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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.
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GİRİŞ
Kobalt-krom alaşımları 1933 yılından 

beri bölümlü protezlerin döküm 
iskeletlerinin yapımında kullanılmaktadır. 
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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 
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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 
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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
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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 
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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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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.
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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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