CESKA
STOMATOLOGIE
roé. 111

2011, ¢. 2

s. 46-52

46

o

Cytotoxicita keramickych materialu
(Pdvodni prdce - experimentdini studie)

Cytotoxicity of Ceramic Materials
(Original Arficle — Experimental Study)

Vavrickova L., Dostalova T.2, Ulrichova J.3
1IStomatologickd klinika LF UK a FN, Hradec Krdlové

2Détska stomatologickd klinika 2. LF UK a FN Motol, Praha
SLaborator bunéZnych kultur LF UP, Olomouc

SOUHRN

Prace se zabyva testovanim cytototoxicity in vitro vybranych vzorkti dentalnich
celokeramickych materialti. Materidly byly podrobeny testu pfimého kontaktu a testu extraktu.
Testy byly provadény na populaci bunécéné linie mysich fibroblastti NIH 3T3 v bunééné kulture.
Z vysledkt je patrné, Ze vSechny materialy mohou byt povaZovany za netoxické kromé lithium
disilikatové keramiky.
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SUMMARY

Paper presents cytotoxicity testing procedure in vitro of preselected dental ceramics. Direct
contact test and extract test were monitored. A population of mouse fibroblasts NIH 3T3 was used
for both tests. Results show all tested dental ceramics can be considered non-cytotoxic, except
the lithium disilicate material.
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Keramické materialy jsou v soucasné dobé povazZovany ve stomatologii za material prvni
volby pro kvalitni protetické fixni rekonstrukce chrupu. NejenZe maji dokonalé estetické
vlastnosti, ale i jejich vlastnosti mechanické jsou nyni srovnatelné s kovokeramickymi
nahradami [8, 10]. Mezi jejich dalsi vyhody patii i biologicka nete¢nost keramiky. Na roz-
dil od kovovych nahrad neuvoliuji v prostredi tistni dutiny ionty kovt, které mohou pak
cytototoxicky [14] nebo alergogenné ptisobit na okolni tkané. Keramické materialy mu-
Zeme rozdélit podle chemického sloZeni nebo podle technologie vyroby [15]. Klasifikace ke-
ramiky podle chemického sloZeni je pro zhodnoceni vlastnosti materialu vhodné;jsi.
V soucasné dobé keramiku délime na kfemicitou skelnou, oxidovou sklem infiltrovanou
a oxidovou ¢i polykrystalickou [7]. Keramika kifemicita vynika estetickymi vlastnostmi,
ovSem jeji vlastnosti mechanické ponékud zaostavaji za keramikou oxidovou. Keramika
oxidova je dnes v popredi zajmu, zvlasté keramika obsahujici oxid zirkonic¢ity. Ten Ize sta-
bilizovat pridanim oxidi: CaO, MgO, Y,05 nebo CeO,. Vznika slitina, kterd ma tetrago-
nalni strukturu i pri pokojové teploté [3, 11]. Tento material dobre odolava ohybu a malo
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méni své vlastnosti vlivem starnuti [4, 12]. Nejvice je dnes pouzivan oxid zirkonicity v po-
dobé 3Y-TZP (yttrium cation-doped tetragonal zirconia polycrystals) s obsahem 3 mol %
Y,0s, ktery slouZi jako stabilizator (napt. Cercon®, Noritake atd.) [6] (obr. 1).

Obr. 1 Keramicka jadra Procera® Al,O4

TOXICKE A CYTOTOXICKE UCINKY

PrestozZe je keramika povaZovana za bioinertni material, je vSak nutné podotknout, Ze
i mezi keramickymi materialy existuji rozdily v jejich cytotoxickém ptisobeni na burnky
gingivy a jinych tkani. Rozdilna cytotoxicita je podminéna rozdilnym chemickym sloZe-
nim jednotlivych materiala.

Podle Bracketta a kol. [1] neni moZné povazovat lithium disilikatovou keramiku za
biologicky inertni. Stejny poznatek uvadéji téZ Messer a kol. [9]. Dle nich lithium disili-
katova keramika, konkrétné€ Empres II, ma horsi biologické vlastnosti nez vétSina den-
talnich slitin a kompozitnich materiala. OvSem vétSina keramickych materialti je
z hlediska cytotoxicity akceptovatelna stejné€ dobre jako dentalni slitiny nebo kompozitni
materialy. Uo a kol. [13] ve své praci publikovali cytotoxické ptisobeni n€kterych 3Y-TZP
materialti (oxid zirkoni¢ity s obsahem 3 mol % Y,0s3) na fibroblasty gingivy. Tyto mate-
rialy lze povaZovat za biologicky inertni.

Elshahawy a kol. [5] ve své praci uvadéji témer nulové cytotoxické ptisobeni oxidové
keramiky ve srovnani s vysoce uslechtilymi slitinami chromniklovymi a slitinami obsa-
hujicimi uSlechtilou ocel. Covacci a kol. [2] vyloucili jakékoliv mutagenni a onkogenni
ucinky 3Y-TZP materiali na fibroblasty.

CIL STUDIE

Nasim cilem bylo ovérit, zda dochazi k cytotoxickému ptisobeni nami vybranych ke-
ramickych materialtt na bunéénou kulturu.

MATERIAL A METODIKA

Bylo vybrano jedenact nejvice pouZivanych druhti keramickych materiala (tab. 1, tab.
2). Z kazdého druhu keramiky jsme vyrobili pfesné definovand jadra (10 kusti). Jednalo
se o horni stfedni fezak, sila jadra byla 0,4 mm, hmotnost byla 0,22 g. VétSina vzorku
byla pripravena CAD/CAM technologii, resp. technologii (MAD/MAM).

Zkouska sledovala cytotoxické ptisobeni pevného vzorku — jadra vybrané dentalni ke-
ramiky na bunéc¢nou linii mysich fibroblastti NIH 3T3 v buné¢né kultutie (European Col-
lection of Cell Cultures (ECACC), CAMR, Salisbury, Wiltshire SPG OJG United Kingdom
(free from mycoplasma)). Testovani cytotoxicity bylo zaloZzeno na aplikaci normy CSN EN
ISO 10993 ¢ast 5 (1999) - Biologické hodnoceni prostiredka zdravotnické techniky; dale
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Tab.1 Testované skelné nebo oxidové infiltrované keramické materialy

Skelnéa Oxidovd-infiltrovand
IPS . max ®Press In-Ceram® Alumina
(lithium disilik&tova) (Al,O3)
Chemickeé sloZzeni Ivoclar, Vivadent Inc., USA Vita, SRN
keramickych materialt Vitablocs® Mark I

In-Ceram® Spinell

CEREC @i 5
(Zivcovad) (AI204+MgO,) Vita, SRN

Degudent, SRN

In-Ceram® Zirkonia

(AlyO3+ZrOy)
Vita, SRN
Tab. 2 Testované polykrystalické keramické materialy
Oxidovd keramika ZrO, Oxidovd keramika Al,O3
LAVA™ (ZrO,) Procera® Al,Oy
3M ESPE, Némecko Nobel Biocare™, Svédsko

Procera® ZrO,
Nobel Biocare™, Svédsko

Chemické sloZeni Zirkon-Zahn (3Y-TZP ZrOy)
keramickych materialt Upcera Dental, Cina
Noritake (3Y-TZP ZrO,)

Katana, Japonsko
Cercon® BY-TZP ZrO,)
DeguDent, SRN

pak dle CSN EN ISO 7405 (1998) Stomatologie — Preklinické hodnoceni biologické sna-
Senlivosti prostredkti zdravotnické techniky pouZzivanych ve stomatologii.
Pro zkousSeni cytotoxicity in vitro byl sledovan test primého kontaktu a test extraktu.

TEST PRIMEHO KONTAKTU

Princip:

Zdravé bunky NIH 3T3 se v kultufe déli, mnozi a adheruji k vhodnym kultiva¢nim
povrchum. Cytotoxicka latka narusuje tyto procesy, coz vede k poSkozeni bunék, je-
jich odlucovani z kultiva¢niho povrchu a sniZeni jejich poc¢tu v kulture. Hodnoceni cy-
totoxicity je pri této metodé zaloZeno na vizualnim - makroskopickém sledovani
inkorporace barviva krystalové violeti do Zivych bunék a mikroskopickém posouzeni
zmén morfologie bunééné vrstvy (vakuolizace, odluc¢ovani bunek, cytolyza). Pokud se
cytotoxicky material uvede do kontaktu s bunéénou vrstvou, vytvari ve svém okoli
zonu poSkozenych bunék, do které se barvivo neinkorporuje. Zakladem pro urceni
stupné cytotoxicity jsou Sifka zény - vzdalenost hranice nezbarvené zéony od okraje
vzorku, popis zmén stavu bunééné vrstvy a numericky odhad podilu poSkozenych
buneék.

Pracovni postup:

Vzorky jsme pred zahajenim kazdého testu sterilizovali bud ponorenim do 96% etha-
nolu, nebo v autoklavu po dobu 60 min. a analyzovali je v duplikatech. Test byl trikrat
nezavisle opakovan. Fibroblasty (7 ml suspenze, 105 bunék/ ml), které byly naneseny na
Petriho misky, poté jsme do stfedu misky umistili sterilizovany vzorek tak, aby nedoslo
k porusSeni bunééné vrstvy. Po 24 hodinach v inkubatoru jsme kulturu hodnotili pomoci
inverzniho mikroskopu. Poté jsme vzorky kultury obarvili a zmény jsme sledovali opét
v inverznim mikroskopu. Pozorovani jsme soucasné vyfotografovali.

Hodnoceni:

1. Plochu misky jsme dle Sablony rozdé€lili na ¢tyri kvadranty.

2. Posuvnym meéridlem bylo mozZzné zmérit vzdalenost hranice Zivych obarvenych bunék
od okraje testovaného vzorku.
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3. S pouzitim inverzniho mikroskopu pfi zvétSeni 200x jsme posuzovali stav bunécné
vrstvy (tab. 3).

Tab. 3 Hodnoceni cytotoxicity vzorku v testu pfimého kontaku

Index zény Sitka zény v mm Index lyzy Stav buné&éné vrstvy
Nedochdzi k destrukci bunék,
Zachovan pavodni tvar
Méné nez 20 % bunék je kulatych, uvolnénych
Ojedinélé bunky jsou lyzovany
20-80 % bunék je kulatych, uvolnénych
Pozorovatelnd lyza
Vice nez 80 % bunék je kulatych, uvolnénych
Pozorovatelnd rozsahld lyza

0 0 0

1 <5 1

2 5-10 2

3 >10 3

Hodnoceni stupné cytotoxicity:
Cytotoxicita vzorku je charakterizovana pomérem Index zény/Index lyzy (tab. 4).

Tab. 4 Hodnoceni stupné cytotoxicity vzorku v testu primého kontaku

Stupen Index zény/Index lyzy Interpretace
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 formazanové produkty. MnoZstvi vytvoreného barviva, stanovené foto-
metricky pri vinové délce 540 nm a vyjadrené absorbanci, je pfimo umeérné metabolické
aktivité a poctu bunék v analyzovaném vzorku. Stupen cytotoxicity je vyhodnocen na
zakladé Zivotnosti buneék, ktera je vyjadrovana v % absorbance naméfené v kulture v pri-
tomnosti testované latky, vii¢i kontrolni kulture bez daného vzorku.

Pracovni postup:

Vzorky jsme pred zahajenim kazdého testu sterilizovali bud ponorenim do 96%
ethanolu nebo v autoklavu po dobu 60 min. a analyzovali je opét v duplikatech. Ex-
trakt jsme pripravili v poméru 0,1 g vzorku na 1 ml extrakéniho ¢inidla. Extrakce
probihala za aseptickych podminek v kultivaéni 1ahvi v inkubatoru. Po ukonceni ex-
trakce byl extrakt pipetou pfenesen do sterilni centrifuga¢ni zkumavky a centrigu-
govan. Poté jsme testovani cytotoxicity provadéli pro extrakt nefedény — 100% a pri
fedéni 1:1 a 1:3. Test byl provadén minimalné ve dvou nezavislych opakovacich cy-
klech.

Vypocet Zivotnosti kultury:
Zivotnost kultury se stanovila vypoétem z priiméru hodnot absorbance nalezenych
pro vzorek a pro kulturu bunék (kultura v nepfitomnosti vzorku):

. prumer A e — Prumer A i
Zivotnost kultury (%) = x100
prﬁmér A kontrola reagencii — prﬁmér A blank

Hodnoceni stupné cytotoxicity ukazuje tabulka 5.
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CESKA Tab. 5 Hodnoceni stupné cytotoxicity vzorku v testu extraktu
STOMATOLOGIE - 5 =
0E. 111 Stupen Zivotnost bunék Interpretace
2011, &. 2 0 80 % a vice Netoxicky
s. 46-52 1 60-80 % Lehce toxicky
2 40-60 % Mirné toxicky
3 Méné nez 40 % Silné toxicky
Vysledky:

Test primého kontaktu byl ve vSech pripadech negativni. Na obrazku 2 je zachycen
mikroskopicky obraz kultury fibroblasti pfi testovani s keramickym materidlem
LAVA™,

Obr. 2 Test pfimého kontaktu - LAVATM

Zivotnost bunék v testu extraktu ukazuji tabulky 6 a 7 a graf 1.

V pripadé lithium disilikatové keramiky a v nékolika pripadech u oxidové keramiky
infiltrované sklem (ZrO,), klesla v testu extraktu Zivotnost pod osmdesat procent.

V pribéhu testovani doslo u nékterych vzorki ke zméné barvy.
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Tab. 6 Vysledky testu extraktu skelné nebo oxidové infiltrované keramiky

Keramika/ Vitablocs®
9% zivotnost IPS e. max® Mark Ii In-Ceram® In-Ceram® In-Ceram®
bunék pii fedéni Press CEREC Alumina Zirkonia Spinell
Extrakt 100% 73.2 Q4.7 96.3 88.8 99.8
Redéni 1:1 75.3 Q7.7 102.6 93.7 106.6
Redéni 1:3 79.4 95.7 102.5 97.3 105.4
Tab. 7 Vysledky testu extraktu polykrystalické keramiky
K ik
°/eiric\1/rc:ltln:s/t LAVA™ Procera® Zirkon-Zahn Noritake Cercon® Procera®
cETE (Zr0,) Zro, (3Y-TZP ZrO,) | (3Y-TZP ZrO,) | (3Y-TZP ZrO,) Al,O,
pri fedéni
Extrakt 100% 96.8 92.04 106 106.04 95.62 99.2
Redéni 1:1 101.8 92.15 101.6 101.68 97.12 94.9
Redéni 1:3 99.5 94,22 97.2 105.53 97.66 97.2
DISKUSE

Vysledky ukazuji, Ze vSechny testované dentalni materialy je mozné povazovat v testu pri-
mého kontaktu za netoxické, s nulovym vysledkem cytotoxicity a Indexem zény/ Indexu
lyzy 0/0.V testu extraktu je stupen cytotoxicity rizny. Lithium disilikatova keramika IPS
e. max® Press se jevila jako lehce toxicka. Vysledky této studie jsou podporeny i vysledky
vyzkumu zahrani¢nich autort [1, 9], z nichZ plyne, Ze lithium disilikatovou keramiku neni
mozné povazovat za biologicky inertni. Cytotoxicita této keramiky byla dokonce vétsi nez cy-
totoxicita chromniklovych slitin testovanych v predchozi studii [14]. U dvou vzorkt kera-
miky In-Ceram® Zirconia byla Zivotnost bunék niZsi nez 80 %. Pfi statistické analyze vSech
testovanych vzorku této keramiky je vSak Zivotnost bunék celkoveé vyssi nez 80 %.

U keramiky LAVA™, IPS e. max® Press, In-Ceram® Alumina, In-Ceram® Zirconia
a Cerec® doslo pri testovani u vSech vzorkt ke zméné odstinu testovaného jadra, pficemz

nejvyraznéjsi zmeéna byla u keramiky In-Ceram® Zirkonia (obr. 3, obr. 4, obr. 5).

Obr. 4 Povrch keramického jadra IPS e. max® Press
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Obr. 5 Povrch keramického jadra In-Ceram® Alumina

Zaver

VSechny nami testované dentalni materialy 1ze povaZovat za netoxické v testu primého
kontaktu. V testu extraktu se keramika lithium disilikatova - IPS e. max® Press jevila
jako lehce cytotoxicka a za urcitych podminek i keramika In-Ceram® Zirconia. V nékte-
rych pripadech doslo pri testu extraktu ke zméné barvy jadra (vznik tmavsiho odstinu),
nejvice u keramiky In-Ceram® Zirconia.

LITERATURA
1. Brackett, M. G., Lockwood, P. E. et al.: In vitro In-Ceram zirconia core materials. Int. J. Pro-
cytotoxicity response to lithium disilicate dental sthodont, 15, 2002, s. 183-188.
ceramics. Dent. Mater., 24, 2008, 4, s. 450-456. 9. Messer, R. L., Lockwood, P. E. et al.: In vitro
2. Covacci, V., Bruzzese, N. et al.: In vitro evalua- cytotoxicity of traditional versus contemporary
tion of mutagenic and cancerogenic power of high dental ceramics. J. Prosthet. Dent., 90, 2003, 5,
purity zirconia ceramic. Biomaterials, 20, 1999, s. 452-458.
4, s. 371-376. 10. Ryge, G., Cvar, J. F.: Criteria for clinical evalua-
3. Denry, I, Kelly, J. R.: State of the art of zirconia tion of dental restorative materials. US Dental
for dental applications. Dent. Mater., 24, 2008, health Center, Publication No0.7902244, San
s. 299-307. Francisco, USA.
4. Deville, S., Chevalier, J., Gremillard, L.: In- 11. Sato, T., Ohtaki, S., Shimada, M.: Transforma-
fluence of surface finish and residual stresses tion of yttria-partially-stabilized zirconia by low-
on the ageing sensitivity of biomedical grade temperature annealing in air. J. Mater. Sci., 20,
zirconia. Biomaterials, 27, 2006, s. 2186- 1985, s. 1466-470.
2192. 12. Sato, T., Shimada, M.: Crystalline phase-change
5. Elshahawy, W. M., Watanabe, I. a kol.: In vitro in yttria-partially-stabilized zirconia by low-tem-
cytotoxicity evaluation of elemental ions released perature annealing. J. Am. Ceram Soc., 67,
from different prosthodontic materials. Dent. 1984, s. 212-213.
Mater., 25, 2009, 12, s. 1551-1555. 13. Uo, M., Sjogren, G. et al.: Cytotoxicity and bo-
6. Garvie, R. C., Nicholson, P. S.: Phase analysis xing property of dental ceramics. Dent. Mater.,
in zirconia systems. J. Am. Ceram. Soc., 55, 19, 2003, 6, s. 487-492.
1972, s. 303-305. 14. Vavii€ékova, L., Dostalova, T., Vahalova, D.,
7. Hammerle, Ch., Sailer, I. et al: Dental ceramics. Sramkov4, J., Ulrichova, J.: Cytotoxicita dental-
Quintessence Publishing, ISBN 987-1-85097- nich slitin, Ces. Stomat., 107, 2007, 6, s. 138-143.
181-8. 15. Vavriékova, L., Pilathadka, S., Dostalova, T.:
8. Chong, K. H., Chai, J., Takahashi, Y., Wozniak, Celokeramické systémy v klinické praxi. LKS.,
W.: Flexural strength of In-Ceram alumina and 18, 2008, 10 (Suppl.), s. A5-All.

Studie byla podporovana projektem GAUK ¢&. 81508 a projektem IGA MZCR 9744-3.

MUDr. Lenka Vavrickova
Stomatologicka klinika LF UK a FN
Solkolska 581

500 05 Hradec Kralové

e-mail: vavrickova.l@seznam.cz




