Cumbhuriyet Dent J 2011;14(2):70-77

Farkh Laboratuvarlarca Dokiimii Yapilmis Tek Parca Dokiim Parsiyel Protezlerde
Kullanilan Metal Alasimlarin Sitotoksisite Yoniinden Degerlendirilmesi

Cytotoxicity Evaluation of Removable Partial Denture Alloys were Obtained From
Different Laboratories

Onur Sahin, DDS, PhD,* Derya Ozdemir Dogan, DDS, PhD,* Ziibeyde Akin Polat, DDS,PhD"

*Cumhuriyet Universitesi, Dishekimligi Fakiiltesi, Protetik Dis Tedavisi A.D
°Cumhuriyet Universitesi, T1p Fakiiltesi, Mikrobiyoloji A.D

Received: 16 September 2010  Accepted: 29 March 2011

OZET

Amac¢: Bu arastrmanin  amact  farkli
laboratuvarlarca dokiimii yapilmis tek parga
dokiim parsiyel protezlerde kullanilan metal
alagimlarin sitotoksisite yoOniinden
degerlendirilmesidir.

Gerec ve Yontem: Sivas’ta faaliyet gosteren 4
farkli laboratuvardan, kumlama ve kumlama-+cila
islemi uygulanmis 1 mm g¢apmda,l.5 mm
kalinlikta disk seklindeki metal ornekler elde
edildi. Hazirlanan metal ornekler etilen oksit
gaziyla sterilize edildi ve 1929 fibroblast hiicre
serisi kullanlarak elde edilen kiiltiire yerlestirildi.
Agar overley testi kullanilarak sitotoksisitenin
belirlenmesinde ISO 2009 yil1 10993-5 numarali
protokolii takip edildi.

Bulgular: Hiicrelerin lizis miktarna gore
yapilan  puanlama  degerlerine  gore 4
laboratuvardan 3 tanesinden elde edilen 6rnekler
sitotoksik bulunmamisken, 1 tanesinden elde
edilen oOrnekler orta derecede sitotoksik
bulunmustur. Ayrica ¢aliyjmamizda tiim gruplarda
kumlama ve kumlama+tcila arasinda sitotoksite
acisindan fark bulunamamigtir.

Sonuclar: Laboratuvarlar arttk metalleri
yalmizca ekonomik nedenlerle degil, konu
hakkinda yeterince bilgi sahibi olmadiklar i¢in de
kullandiklar1 gbéz Oniline aliirsa, tekrarlanan
dokiim islemi ile biyolojik riskler arasindaki iligki
ve s0z konusu riskin boyutlar1 hakkinda bu
teknisyenlerin bilgilendirilmelerinin 6nemi ortaya
¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kobalt-krom alagimlari,
dokiim, sitotoksisite

ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was assess
cytotoxicty of removable partial denture alloys
which were obtained from different laboratories.

Methods: 1 mm diameter, 1.5 mm thickness
disc-shaped metal specimens which were applied
sandblasting and sandblasting+polising process
were obtained from four different laboratories
activing in Sivas. Specimens were performed in
sterile with ethylene oxide gas and then placed on
to the 1929 fibroblast cell culture. According to
the 2009 ISO 10993-5 protochols, cytotoxicity
were determined by means of agar overley test.

Results: According to the lysis of the cells,
specimens which were obtained from four
laboratories, three of them were not cytotoxic
while one of them was slightly cytotoxic.
Moreover all groups in our study which applied
sandblasting and sandblasting + polising process,
were no significant difference in cytotoxicty.

Conclusions: Laboratories use recasted metal
alloys not only for economic reasons but also
because of nesicence. The importance is emerging
that technicians must be informed about the
relationship between recasting process and
biological risk and also size of the biological risk.

Keywords: Cobalt-Chromium alloys, casting,
cytotoxicity.
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GIRIS

Kobalt-krom alagimlar1 1933 yilindan
beri  bolimli  protezlerin  dokiim
iskeletlerinin yapiminda kullanilmaktadir.
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Bu materyalin kullanilmasinin nedeni
diisiik dansite, yiiksek elastikiyet modiilii
gibi baz fiziksel ve mekanik 6zeliklerinin
iyi olmast ve fiyatinin ucuz olmasidir."

Kiymetli alagimlara gore oldukca ucuz
olmalarina ragmen ekonomik
nedenlerden dolay1 bu alasimlarin tekrar
kullanildig: bilinmektedir. Metal
alagimlarinin ~ fiziksel ve  kimyasal
ozelliklerinden baska biyolojik
uyumlulugu da tartisilan bir konudur. Bu
alagimlarin i¢indeki elementlere karsi
toksik, karsinojenik, allerjik reaksiyonlar
goriilebilmektedir.*

Tek parca bolimlii  protezlerde
kullanilan kobalt-krom alasimlarinda; 14
no’lu ANSI-ADA spesifikasyonuna gore
krom kobalt nikel gibi temel alasimlarin
%385 ten az olmamasi ve alasimin en az %
20 krom igermesi gerekmektedir.’

Dokiim alasimlarin fiziksel 6zelikleri
daha ziyade molibden, karbon, berilyum,

cinko gibi diisiik yiizdeli elementler
tarafindan etki altinda tutulmaktadir.
Alasimin  igeriginde bulunan  krom

pasiflestirici etkisinden dolay1 alasima
lekelenme ve korozyon direnci saglar.

Kobalt alagimin elastikiyet
modiiliinii,dayaniklik ve sertligini
arttirir."

Dental dokiim alasimlarinin
icerigindeki  elementlerin  oranlarinin
alasimin  sadece fiziksel Ozelliklerini
degil, ayni zamanda biyolojik
uyumlulugunu  da  biliyiikk  6lcilide

etkiledikleri bilinmektedir.”

Dis hekimliginde kullanilan alasimlar,
yeterli klinik performans i¢in en uygun
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere
sahip olmahdir.® Dis hekimliginde yaygin
kullanim alanina sahip olan dental dokiim
alasgimlar1 agiz epiteli, bag dokusu, dis
sert dokular1 veya kemikle temas halinde
olan uygulamalarda kullanildiklart i¢in
biyouyumluluklar1 biiyik 6nem tasir.’
Alagimin  bilesimi ile  mikroyapisi,
korozyonu ve alasimlardan element
salinimu, dokiim alagimlarinin
biyouyumlulukla iliski ~6zelikleridir."
Alagim ile dokular arasindaki etkilesimler
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gesitli  sekillerde  olmakla  beraber,
alasimdan agiz bosluguna elementlerin
salimimi alasimin biyouyumlulugundaki
en onemli faktordiir, ¢iinkii en olumsuz
biyolojik etkiler element salinimi ile
ililskilendirilmistir.”

Dokiim islemi sirasinda, revetman
icerisindeki boslugu doldurmak igin
gerekli olan miktardan daha fazla metalin
eritilmesi  gerekir. Islem sonrasi elde
edilen dokiimiin hatali veya eksik
olabilmesi de miimkiindiir. Bu sekilde
olusan  dokiim artiklar1  ekonomik
gerekgelerle yeniden
kullanilabilmektedir.''  Bircok  dental
laboratuarda, maliyeti azaltmak i¢in
ylksek soy alagimlar1 ve soy alasimlarin
onceki  dokiimlerinden  uzaklastirilan
dokiim konileri ve tijler, {ireticilerden
alinan yeni metal ile birlestirilerek tekrar
kullanilmaktadirlar.'>'* Hatta artik temel
metal alasimlarinin @ da  ekonomik
nedenlerle yeni metal ile birlestirilerek
yeniden dokiildiikleri bilinmektedir.>'>!°
Tekrar eritme isleminin ozellikle temel
metal alagimlarinin  mikroyapilarinda
bliyiik degisikliklere neden oldugu, bu
degisikliklerin alagimlarin fiziksel ve
mekanik o6zelliklerinde bozulmaya yol
acabilecegi bildirilmistir.'” Benzer olarak,
bu tir alasimlarda yeniden eritme
isleminin ~ kimyasal = bilesimi  de
degistirebilecegine isaret edilmigtir.'
Artik temel metal alagimlarinin yeniden
kullanilmasi durumunda, dokiimiin
tekrarlanma sayist ve yeni metalin
eklenme oranina iligkin bilgilerin oldukga
smirli  ve birbirinden farkli oldugu
goriilmektedir. Konu ile ilgili
literatiirlerde, yeniden eritme sirasinda
temel metal alasimlarina, 1/2
oraminda'"'®" veya 1/3 oraninda'® yeni
alasim eklenebilecegine iliskin bilgiler
mevcuttur. Ancak, arttk metalin yeni
alagimla birlikte kag¢ kez kullanilabilecegi
ve bu tiir tekrarlanan dokiimler sonrasi,
fiziksel ve biyolojik 6zellikler yoniinden
klinik olarak kabul edilebilir dokiimlerin
elde edilip edilmeyecegi konularinda net
bilgiler mevcut degildir.”® Tekrarlanan
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dokiim iglemiyle birlikte, orijinal alagim
bilesiminde diisiik yiizdelerde bulunan
onemli bazi1 ikincil elementler, eritme
sirasinda buharlasma veya oksidasyon

yoluyla azalabilir veya
kaybolabilirler.'*'*  Ozellikle gaz-hava
alevi  kullanildiginda,  her  eritme

sirasinda, daha diisiik sicaklikta eriyen
bilesenler yanma ve/veya buharlagsma

egilimi gosterirler. 17 Tekrarlanan
eritmeler sirasinda soy metal
alasimlarindan  sirastyla  altin, bakar,

¢inko, demir,glimiis, indiyum ve kalay;
temel metal alasimlarindan krom ve ticari
olarak saf titanyumdan ise titanyum
kayba ugramaktadir.'**!

Bu arastirmanin amaci Sivas’ta faliyet
gosteren farkli laboratuvarlarca dokiimii
yapilmis tek parca dokiim parsiyel
protezlerde kullanilan metal alagimlarin

sitotoksisite yoOniinden
degerlendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM

Metal Orneklerin Hazirlanmasi

Bu calismada Sivas’ta  faaliyet
gosteren  dort  farkli  dis  protez
laboratuvar1  se¢ildi.  Laboratuvarlar
A,B,C.D seklinde isimlendirildi.

Sitotoksisite test drnekleri, 1 mm capinda
ve 1.5 mm kalinlikta disk seklinde mavi
mumdan (Multiwax, Tiirkiye) toplam 56
ornek olacak sekilde (n=7) hazirlandi.
Hazirladigimiz mum ornekler
laboratuvarlara verilerek rutin olarak
parsiyel protezlerde kullandiklar1
alagimlarla dokiim yapilmast istendi.
Fosfat baglayicili  bir revetman ile
(Megamix, = Megadental, = Germany)
mangete alinmis ve agik hava asetilen-
oksijen  eritmeli  santrifiij = dokiim
sistemiyle dokiimler gerceklestirildi. Her
bir laboratuvardan elde edilen 14 metal
ornekten 7 tanesine sadece kumlama
islemi 7 tanesine ise kumlama-+cila islemi
yapildi.  Kullanacagimiz ~ &rneklerin
sterilizasyonu etilen oksit gazi ile yapildi.

Hiicre Kiiltiiri

Calismada SAP Enstitlisi  Hiicre
Kiiltir Koleksiyonuna (HUKUK) ait
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L929 fibroblast hiicre serisi kullanildi.
Hiicre kiiltiirtinde kullanilacak besi yeri,
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) igerisine penicilin
streptomycin, L-glutamin ve Fetal bovine
serum (FBS) ilave edilerek hazirlandi.
Hiicreler, yapisarak ¢ogaldigi hiicre
kiiltiir kabinda (flask), alanin % 70-80’ini
kapladiktan sonra hiicreler steril Fosfat
Buffer Saline (PBS) ile yikandiktan sonra
Tripsin-EDTA soliisyonu ile hiicrelerin

flask yilizeyinden ayrilmast saglandi.
DMEM ilave edilerek hiicre
siispansiyonu  olusturuldu. Hazirlanan

hiicre siispansiyonu flasklara boliinerek
pasajlandi. Hiicre kiiltiir kaplarindaki
hiicre cogalmasi izlenerek bu islem
tekrarlandi ve hiicre kiiltlir serisinin
devamliligi saglandi. Calismada, 1929
fibroblast hiicre serisinin 6 ile 11.
Pasajlar kullanildi.

Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Sitotoksistenin belirlenmesi i¢im agar
overlay testi yapildi. Agar overlay
testinde agar tabakasi bariyer olarak
kullanilarak metal Orneklerden agi8a
¢ikan sizint1 drtinlerinin, indirekt olarak

olusturabilecekleri toksik etkinin
belirlenmesi amaglandi.
Agar overlay kullanilarak

sitotoksitenin belirlenmesinde ISO 2009
yili 10993-5 numarali protokolii takip
edildi. Yontem Ozetle su sekilde
uygulandi: 1929 hiicreleri yapistiklari
yerden kaldirilarak hiicre siispansiyonu
hazirlandi. Cap1 3.5 cm olan hiicre kiiltiir
petrilerine  2.5x10°  hiicre/ml  hiicre
siispansiyonundan 2 ml ilave edildi.
Hiicrelerin bulundugu petriler 37 C° %5
CO;’ 11 etiivde 24-48 saat siresince
inkiibe edilerek hiicrelerin petri tabanina
yapisip tutunmalart ve petri yiizeyini
tamamen kaplayincaya kadar ¢cogalmalari
beklendi. Daha sonra FBS icermeyen
DMEM ile %!I’lik agar (Agar,
AppliChem GmbH, Almanya) hazirland:.
Agar 37-38 C ye soguduktan sonra %20
oraninda FBS eklenerek besiyeri aspire
edilen petrilere 0.5 ml damlatildi. Jel
donduktan sonra orta kismina metal
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ornekleri yerlestirildi. Pozitif (toksik)
ornek olarak fenol emdirilmis, Ornek
diskler ile aynmi ¢apli filter kagitlart
kullanilirken, negatif (non-toksik) kontrol
olarak DMEM emdirilmis filter kagitlart
kullanildi. 37 C%de %5 CO,’ li etiivde 24
saat inkiibasyondan sonra hiicreler
mikroskobik ve makroskobik olarak
degerlendirildi.

Toksik Cevap: Inkiibasyon siiresi
sonunda  sitotoksik cevap inverted
mikroskopta degerlendirildi. Hiicrelerin
lizis miktarima gore puanlama yapildi.
Buna gore:

0 = belirlenebilen hiicre lizis yok;

1 = hiicrelerin %20’sinden az1 lizis
olmus;

2 =%20 ile %40 hiicre lizisi var;

3 = hiicre lizisi 40% ile 60% arasinda;

4= hiicre lizisi 60% ile 80% arasinda;

5 =%80’den fazla hiicre lizis olmus

Her oOrnek i¢in yedi Olgiimiin
ortalamasi elde edildi. Sitotoksisite ise
asagidaki sekilde siniflandirildi®*:

0-0.5 = sitotoksik degil;

0.6-1.9 = orta derecede sitotoksik;

2.0-3.9 = makul derecede sitotoksik;

4.0- 5.0 = belirgin derecede sitotoksik.

BULGULAR

Sitotoksisite testi i¢in  kullanilan
orneklerin gostermis oldugu maksimum
ve minimum lizis indeks degerlerinin
ortalamalar1 almip sitotoksik degerleri
belirlendi. Lizis indeks degeri pozitif
kontrol grubunda 5, negatif konrol
grubunda 0 bulunmustur Metal 6rneklerin
lizis indeks degerleri ve gosterdikleri
sitotoksik etkilerinin dereceleri Tablo 1
de belirtilmistir.

Bu bulgulara gore calistigimiz dort
laboratuvardan gelen Orneklerden ii¢
laboratuvara ait kumlama ve kumlama+
cila igslemi goérmiis Orneklerin sitotoksik
olmadigi, B laboratuvarindan gelen
kumlama ve kumlama-+cila islemi gérmiis
orneklerin  orta derecede sitotoksik
oldugu bulunmustur. Ayrica
calismamizda tiim gruplarda kumlama ve
kumlama-+cila arasinda sitotoksite
acisindan fark bulunamamastir.
Laboratuvarlara  kullandiklar1  metal
alasim markalar1 sorulmus hepsinin ayni
firmaya ait alasimi kullandiklar1 tesbit
edilmistir.

Tablo 1. Test gruplarinin Lizis indeks degerleri ve gdsterdikleri sitotoksik etkilerinin

dereceleri.
Laboratuvarlar Kumlama Kumlama+Cila
Lizis indeks Sitotoksik Etki Lizis indeks Sitotoksik Etki
A 0 Sitotoksik degil 0 Sitotoksik degil
B 1 Orta Derecede 1 Orta Derecede
Sitotoksik Sitotoksik
C 0 Sitotoksik degil 0 Sitotoksik degil
D 0 Sitotoksik degil 0 Sitotoksik degil
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TARTISMA

Metal alasimlarinin sitotoksik
ozellikleri konusunda kesin bir fikir
birligi  yoktur.  Dis  hekimliginde
kullanilan kiymetsiz alasmlarin sitotoksik
etkisi olmadigini savunan arastiricilar™ >
oldugu gibi ¢esitli derecelerde sitotoksik
etkisi oldugunu ileri siiren arastiricilar®®™"'
mevcuttur. Farkli testler uygulanmasi ve
cok ceslitli alagimlarin kullanilmig olmasi
bu sonucu neden olabilecegini
diistinmekteyiz.

Invitro testlerin her zaman in vivo
testlerle  desteklenmemesi  tartisilma
yaratmaktadir. Agizda metal ile temas
eden dokunun ¢ok katli yasst epitel
olmast ve tiikiiriik salgisinda epitelyal
biliylime faktorii bulunmast metallerin in
vivo etkisini hafifletebilir.*

Kullanilan dental materyallerin
biyouyumluluklarini degerlendirmede
birgok yol bulunmaktadir. In vitro
sitotoksisite  test yoOntemleri, kolay
olmasi, tekrar edilebilmesi, maliyetinin
diisiik olmasi ve dental 6l¢ii maddelerinin
temel biyolojik ozelliklerinin
degerlendirilmesi i¢in uygun olmasi
nedenleriyle siklikla kullamlmaktadir.*
Bu yontemlerde, 1929 fibroblast
hiicreleri en ¢ok tercih edilen doku tipi
olarak karsimiza ¢ikmaktadir, >

Calismamizda dort farkll
laboratuvarin, ayni firmaya ait dokiim
alasgim1 kullanmasia ragmen sadece tek
bir laboratuvarin  Orneklerinin  orta
derecede sitotoksik bulunmasi dikkat
¢ekicidir. Bu durum sitotoksisitenin her
zaman kullanilan metale bagli olarak

gelismedigini, kullanilan dokiim
yontemininde  sitotoksisiteyle  ilgili
olabilecegini diisiindiirmektedir.
Tekrarlanan dokiim isleminin
alagimlarin biyolojik ozellikleri
tizerindeki etkilerini inceleyen
calismalarda test edilen alagim

gruplarinin, inceleme yontemlerinin, artik
metalin Onceki eritilme sayisinin, yeni
alasim katilmasi durumunda eklenme
oraninin, dokiimiin tekrarlanma sayisinin
ve ylizey bitirme islemlerinin ayni
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olmamasi nedeniyle, birbirinden farkli

bulgular elde edilmektedir. Ancak
sonuglarin genellikle tekrarlanan dokiim
isleminden kaginilmasi tlizerinde
yogunlastig1 gérﬁlmektedir.36

Dokiim alagiminin biyolojik
giivenilirligi ile en fazla iliskili 6zelligi
korozyonudur. Artik alasim
kullanilmasimin  alagimlarin  korozyon
davranigi lizerine etkisini inceleyen
arastirmalarda, farkli alasim ve/veya

farkli islemler uygulandigr icin farkli
sonuglar alinmakla beraber, bulgular
genellikle tekrarlanan dokiimlerle birlikte
korozyon direncinin azaldigina isaret
etmektedir.’’>° Konuya iligkin literatiirde
artik alasim kullanilmasiyla alasimlarin
bilesim ve mikroyapilarinin
degisebilecegine, korozyon direncinin
azalabilecegine, element salinimi1 ve
sitotoksisitede artis olabilecegine isaret
edilmistir.*®

Yiizey seklinin element salmimi
sitotoksik etkisini inceleyen ¢alismalar
incelendiginde cila isleminin sitotoksik
etkiyi  azalttig1  belirtilirken  bizim
yaptigimiz  ¢alismada kumlama ve
kumlama-+cila gruplari arasinda
%tﬁtoksisite acundan fark bulunmamuistir.

Bizim yaptifimiz ¢alismada farkl
laboratuvarlardan elde ettigimiz
orneklerin ka¢ kere dokiime ugramis
alasimdan olustugunu bilmedigimiz icin
laboratuvarlar aras1 farklilig1 tekrarlanan

dokiim iglemine bagli olabilecegini
diistinmekteyiz.
Alagim tipine gore arttk metalin

yeniden kullanilip kullanilmayacagina,
kullanilabilecek ise dokiimiin ka¢ kez
tekrarlanabilecegine ve her tekrarlanan
dokiimde hangi oranda yeni metal
eklenecegine  dair  kesin  verilerin
olmamast; buna karsilik tekrarlanan
dokiim sonras1 genellikle korozyon
direncinde azalma, element saliniminda
artma;’*>* temel metal alasimlarinda ise
element salmimindaki artigin  yaninda
potansiyel  sitotoksik  etkide artma
oldugunun'>*°  belirlenmesi  nedeniyle
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klinik dis hekimliginde ozellikle temel
metal alagimlarinin tekrarlanan
dokiimlerinden kaginilmalidir.

SONUC
Bir¢ok teknisyenin dokiim iglemi
esnasinda arttk metalleri ekonomik

nedenlerin yan sira, konu hakkinda
yeterince bilgi sahibi olmadiklari i¢in de
kullandiklar1 ~ disiiniiliirse, tekrarlanan
dokiim iglemi 1ile biyolojik riskler
arasindaki iligki ve s6z konusu riskin
boyutlar1 hakkinda dis teknisyenlerinin
bilgilendirilmelerinin ~ 6nemi  ortaya
¢ikmaktadir.
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ÖZET

Amaç: Bu araştırmanın amacı farklı laboratuvarlarca dökümü yapılmış tek parça döküm parsiyel protezlerde kullanılan metal alaşımların sitotoksisite yönünden değerlendirilmesidir.


Gereç ve Yöntem: Sivas’ta faaliyet gösteren 4 farklı laboratuvardan, kumlama ve kumlama+cila işlemi uygulanmış 1 mm çapında,1.5 mm kalınlıkta disk şeklindeki metal örnekler elde edildi. Hazırlanan metal örnekler etilen oksit gazıyla sterilize edildi ve L929 fibroblast hücre serisi kullanlarak elde edilen kültüre yerleştirildi. Agar overley testi kullanılarak sitotoksisitenin belirlenmesinde ISO 2009 yılı 10993-5 numaralı protokolü takip edildi.

Bulgular: Hücrelerin lizis miktarna göre yapılan puanlama değerlerine göre 4 laboratuvardan 3 tanesinden elde edilen örnekler sitotoksik bulunmamışken, 1 tanesinden elde edilen örnekler orta derecede sitotoksik bulunmuştur. Ayrıca çalışmamızda tüm gruplarda kumlama ve kumlama+cila arasında sitotoksite açısından fark bulunamamıştır.


Sonuçlar: Laboratuvarlar artık metalleri yalnızca ekonomik nedenlerle değil, konu hakkında yeterince bilgi sahibi olmadıkları için de kullandıkları göz önüne alınırsa, tekrarlanan döküm işlemi ile biyolojik riskler arasındaki ilişki ve söz konusu riskin boyutları hakkında bu teknisyenlerin bilgilendirilmelerinin önemi ortaya çıkmaktadır.


Anahtar Kelimeler: Kobalt-krom alaşımları, döküm, sitotoksisite


ABSTRACT


Objectives: The aim of this study was  assess cytotoxicty of removable partial denture alloys which were obtained from different laboratories.

Methods: 1 mm diameter, 1.5 mm thickness disc-shaped metal specimens which were applied sandblasting and sandblasting+polising process were obtained from four different laboratories activing in Sivas. Specimens were performed in sterile with ethylene oxide gas and then placed on to the L929 fibroblast cell culture. According to the 2009 ISO 10993-5 protochols, cytotoxicity were determined by means of agar overley test.

Results: According to the lysis of the cells, specimens which were obtained from four laboratories, three of them were not cytotoxic while one of them was slightly cytotoxic. Moreover all groups in our study which  applied sandblasting and sandblasting + polising process, were no significant difference in cytotoxicty. 

Conclusions: Laboratories use recasted metal alloys not only for economic reasons but also because of nesicence. The importance is emerging that technicians must be informed about the relationship between recasting process and  biological risk and also size of the biological risk.

Keywords: Cobalt-Chromium alloys, casting, cytotoxicity.


--------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Onur ŞAHİN


Cumhuriyet Üniversitesi, Dişhekimliği Fakültesi,


Protetik Diş Tedavisi AD, 


Sivas

e-mail :sonurs60@hotmail.com


GİRİŞ

Kobalt-krom alaşımları 1933 yılından beri bölümlü protezlerin döküm iskeletlerinin yapımında kullanılmaktadır. Bu materyalin kullanılmasının nedeni düşük dansite, yüksek elastikiyet modülü gibi bazı fiziksel ve mekanik özeliklerinin iyi olması ve fiyatının ucuz olmasıdır.1-3

Kıymetli alaşımlara göre oldukça ucuz olmalarına rağmen ekonomik nedenlerden dolayı bu alaşımların tekrar kullanıldığı bilinmektedir. Metal alaşımlarının fiziksel ve kimyasal özelliklerinden başka biyolojik uyumluluğu da tartışılan bir konudur. Bu alaşımların içindeki elementlere karşı toksik, karsinojenik, allerjik reaksiyonlar görülebilmektedir.4

Tek parça bölümlü protezlerde kullanılan kobalt-krom alaşımlarında; 14 no’lu ANSI-ADA spesifikasyonuna göre krom kobalt nikel gibi temel alaşımların %85 ten az olmaması ve alaşımın en az % 20 krom içermesi gerekmektedir.5

Döküm alaşımların fiziksel özelikleri daha ziyade molibden, karbon, berilyum, çinko gibi düşük yüzdeli elementler tarafından etki altında tutulmaktadır. Alaşımın içeriğinde bulunan krom pasifleştirici etkisinden dolayı alaşıma lekelenme ve korozyon direnci sağlar. Kobalt alaşımın elastikiyet modülünü,dayanıklık ve sertliğini arttırır.1,6

Dental döküm alaşımlarının içeriğindeki elementlerin oranlarının alaşımın sadece fiziksel özelliklerini değil, aynı zamanda biyolojik uyumluluğunu da büyük ölçüde etkiledikleri bilinmektedir.7

Diş hekimliğinde kullanılan alaşımlar, yeterli klinik performans için en uygun fiziksel, kimyasal ve biyolojik özelliklere sahip olmalıdır.8 Diş hekimliğinde yaygın kullanım alanına sahip olan dental döküm alaşımları ağız epiteli, bağ dokusu, diş sert dokuları veya kemikle temas halinde olan uygulamalarda kullanıldıkları için biyouyumlulukları büyük önem taşır.9 Alaşımın bileşimi ile mikroyapısı, korozyonu ve alaşımlardan element salınımı, döküm alaşımlarının biyouyumlulukla ilişki özelikleridir.10 Alaşım ile dokular arasındaki etkileşimler çeşitli şekillerde olmakla beraber, alaşımdan ağız boşluğuna elementlerin salınımı alaşımın biyouyumluluğundaki en önemli faktördür, çünkü en olumsuz biyolojik etkiler element salınımı ile ililşkilendirilmiştir.9

Döküm işlemi sırasında, revetman içerisindeki boşluğu doldurmak için gerekli olan miktardan daha fazla metalin eritilmesi gerekir. İşlem sonrası elde edilen dökümün hatalı veya eksik olabilmesi de mümkündür. Bu şekilde oluşan döküm artıkları ekonomik gerekçelerle yeniden kullanılabilmektedir.11 Birçok dental laboratuarda, maliyeti azaltmak için yüksek soy alaşımları ve soy alaşımların önceki dökümlerinden uzaklaştırılan döküm konileri ve tijler, üreticilerden alınan yeni metal ile birleştirilerek tekrar kullanılmaktadırlar.12-14 Hatta artık temel metal alaşımlarının da ekonomik nedenlerle yeni metal ile birleştirilerek yeniden döküldükleri bilinmektedir.5,15,16 Tekrar eritme işleminin özellikle temel metal alaşımlarının mikroyapılarında büyük değişikliklere neden olduğu, bu değişikliklerin alaşımların fiziksel ve mekanik özelliklerinde bozulmaya yol açabileceği bildirilmiştir.17 Benzer olarak, bu tür alaşımlarda yeniden eritme işleminin kimyasal bileşimi de değiştirebileceğine işaret edilmiştir.18 Artık temel metal alaşımlarının yeniden kullanılması durumunda, dökümün tekrarlanma sayısı ve yeni metalin eklenme oranına ilişkin bilgilerin oldukça sınırlı ve birbirinden farklı olduğu görülmektedir. Konu ile ilgili literatürlerde, yeniden eritme sırasında temel metal alaşımlarına, 1/2 oranında11,16,19 veya 1/3 oranında16 yeni alaşım eklenebileceğine ilişkin bilgiler mevcuttur. Ancak, artık metalin yeni alaşımla birlikte kaç kez kullanılabileceği ve bu tür tekrarlanan dökümler sonrası, fiziksel ve biyolojik özellikler yönünden klinik olarak kabul edilebilir dökümlerin elde edilip edilmeyeceği konularında net bilgiler mevcut değildir.20  Tekrarlanan döküm işlemiyle birlikte, orijinal alaşım bileşiminde düşük yüzdelerde bulunan önemli bazı ikincil elementler, eritme sırasında buharlaşma veya oksidasyon yoluyla azalabilir veya kaybolabilirler.13,14 Özellikle gaz-hava alevi kullanıldığında, her eritme sırasında, daha düşük sıcaklıkta eriyen bileşenler yanma ve/veya buharlaşma eğilimi gösterirler.17 Tekrarlanan eritmeler sırasında soy metal alaşımlarından sırasıyla altın, bakır, çinko, demir,gümüş, indiyum ve kalay; temel metal alaşımlarından krom ve ticari olarak saf titanyumdan ise titanyum kayba uğramaktadır.14,21

Bu araştırmanın amacı Sivas’ta faliyet gösteren farklı laboratuvarlarca dökümü yapılmış tek parça döküm parsiyel protezlerde kullanılan metal alaşımların sitotoksisite yönünden değerlendirilmesidir.


GEREÇ ve YÖNTEM


Metal Örneklerin Hazırlanması


Bu çalışmada Sivas’ta faaliyet gösteren dört farklı diş protez laboratuvarı seçildi. Laboratuvarlar A,B,C,D şeklinde isimlendirildi. Sitotoksisite test örnekleri, 1 mm çapında ve 1.5 mm kalınlıkta disk şeklinde mavi mumdan (Multiwax, Türkiye) toplam 56 örnek olacak şekilde (n=7) hazırlandı. Hazırladığımız mum örnekler laboratuvarlara verilerek rutin olarak parsiyel protezlerde kullandıkları alaşımlarla döküm yapılması istendi. Fosfat bağlayıcılı bir revetman ile (Megamix, Megadental, Germany) manşete alınmış ve açık hava asetilen- oksijen eritmeli santrifüj döküm sistemiyle dökümler gerçekleştirildi. Her bir laboratuvardan elde edilen 14 metal örnekten 7 tanesine sadece kumlama işlemi 7 tanesine ise kumlama+cila işlemi yapıldı. Kullanacağımız örneklerin sterilizasyonu etilen oksit gazı ile yapıldı.


Hücre Kültürü


Çalışmada ŞAP Enstitüsü Hücre Kültür Koleksiyonuna (HÜKÜK) ait L929 fibroblast hücre serisi kullanıldı. Hücre kültüründe kullanılacak besi yeri, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) içerisine penicilin  streptomycin, L-glutamin ve Fetal bovine serum (FBS) ilave edilerek hazırlandı. 


Hücreler, yapışarak çoğaldığı hücre kültür kabında (flask), alanın % 70-80’ini kapladıktan sonra hücreler steril Fosfat Buffer Saline (PBS) ile yıkandıktan sonra Tripsin-EDTA solüsyonu ile hücrelerin flask yüzeyinden ayrılması sağlandı. DMEM ilave edilerek hücre süspansiyonu oluşturuldu. Hazırlanan hücre süspansiyonu flasklara bölünerek pasajlandı. Hücre kültür kaplarındaki hücre çoğalması  izlenerek bu işlem tekrarlandı ve hücre kültür serisinin devamlılığı sağlandı. Çalışmada, L929 fibroblast hücre serisinin 6 ile 11. Pasajları kullanıldı.


Sitotoksisitenin Belirlenmesi


Sitotoksistenin belirlenmesi içim agar overlay testi yapıldı. Agar overlay testinde agar tabakası bariyer olarak kullanılarak metal örneklerden açığa çıkan sızıntı ürünlerinin, indirekt olarak oluşturabilecekleri toksik etkinin belirlenmesi amaçlandı. 


Agar overlay kullanılarak sitotoksitenin belirlenmesinde ISO 2009 yılı 10993-5 numaralı protokolü takip edildi. Yöntem özetle şu şekilde uygulandı: L929 hücreleri yapıştıkları  yerden kaldırılarak hücre süspansiyonu hazırlandı. Çapı 3.5 cm olan hücre kültür petrilerine 2.5x105 hücre/ml hücre süspansiyonundan 2 ml ilave edildi. Hücrelerin bulunduğu petriler 37 C0 %5 CO2’ li etüvde 24-48 saat süresince inkübe edilerek hücrelerin petri tabanına yapışıp tutunmaları ve petri yüzeyini tamamen kaplayıncaya kadar çoğalmaları beklendi. Daha sonra FBS içermeyen DMEM ile %1’lik agar (Agar, AppliChem GmbH, Almanya) hazırlandı. Agar 37-38 C0’ ye soğuduktan sonra %20 oranında FBS eklenerek besiyeri aspire edilen petrilere 0.5 ml damlatıldı. Jel donduktan sonra orta kısmına metal örnekleri yerleştirildi. Pozitif (toksik) örnek olarak fenol emdirilmiş, örnek diskler ile aynı çaplı  filter kağıtları  kullanılırken, negatif (non-toksik) kontrol olarak DMEM emdirilmiş filter kağıtları kullanıldı. 37 C0’de %5 CO2’ li etüvde 24 saat inkübasyondan sonra hücreler mikroskobik ve makroskobik olarak değerlendirildi.


Toksik Cevap: İnkübasyon süresi sonunda sitotoksik cevap inverted mikroskopta değerlendirildi. Hücrelerin lizis miktarına göre puanlama yapıldı. Buna göre:


0 = belirlenebilen hücre lizis yok;


1 = hücrelerin %20’sinden azı lizis olmuş;


2 =%20 ile %40 hücre lizisi var;


3 = hücre lizisi 40% ile 60% arasında;


4= hücre lizisi 60% ile 80% arasında;


5 =%80’den fazla hücre lizis olmuş


Her örnek için yedi ölçümün ortalaması elde edildi. Sitotoksisite ise aşağıdaki şekilde sınıflandırıldı22: 


0-0.5 = sitotoksik değil; 


0.6-1.9 = orta derecede  sitotoksik; 


2.0-3.9 = makul derecede sitotoksik; 


4.0- 5.0 = belirgin derecede sitotoksik.


BULGULAR

Sitotoksisite testi için kullanılan örneklerin göstermiş olduğu maksimum ve minimum lizis indeks değerlerinin ortalamaları alınıp sitotoksik değerleri belirlendi. Lizis indeks değeri pozitif kontrol grubunda 5, negatif konrol grubunda 0 bulunmuştur Metal örneklerin lizis indeks değerleri ve gösterdikleri sitotoksik etkilerinin dereceleri Tablo 1 de belirtilmiştir.


Bu bulgulara göre çalıştığımız dört laboratuvardan gelen örneklerden üç laboratuvara ait  kumlama ve kumlama+ cila işlemi görmüş örneklerin sitotoksik olmadığı, B laboratuvarından gelen kumlama ve kumlama+cila işlemi görmüş örneklerin orta derecede sitotoksik olduğu bulunmuştur.  Ayrıca çalışmamızda tüm gruplarda kumlama ve kumlama+cila arasında sitotoksite açısından fark bulunamamıştır. Laboratuvarlara kullandıkları metal alaşım markaları sorulmuş hepsinin aynı firmaya ait alaşımı kullandıkları tesbit edilmiştir.


Tablo 1. Test gruplarının Lizis indeks degerleri ve gösterdikleri sitotoksik etkilerinin dereceleri.


		Laboratuvarlar

		Kumlama

		Kumlama+Cila



		

		Lizis İndeks

		Sitotoksik Etki

		Lizis İndeks

		Sitotoksik Etki



		        A

		0

		Sitotoksik değil

		0

		Sitotoksik değil



		        B

		1

		Orta Derecede Sitotoksik

		1

		Orta Derecede 


Sitotoksik



		        C

		0

		Sitotoksik değil

		0

		Sitotoksik değil



		       D

		0

		Sitotoksik değil

		0

		Sitotoksik değil





TARTIŞMA

Metal alaşımlarının sitotoksik özellikleri konusunda kesin bir fikir birliği yoktur. Diş hekimliğinde kullanılan kıymetsiz alaşmların sitotoksik etkisi olmadığını savunan araştırıcılar23-25 olduğu gibi çesitli derecelerde sitotoksik etkisi olduğunu ileri süren araştırıcılar26-31 mevcuttur. Farklı testler uygulanması ve çok çeşlitli alaşımların kullanılmış olması bu sonucu neden olabileceğini düşünmekteyiz.


İnvitro testlerin her zaman in vivo testlerle desteklenmemesi tartışılma yaratmaktadır. Ağızda metal ile temas eden dokunun çok katlı yassı epitel olması ve tükürük salgısında epitelyal büyüme faktörü bulunması metallerin in vivo etkisini hafifletebilir.4

Kullanılan dental materyallerin biyouyumluluklarını değerlendirmede birçok yol bulunmaktadır. In vitro sitotoksisite test yöntemleri, kolay olması, tekrar edilebilmesi, maliyetinin düşük olması ve dental ölçü maddelerinin temel biyolojik özelliklerinin değerlendirilmesi için uygun olması nedenleriyle sıklıkla kullanılmaktadır.32 Bu yöntemlerde, L929 fibroblast hücreleri en çok tercih edilen doku tipi olarak karşımıza çıkmaktadır. 33-35

Çalışmamızda dört farklı laboratuvarın, aynı firmaya ait döküm alaşımı kullanmasına rağmen sadece tek bir laboratuvarın örneklerinin orta derecede sitotoksik bulunması dikkat çekicidir. Bu durum sitotoksisitenin her zaman kullanılan metale bağlı olarak gelişmediğini, kullanılan döküm yöntemininde sitotoksisiteyle ilgili olabileceğini düşündürmektedir.


Tekrarlanan döküm işleminin alaşımların biyolojik özellikleri üzerindeki etkilerini inceleyen çalışmalarda test edilen alaşım gruplarının, inceleme yöntemlerinin, artık metalin önceki eritilme sayısının, yeni alaşım katılması durumunda eklenme oranının, dökümün tekrarlanma sayısının ve yüzey bitirme işlemlerinin aynı olmaması nedeniyle, birbirinden farklı bulgular elde edilmektedir. Ancak sonuçların genellikle tekrarlanan döküm işleminden kaçınılması üzerinde yoğunlaştığı görülmektedir.36

Döküm alaşımının biyolojik güvenilirliği ile en fazla ilişkili özelliği korozyonudur. Artık alaşım kullanılmasının alaşımların korozyon davranışı üzerine etkisini inceleyen araştırmalarda, farklı alaşım ve/veya farklı işlemler uygulandığı için farklı sonuçlar alınmakla beraber, bulgular genellikle tekrarlanan dökümlerle birlikte korozyon direncinin azaldığına işaret etmektedir.37-39 Konuya ilişkin literatürde artık alaşım kullanılmasıyla alaşımların bileşim ve mikroyapılarının değişebileceğine, korozyon direncinin azalabileceğine, element salınımı ve sitotoksisitede artış olabileceğine işaret edilmiştir.36

Yüzey şeklinin element salınımı sitotoksik etkisini inceleyen çalışmalar incelendiğinde  cila işleminin sitotoksik etkiyi azalttığı belirtilirken bizim yaptığımız çalışmada kumlama ve kumlama+cila grupları arasında sitotoksisite açıından fark bulunmamıştır. 40,41

Bizim yaptığımız çalışmada farklı laboratuvarlardan elde ettiğimiz örneklerin kaç kere döküme uğramış alaşımdan oluştuğunu bilmediğimiz için laboratuvarlar arası farklılığı tekrarlanan döküm işlemine bağlı olabileceğini düşünmekteyiz.


Alaşım tipine göre artık metalin yeniden kullanılıp kullanılmayacağına, kullanılabilecek ise dökümün kaç kez tekrarlanabileceğine ve her tekrarlanan dökümde hangi oranda yeni metal ekleneceğine dair kesin verilerin olmaması; buna karşılık tekrarlanan döküm sonrası genellikle korozyon direncinde azalma, element salınımında artma;36-38 temel metal alaşımlarında ise element salınımındaki artışın yanında potansiyel sitotoksik etkide artma olduğunun15,36 belirlenmesi nedeniyle klinik diş hekimliğinde özellikle temel metal alaşımlarının tekrarlanan dökümlerinden kaçınılmalıdır.


SONUÇ


Birçok teknisyenin döküm işlemi esnasında artık metalleri ekonomik nedenlerin yan sıra, konu hakkında yeterince bilgi sahibi olmadıkları için de kullandıkları düşünülürse, tekrarlanan döküm işlemi ile biyolojik riskler arasındaki ilişki ve söz konusu riskin boyutları hakkında diş teknisyenlerinin bilgilendirilmelerinin önemi ortaya çıkmaktadır.
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