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Ozet: Bu in vitro ¢calismada, klinikte yaygin olarak
kullanilan tam seramik alt yapr materyallerinin
gingival fibroblast hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi aragtrdmistir. MTT [3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyumbromid] hiicre proliferasyon
testi i¢in, alti farkli tam seramik seramik alt yapt
materyali; In-Ceram Alumina, In-Ceram Zirkonya,
Turkom Cera, Finesse, Zirkonzahn, IPS E.max
gingival fibroblast hiicreleri ile farkli siirelerde
inkiibe edilmistir. MTT test analizinde, DMSO
(Dimetil Siilfoksit) negatif kontrol grubu olarak ve
gingival fibroblast hiicreleri iceren kuyucuklardaki
fenol red icermeyen DMEM (Dulbeco’s Modified
Eagles Medium) pozitif kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda,
Zirkonzahn grubunun hiicre proliferasyon diizeyinin
IPS E.max, Turkom Cera ve In-Ceram Zirkonya
gruplarinin hiicre proliferasyon diizeylerinden yiiksek
oldugu ve farkhihigin istatistiksel a¢idan anlaml
oldugu (P<0.05) tespit edildi. Hiicre proliferasyon
bulgularima gére IPS E.max’in en sitotoksik,
Zirkonzahn’mn ise en az sitotoksik materyal oldugu
bulunmustur. Yaptigumiz in vitro arastirmada, sabit
protez restorasyonunda kullanilan yeni nesil tam
seramik sistemlerin biyolojik olarak daha giivenli bir
hale gelebilmesi i¢cin daha ileri ¢alismalar yapilmasi
gerektigi sonucuna varilmigtir.

Anahtar kelimeler: Gingival fibroblast, MTT, tam
seramik
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Summary: In this invitro study, the cytotoxic effects
of new generation metal free full ceramics on
gingival fibroblast cells intensively used in clinical
MTT cell

practice, were investigated. For
proliferation  test, six different full ceramic
substructures  In-Ceram  Alumina,  In-Ceram

Zirkonia, Turkom Cera, Finesse, Zirkonzahn, IPS
E.max were incubated with gingival fibroblast cells
in different periods. In MTT test analysis, DMSO
were used as negative controls and DMEM without
fenolred in wells containing gingival fibroblast cells
were used as positive control. The intergroup
comporisons revealed that the level of cell
proliferation in zirkonzahn group was higher than
those of the cell proliferation in IPS E.max, Turkom
Cera and In-Ceram Zirconia groups, the difference
being statistically significant (p < 0.05). According
to cell proliferation results, IPS E.max was the most
cytotoxic material and Zirkonzahn was the least
cytotoxic material. It was concluded that the
biocompatibility of new generation full ceramic
systems used the restoration of prosthetic devices
has to be enhanced to reach a safer biologic
structure.

Keywords: Gingival fibroblast, MTT, full ceramic

Dis hekimliginde kaybolan dis dokusunu yenile-
mek, estetik, fonksiyon ve biyolojik uyumu sagla-
mak i¢in yogun c¢alismalar devam etmektedir (1).

Seramiklerin gerilim kuvvetlerine karsi direngleri-
nin diisiik olmasi sebebiyle metal bir alt yap1 ile
desteklenerek, zayif gerilim direncleri arttirilmaya

* Bu ¢alisma ayni adli Doktora tezinden ozetlenmigtir.
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¢alisilmistir ve bu hususta da basarili olunmustur.
Metal alt yapili seramiklerin; 1s1k gegirgenliginin
olmamasi, renk derinliginin yetersizligi, istenilen
estetigin saglanamamasi, seramiklerin metal alagi-
mindaki glimiis nedeniyle baglanma dayanikliligi-
nin azalmasi, firinlama sonrasi metal yiizeyinde
ortaya ¢ikan oksit tabaksinin metal-seramik birles-
mesini etkilemesi gibi bazi dezavantajlar1 vardir

(1,2).

Bu nedenlerden dolay1 tam seramik sistemler dis
hekimliginin kullanimma sunulmus bir se¢enektir.
Hastalarin, dogal dis renginde restorasyonlar iste-
mesi ve yeni tam seramik sistemlerin gelistirilmesi
gesitli restoratif durumlarda tam seramik materyal-
lerinin kullanilmasimi arttirmistir (3,4).

Canli dokular ile yapay materyalleri yakin temasta
kullanma gereksinimi biyolojik uyumluluk kavra-
min1 beraberinde getirmektedir. Tam seramik res-
torasyonlar periodontal dokularla uzun siireler ya-
kin temasta bulunmaktadirlar (5). Bu nedenle tam
seramikleri giliglendirmek i¢in kullanilan alt yapi
sistemlerinin biyouyumlulugu merak konusudur.

Bu ¢alismanin amaci, giinlimiizde siklikla kullani-
lan alt1 adet tam seramik alt yap1 materyalinin sito-
toksisitelerinin incelenmesidir.

GEREC VE YONTEM
Orneklerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan tam seramikler ve iretici
firmalar Tablo I’de gosterilmistir. Kullanilan tam
seramiklerden 12’serli 6 grup olmak iizere toplam
72 adet ornek, iretici firma talimatlarina uygun

Tablo I. Calismada kullanilan tam seramik sistemleri

olarak 6 x 3 mm boyutlarmda hazirlandi. Ornekle-
rin standardizasyonunu saglamak amaciyla, 6zel
metal kalip kullanilmistir. Metal kaliplarin iizerin-
de her seferinde 3 adet tam seramik disk hazirlaya-
bilmek i¢in 6 X 3 mm boyutlarinda bosluklar bu-
lunmaktadir.

Elde edilen 72 ornegin yiizeyleri 600°den 1200
gritlige kadar silikon karbit agindiricilarla (3M, St.
Paul, MN, Amerika) su kullanilarak ve bir piyase-
men yardimiyla dikkatlice polisajlandi. Daha sonra
ornekler ultrasonik su banyosundaki (Whaledent
Biosonic Jr., Whaledent International, Newyork,
Amerika) ultrasonik temizleme likitinde (Pro-
Portion; Sultan, Amerika) 10 dakika temizlenip,
hava ile kurutuldu.

Hiicre Kiiltiirii

Arastrmada hiicre Kkiiltiiriiniin - olugturulmasinda
L929 fare fibroblast hiicre serisi (Sigma Aldrich
Inc. St. Louis, Missouri, Amerika) kullanildu.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak besi yeri, Dulbec-
co’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) igerisine
penisilin — streptomisin, L-glutamin ve Fetal bovi-
ne serum (FBS) ilave edilerek hazirlandi. Cozdiirii-
len hiicreler hiicre kiiltiirii iiretme kaplarma (flask)
alindi. Hiicrelerin iiremeleri ve flask yiizeyini kap-
layip kaplamadiklar1 inverted 151k mikroskobu
(Nikon ECLIPSE TS 100, Japonya) kullanilarak
kontrol edildi.

Calismada 1.929 fibroblast hiicre serisinin 6 ile 11.
pasajlar arasindaki hiicreleri kullanildi.

Seramik Sistemi Uretici Firma

IPS E.max

In-Ceram Alumina
In-Ceram Zirkonya
Finesse

Zirkonzahn (CAD-CAM)

Turkom Cera

Ivoclar-Vivadent, Schaan /Liechtenstein
Vita-Zahnfabrik, Almanya

Vita-Zahnfabrik, Almanya

Dentsply International Inc., Ceramco, NJ, Amerika
ICE Zirkon, ZirkonZahn, Italya

Turkom-Ceramic SDN-BHD, Kuala Lumpur, Malezya
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Sizint1 Uriinlerinin Toplanmasi

Tam seramik alt yap1 materyallerinin sitotoksisitele-
rinin degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
ve enzimatik bir test olan MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphentyltetrazolium bro-
mide] testi tercih edildi. MTT testi ile, tam seramik
alt yap1 6rneklerinden agiga ¢ikan sizinti iiriinlerinin
direkt temas ile farkli zaman araliklarinda olustur-
dugu toksik etkilerin belirlenmesi amag¢lanmistir.
Sizint1 {irinlerinin toplandigi soliisyon, ISO 10993-
5 numarali protokoliinde belirtildigi tizere fenolred
icermeyen DMEM igerisine, FBS, L-glutamin ve
penisilin/streptomisin ilave edilerek hazirlandi.

Tium o6rnekler her tiipte 3’er adet 6rnek olacak sekil-
de tiiplere alinarak iizerlerine 5 ml fenolred i¢erme-
yen DMEM ilave edildi. Disk seklindeki 6rneklerin
yiizey alaninin fenolred igermeyen DMEM’in hac-
mine oran1 0.65 cm*/ml olarak hesaplandi. Bu oran
ISO’nun tavsiye ettigi 0.5-6.0 cm*ml. oranmna uy-
gundur. 1. giin, 2. giin, 1. hafta ve 2. hafta sonunda
sizint1 Uriinlerini igeren DMEM toplandi. Caligma-
mizda pozitif kontrol grubu olarak fenol red icere-
meyen DMEM kullanildi.

Sitotoksisite Testinin Yapilmasi

Logaritmik lireme tarzinda olan, aktif ve yiizeyi %
90-95 oraninda kaplamig 1.929 hiicreleri, 96 kuyu-
cuklu hiicre iiretme kaplarma (mikroplate) her bir
kuyucuga 100 ul hiicre siispansiyonu (~2x 10> hiic-
re/ml) olacak sekilde taksim edildi. Mikroplate ku-
yucuklarindaki hiicre ¢ogalmasi istenilen yogunluga
geldikten sonra kuyucuklardaki fenolred igcermeyen
DMEM aspire edilerek dort farkli zaman dilimine
ait her ornek grubu i¢in 10 kuyucuk kullanilarak
sizint1 {irtinii igeren DMEM’den 100 pl ilave edildi.
Mikroplateler 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde 24
saat inkiibasyona birakildi. Sizint1 Giriinlerini igeren
DMEM, 24 saat siireyle inkiibasyona birakildiktan
sonra mikroplatelerden uzaklastirildi ve mikroplate
iizerindeki her bir kuyucuga 10 ul MTT soliisyonu
ilave edildi. Mikroplate kuyucuklarindaki hiicreler
karanlik bir ortamda, 37° C* de 4 saat siireyle inkii-
be edildi. Inkiibasyon sonrast MTT soliisyonu ige-
ren sivilar aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi.
Daha sonra her bir kuyucuga oda 1sisinda 100 pl

Kili¢ K, Kesim B, Siimer Z, Polat Z, Oztiirk A

dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave edildi. Formazan
kristallerinin tamamen ¢6ziinmesi ile mavi/mor
renge doniigiimiinii takiben plateler ELISA okuyu-
cusuna (Bio-tek EL 312, Bio-tek Instruments,
Winooski, VT, Amerika) yerlestirildi. Olusan for-
mazanin optik yogunlugu 450 nanometrede okuna-
rak belirlendi.

Optik okuyucudan elde edilen degerler asagidaki
formiile konularak, test materyallerinin ayr1 ayri
hiicre proliferasyon yiizdeleri hesaplandi.

Hiicre Proliferasyon Yiizdesi= A-B/C-D x100

A: Test 6rneklerine ait kuyucuklardaki optik deger-
lerin ortalamasi

B: Kor olarak kullanilan kuyucuklardaki optik de-
gerlerin ortalamasi

C: Pozitif kontrol grubuna ait degerlerin optik de-
gerlerin ortalamasi

Istatistiksel Degerlendirme

Calisma verileri SigmaStat 3.0 (SYSTAT Software
Inc., Chicago, IL, Amerika) istatistik paket progra-
minda degerlendirildi. Gruplar arasi kargilastirma-
lar Kruskal Wallis varyans analizi ile yapildi. Fark
¢ikan gruplarin belirlenmesinde parametrik olma-
yan Tukey testi kullanildi. P<0.05 degeri istatistik
olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismada kullanilan alt1 farkli tam seramik alt
yap1 materyalinin 1. giin, 2. giin, 1. hafta ve 2. haf-
ta sitotoksisite degerlendirmesinden elde edilen
hiicrelerin proliferasyon yiizdeleri ortanca degerleri
Tablo II’de verilmektedir.

Sekil 1 ve 2’de gosterilen hiicrelerin proliferasyon
yiizdeleri, pozitif kontrol grubunun degeri % 100
olarak kabul edildiginde, diger gruplarda basit oran
hesabi ile elde edilen % degeridir ve canli hiicre
oranini simgelemektedir.

1. giin;
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1. giinde ¢alismada kullanilan alt1 materyalin hiic-
re proliferasyon yiizdeleri arasinda istatistiksel
agidan belirgin farklilik goriildii (P<0.05).

IPS E.max grubunun hiicre proliferasyon diizeyi-
nin Zirkonzahn, Finesse ve Turkom Cera gruplari-
nin hiicre proliferasyon diizeylerinden istatistiksel
olarak anlamli oranda diisiik oldugu (P<0.05),

Diger gruplarin hiicre proliferasyon diizeylerinin
istatistiksel acidan birbirlerinden farkli olmadig1
gozlendi (P>0.05).

2. giin;

2. giinde ¢aligmada kullanilan alt1 materyalin hiic-
re proliferasyon yiizdeleri arasinda istatistiksel
agidan belirgin farklilik goriildii (P<0.05).

Zirkonzahn grubunun hiicre proliferasyon diizeyi-
nin IPS E.max, Turkom Cera ve In-Ceram Zirkon-
ya gruplarinin hiicre proliferasyon diizeylerinden
yiksek oldugu ve farklihigin istatistiksel acidan
anlamli oldugu (P<0.05),

Diger gruplarin hiicre proliferasyon diizeylerinin
istatistiksel acidan birbirlerinden farkli olmadig1
gozlendi (P>0.05).

1. hafta;

1. haftada c¢alismada kullanilan altt materyalin
hiicre proliferasyon yiizdeleri arasinda istatistiksel
agidan belirgin farklilik goriildii (P<0.05).

Zirkonzahn grubunun hiicre proliferasyon diizeyi-
nin IPS E.max, Turkom Cera ve In-Ceram Zirkon-
ya gruplarinin hiicre proliferasyon diizeylerinden
yiksek oldugu ve farkliligin istatistiksel agidan
anlamli oldugu (P<0.05),

Diger gruplarin hiicre proliferasyon diizeylerinin
istatistiksel agidan birbirlerinden farkli olmadig
gozlendi (P>0.05).

2. hafta;

2. haftada c¢alismada kullanilan alt1 materyalin
hiicre proliferasyon yiizdeleri arasinda istatistiksel
agidan belirgin farklilik goriildii (P<0.05).

Zirkonzahn grubunun hiicre proliferasyon diizeyi-
nin IPS E.max, Turkom Cera ve In-Ceram Zirkon-
ya gruplarinm hiicre proliferasyon diizeylerinden
yiksek oldugu ve farkliligin istatistiksel agidan
anlamli oldugu (P<0.05),

Diger gruplarin hiicre proliferasyon diizeylerinin
istatistiksel acidan birbirlerinden farkli olmadig
gozlendi (P>0.05).

TARTISMA

Tablo II. Test gruplarmin farkli zaman dilimlerindeki hiicre proliferasyonu 6l¢tim degerlerinin kargilagtirmasi

1. giin

Gruplar Ort(%25-%75)

Ort(%25-%75)

1. hafta 2. hafta
Ort(%25-%75) Ort(%25-%75)

In-Ceram Alumina
Turcom Cera 78(69-88)®
In-Ceram Zirkonya 70.5(67-74)*
Finesse 94.5(71-103)®
108.5(83-147)°

52.5(47-63)

Zirkonzahn

IPS E.max

67.9(61.5-85.5)™  82.8(73.1-107.8)
66.5(58-79)°
73(65-77)°
87(51-101)™
103(86-129)°
69.5(50-81)°

84.6(65.7-93.8)™ 90.2(83.8-102)™
68.5(61-76)" 65.5(57-71)°
62.5(60-72)° 69.5(63-81)°

102(60-159)® 102.5(82-146)™

140(114-180)" 126.5(119-165)
61(49-67)° 48.5(45-59)°

Farkl1 harfler gruplar arasindaki istatistiksel farkliligi géstermektedir (P<0.05).
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Sekil I. Tam seramik altyapt materyallerinin 1. giin, 2. giin, 1. hafta ve 2. haftadaki

hiicre proliferasyon yiizdeleri

2. hafta

1. hafta

In-Ceram Alumina
Turkom Cera

- In-Ceram Zirkonya
Finesse
Zirkonzahn

- |PS E.max

Sekil II. Test gruplarinin farkli zaman dilimlerindeki hiicre proliferasyonu ortanca dl¢iim degerleri
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MTT test yontemi, biyouyumluluk testleri igerisin-
de, hizli sonu¢ alinmasi ve ¢ok hassas olmasmin
yan1 sira materyallerin ¢ok diisiik diizeydeki toksi-
sitelerinin dahi degerlendirilebilmesine olanak sag-
lamasi nedeniyle en giivenilir testlerden biri olarak
kabul edilmektedir (6,7). Bu nedenle ¢alismamizda
tam seramik alt yapt materyallerinin sitotoksik
ozellikleri MTT testi ile degerlendirilmistir.

Calismamizda kullanilan tam seramik alt yapi ma-
teryallerinin se¢ilmesinin nedeni, hem giincel ol-
malar1 hem de hazirlanig teknikleri bakimidan bir-
birlerinden farklilik gdstermeleridir. Dental mater-
yaller degerlendirilirken ¢ogunlukla fiziksel ve
mekanik ozellikler hedeflenmekte, biyolojik 6zel-
likler ise geri planda kalmaktadir. Ancak son yillar-
da yeni gelistirilen materyallerin klinik uygulama-
lar1 6ncesinde biyouyumluluk degerlendirilmesinin
gerekliligi vurgulanmaktadir (8).

Tam seramiklerin sitotoksisite 6zelliklerinin deger-
lendirildigi ¢alisma sayisi olduk¢a smirhdir. Yapi-
lan ¢alismalarda bu materyallerin genel olarak bi-
youyumlu materyaller oldugu bildirilmekle birlikte
(9-13) bazi ¢alismalarda toksik olduklarini belirt-
mislerdir (14-16).

Pera ve arkadaglari, In-Ceram, Cergo, IPS Empress
II, Cercon ZrO,, Finesse All Ceram tam seramikle-
rin sitotoksisitelerini fare fibroblast hiicrelerinin
(L929) kullanildig1 hiicre kiiltiiriinde MTT test
yontemi ile incelemislerdir. Sonug olarak bu bes
tam seramik alt yapi materyalinin higbirinin sito-
toksik olmadigi sonucuna ulagmislardir (9).

Rafaelli ve arkadaslar1 Lava CAD-CAM sistemi
kullanilarak hazirladiklar1 zirkonya disklerin sito-
toksisitesini MTT yontemi ile in vitro olarak arag-
tirdiklar1 ¢aligmalarinda, zirkonyanin biyouyumlu
bir materyal oldugunu belirtmislerdir (12).

Ozen ve arkadaslari, In-ceram aluminanin sitotok-
sisitesini MTT analizi yontemi ile degerlendirmis-
lerdir. Sonug olarak, In-ceram aluminanin sitotok-
sik bir materyal olmadigin belirtmislerdir (13).

Messer ve arkadaslari, 2 feldspatik seramik (Vita
Omega ve Duceragold), 2 lityum disilikat igerikli
tam seramik (Stylepress ve IPS Empress 2) ve bir
16sit icerikli tam seramigin (IPS Empress 1) sito-

toksisitelerini Balb/c 3T3 fare fibroblasti kullana-
rak, olusturduklar1 hiicre kiiltiiriinde, MTT analizi
ile degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, IPS Empress
1, Stylepress ve IPS Empress 2 gruplarinin kontrol
grubuna gore anlaml 6lgiide hiicre proliferasyonu-
nu inhibe ettigini ve seramik gruplar1 igerisinde en
toksik olan materyalin lityum disilikat igerikli
Empress 2 oldugunu bildirmislerdir (15).

Brackett ve arkadaslari, {i¢ii preslenerek, ikisi ise
CAD-CAM sistemi ile iiretilen 5 farkli lityum disi-
likat iceren tam seramigin sitotoksik 6zelliklerine
yaslandirma ve polisaj isleminin etkisini MTT ana-
lizi ile in vitro olarak incelemislerdir. Calisma so-
nuglarma gore, tiim lityum disilikat materyallerin-
de, baslangi¢ olarak, %50-70 oraninda hiicresel
mitokondriyel aktivitenin baskilandigimi bulmus-
lardir (16).

Bizim caligmamizda gruplar arasindaki sitotoksisi-
te degerleri karsilastirildiginda 2. giin hari¢ diger
tiim zaman dilimlerinde IPS E.max grubunun sito-
toksisitesi en yiiksek goriiliirken, sitotoksisitesi en
diisiik olan grup Zirkonzahn’dir. 2. giinde ise, Tur-
kom Cera grubunun sitotoksisite degeri, IPS
E.max’m sitotoksisite degerinden daha yiiksektir.
Calismamizin sonuglar1 Messer ve arkadaslarinin
ve Brackett ve arkadaglarinin sonuglarina paralel
olarak, seramik materyallerinden biyolojik ortamda
salman diisik molekil agirhikli komponent ve
iyonlarin hedef hiicrelerin metabolik aktivitesini
degistirdigini gostermesi bakimindan benzerlik
gostermektedir.

Yapilan c¢alismalarda sitotoksisite testleri sirasinda
en sik karsilasilan hiicresel bozulma, hiicrelerin
yapistiklart yiizeyden ayrilmalari ve sitoplazmik
biiziilme nedeniyle ig seklindeki fibroblast hiicrele-
rinin yuvarlaklagmasi, mikrovilluslarin kaybolma-
s1, vakuol olusumu, hiicre organellerinin sitoplaz-
mada dagilmasi sonunda hiicrenin pargalanmasi
olarak belirlenmistir (7,17). Taira ve arkadaslari,
bu tarz degisikliklerin faz-kontrast mikroskobu
kullanilarak da tespit edilebilecegini bildirmiglerdir

(18).

Bizim g¢alismamizda da, sitoplazma biiziilmesi ne-
deniyle hiicrelerin yuvarlak sekil aldigi, mikrovil-
luslarin kayboldugu, hiicre organellerinin dagilip
sitoplazma igerisinde toplanarak apoptik yap1 olus-
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turduklari, nukleusun ¢ok pargali yapi olusturmasi,
hiicre zarinda katlanma nedeniyle olusan kalin go-
riintil ve son olarak hiicre zarmm pargalanmasi ile
hiicre igeriginin dagildigr goézlenmistir.

Bu ¢alismanin sonuglari, bazi tam seramik mater-
yallerin in vivo sitotoksisite risklerinin bulunabile-
cegini ve klinikte siklikla kullanilan gesitli tam
seramiklere hiicresel diizeydeki cevabin esit olma-
digmi ve her zaman istenilen diizeyde olmadigimi
gostermistir. Calismada kullanilan materyallerden
Finesse ve Zirkonzahn’in biyouyumlu materyaller
oldugu soylenebilirken, IPS E.max’in biyouyumlu
bir materyal oldugu séylenemez.

Bu c¢aligmanin sonuglarindan allerji, inflamasyon
ve mutagenite gibi diger biyolojik cevaplarin geli-
sip gelismeyecegi tahmin edilemez.

Gelecekteki caligmalar, gozlenen sitotoksisitedeki
degisikligin sebebinin anlasilabilesi igin ve bu de-
gisikliklerin klinik pratige yorumlanabilmesi igin
tam seramik alt yapt materyallerinin karakterizas-
yonunu i¢ermelidir. Kimyasal yiizey analiz teknik-
leri, element saliniminin Slgiilmesi ve fiziksel yii-
zey karakterizasyonu ile mikroyap1 ve porozitenin
incelenmesi tam seramik alt yapt materyallerinin
biyolojik yanitinin anlasilabilmesini saglayabilir.
Bu durumun anlasilmasi ¢ok daha iyi biyolojik
ozelliklere sahip tam seramiklerin gelistirilmesine
imkan verebilir.
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