stoma+pzl_6.07:maketa - radiologie 18.1.2008 8:10 Stré.inkaj?i 8

Cytotoxicita dentalnich slitin

Vav#ic¢kovd L.1, Dostdlovd T2, Vahalovd D.1, Sramkovd .3, Ulrichovd J.4

1Stomatologicka klinika LF UK a FN, Hradec Kralové
2Détska stomatologicka klinika 2. LF UK a FN Motol, Praha
3Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka, Pardubice
4Laboratof bunéénych kultur LF Univerzity Palackého, Olomouc

Veénovano k 70. vyroci narozeni doc. MUDr. Jiritho Kozdka, CSc.

Souhrn

Prace se zabyva testovanim cytototoxicity in vitro vybranych chromniklovych dentalnich slitin — Remanium G
soft, Wiron 99, Wirolloy a Heraenium NA. VSechny slitiny byly podrobeny testu pfimého kontaktu a testu extrak-
tu. Testy byly provadény na populaci bunééné linie mysich fibroblastt NIH 3T3 v bunééné kultuie. Z vysledku je
patrné, Ze vSechny slitiny mohou byt povazovany za netoxické s drobnymi rozdily v testu extraktu.
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Vaviiékova L., Dostalova T., Vahalova D., Sramkova J., Ulrichova J.:
Cytotoxicity of Dental Alloys

Summary: The paper presented cytotoxicity testing procedure in vitro of chosen nickel — chromium dental allo-
ys - Remanium G soft, Wiron 99, Wirolloy a Heraenium NA. Direct contact test and extract test were used. A popu-
lation of mouse desmocytes NIH 3T3 was used for both tests. Results show the all tested dental alloys can be con-
sidered noncytotoxic, with only small variation in extract test presented.
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UVOD

Problematika kovovych materialt v ustni duti-
né je stale velmi diskutovéana i pfes ohromny roz-
voj materiali nekovovych. Vyzkumy ukazuji, Ze
kovy, pres veSkeré pozitivni vlastnosti, mohou
snadno reagovat s prostfedim ustni dutiny
a pusobit hlavné cytotoxicky, alergenné, ve velmi
malé mife mohou mit i mutagenni nebo
a kancerogenni uéinky. K témto vSem uéinktm
prispiva v nejvétsi mife koroze a uvoliovani
kovovych iontt. Oba procesy spolu tzce souvisi
a jejich mira je dana dle studii in vitro a in vivo
vlastnostmi pouzitych kova a kovovych slitin.
Vétsina uvolnénych kationtt kova pak dale pro-
nik4 do téla gingivou, kde pusobi na sniZeni
mitochondrialni aktivity [8]. Jinak jsou kationy
vstiebavany z dychacich cest nebo z gas-
trointestinalniho traktu [1, 14, 15]. V potravé pfi-
jimame v praméru denné asi 240 pg chrému, 250
ng kobaltu, 400 pg niklu a molybdenu, 50 png kad-
mia, 750 pg titanu, 25 pg stiibra a 23 pg Zeleza.

Poté se &ifi hematogenné nebo lymfogen-
né.Vyluéuji se hlavné moéi a z malé ¢asti téz sto-
lici [1, 15, 16, 17].

Toxické a cytotoxické uéinky

In vitro je toxicita dentalnich slitin vétSinou
zkouména pozorovanim funkce makrofaga. [13],
dale muze byt sledovana i na populacich fibroblas-
ta, které jsou vSak dle dostupnych studii mnohem
citlivgjsi nez vySe zminéné makrofagy [7].

Neékteré prace zkoumaji vliv vylou¢enych ionta
ze slitin na funkeci jejich mitochondrii po urcité
dobé — je-li cytotoxicita velmi nizka na zacéatku,
pak za 6 tydnu je témér nulova. Pokud je cytoto-
xicita na poéatku vyssi, po 6 tydnech klesa. Totéz
plati i u kultur zkoumanych vice jak 10 mésicu
[3, 5, 10].

Pokud byl pokus proveden s kulturou
Saccharomyces cerevisiae a bylo zjiSténo, Ze mito-
chondrialni dychani mnohem vice nez nikl ovliv-
Nuje v negativnim smyslu rtuf, stiibro, zlato
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a méd. Odpovéd makrofagt je v8ak vysoce zavis-
la na koncentraci iontti ve zkoumaném roztoku,
tato odpovéd se muze projevit i jako zména sekre-
ce zanétlivych mediatord, napt. cytokintu. To je
zpusobeno prunikem niklu nejen do celé burky,
ale i do jadra makrofagu (asi 60 % z celkového
niklu, ktery pronikl do buriky, a to uz za 48 hodin)
[2].

pH je jednim z dalsich faktort, které mohou
vyrazné ovlivnit toxicitu iontd niklu pro bunéc-
nou populaci. Pokud je pH roztoku 1-4 je vyluco-
vani iontt niklu z dentalni slitiny vyrazné vyssi,
a to i po nékolika tydnech, plati zde pfima umé-
ra—¢im del$i dobu je pH kyselé, tim je vétsi mnoz-
stvi vylouéenych niklovych iontd, které zptsobi
vétsi bunéénou toxicitu [6].

Jiné préace se zabyvaji ovlivnénim SDH (sukci-
nyldehydrogenéza) lidskych monocytt, kdy i pii
nizkych koncentracich niklu byla vyrazné ovliv-
néna jeji funkce, a tim prokazan toxicky ucinek
dentalni slitiny [4]. P#i subkutanni implantaci
Ni—Cr slitiny krysam byla za 7 dni zjisténa stej-
na zanétliva reakce jako pii implantaci polyetyle-
nu [9]. Piimési médi ve slitiné lze cytotoxicitu
zvysit, a to zpracovanim slitiny vicekrat — nové
taveni a odlévani jiz pouzité slitiny ma stejny
efekt [19]. Ponofenim dentalni slitiny do BSA
(bovinni sérum albuminu) na 72 a vice hodin lze
tuto negativni vlastnost slitin vSak vyznamné
snizit [18, 11]. Cisténi dentalni slitiny zubnim
kartackem muze zvysit cytotoxicitu in vitro, ale
toto zvySeni je silné zavislé na typu slitiny
a metodé ¢isténi [12].

Tonty t&Zkych kova jako je Ni2+ a Co2+ &asto
pronikaji do obéhového systému a jsou distribuo-
vany proteiny jako je albumin [20]. Tyto ionty
pak indukuji aktivaci gent v endotelu, jejichz
produkty jsou podobné prozanétovym mediato-
ram IL-6 a IL-8 [21]. Bylo zji$téno, Ze nikl a zinek
jsou schopny aktivovat T-a B-lymfocyty, zatimco
kadmium a méd puasobi jako jejich inhibitory
[22]. Tonty kovi mohou timto mechanismem
vyvolat zanétlivou reakci a upravit imunitni
odpovéd aktivaci ¢i inhibici T-a B-lymfocytu.

Za prvek s nejvyssimi cytotoxickymi téinky je
povazovana méd, zatimco zlato, paladium a titan

cvvs

Biokompatibilitu vysokomédnatych dentalnich

slitin zlepSuje vysoka koncentrace paladia vice
nez vysoka koncentrace zlata nebo sttibra [26].
Napt. stfibro ovliviiuje funkci mikrofagt [29]
a pusobi cytotoxicky na epitelidlni bunky [30].
Sttibrné ionty v koncentraci 5-10 mM aktivuji
polymorfonuklearni leukocyty k produkci supero-
xidovych ionttd [31]. Zajimavym prvkem
z hlediska cytotoxicyty je berillium. Pokud je
berilium uvolfiovano ve zvySeném mnoZstvi,
znaténé redukuje rast bunék [8, 27, 5, 28].

CIiL

Nagim cilem bylo ovérit, zda dochéazi
k cytotoxickému ptisobeni nami vybranych den-
talnich slitin na bunéénou kulturu.

MATERIAL A METODIKA

Vybraly jsme étyii nejvice pouzivané chrém-
niklové slitiny — Remanium G soft, Wiron 99,
Wirolloy a Heraenium NA, jejichz slozeni udava
tabulka 1. Z kazdé z nich jsme vyrobily simulova-
né protetické nahrady — ploché kulové teréiky
o prauméru 20 mm. Jejich sila byla 1 mm a vazily
3,27 g (obr. 1). VSechny terciky byly odlity a opra-
covany podle v§eobecnych zasad pro vyrobu pro-
tetickych praci ve stomatologické laboratoii.

Zkougka sledovala cytotoxické piisobeni pevné-
ho vzorku — kruhového ter¢iku vybrané dentalni
slitiny na bunéénou linii mysich fibroblastt NIH

Obr. 1. Zastoupeni jednotlivych prvka v zubnich
slinach.

Tab. 1. Simulovana proteticka nahrada. Material: Remanium, Wirolloy, Wiron, Heraenium.

Prvek [%] Remanium G-soft Wiron 99 Wirolloy Heraenium NL
Ni 66.0 65.0 63.2 59.3
Cr 26.5 22.5 23.0 24.0
Mo 5.0 9.5 3.0 10.0
Si 1.5 1.0 1.8 -
Mn, B, Fe MAX. 1.0 - -
Fe - 0.5 9.0 -
Ce - 0.5 --- -
C - Max. 0.02 - -

——
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Tab. 2. Hodnoceni cytotoxicity

Index zoény | Sifka zény v mm. | Index lyzy | Stav buné&éné vrstvy

0 0 0 Nedochazi k destrukei bunék,
Zachovan puvodni tvar

1 <5 1 Méné nez 20 % bunék je kulatych,uvolnénych
Ojedinélé burniky jsou lyzovany

2 5-10 2 20-80 % bunék je kulatych, uvolnénych
Pozorovatelna lyza

3 >10 3 Vice nez 80 % bunék je kulatych, uvolnénych
Pozorovatelna rozsahla lyza

3T3 v bunééné kultuie. Testovani cytotoxicity
bylo zalozeno na aplikaci normy CSN EN ISO
10993 cast 5 (1999) — Biologické hodnoceni pro-
stiedkta zdravotnické techniky, dale pak podle
CSN EN ISO 7405 (1998) Stomatologie —
Preklinické hodnoceni biologické snasSenlivosti
prostfedkt zdravotnické techniky pouzivanych
ve stomatologii.

Pro zkous$eni cytotoxicity in vitro byl sledovan
test pfimého kontaktu a test extraktu.

TEST PRIMEHO KONTAKTU

Princip:

Zdravé bunky NIH 3T3 se v kultute déli,
mnozi a adheruji k vhodnym kultivaénim povr-
cham. Cytotoxicka latka narusuje tyto procesy,
coz vede k poskozeni bunék, jejich odlucovani
z kultivaéniho povrchu a sniZeni jejich poctu
v kultufe. Hodnoceni cytotoxicity je pii této
metodé zaloZeno na vizualnim — makroskopic-
kém sledovani inkorporace vitalniho barviva
krystalové violeti do Zivych bunék a mikro-
skopickém posouzeni zmén morfologie bunééné
vrstvy ( vakuolizace, odluéovani bunék, cytoly-
za). Pokud se cytotoxicky material uvede do kon-
taktu s bunéénou vrstvou, vytvaii ve svém okoli
z6énu poskozenych bunék, do které se barvivo
neinkorporuje. Zakladem pro urceni stupné
cytotoxicity jsou §ifka zény — vzdalenost hrani-
ce nezbarvené zony od okraje vzorku, popis
zmén stavu bunééné vrstvy a numericky odhad
podilu poskozenych bunék.

Pracovni postup:

Vzorky jsme pred zahijenim kazdého testu
sterilizovaly bud ponoienim do 96% ethanolu
nebo v autoklavu po dobu 60 min., analyzovaly
jsme je v duplikatech, test byl provadén minimél-
né ve trech nezavislych opakovanich.

Fibroblasty (7ml suspenze, 105 bunék/ ml) byly
vysety na Petriho misky, poté jsme do stiedu mis-
ky umistily sterilizovany vzorek tak, aby nedoslo
k poruseni bunééné vrstvy. Po 24 hodinach
v inkubatoru jsme kulturu hodnotily pomoci
inverzniho mikroskopu. Poté se vzorky kultury
obarvily a zmény jsme sledovaly opét v inverznim

mikroskopu. Pozorovani jsme soudasné vyfoto-
grafovaly.

Hodnoceni:

1. Plochu misky jsme podle $ablony rozdélily
na ¢tyfi kvadranty.

2. Posuvnym méfidlem bylo mozné zmétit
vzdalenost hranice Zivych obarvenych bunék od
okraje testovaného vzorku.

S pouzitim inverzniho mikroskopu p¥i zvétSeni
200x jsme posuzovaly stav bunééné vrstvy (tab.
2).

Hodnoceni stupné cytotoxicity:
Cytotoxicita vzorku je charakterizovana pomé-

rem: Index zény/Index lyzy (tab. 3).

Tab. 3. Hodnoceni stupné cytotoxicity

Stupen Index z6ny/| Interpretace
Index lyzy

0 0/0 Netoxicky

1 1/1 Lehce toxicky

2 2/2 Mirné toxicky

3 3/3 Silné toxicky
TEST EXTRAKTU

Princip:

K presnému zjisténi mnozstvi zivych bunék
v kultufe se pouziva fotometrickd metoda—MTT
test. Tento test je zaloZen na schopnosti zivych
bunék redukovat tetrazoliové soli na barevné for-
mazanové produkty. Mnozstvi vytvoreného barvi-
va stanovené fotometricky pii vlnové délce 540
nm a vyjadiené absorbanci je pfimo tmérné
metabolické aktivité a poftu bunék v analyzo-
vaném vzorku. Stupen cytotoxicity je vyhodnocen
na zakladé Zivotnosti bunék, ktera je vyjadiova-
na v % absorbance namétené v kultute v ptitom-
nosti testované latky viaéi kontrolni kultuie bez
daného vzorku.

Pracovni postup:

Vzorky jsme pted zahdjenim kazdého testu ste-
rilizovaly bud ponoienim do 96% ethanolu nebo
v autoklavu po dobu 60 min., analyzovaly jsme je
opét v duplikatech. Extrakt jsme piipravily
v poméru 0,1 g vzorku na 1 ml extrakéniho ¢inid-
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la. Extrakce probihala v kultivaéni 1ahvi za asep-
tickych podminek v inkubatoru. Po ukonéeni
extrakce byl extrakt pirepitetovan do sterilni cent-
rifugaéni zkumavky a zcentrigugovan. Poté jsme
testovani cytotoxicity provadély pro extrakt nete-
dény—100%, a pti fedéni 1:1 a 1:3. Test byl prova-
dén minimalné ve dvou nezavislych opakovanich.

Vypocet zivotnosti kultury:

Zivotnost kultury se stanovila vypoétem
z praméru hodnot absorbance nalezenych pro
vzorek a pro kulturu bunék (kultura v nepiitom-
nosti vzorku):

Zivotnost kultury (%) =
pramér A ;o — pramér A yr.

prameér A 1nirola reagencii ~ pramér A piank

x100

Hodnoceni stupné cytotoxicity ukazuje tab. 4.

Tab. 4. Hodnoceni stupné cytotoxicity

Stuperi Zivotnost Interpretace
0 80% a vice Netoxicky

1 60-80% Lehce toxicky
2 40-60% Mirné toxicky
3 Méné nez 40% Silné toxicky

VYSLEDKY

Vysledky testu primého kontaktu ukazuje ta-

Obr. 2. Test piFimého kontaktu - Remanium G
soft.

Tab. 5. Test piimého kontaktu

Obr. 5. Test piimého kontaktu - Heraenium NA.

Vysledek/Slitina Remanium G soft Wiron 99 Wirolloy Heraenium NA
Index z6ny/ Index lyzy 0/0 0/0 0/0 0/0
Stupen cytotoxicity 0 0 0 0
Celkové hodnoceni Netoxicky Netoxicky Netoxicky Netoxicky
Tab. 6. Test extraktu
Slitina/% Zivotnost p¥i ¥edéni| Remanium G soft Wiron 99 Wirolloy Heraenium NA
Extrakt 100 % 92,5 95,7 99,6 94,6
Redéni 1:1 98 95,6 100,2 100,2
Redéni 1:3 102,8 93,9 104,9 98,9
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bulka 5. Na obrazcich 2-5 je zachycen mikrosko-
picky obraz kultury fibroblasti pii testovani
s jednotlivymi slitinami.

Zivotnost testu extraktu v procentech ukazuje
tabulka 6, stuper cytotoxicity byl ve vSech ptipa-
dech 0.

DISKUSE

Nase vysledky ukazuji, Ze vSechny nami testo-
vané chréomniklové dentalni slitiny jsou povazo-
vany v testu pfimého kontaktu za netoxické -
s nulovym vysledkem cytotoxicity a Indexem
zony/Indexu lyzy 0/0. V testu extraktu je stupen
cytotoxicity téz nulovy, lisi se pouze % Zivotnosti
pri 100% extraktu a pii jeho Fedéni 1:1 a 1:3. Pii
100% extraktu je patrné malé sniZeni Zivotnosti,
které vsak nepiekracuje hranici 80 %, a proto je
material stale povazovan za netoxicky. P#i fedéni
1:1 je dokonce Zivotnost u slitiny Wirolloy
a Heraenium NA stale 100%. Lze usuzovat, Ze
tyto dvé slitiny pii tomto fedéni skuteéné nevy-
kazuji ani ten nejmensi naznak cytotoxicity, coz
je v8ak trochu v rozporu s daty a tdaji ziskanymi
z literatury, kde jsou chrémniklové slouceniny
povaZovany za cytotoxické. U slitiny Wirolloy pii
fedéni 1:3 dokonce dochazi k zvySeni Zivotnosti
az na témér 105 %. Drobné zvysSeni vykazuje téz
pri tomto fedéni Remanium G soft, ale vzhledem
k hodnotam pti piedchozich Fedénich, neni tento
narust prili§ relevantni. Celkové nejhufte se jevi
z tohoto thlu pohledu slitina Wiron 99.

ZAVER

Vsechny nami testované chrémniklové dentéal-
ni slitiny lze povaZovat za netoxické, muZeme
najit pouze drobné rozdily v testu extraktu pri
jeho ruzném redéni.
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ZPRAVA

Podékovani redakéni rady

S volbami nového vyboru Ceské stomatologic-
ké spole¢nosti CLS Jana Evangelisty Purkyné
konéi i funkéni obdobi redakéni rady casopisu
Ceska stomatologie. Vstupovali jsme do ného
v roce 2005, kdy vybor Ceské stomatologické spo-
leénosti cilenou pasivitou prestal jiz prakticky
existovat a jeho poslani mélo byt naplnéno nabid-
kou CLK, a to ustanovenim Spolku zubnich léka-
#0. Z tohoto dtivodu se ¢asopis Ceska stomatolo-
gie 1 jeho redakéni rada stavaly bezprizornimi.
Nepochopil jsem, pro¢ se ma nezavislost védecké
prace, jeji prezentace na trovni CLS JEP
(v na8em ptipadé s vice jak 100letou tradici) kon-
formovat do nové poiizovaného spolku, a proé o to
vibec nékdo usiluje, véetné stavovské organizace.
CLS JEP s revizni komisi proto uspoiadaly usta-
vujici volebni zasedéani, byl zvolen novy vybor
Ceské stomatologické spole¢nosti CLS JEP (pied-
seda doc. O. Brazda) a byla ustavena nova
redakéni rada védeckého ¢asopisu Ceska stoma-
tologie.

Pokracovali jsme publikovanim experimental-
nich a klinickych studii, referencemi z odborné
literatury, védeckych zasedani v§ech obort oralni
a maxilofacialni oblasti. Mimo to jsme zvefejtio-
vali prace i z jinych lékatskych obort a vé-
deckych disciplin, véetné antropologie a podobné.

Redakéni rada si plné uvédomovala, Ze oralni
zdravi je nedilnou soucasti celkového stavu paci-
enta. Usili o jeho dobry zdravotni stav je nezastu-
pitelnou souéasti nasi kazdodenni lékaiské pra-
ce. Uvédomovali jsme si, Ze soufasny standard
civilizace, a zvlasté dynamicky rozvoj lékatrskych
poznatkul, prinaseji nové moznosti i naroky pro
véasnou diagnostiku a 1éébu mnoha onemocnéni,
coz lze realizovat jen na drovni interdisciplinarni
spoluprace. Publikované prace byly imprimové-
ny, recenzovany a jejich troven do jisté miry
muzZe odpovidat soufasnému standardu nasSich
prednich klinickych a védeckych pracovist.
Povazovali jsme si praci od mladych autort.

Casopisy Ceska stomatologie a Praktické zub-
ni lékatstvi vychazeji oddélené v jednom svazku
6x rocné, jejich spoleénym vydavatelem je Ceska
lékarska spolecnost J. E. Purkyné. Ta dosud hra-
di spoleény finanéni deficit ¢asopisu. Redakéni
radé se, pies opakované usili, nepodatilo zafadit
¢asopis do citaci v Medline (Index Medicus).

Pres vSechny problémy je naSe postaveni
v Evropé nemyslitelné bez vlastniho védniho
podilu na vSestranném rozvoji oralniho zdravi
nasi populace. Jiz po 107 let nas ¢asopis Ceska
stomatologie k tomu zavazuje. Piedstavuje dlou-
holetou tradici prace nasich piedkd i s podilem
nas samotnych. Na tradici jsme pravem hrdi
a pravé tu nam mohou vSichni vétsi, bohatsi

Dékujeme predevsim vSem autorim za duveé-
ru, s niz nam nabizeli k publikovani védecké pra-
ce. Poctou pro nas ztustavaji ¢tenaii z fad 1ékaru
i student®. Dékujeme prof. BlahosSovi a Ceské
lékaiské spolecnosti J. E. Purkyné, Ze s ispéchem
vyfesila krizi nasi odborné spole¢nosti a zZe nas
Casopis provazela viemi ekonomickymi problémy.
Dékujeme PhDr. M. Malinové, Mgr. J. Jiraskové
za trpélivou vlidnost a PhDr. H. RauSerové za
pomoc v nasich editorskych problémech. Dékuji
v8em i zahrani¢nim ¢lentim redakéni rady za vse,
co pro ¢asopis uéinili. Nakonec prim. J. Koufilové,
Ph.D., chci ¥ici: neméla jste to vidycky snadné,
ale za vSe, co jste pro Casopis udélala, srdeéné
diky. Necht kazdy posoudi sam, jaké to vSechno
bylo.

Nové redakéni radé pirejeme hodné tdspéchn,
a hlavné: budte lep$i, nez jsme byli my!
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