatléw, jest
sposob ich dostarczenia do przestrzeni endodontycznej. Celem jest zamiana
przeplywu linearnego na turbulentny na drodze ich agitacji réznymi metodami.
Sprzeczne dane z piSmiennictwa nie odpowiadaja jednoznacznie na pytanie, czy
stosowana w protokole plukania kanatow chlorheksydyna (CHX) moze by¢
aktywowana ultradzwickami. W procesie tym postulowano uwalnianie szkodliwe;j
para-chloroaniliny (PCA). Niemniej brak jest na to bezposrednich dowodow
naukowych. Wiadomo natomiast, ze CHX nie moze by¢ zmieszana z NaOCl w
przestrzeni endodontycznej — produktem reakeji jest wlasnie PCA 1 brunatny osad,
ktory uposledza szczelno$¢ wypelienia kanatow. Z tego powodu zaproponowano
inny zwigzek z grupy biguanidow: aleksydyne (ALX) jako bezpieczniejsza
alternatywe dla CHX, bowiem w przesztosci udowodniono, ze w reakcji NaOCI 1
ALX nie powstaje PCA. Nie zidentyfikowano natomiast zwigzkéw powstalych w tej
reakeji 1 nie okreslono ich potencjalnej toksycznosci. Rowniez dane na temat

produkcji osadu z tej interakcji sa niejednoznaczne, czy wrgcz sprzeczne.

Cel: Celem badan byta ilosciowa analiza powstawania PCA podczas aktywacji 2%
CHX metodami US 1 MDI metoda HPLC-DAD 1 tym samym ocena bezpieczenstwa
agitacji CHX metodami PUI 1 MDI w leczeniu kanatowym, a takze ocena
bezpieczenstwa stosowania 1% aleksydyny jako alternatywy dla dotychczas
stosowane] 2% chlorheksydyny w protokole plukania systemu kanatow
korzeniowych, poprzez zidentyfikowanie produktéw powstalych ze zmieszania

NaOCl z 1 % ALX wraz z okres$leniem, czy w reakcji tej powstaje osad.
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Material i metody: 2% CHX aktywowano US metoda PUI przy uzyciu plika K-file
ISO 30 1 35 oraz metodg MDI przy uzyciu ¢wiekow gutaperkowych ISO 30.06 1
35.06 przez 15, 30, 60 1 90 sekund. Stezenie PCA oznaczano metoda HPLC-DAD.
Oceniono takze stezenie PCA dla nieaktywowanej 2% CHX po 0, 3, 18 1 21 dniach
przechowywania w warunkach pokojowych. Roztwory ALX zmieszano z
rownowazng objetoscia 2% 1 5,25% (w/v) roztworow NaOCI. Jako kontrole
zmieszano 2% (w/v) CHX z 2% 1 5,25% (w/v) NaOCl. Probki poddano analizie
UHPLC-MS.

Wyniki: PCA wykryto we wszystkich prébkach 2% CHX w kazde; metodzie
aktywacji. Stezenie PCA byto zalezne od czasu aktywacji w grupie US ISO 30 1 ISO
35 (p<0,05). W grupach MDI ISO 30.06 i ISO 35.06 zaobserwowano podobng
tendencje, jednak bez istotnosci statystycznej (p>0,05). PCA wykryto réwniez w
przechowywanym na polce 2% CHX, a jego stezenie wzrastalo wraz z czasem
przechowywania. PCA uwalnia si¢ w trakcie aktywacji 2% CHX za pomoca US 1
MDI, ale s$rednie stezenia nie sg wyzsze niz te obserwowane w wyniku
samodegradacji przechowywane] w temperaturze pokojowej, nieaktywowanej 2%
CHX 1 nie przekraczaja przyjetych norm. W wyniku zmieszania ALX 1 NaOCl
wytracit si¢ zottawy osad, ktorego 1los¢ zalezata od stezenia NaOCl. W wyniku
oddziatywania ALX 1 NaOCl powstaja aminy alifatyczne. Po raz pierwszy
zidentyfikowano mozliwe produkty tej interakcji. Po zmieszaniu NaOCl z ALX nie

utworzyta si¢ PCA.

Whioski: Ilos¢ uwolnionego PCA z aktywacji 2% CHX nie zalezy od rodzaju
metody aktywacji, temperatury roztworu, grubosci pilnika ultradzwigkowego czy
rozmiaru ¢wieka gutaperkowego uzytego do agitacji roztworu, natomiast zalezy od
czasu aktywacji 1 wzrasta wraz z czasem trwania tej agitacji dla metody PUI.
Aktywacja 2% CHX metodami PUI 1 MDI nie niesie ze sobg zwieckszonego ryzyka

toksycznosci w poréwnaniu z ptukaniem przestrzeni endodontycznej nieaktywowang
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2% CHX w warunkach in vitro, albowiem uzyskane ilosci uwolnionego PCA w tej
metodzie agitacji sg porownywalne z ilo§ciami uwolnionymi z samoistnej degradacji
CHX w czasie 1 nie przekraczaja dopuszczalnych norm. Nalezy uzywa¢ wiekszych
ilosci 2% CHX podawanego z mniejszych butelek, by nie przedluza¢ czasu
przechowywania 2% CHX, ze wzgledu na samoistng degradacja roztworu tego ptynu,
ktora doprowadza do wzrostu st¢zenia PCA wraz z czasem przechowywania w
gabinecie. W przypadku rozwazania wprowadzenia 1% ALX do praktyki kliniczne;j
jako alternatywy dla 2% CHX, konieczne jest stosowanie co najmniej takich samych
procedur jak w przypadku 2% CHX, albowiem zmieszanie tego ptynu do plukania
kanatow korzeniowych z 5,25% pochlorynem sodu doprowadza do uwolnienia
toksycznych amin alifatycznych i1 wytracenia osadu, ktérego ilos¢ wzrasta wraz ze

wzrostem stezenia NaOCl.
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X. Streszczenie w jezyku angielskim

Introduction: The main purpose of endodontic treatment is to prevent or cure apical
periodontitis (AP). Therapeutic success in endodontic treatment depends on
successful infection control. The mode of irrigants application into endodontic space
1s as important as their chemical properties. The aim of agitation 1s to change the flow
of root canal irrigants from laminar into turbulent, which increases the action of
chemical solutions distributed throughout endodontic space. It was hypothetized, that
2% chlorhexidine (CHX) activation with US method leads to p-chloroaniline (PCA)
release, but direct proof for this potential toxic effect of CHX agitation was not
provided up to date. Nevertheless, it was proved, that 2% CHX cannot be mixed with
sodium hypochlorite (NaOCl) in endodontic space - the product of the reaction is
PCA and brown precipitate, which compromises the quality of root canal obturation.
For that reason, alexidine dihydrochloride (ALX), a biguanide similar to CHX, was
recently proposed as a potential alternative to 2% CHX, as it possesses similar
antimicrobial properties, expresses substantivity and does not produce PCA when
mixed NaOCl. However, the products released in this reaction have not been
identified to date. Moreover, the data on precipitate formation from this interaction

are ambiguous or even contradictory.

Aim: The aim of the study was quantitative analysis of PCA formation during 2%
CHX activation with US and MDI methods in root canal-like environment with
HPLC-DAD method and therefore safety assessment of US and MDI agitation of
CHX in endodontic treatment, as well as to identify detected chemical compounds
formed in the reaction of ALX and NaOCl with UHPLC-MS method and assess

whether precipitates and PCA are formed in this reaction.

Materials and methods: 2% CHX was activated with US method using ISO 30 and

35 K-file and MDI method using ISO 30.06 and 35.06 GP cones for 15s, 30s, 60 and
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90 s. PCA concentration was assessed with HPLC-DAD method. PCA concentration
was also assessed for 2% CHX after 0, 3, 18 and 21 days of storage in ambient
conditions. Solutions of ALX were mixed with the equivalent volume of 2% and
5.25% (w/v) NaOCl solutions. As control, 2% (w/v) CHX was mixed with 2% and
5.25% (w/v) NaOCl. Samples were subjected to the UHPLC-MS analysis.

Results: PCA was detected in all samples of 2% CHX in all methods of activation.
The concentration of PCA was dependent on time of activation in US ISO 30 and
ISO 35 group (p<0.05). In MDI ISO 30.06 and ISO 35.06 groups similar trend was
observed but without statistical significance (p>0.05). PCA was detected in shelf-
stored 2% CHX and concentration was related to time of storage. The mixture of
ALX and NaOCl resulted in a yellowish precipitate formation, the amount of which
depended on NaOCI concentration. Interaction of ALX and NaOCI resulted in the
production of aliphatic amines. No PCA was formed when NaOCI was mixed with
ALX. However, for the first time, we identified the possible products of the

interaction.

Conclusions: PCA is released from 2% CHZX activation with PUI and MDI method,
but mean concentrations are not higher than those observed from self-degradation of
shelf-stored 2% CHX. The amount of PCA released from 2% CHX activation does
not depend on type of method, size of US file, GP cone or temperature, but it depends
on time of agitation for PUI method. Activation of 2% CHX with PUI and MDI
methods does not carry higher risk of toxicity in in vitro root canal-like conditions in
comparison to non-activated 2% CHX, as the amounts of PCA released during PUI
and MDI agitation are comparable to the amounts of PCA released from self-
degradation of shelf-stored CHX and do not exceed accepted norms. It would be
preferable to use high volume of fresh portions of 2% CHX in irrigation protocol,
stored in smaller bottles, in order to finish them quicker and not to prolong shelf-

storing time. If 1% ALX is used as an alternative solution to 2% CHX, it 1s necessary
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to apply at least the same safety procedures as in case of 2% CHX, because mixing
ALX with NaOCl results in release of toxic aliphatic amines and precipitate

formation, which amount increases with NaOCI concentration.
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XI1l. Oswiadczenia wspoétautorow

Miejscowos$¢, dnia 15.11.2023 r.
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Miejscowos$¢, dnia 15.11.2023 r.
Prof, dr n. med. Joanna Zarzecka
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Dr n. chem. Monika Ciechomska Krakéw, dnia IS listopada 2023 r.
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Dr hab. Michat Wozniakiewicz, prof. UJ Krakéw, dn. 15.112023 r.

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy: Quantitative Insight into PCA Formation following Different
Chlorhexidine Activation Melhods in Endodontic Treatment. Molecules. 2023: 28(16):6159
o$wiadczam. iz méj whasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

« opracowaniu koncepcji i metodologii badan

e opracowaniu i walidacji metody

e przeprowadzeniu eksperymentu

- zbieraniu i opracowaniu danych

- przygotowaniu roboczej wersji manuskry ptu

m przygotowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskry ptu

e pozyskaniu finansowania

< administracji catosci projektu

e sprawowaniu nadzoru merytorycznego nad projektem

Jednocze$nie wyrazam zgode na przedtozenie ww. pracy przez lek. dent. Harbate Czoptk jako

cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych w
czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz sumodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wkitad lek. dent. Barbary Czopik polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan

* przeprowadzeniu eksperymentu

e przygotowaniu roboczej wersji manuskry ptu

e przygotowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskry ptu
» pozy skaniu finansowania

e administracji catosci projektu

‘nalezy podac¢ tytut, nazwe czasopisma, wolumen, rok. strony
"np. opracowywaniu pomystu badan, stworzeniu hipotezy’ badawczej, opracowaniu koncepcji badan,
wykonywaniu okreslonych eksperymentéw itub pomiaréw (najlepiej wskaza¢ ktorych), opracowaniu

i interpretacji wynikOw tej pracy, przygotowaniu manuskryptu pracy.
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Or tub. Michat Wozniakicwicz. prof. UJ Krakéw, dn. 15.11.2023 r.

(stopien tytut, imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy: Insight into the Reaction of Alcxidinc with Sodium Hypochlorite: A
Potential Ertor in Endodontic Treatment. Molecules. 2021; 26(6): 1623 o$wiadczam, it moj wiasny
wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji polegat na:

e opracowaniu metodologii badan

« wykonaniu czes$ci eksperymentalnej

- zbieraniu i analizie danych

- przygotowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskryptu

Jednoczes$nie wyrazam zgode na przedtozenie ww pracy przez lek dem Barbare Czopik jako
cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$s¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad lek. dent. Barbary Czopik polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badania

- opracowaniu metodologii badania

- przygotowaniu i interpretacji wynikéw

e przygotowaniu roboczej wersji manuskryptu

e przygotowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskryptu
* pozyskaniu finansowania

* administracji catosci projektu

*nalezy podac tytut, nazwe czasopisma, wolumen, rok. strony
, ‘[lp. opracowywaniu pomysitu badan, stworzeniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji badan,
wykonywaniu okreslonych eksperymentéw i lub pomiaréw (najlepiej wskaza¢ ktorych), opracowaniu

i interpretacji wynikéw lej pracy, przygotowaniu manuskryptu pracy
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Dr Aneta Wozniakicwicz Krakéw, dn. 15.11.2023 r.

(stopicn/tytul. imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy: Quantitative Insight into PCA Formation following Different
Chlorhcxidine Activation Methods in Endodontic Treatment. Molecules. 2023: 28(16):6159
o$wiadczam. iz m6j wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

e opracowaniu metodologii badan

e opracowaniu walidacji metody

e przeprowadzeniu eksperymentu

e zbieraniu i opracowaniu danych

Jednocze$nie wyrazam zgode na przedtozenie ww. pracy przez lek. dent. Barbare Czopik jako
cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie sp6jnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oswiadczam. iZ samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indy widualny wkitad lek. dent. Barbary Czopik polegajacy na:

* opracowaniu koncepcji badania

* przeprowadzeniu ekspery mentu

* przygotowaniu roboczej wersji manuskry ptu

m przygotowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskry ptu
m pozyskaniu finansowania

- administracji catosci projektu

(podpis wspétautora)

*nalezy podac tytut, nazwe czasopisma, wolumen, rok. strony
eenp. opracowywaniu pomysiu badan, stworzeniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji badan,
wykonywaniu okreslonych eksperymeniéw i lub pomiaréw (najlepiej wskaza¢ ktérych), opracowaniu

i interpretacji wynikéw tej pracy, przygotowaniu manuskryptu pracy.
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Krakéw, dn 15 11 2023 r.

oswiadczenie

*nalezy podac lytut. nazwe czasopisma, wolumen, rok. strony
eenp opracowywaniu pomystu badan, stworzeniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji badan,
wykonywaniu okreslonych eksperymentéw i lub pomiaréw (najlepiej wskaza¢ ktérych*, opracowaniu

i interpretacji wynikow tej pracy, przygotowaniu manuskryptu pracy



mgr Natalia Swietoniowska Krakéw, dn 15.11.2023 r.

(stopien tytut, imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy: Quantitative Insight into PCA Formation following Different
Chlorhexidine Activation Methods in Endodontic Treatment Molecules. 2023; 28(16):6159
oswiadczam, iz mo6j wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

- opracowaniu metodologii badan

- przeprowadzeniu eksperymentu

- zbieraniu i opracowaniu danych

Jednocze$nie wyrazam zgode na przedtozenie ww. pracy przez lek. dent. Barbare Czopik jako
cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie sp6jnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad lek. dent. Barbary Czopik polegajacy na:

* opracowaniu koncepcji badania

- przeprowadzeniu eksperymentu

przygotowaniu roboczej wersji manuskryptu
- przygotowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskryptu
e pozyskaniu finansowania

- administracji catosci projektu

(podpis wspoétautora)



