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SOUHRN

Prace se zabyva testovanim cytototoxicity in vitro vybranych vzorkt dentalnich
celokeramickych materialti. Materialy byly podrobeny testu pfimého kontaktu a testu extraktu.
Testy byly provadény na populaci bunééné linie mysich fibroblastti NIH 3T3 v bunééné kulture.
Z vysledkti je patrné, Ze vSechny materialy mohou byt povaZzovany 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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uvoD

Keramické materialy jsou v soucasné dobé€ povazovany 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 patfi i biologicka netecnost keramiky. Na roz-
dil od kovovych nahrad neuvolnuji v prostredi tistni dutiny ionty kovua, 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 materidlu vhodné&jsi.
V souc¢asné dobé keramiku délime na kifemicitou skelnou, oxidovou sklem infiltrovanou
a oxidovou ¢i polykrystalickou [7]. Keramika kfemicita 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 lze sta-
bilizovat pfidanim oxidti: CaO, MgO, Y,0O3 nebo CeO,. Vznika slitina, kterd ma tetrago-
nalni strukturu i pri pokojové teploté [3, 11]. Tento material dobfe odolava ohybu a malo
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méni své vlastnosti vlivem starnuti [4, 12]. Nejvice je dnes pouzivan oxid zirkonic¢ity v po-
dobé 3Y-TZP (yttrium cation-doped tetragonal zirconia polycrystals) s obsahem 3 mol %
Y,03, ktery slouZi jako stabilizator (napf. Cercon®, Noritake atd.) [6] (obr. 1).

Obr. 1 Keramicka jadra Procera® Al,O4

TOXICKE A CYTOTOXICKE UCINKY

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

Podle Bracketta a kol. [1] neni moZné povaZovat lithium disilikdtovou 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 materialti. OvSem vétSina keramickych materialt je
z hlediska cytotoxicity akceptovatelna stejn€ dobre jako dentalni slitiny nebo kompozitni
materialy. Uo a kol. [13] ve své praci publikovali cytotoxické ptisobeni nékterych 3Y-TZP
materiali (oxid zirkoniéity s obsahem 3 mol % Y,O5) na fibroblasty gingivy. Tyto mate-
rialy lze povaZovat za biologicky inertni.

Elshahawy a kol. [5] ve své praci uvadéji témeér nulové cytotoxické ptisobeni oxidové
keramiky ve srovnani s vysoce uSlechtilymi slitinami chromniklovymi a slitinami obsa-
hujicimi uslechtilou ocel. Covacci a kol. [2] vylouéili 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 bunécénou kulturu.

MATERIAL A METODIKA

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

Zkous$ka sledovala cytotoxické ptisobeni pevného vzorku - jadra vybrané dentalni ke-
ramiky na buné¢énou linii my8ich fibroblastti NIH 3T3 v bunééné kultuie (European Col-
lection of Cell Cultures (ECACC), CAMR, Salisbury, Wiltshire SPG OJG United Kingdom
(free from mycoplasma)). Testovani cytotoxicity bylo zaloZeno na aplikaci normy CSN EN
ISO 10993 ¢ast 5 (1999) - Biologické hodnoceni prostfedkt zdravotnické techniky; dale
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Tab.1 Testované skelné nebo oxidové infiltrované keramické materialy

Skelnd Oxidovd-infiltrovand
IPS e. max ®Press In-Ceram® Alumina
(lithium disilikatova) (AlL,O3)
Chemické sloZeni Ivoclar, Vivadent Inc., USA Vita, SRN
keramickych materidla Vitablocs® Mark I

In-Ceram@® Spinell

EREC (Ziveové
CEREC Giveova) (A204+MgO,) Vita, SRN

Degudent, SRN

In-Ceram® Zirkonia

(AlyOz+2rOy)
Vita, SRN
Tab. 2 Testované polykrystalické keramické materialy
Oxidové keramika ZrO, Oxidova keramika Al,O4
LAVA™ (ZrO,) Procera® Al,O4
3M ESPE, Némecko Nobel Biocare™, Svédsko

Procera® ZrO,
Nobel Biocare™, Svédsko

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

Katana, Japonsko
Cercon® (3Y-TZP ZrO,)
DeguDent, SRN

pak dle CSN EN ISO 7405 (1998) Stomatologie — Preklinické hodnoceni biologické sna-
Senlivosti prostredkt zdravotnické techniky pouZivanych 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 kulture déli, mnozi a adheruji k vhodnym kultiva¢nim
povrchum. Cytotoxicka latka naruSuje tyto procesy, coZ vede k poSkozeni bun€ék, je-
jich odlucovani z kultivaéniho povrchu a sniZeni jejich poc¢tu v kulture. Hodnocenti 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 bunék, cytolyza). Pokud se
cytotoxicky material uvede do kontaktu s bunéc¢nou vrstvou, vytvari ve svém okoli
zonu poskozenych bunék, do které se barvivo neinkorporuje. Zakladem pro urcéeni
stupné cytotoxicity jsou Sifka zény - vzdalenost hranice nezbarvené zény od okraje
vzorku, popis zmén stavu bunécné vrstvy a numericky odhad podilu poSkozenych
buneék.

Pracovni postup:

Vzorky jsme pred zahajenim kaZdého testu sterilizovali bud ponofenim do 96% etha-
nolu, nebo v autoklavu po dobu 60 min. a analyzovali je v duplikatech. Test byl tfikrat
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 poruSeni 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 moZné 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 puvodni fvar
Méné nez 20 % bunék je kulatych, uvolnénych

0 0 0

] < ] Ojedin&lé buriky jsou Iyzovany

5 510 5 20-80 % bunék je kulatych, uvolnénych
Pozorovatelnd lyza

3 210 3 Vice nez 80 % bunék je kulatych, uvolnénych

Pozorovatelnd rozsdahla lyza

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 zjisté€ni 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 pfi vlnové délce 540 nm a vyjadfené absorbanci, je pfimo imérné metabolické
aktivité a po¢tu bunék v analyzovaném vzorku. Stupen cytotoxicity je vyhodnocen na
zakladé Zivotnosti bunék, ktera je vyjadfovana v % absorbance nameérené v kulture v pri-
tomnosti testované latky, vii¢i kontrolni kulture bez daného vzorku.

Pracovni postup:

Vzorky jsme pred zahajenim kazdého testu sterilizovali bud ponofenim 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 lahvi v inkubatoru. Po ukonéeni 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 zZivotnosti kultury:
Zivotnost kultury se stanovila vypoétem z priméru hodnot absorbance nalezenych
pro vzorek a pro kulturu bunék (kultura v nepfitomnosti vzorku):

g prﬁmér A vzorek prflmér A blank
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 ~
rog. 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 fibroblastai 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 priibéhu testovani doSlo u nékterych vzorkti ke zméné barvy.
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50 Graf 1 Zivotnost bunék v testu extraktu
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Tab. 6 Vysledky testu extraktu skelné nebo oxidové infiltrované keramiky

Keramika/ Vitablocs®
% ivotnost IPS e. max® Mark II In-Ceram® In-Ceram® In-Ceram®
bunék pfi fedéni Press CEREC Alumina Zirkonia Spinell
Extrakt 100% 73.2 Q4.7 96.3 88.8 99.8
Redéni 1:1 75.3 97.7 102.6 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
o /eir:/rc::'\:s/t LAVA™ Procera® Zirkon-Zahn Noritake Cercon® Procera®
°v_ - (ZrOy) ZrO, @BY-TZP ZrOy) | (3Y-TZP ZrO,) | (3Y-TZP ZrO,) AlL,O4
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 razny. 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
mozZné povazovat za biologicky inertni. Cytotoxicita této keramiky byla dokonce vétsi nez cy-
totoxicita chromniklovych slitin testovanych v predchozi studii [14]. U dvou vzorka kera-
miky In-Ceram® Zirconia byla Zivotnost bunék niZsi nez 80 %. Pfi statistické analyze vSech
testovanych vzorkn této keramiky je vSak zZivotnost bunék celkové 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 zména byla u keramiky In-Ceram® Zirkonia (obr. 3, obr. 4, obr. 5).

3o

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 lze 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.
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