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OZET Amac: MTA Fillapex ve AH Plus kanal dolum patlarmnimn, insan
hiicrelerindeki genotoksik ve sitotoksik etkileri ve insan kan lenfosit-
lerindeki potansiyel genotoksik etkileri ve genotoksisite mekanizmasi-
nin isleyisi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu sebepler goz
oniinde bulundurularak, ¢aligmamizda mevcut materyallerin genotok-
sisite ve sitotoksisite etkinligi arastirmak amaciyla Sitokinez-Bloke
Mikroniikleus Sitom yonteminin kullanimi ile ulasilmast hedeflenen
etkilerin arastirilmas1 amaglanmigstir. Gere¢ ve Yontemler: Yaglart 20-
35 arasinda degisen saglikli, herhangi bir rutin ilag kullanim1 ve ba-
gimlilig1 bulunmayan 10 bireyden 10 mL kan alindi. Bu 6rneklerle elde
edilen lenfosit kiiltiirlerine degisik konsantrasyonlarda MTA Fillapex
ve AH Plus kanal dolgu patlar1 eklendi. Bulunan mikroniikleuslu bi-
niikleer hiicreler, gozlenen metafaz sayilari, niikleoplazmik kopriilii
[nucleoplasmic bridged (NPB)] ve niikleer tomurcuklu hiicreler sayildi.
Preparatlarda 1.000 adet hiicre sayildiktan sonra apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin mevcudiyeti de kayit altina alindi. Bulgular: Veriler, para-
metrik olmayan Wilcoxon T-testi ile degerlendirildi. MTA Fillapex pat1
doz artigiyla beraber toksisitesinde de artis gozlenmistir. Fakat NPB
hiicrelerin parametresi hari¢ tiim parametrelerde, pozitif kontrole gére
anlamli seviyede daha az seviyelerde toksisite saptanmistir. NPB hiic-
relere ait bulgular incelendiginde, MTA Fillapex grubu ile pozitif
kontrol arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farka rastlanmamis-
tir. AH Plus polimerizasyon siiresi boyunca toksisite gostermistir.
Sonug¢: MTA Fillapex pati, insan kan hiicreleri izerinde AH Plus ma-
cununa gore daha az sitotoksik ve genotoksik etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: MTA Fillapex; AH Plus; genotoksisite;
Sitokinez-Bloke Mikroniikleus Sitom analizi

ABSTRACT Objective: There is a few information about the geno-
toxic and cytotoxic effects of MTA Fillapex and AH Plus canal filling
pastes in human pulp and pulp blood cells. And even that we know the
there are some cytotoxic effects on the blood cells there is not enough
data about the mechanism of these effects. Considering these reasons, in
our study, it was aimed to investigate genotoxic and cytotoxic efficiency
of the available materials by using the Cytokinesis-Blocked Micronu-
cleus Cytome method. Material and Methods: 10 mL blood was ob-
tained from ten healthy persons aged 20-35 years who did not use
pharmaceuticals or were addicted to them on a regular basis. To the lym-
phocyte cultures derived from these samples, various quantities of MTA
Fillapex and AH Plus channel fillers were applied. Micronucleus binu-
clear cells found, observed metaphase numbers, nucleoplasmic bridged
(NPB) and nuclear bud cells were counted. After counting 1,000 cells in
the samples, the presence of apoptotic and necrotic cells was also
recorded for the statistical data. Results: Data were evaluated with non-
parametric the Wilcoxon T-test. When the findings were evaluated, it
was observed that the toxicity of MTA Fillapex increased with the dose.
However, in all parameters except the NPB cells parameter, significantly
less toxicity was detected compared to the positive control. After we ob-
serve data about NPB cells we found that there is no statistically signif-
icant difference between the MTA Fillapex group and positive control
group also AH Plus study group showed toxicity during the polymer-
ization period. Conclusion: MTA Fillapex paste showed less cytotoxic
and genotoxic effect than AH Plus paste on the human blood cells.

Keywords: MTA Fillapex; AH Plus; genotoxicity;
Cytokinesis-Block Micronucleus Cytome assay

Endodontik tedavi, kok kanal sisteminde mev-
cut pulpa, doku artiklarinin, mikroorganizmalarinin
elimine edilmesini ve ardindan hermetik bir sekilde
doldurulmasini amaclar. Ideal bir kanal dolgu
pati, sertlestikten sonra miikemmel sizdirmazlik,

boyutsal stabilite, yeterli calisma siiresi saglamak
igin genis bir sertlesme zamani, doku sivilarinda
¢Ozlinmezlik, kanal duvarlarina yeterli yapigsma ve
biyouyumluluk gibi birgok 6zellige sahip olmali-
dir.!
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Kanal dolgu patlari, kok kanal tedavisinin baga-
risinda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Yapilan bir-
cok calismada temel hedef, kullanilacak dolgu pati
miktarini azaltarak, istenen 6lgiide periapikal doku-
larda hermetik tikaclama ve sizdirmazlik saglamak-

tir.?

Kanal dolgu patlari, ¢inko oksit 6jenol, kalsiyum
hidroksit, cam iyonomer, silikon, rezin ve biyosera-
mik esasli temel kimyasal bilesiklerine gore farkli ka-
tegorilere ayrilabilir.’

AH Plus (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Is-
vigre), endodontide yaygin olarak kullanilan epoksi
rezin esasl bir kanal dolgu maddesidir. Kok kanal
duvarlarina iyi yapismanin yani sira iyi sizdirmaz-
lik, iyi derecede radyoopasite, kolay kullanim, iyi
direng, boyutsal stabilite, yiiksek akis ve diisiik ¢o-
ziintrliik 6zelliklerini sunar. Periodontal dokularda,
baslangigta hafif bir inflamatuar reaksiyona neden
olsa da tatmin edici biyouyumluluga sahiptir. Olu-
san bu inflamatuar yanitin sebebi olarak polimeri-
zasyon esnasinda meydana gelen (minimum
diizeylerde) formaldehit salinimi ile iliskili olabile-
cegi ya da AH Plus bilesiminde bulunan bagka bir
sitotoksik organik bilesen olan bisfenol A kaynakli
olabilecegi diisiiniilmektedir.*

Mineral trioksit agregat (MTA), 1993 yilinda
Torabinejad ve ark. tarafindan endodontide tanitildi.
Retrograd dolgu prosediirleri, kok ve furkasyon per-
forasyonlar sirasinda dogrudan pulpanin kapatilma-
sinda ve ayrica kok olusumu yetersiz kalmig dislerin
tedavisinde kullanilmustir.’ Kalsiyum oksit, MTA’nin
ana bilesenlerinden biridir ve varliginda kalsiyum
hidroksit yiiksek alkali pH’ye neden olarak MTA nin
antimikrobiyal etkinliginde kayda deger bir rol oy-
namaktadir.®” Alkali pH, bazi mikroorganizmalarin
protein yapilar1 izerinde yikici bir etkiye sahiptir, bu
da baz1 hiicre zar1 enzim inaktivasyonunu ve biyolo-
jik aktivitenin kaybini tegvik eder, ardindan membran
biitiinliigii hasart olusur.® Ek olarak MTA, organik
dokularla temas ettiginde alkali pH (10,2-12,5) mi-
neralize doku olusumunu da saglar.’ Yiiksek pH, al-
kalin fosfataz enziminin ekspresyonunu aktive eder
ve uyarir, mineralize dokunun olusumunu ve birik-
mesini tesvik eder ve daha sonra diistik inflamatuar
reaksiyonla fibroz bir kapsiil olusumuna izin verir.’
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1999 yilinda Holland ve ark., MTA’ nin dolgu
malzemesi olarak kullanilmasini 6nerdi.® Bununla bir-
likte Holland ve ark. tarafindan tarif edilen tiim 6zel-
likler ve aktiviteler, bir kok kanal sizdirmazlik maddesi
olarak kullanildiginda, tatmin edici fiziksel 6zelliklere
sahip olan beyaz MTA simanini tanimlamaktadir.
Daha sonralart MTA nin kdk kanal dolgu malzemesi
olarak kullanimindan yola ¢ikarak, MTA igerikli kok
kanal dolgu patt MTA Fillapex (MTA Fillapex; Ange-
lus, Londrina, Brezilya) piyasaya siiriilmiistiir. Bu
MTA igerikli kdk kanal patinin ve diger kok kanal pat-
lart ile karsilastirildiginda sitotoksik ve biyolojik 6zel-
liklerinin bilinmesi dnemlidir.

Kok kanal dolgu patlar i¢in biyolojik uyumlu-
luk 6nemli bir gerekliliktir. Bir¢ok ¢aligma, genel
toksikolojik ve lokal doku irritasyonu 6zellikleri iize-
rine odaklanmistir. Fakat kok kanal patlarinin muta-
jenite ve karsinojenite testleri hakkinda sinirli bilgi
vardir.

Endodontide kullanilan dolgu malzemelerinin,
antibakteriyel 6zelliklere ve optimal biyouyumluluga
sahip olmalar1 gereklidir.'® Ayrica iyilesmeyi tesvik
etmeli ve hermetik bir dolgu saglamalidir. Bu mad-
delerin biyouyumlulugu, periapikal dokular ile uzun
siire dogrudan temas halinde olduklar1 i¢in olduk¢a
biiyiik 6neme sahiptir.'' Biyouyumlu ajanlar, doku
iyilesmesini iyilestirmekle kalmaz, ayn1 zamanda ya-
rali dokuyu da organize eder.'?

Gilinlimiizde kullanilan dental materyallerin bi-
youyumlulugunun degerlendirilmesinde, sitotoksisite
ve genotoksisite ¢aligmalari yaygin olarak aragtirma-
lara dahil edilmektedir.'>!* Hiicre fonksiyonunun in
vitro analizi, bu amag i¢in ilk yaklasimdir.'* Geno-
toksisitenin degerlendirilmesi, biyouyumlulugun da
degerlendirilmesinde biiyiik 6neme sahiptir.'

Genotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in ¢esitli ¢a-
lisma sistemleri gelistirilmistir. Hayvan ¢aligsmalari,
insan metabolizmasini yansitmak i¢in olduk¢a dogru
olabilir; ancak maliyetli ve zaman alicidir.

Bu nedenle in vitro genotoksisite testleri, onemli
bir kanserojen gdsterge olan DNA kopmalari, gen
mutasyonu, kromozomal kopmalari ve DNA onarim
kabiliyetindeki degisiklikler gibi hiicrelerin genetik
materyaline zarar veren iiriinleri ve bilesenleri sapta-
mak i¢in tasarlanmustir,'®
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Bunlardan mikroniikleus deneyi; kromozom mu-
tasyonlarini, klastojenisiteyi ve anojeniteyi saptamak
icin kullanilabilir,'” ¢linkii kromozomlar ve bunlarin
fragmanlari, hiicre dongiisiiniin interfazinda mikro-
niikleus olusumuna yol agabilir.'

Mikroniikleus tekniginin gelisimine kisaca ba-
kacak olursak, 1950°1i yillarda bitki hiicrelerinde kro-
mozom hasarinin Sl¢iilmesinde,'® 1970°1i yillarda
hayvan hiicrelerinde ve daha sonra kiiltiire edilmis
insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirle-
meye yonelik bir test olarak kullanilmaya baglanmig-
tir.

Daha sonralar1 Fenech ve Morley tarafindan
gelistirilen sitokinezi-blok metodu, bazi kinetik
problemlerin ortadan kalkmasini ve teknigin uygu-
lanmasindaki giivenilirligin artmasini saglamistir. Bu
metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan
sitokalazin-B [cytochalasin B (Cyt-B)] ile mitoz ge-
ciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayan-
maktadir."

Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsant-
rasyonda Cyt-B ilavesi ile ¢ekirdek boliinmesini
tamamlamis, ancak sitoplazmik bdliinmesini ger-
¢eklestirememis ¢ift gekirdekli hiicreler kolaylikla ta-
ninarak sayilabilmekte ve mikroniikleus bulunduran
hiicrelerin oran1 saptanabilmektedir.

Sitokinez-Bloke Mikroniikleus Sitom [Cytoki-
nesis-Blocked Micronucleus Cytome (CBMN)] yon-
temi, DNA ya da kromozom seviyesinde lezyonlari
belirlemek i¢in ¢esitli hiicre tiplerine uygulanabilen
ve periferal kan lenfositlerde mikroniikleus frekan-
sini1 degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
genotoksisite metodudur.'? Bin tane biniikleer hiicre
sayilirken mikroniikleus, niikleoplazmik koprii
[nucleoplasmic bridge (NPB)] ve niikleer tomurcuk
[nucleer bud (NBud)] skorlar1 kaydedilir. Mikro-
niikleuslar, boliinen hiicrelerde kromozom pargala-
rin1 ya da anafazda geri kalma sonucu olusan tiim
kromozomlari igerebilirler. Béliinen hiicrelerde mik-
roniikleus, tamir edilemeyen ya da yanlis tamir edilen
DNA lezyonlarindan, mitoz boliinme sirasindaki ku-
surlardan kaynaklanan hatali kromozom ayrilmala-
rindan olusur.

Ayrica CBMN yontemi, son yillarda iyilestiril-
mis ve CBMN-Cyt yontemi gelistirilmistir. Bu yon-
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tem; DNA hasari, sitostazi ve sitotoksisite dl¢timii
i¢in detayl bir sistemdir."!* Bu sistemde; DNA ha-
sar1 olaylar1, skorlanan biniikleer hiicrelerde kromo-
zom kirik ve/veya tiim kromozom kaybinin isareti
olarak mikroniikleuslari, DNA yanlis tamiri ve/veya
telomer ug birlesimlerinin isareti olarak NPB’leri,
amplifiye DNA’nin ve/veya DNA tamir kompleksle-
rinin eliminasyonunun isareti olarak NBud’lar1 icer-
mektedir. Sitotoksik etkiler, 1.000 tane tek ¢ekirdekli
(mononiikleer) hiicre sayilirken, ayn1 zamanda ne-
krotik ve apoptotik hiicre oranlar1 ile dlgiilmektedir.

MTA Fillapex’in, insan hiicrelerindeki genotok-
sik ve sitotoksik etkileri iizerine yapilan ¢alisma ol-
mayip, potansiyel
genotoksik etkileri ve genotoksisite mekanizmasi bi-

insan kan lenfositlerindeki

linmemektedir. Bu ¢aligmada, genotoksisite ve sito-
toksisite etkinligini aragtirmak amaciyla CBMN-Cyt
yonteminin kullanimi1 amaglanmstir.

Aragtirmamizda, 0 hipotezimiz; MTA Filla-
pex’in insan kan lenfositleri lizerinde genotoksik et-
kisinin olmayacagi, sitotoksik etkisinin ise AH Plus’a
gore daha az olacagidir.

I GEREG VE YONTEMLER

Bu calismada, CBMN-Cyt yontemi kullanilarak,
MTA Fillapex ve AH Plus kanal dolgu patlarinin, kan
lenfositleri tizerindeki genotoksik ve sitotoksik etki-
leri arastirildi.

Calismamiz, Helsinki Deklarasyonu Prensiple-
ri’ne uygun olarak yapilmistir.

1. KAN ORNEKLERININ ALINMASI

Calismaya, 20-35 yaslar1 arasinda 10 saglikli birey
dahil edildi. Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (etik
kurul onay tarihi: 08.12.2010 ve 16 no.lu toplanti ka-
rar1). Caligma dahilindeki bireylerden kan &rnekleri
toplanmadan 6nce onam formu alinmistir. Bu kisiler,
herhangi bir sistemik rahatsizlig1, zararli aligkanligi
bulunmayan saglikli bireylerden se¢ildi.

Calismaya dahil olan 10 kiginin 10 mL’lik steril
ve 0,1-0,2 cc heparin igeren enjektorler kullanilarak
periferal kanlar1 alindi. Daha sonra 6rneklerin, bek-
letilmeden 2 saat iginde kiiltiir ortamlarina ekimi ya-
pildi.
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2. KULTUR TEKNIGI

Onceden 37 °C’ye getirilmis olan 5 cc medyum ige-
ren kiiltiir tiiplerine, 12 damla (0,4 mL) kan ilave
edildi. Her bir kisi i¢in 11 tiipe ekim yapildi. Tiipler
hafif¢e karistirilarak 37 °C’lik etiivde 24. saatte MTA
Fillapex ve AH Plus soliisyonlari, ¢oziicii kontrol-di-
metil siilfoksit, pozitif kontrol-mitomisin C (MMC)
eklendi, 44. saatte Cyt-B eklemek kosuluyla 72 saat
kiiltire edildi.

2.1. Cyt-B'nin Hazirlanmasi ve Eklenmesi

1 mg Cyt-B (6762, Sigma Aldrich, Merck, Almanya),
I mL dimetil siilfoksitte ¢ozdiiriildii ve total 5 mL
olacak sekilde medyumla sulandirilarak hazirlandi.
Cikarimin 44. saatinde kiiltiir tiipleri etiivden ¢ikarti-
larak, steril ortamda her bir tiipe 75 pL (final kon-
santrasyonu: 3 pg/mL) Cyt-B ilave edilerek tekrar
etlive konuldu.

2.2. MTA Fillapex’in Hazirlanmasi ve Eklenmesi

0,25 g kanistirilmig MTA Fillapex, 5 mL dimetil siil-
foksit ile ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi. Stoktan
1 mL alinarak, tizerine 9 mL dimetil siilfoksit ekle-
nerek stok soliisyon sulandirildi. Farkli konsantras-
yonlar i¢in 1. sulandirilan soliisyondan 25 pL, 50 pL,
75 uL ve 100 uL MTA Fillapex soliisyonlar kiiltiir-
lere eklendi.

2.3. AH Plus’in Hazirlanmasi ve Eklenmesi

0,25 g karistirilmis AH Plus, 5 mL dimetil siilfoksit
ile ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi. Stoktan 1 mL
alinarak, tizerine 9 mL dimetil siilfoksit eklenerek
stok soliisyon sulandirildi. Farkli konsantrasyonlar
icin 1. sulandirilan soliisyondan 25 pL, 50 pL, 75
pL ve 100 uL. AH Plus soliisyonlar1 kiiltiirlere ek-
lendi.

2.4. Pozitif Kontrollin Hazirlanmasi ve Eklenmesi

Pozitif kontrol olarak MMC (M0503, Sigma Aldrich,
Merck, Almanya) kullanildi. 2 mg MMC, 10 mL ste-
ril distile su ile ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi.
Stok soliisyondan 0,1 mL alinarak, {izerine 0,9 mL
steril distile su eklendi. Hazirlanan bu soliisyon, -
20°C’de saklandi ve hazirlanan bu soliisyondan, final
konsantrasyonu 0,5 uM olacak sekilde kiiltiirlere 42
pL MMC eklendi.
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2.5. Gozlcu Kontrollin Hazirlanmasi ve Eklenmesi

Her bir kisi i¢in 1 tiipe, ¢oziicii kontrol olarak 20 pL
dimetil siilfoksit eklendi. Preparatlar hazirlandi ve
%6’lik Giemsa’da boyandi.

3. LAMLARIN INCELENMESI

3.1. Preparat Hazirlama

Lamlar temizlenerek i¢inde %70’lik metanol bulunan
saleye yerlestirilip, soguyuncaya kadar buzdolabi
buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden ¢ikarilan
lamlar iyice kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli
hiicre igeren kiiltiir tiiplerine pipetaj yapilarak, hiicre
siispansiyonundan Pastor pipeti yardimriyla lamlara
yakin mesafeden (1-2 cm yukaridan) 9-10 damla
damlatildi, hiicrelerin lam tizerine iyice dagilmasi
saglandi, kurumaya birakildi. Her kiiltiir tlipli i¢in
ayr1 Pastor pipeti kullanilarak, farkli preparatlar ha-
zirland1 ve lamlar ayr1 ayr1 kodlandi.

3.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Saklanmasi

94 mL Serensen boya tamponu (pH=7,0) {izerine 6
mL Giemsa boyas1 (48900, Merck, Almanya) ekle-
nerek, Giemsa boyasi1 hazirlandi. Kurumus olan pre-
paratlar, yeni hazirlanan %6’lik Giemsa’da 8 dk
boyandiktan hemen sonra 2 kez distile su ile yikana-
rak kurumaya birakildi.

3.3. Lamlarin incelenmesi

Hazirlanan preparatlarda 151k mikroskobunda x40 bii-
yilitmede:

DNA hasari i¢in; 1.000 biniikleer hiicre sayildi
ve bulunan mikroniikleus, NBud ve NPB sayilari
kaydedildi.

Hiicre ¢ogalmasi i¢in; 1.000 mononiikleer hiicre
sayilirken bulunan biniikleer, multiniikleer hiicreler
skorland1 ve niikleer bolinme indeksi formiilii kulla-
nilarak, niikleer bolinme indeksi hesaplandi.

Hiicre 6liimi icin; 1.000 monontikleer hiicre sa-
yilirken gozlenen apoptotik ve nekrotik hiicreler skor-
land.

Her bir kiiltiir i¢in 1.000 biniikleer hiicrede mik-
roniikleus, NPB ve NBud sayilar1 kaydedilirken, go-
riilen metafaz sayilari da kaydedildi. Prometafaz ve
metafaz evresindeki 1, 2, 3 ve 4 ¢ekirdekli hiicreler,
metafaz olarak kaydedildi (Sekil 1, Sekil 2).
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SEKIL 1: a) Bir mikroniikleus bulunduran biniikleer hiicre; b) Niikleer tomurcuk
olan biniikleer hiicre; ¢) Niikleoplazmik képrii ile bagl niikleer tomurcuk bulundu-
ran bintikleer hticre.

(@) (b) (o)

Tek gekirdekli hiicre  Apoptotik hiicre Nekrotik hiicre

SEKIL 2: a) Canli bir mononiikleer hiicre; b) Erken evre apoptozdaki mononiikleer
hiicre; c) Erken evre nekrotik hiicre.

110
100

90

80
70 mMTAL

60 EMTA2

50 B MTA3
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SEKIL 3: MTA Fillapex ve poxzitif kontrol gruplarinin niikleer tomurcuk hiicrelere ait
degerleri. Dikey eksen, hticre killtiird sonucu ntikleer tomurcuk hiicre oranlarini, yatay
eksen ise 6meklerin elde edildigi ve sayim yapilabilen bireyleri temsil etmektedir.

EMTA4

VERI ANALIZI

Calismanin istatistik degerlendirmeleri, IBM SPSS
17.0 programi kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel
test olarak parametrik olmayan Wilcoxon testi uygu-
lanmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak belirlen-
mistir. Istatistiksel degerlendirmede genotoksisite
parametrelerinden mikroniikleus, NPB ve NBud de-
gerleri dikkate alindu.

I BULGULAR

Genotoksisite parametrelerinden olan mikroniikleu-
sun degerleri pozitif kontrol ile MTA Fillapex’in
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farkli dozlar1 kullanilan hiicre kiiltiirli gruplar ara-
sinda istatistiksel anlamli farklilik vardir (p<0,001).
Pozitif kontrol grubunda daha fazla hasar gézlem-
lenmistir.

Diger genotoksisite parametresi olan NBud de-
gerleri pozitif kontrol grubu ile MTA Fillapex’in
farkli dozlar1 kullanilan hiicre kiiltlirii gruplart ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0,05). NBud degerleri agisindan MTA Fillapex’in
1 ve 2. dozlan ve pozitif kontrol karsilastirildiginda
(swrastyla p<0,012 ve p<0,014) istatistiksel olarak an-
laml1 bulunmustur.

MTA Fillapex’in dozlar1 arttik¢a, daha fazla
hasar verdigi anlasilmistir (Sekil 3).

Sitotoksisite parametrelerinden olan apoptotik
ve nekrotik hiicre degerlendirmelerinde, pozitif kont-
rol grubu ile MTA ’nin farkli dozlar1 kullanilan hiicre
kiiltiirii gruplart arasinda karsilagtirma yapildiginda,
apoptotik ve nekrotik degerleri MTA Fillapex’in 1 ve
2. dozlarinda sirastyla p<0,017 ve p<0,025; p<0,038
ve p<0,028 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

AH Plus patmin degerlendirmelerinde, mikro-
niikleus parametresi esas alindiginda pozitif kontrol
karsisinda anlamli sonug elde edilmistir (p<0,005).
Fakat yalnizca 3 6rnekte sayim yapilabilmis olmasi
ve diger 6rneklerde herhangi bir canli hiicreye dahi
rastlanamamis olmas1 sebebi ile istatistiksel analiz
degerlendirmesinde kullanilamamisgtir. Tim bu ne-
denler g6z Oniine alinarak Tablo 1 ve Sekil 3’te izle-
nen veriler, MTA bulgular1 ve pozitif kontrol
gruplarmin karsilastirilmasi ile elde edilmistir.

I TARTISMA

Bu ¢aligmanin amaci, insan periferik kan lenfositleri
tizerinde MTA Fillapex’in in vitro indiiklenen geno-
toksik ve sitotoksik hasarini degerlendirmektir. Aras-
tirma, CBMN-Cyt kullanilarak gergeklestirildi. Aras-
tirmamiz, insan kan lenfositlerinde, MTA Fillapex ve
AH Plus kanal dolgu patlarinin farkli konsantrasyon-
lardaki genotoksik ve sitotoksik etkisinin CBMN-Cyt
yontemi kullanilarak ¢aligildigi ilk arastirma olarak
diger caligmalardan farklilik gostermektedir.

Calismamizda 6ne siirdiigiimiiz gibi farkli kon-
santrasyonlarda hiicre kiiltiir gruplarinda incelenen
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TABLO 1: MTA Fillapex ve pozitif kontrol gruplarina ait doz ile birlikte hiicre kiltiriinde izlenen hiicre oranlari.
Mikroniikleus Niikleer tomurcuk Apoptotik Nekrotik
Pozitif Mineral ~ pdegeri  Pozitif Mineral ~ pdegeri Pozitif ~ Mineral pdegeri Pozitif  Mineral p degeri
kontrol trioksit kontrol trioksit kontrol trioksit kontrol  trioksit
agregat agregat agregat agregat
1. doz 475 71 0,005 10,1 45 0,012 245 94 0,017 17,3 6,5 0,038
2.doz 10,8 0,005 55 0,014 13,6 0,025 6,7 0,028
3.doz 10,7 0,005 59 0,102 21 0,386 1,3 0,153
4. doz 13,2 0,005 75 0,444 34,5 1,000 14,8 0,646

Her bir referans hiicre grubuna ait veri, MTA Fillapexin uygulama dozuna gére elde edilen hiicre oranlari ile karsilastirilarak yapiimistr.

lenfositler iizerindeki genotoksik etki; mikroniikleus,
NBud (niikleer tomurcuk), parametreleri agisindan
MTA Fillapex, AH Plus ve pozitif kontrol (MMC)
gruplarina gore oldukea diisiik degerler gostererek hi-
potezimizi kanitlamistir (Tablo 1).

Ancak yine ¢alismamizda elde edilen sonuglar
g6z Oniline alindiZinda, genotoksisitenin bagka bir pa-
rametresi olan NPB degerleri; pozitif kontrol grubu
ile MTA Fillapex’in farkli dozlar1 kullanilan hiicre
kiiltiiri gruplart arasinda karsilastirildiginda istatis-
tiksel anlamli farka rastlanmamustir.

Yine ¢alismamizda one siirdligiimiiz noktalar-
dan biri de MTA Fillapex’in hiicre hasarina sebep ol-
mayacagl yoniindedir, ancak MTA Fillapex’in
dozlan arttik¢a, daha fazla hasar verdigini anlagil-
mistir (Sekil 3).

Sitotoksisite ac¢isindan degerlendirildiginde,
apoptotik ve nekrotik hiicre olusumlari, MTA Filla-
pex’in 1 ve 2. dozlarinda gozlenmistir.

Bu sitotoksisitenin sebebi patin igerigindeki
mevcut salisilat rezin gibi bilegiklere baglanabilir.?
Ayrica diger caligmalarda da rezin salisilat icerigi-
nin, hiicrelerde apoptozise neden oldugunu ve rezin
salisilatin miktarina dogru orantili olarak hiicre
oliimlerinin arttigimi belirtmislerdir.?'*> Mevcut
arastirmamizda, MTA Fillapex’in dozundaki artigla
birlikte hem sitotoksisitesinde hem de genotoksisi-
tesinde artis oldugunu gozlemledik.

Sitotoksisite parametrelerinden apoptotik ve ne-
krotik hiicre degerlendirmelerinde, pozitif kontrol
grubu ile MTA’ nin farkli dozlar1 kullanilan hiicre
kiiltiirii gruplar1 arasinda karsilagtirma yapildiginda
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apoptotik ve nekrotik degerleri, MTA’ nin 1 ve 2. doz-
larinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Tablo 1).

AH Plus patinin degerlendirmelerinde, mikro-
niikleus parametresi esas alindiginda pozitif kontrol
karsisinda anlamli sonug elde edilmistir (p<0,005).
Fakat yalnizca 3 6rnekte sayim yapilabilmistir.

AH Plus diger 6rneklerde hiicre gozlenmemis-
tir. Bu noktada elde edilen sonuglarin, bireysel fark-
liliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Gegmis ¢aligmalarda, pulpa kapaklama mater-
yallerinin kan lenfositleri iizerindeki sitotoksik ve ge-
notoksik etkilerinin incelemesinde siklikla “Comet
Assay (single cell-gel)” ve mikroniikleus deneyi
(Micronucleus Assay) analizleri kullanilmistir.
Ancak calismamizda detayli inceleme yapmak amacli
kullandigimiz CBMN-Cyt analizine dair herhangi bir
kaynak tespit edilememistir.

Mevcut analiz yontemlerinin, CBMN-Cyt ana-
lizine gore avantaj ve dezavantajlariyla birlikte fark-
liliklar1 mevcuttur.

Mikroniikleus deneyi; kromozom mutasyonla-
rin1, klastojenisiteyi ve anojeniteyi saptamak i¢in kul-
lanilabilir,”
fragmanlari, hiicre dongiisiiniin interfazinda mikro-
niikleus olusumuna yol agabilir.'®

¢linkii kromozomlar ve bunlarin

Bin ve ark.nin yapmis oldugu ¢aligmada, tamir
materyali olarak kullanilan beyaz MTA ve kanal
dolgu pati maddesi olan MTA Fillapex’in biyou-
yumlulugu, canli hiicre sayisin1 mitokondriyal akti-
vitelerinin  bir
3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir

fonksiyonu olarak belirleyen
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(MTT) sitotoksisite testi ile degerlendirildi.”* Sonug-
lar, beyaz MTA nin biyouyumlu bir materyal olarak
kabul gorebilecegine dair bulgular sunmustur. Bi-
youyumlu bulunmasinin sebebi test edilen tiim sey-
reltmeler i¢in hiicre canlilif1 oranlarinin %50’ nin
iizerinde degerlerde tespit edilmis olmasidir. Bu ve-
riler, 6nceki ¢alismalarda sunulan verilerle tutarli bu-
lunmugtur,?*>

Bin ve ark.na gore en sitotoksik siman, hiicre
sagkalim oranlarini ciddi sekilde azaltan MTA Filla-
pex idi (1:4). Bununla birlikte MTA Fillapex’in artan
seyreltilmis hiicre canlili1 seviyesini gérebildigimiz
1:2 ve 1:4 daha az seyreltilmis konsantrasyonlarda
bile 48 saat sonra en iyi davranis1 gelistirdigi gozlen-
mistir.

Onceden yapilmis mikroniikleus deneyi ve
CBMN-Cyt analizi olmamasi nedeniyle test edilen
materyallerle elde edilen sonuglar1 tartismak zordur.
Bununla birlikte bu sonuglar, MTA Fillapex tarafin-
dan sunulan sitotoksik davranisin bilesiminde bulu-
nan salisilat gibi rezin bilegenlerinin bir sonucu
olabilecegini diigiindiirmektedir.

Insan lenfositlerinin, MTA nin beyaz ve standart
formu ile maruz birakildig: tek hiicreli jel (kuyruklu
yildiz) tahlilinde genotoksik etkiler yaratmadig1 tes-
pit edilmistir. Ayrica tiim tedaviler, herhangi bir kon-
santrasyon-etki iligkisi gostermemistir.”® Glenda ve
ark.nin kuyruk momenti verilerine dayanarak, bu ¢a-
lismanin sonuglar1 kullanilan deney kosullarinda al-
kalin tek hiicreli jel (kuyruklu yildiz) tahlilinin,
MTA’nim 2 formu (beyaz ve standart) ile tiim kon-
santrasyonlarinda muamele edildigi bir testten sonra
DNA hasarinin varligini tespit etmedigine dikkat ¢ek-
mistir.?® Bu bulgular, MTA mn iyi bir biyouyumluluk
goOsteren yayimlanmis verilerini desteklemisgtir.?’

Tek hiicreli jel (kuyruklu yildiz) bilesiginin, mu-
tajenik potansiyeli mutlaka 6ngérmedigini vurgula-
mak onemlidir.

Bu noktada MTA cesitleri ve AH Plus pati tize-
rinde yapilmis in vitro genotoksisite ve sitotoksisite
testlerinin, CBMN-Cyt analizi kadar kesin sonuglar
veremedigi gdzlenmis olup; ¢aligmamizin kabul edi-
lebilirligi desteklenmistir.

Jafari ve ark.nin arastirmasinda, kanal patlarinin
toksisitesinin, patin konsantrasyonuna, karistirmadan
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sonra gecen siireye, test tipine, kullanilan hiicre tipine
veya sizdirmazlik maddesinin taze olup olmamasina
bagli olarak yapilan ¢ok sayida in vitro ¢alismada
farkli sonuglar bildirildigini savunmustur.”® Yaptik-
lar1 arastirmada, MTA Fillapex ve AH Plus’in farkli
karistirma zamanlarinda “Mossman’s Tetrazolium
Assay (MTT)” ile fibroblastik hiicreler {izerindeki si-
totoksik etkisini incelemislerdir. Arastirmamiz ile
benzer 24 saat, 48 saat, 72 saatlik uygulama araliklar1
ile MTA Fillapex ve AH Plus kanal dolgu patlarinin
sitotoksik etkileri, apatit kanal dolgu pat1 ile karsi-
lastirilmis olup; elde dilen sonuglarda MTA Fillapex
ve AH Plus’in benzer sitotoksik etkilerinin ilk 24 sa-
atlik sertlesme siiresinde gosterdigi, ayrica 48 saat
sonra hizla artan sitotoksik etkinin gorildiiglini tes-
pit etmislerdir. Apatit bazli kanal dolgu patinin diigiik
sitotoksisitesi, kemik ve dis ¢evre dokulari ile uyumlu
olmasina baglanabilir.

Collado-Gonzalez ve ark., periodontal ligament
kaynakli kok hiicreler tizerinde kanal dolgu malze-
melerinin sitotoksisitesini incelemistir.”” Bu arastir-
mada, MTA Fillapex’in ve silikon bazli GuttaFlow
Bioseal, Guttaflow 2 gibi kanal dolgu patlariin kok
hiicreler lizerindeki sitotoksik etkisine MTT ile ba-
kilmigtir. Uygulama prosediirii, calismamiza benzer
olacak sekilde (1:1, 1:2, 1:4) farkli konsantrasyonlar
ve farkli sertlesme zamanlart ile (24 saat, 48 saat) ha-
zirlanmistir. Elde edilen sonuglar, Jafari ve ark.nin
yapmis oldugu aragtirmaya benzer sonuglar goster-
mistir.”® MTA Fillapex ve AH Plus’in benzer sito-
toksik etkilerinin ilk 24 saatlik aralikta goriildigi,
yine 48 saat sonra belirgin artis ile sitotoksik etkisini
periodontal ligament kaynakli kok hiicreler {izerinde
artirdigi tespit edilmistir.

AH Plus kanal dolgu patinin sitotoksik etkileri
bir¢ok calismada incelenmistir.>**° Bu ¢alismalarda,
AH Plus patinin hem karistirildiktan hemen sonra
hem de sertlesmesini tamamladiktan sonra sitotoksik
ozellik gosterdigini iddia eden ¢aligmalar olmustur.
Spahl ve ark., AH Plus’in taze karigtirilmis ve 24 saat
beklenmis 6rneklerinin belirgin sitotoksisite goster-
digini, 72 saat sonunda ise sitotoksisitesinde belirgin
azalma oldugunu gostermislerdir.** AH Plus’mn bu so-
nuglari, patin polimerizasyonunu baslatan epoksi
rezin ve amin tepkimesi ile agiga ¢ikan formaldehit
salinimi olarak diistiniilmiistiir.?'*> Bunun yaninda
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rezin bazli materyallerin mutajenik bir bileseni olan
bisfenol A diglisidil eterde de sitotoksik etkiler goz-
lenmis olabilir.**

Bir bagka faktorde, elle karigtirilan patta olusan
pordzitelerin reaksiyona girmemis komponentlerin
salimmina neden olabilmeleridir.** Yukarida belirtti-
§imiz gibi polimerizasyonunu tamamlamis AH Plus
patinin sitotoksisitesinde dusiis oldugu gosterilmis-
tir. Calismamizda, hiicreler {izerinde biyomalzeme-
nin uygulama saatleri 24, 48 ve 72. saatlerde olmustur
ve sadece 3 denekten alinan kan 6rneklerinde hiicre
sayimi yapilabilmistir, diger deneklerde canli hiicreye
rastlanmamistir. MTA igerikli patlarin genotoksisite
ve sitotoksisitesini degerlendiren bir ¢calismada, AH
Plus’in ve MTA Fillapex’in hiicre canliligini énemli
Olciide azalttig1 ve mikroniikleus olusumuna neden
oldugu belirtilmistir.

Calismamizda da bu ¢alismadaki gibi genotok-
sik degisiklikler gozlenmistir [mikroniikleus, gene
amplifikasyonlar1 (NBud), disentrik kromozomlar
(NPB) ve MTA Fillapex’in dozlarindaki artigla ge-
notoksik olusumlar artmaktadir (NBud)]. Ayrica po-
zitif kontrol grubunda (MMC kullanilmig grup),
MTA Fillapex’in 1 ve 2. dozlarindan anlaml1 dere-
cede daha fazla mikroniikleus olusumu tespit edil-
mistir. Sitotoksisite agisindan degerlendirildiginde
apoptotik ve nekrotik hiicre olusumlari, MTA Filla-
pex’in 1 ve 2. dozlarinda gozlenmistir. Bu sitotoksi-
sitenin sebebi, patin icerigindeki salisilat rezin gibi
bilesikler ile iliskilendirilebilir.?® Benzer ¢alisma-
larda da rezin salisilat igeriginin hiicrelerde apopto-
zise neden oldugunu ve rezin salisilatin miktarina
dogru orantili olarak hiicre 6liimlerinin arttigin1 be-
lirtmislerdir.?® Aragtirmamizda, MTA Fillapex’in
kullanim konsantrasyonundaki artigla birlikte sito-
toksisite ve genotoksisitesinde artis oldugu tespit
edilmistir.

Yapilan aragtirmalar incelendiginde, giincel
kanal dolgu patlari lizerinde yapilacak arastirmalarin
devamlilig1 daha net sonuglarin ¢ikmasi ile sonugla-
nacaktir. Bu nedenle 6zellikle sitotoksik testlerden zi-
yade hem sitotoksik hem genotoksik etkilerin yeni
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nesil testlerle incelendigi arastirmalara yogunlasil-
mas1 gerekmektedir.

I SONUG

Sonug olarak arastirmamizin 0 hipotezi, elde edilen
sonuclar 1s181inda kabul goérmiis olup, MTA Filla-
pex’in AH Plus’tan ilk sertlesme aninda kan lenfo-
sitlerinde diisiik sitotoksik ve genotoksik etki
gosterdigi tespit edilmistir.

MTA Fillapex, pozitif kontrol grubu ile karsi-
lastirildiginda 1, 2, 3 ve 4. dozlarda da kan lenfosit-
lerinin genotoksik belirtegleri olan mikroniikleus,
NBud, NPB agisinda diigiik genotoksik etki goster-
mis olup, genotoksik etki genel anlamda 48 ve 72
saatlik sertlesme siirelerinde artis ile kendini gos-
termistir.

Yine benzer sonuglar, sitotoksik belirte¢lerden
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tespitin MTA Filla-
pex gurubunda ilk sertlesme araliginda diisiik seyir
izlerken, ilerleyen zaman araliklarinda pozitif kont-
rol ile benzer sitotoksik etki gostermistir.
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