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OZET

CELEBI KESKIN, 1.S. (2020). Farkl1 kanal dolgu maddelerinin sitotoksisitelerinin hiicre
kiiltiirii yontemi ile karsilastirmali olarak incelenmesi. Istanbul Universitesi Dis

Hekimligi Fakiiltesi, Endodonti ABD. Yiiksek Uzmanlik Tezi. Istanbul.

Endodontik tedavinin son agamasi olan kok kanallarinin doldurulmasi esnasinda
kullanilan kok kanal dolgu patlariin periradikiiler dokular ile biyouyumlulugu tedavinin
basarisi agisindan ¢ok onemlidir. Calismanin amaci giliniimiizde kullanilan 5 farkli kok
kanal dolgu patinin (Sealapex, Apexit Plus, AH Plus, MTA-Fillapex, TotalFill BC Sealer)
sitotoksisitelerini peridodontal ligament fibroblast hiicrelerinde MTT ve TUNEL testleri

kullanilarak karsilastirmali olarak degerlendirmektir.

Calismada hiicre grubu olarak dental pulpa kok hiicresinden farklilastirilan insan
periodontal ligament fibroblast hiicresi kullanildi. Kok kanal dolgu patlar1 karistirilip
sertlesmeleri i¢in 24 saat bekletildikten sonra ekstrat eldesi i¢cin 24 saat kiiltlir vasatinda
bekletildi. Her bir pattan elde edilen ekstratlar 1:0, 1:1, 1:2, 1:4 ve 1:8 oranlarinda diliie
edildi. Kiiltiir vasat1 kontrol grubu olarak kullanildi. Hiicreler (1x10?) 96 gozlii ve 8 gozlii
plaklara ekildi ve 48 saat 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler 24 saat ve 72 saat ekstrakta
maruz birakildi. Hiicre canlilig1 ve hiicre 6liim oranlart MTT ve apoptoz oranlart TUNEL
ile degerlendirildi. Istatiksel analizler igin Mann Whitney U ve Kruskal Wallis testleri
kullanildi.

Tim materyaller 72. saatlik temasta 24. Saate gore daha yiiksek oranda
sitotoksisite gostermistir. Tim gruplarda en yiiksek sitotoksisiteyi AH Plus, sirasiyla
MTA-Fillapex, Apexit Plus, Sealapex ve en diisiik sitotoksisiteyi TotalFill BC Sealer

gostermistir.

Sonug olarak diger patlara gore daha diisiik sitotoksik potansiyele sahip oldugu
belirlenen TotalFill BC Sealer yiiksek derecede biyouyumlu bir materyal olarak kabul
edilebilir.

Anahtar Kelimeler: sitotoksisite, hiicre kiiltiirii, MTT, TUNEL, kok kanal dolgu pati

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 29040
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ABSTRACT

CELEBI KESKIN 1.S. (2020). Comparative Evaluation of Cytotoxicity of Different Root
Canal Sealers by Cell Culture Method. Istanbul University, Faculty of Dentistry,
Department of Endodontics. Master Thesis. istanbul.

The sealers are used to obturate the root canals, during the final stage of
endodontic treatment. The success of the biocompatibility releated to the treatment of root
canal filling material with periradicular tissues is very important. The aim of this study is
to compare the cytotoxic effect of 5 root canal sealers (Sealapex, Apexit Plus, AH Plus,

MTA-Fillapex, TotalFill BC Sealer) on human periodontal ligament fibroblast.

In the study, human periodontal ligament fibroblast cell differentiated from dental
pulp stem cell was used. The sealers were mixed and allowed to be prepared for 24 hours.
After setting for 24 h to obtain the extract, the sealers were covered with culture
medium.The extract from root canal sealers were diluated to 1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 ratios.
Culture medium was used as the control group. Cells (1x10?%) were seeded in each well of
a 96-well and 8-well plates and incubated for 48 h at 37. Cells were than exposed to the
extract medium for 24 h and 72 h. The viability of cell and death toll rates were assessed
by MTT and rates of apoptosis by TUNEL.

In all materials, the toxicity of the material is higher when the metarial is exposed
to 72 h compared to 24h. In all groups, the highest cytotoxicity appears in AH Plus; MTA.-
Fillapex; Apexit Plus; Sealapex, respectively and the lowest cytotoxicity was observed in
TotalFill BC Sealer.

As a result it was considered that TotalFill BC Sealer had lowest cytotoxic

potantial when compared to other sealers so it can be considered as biocompatible.
Key Words: cytotoxicity, cell culture, MTT, TUNEL, root canal sealer

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 29040



1. GIRIS VE AMAC

Kok kanal tedavisi geri doniisiimlii olmayan hasarli dis pulpasinin tamamen
cikarilmasi ve ardindan disin dental arkta fonksiyonel bir biitiin olarak kalabilmesi i¢in
kok kanal sisteminin biyomekanik olarak temizlenmesi, sekillendirilmesi ve
doldurulmasini igerir. Kok kanal tedavisinin mantigi, avaskiiler olan devital pulpada
higbir savunma mekanizmasinin olmamasina dayanir. Kok kanalindaki hasarli doku
otolize ugrar ve ortaya ¢ikan pargalanma friinleri ¢evre dokulara yayilir. Bakteriyel
kontaminasyon yokken dahi foramen apikale ve aksesuar kanallar araciligiyla periapikal
bolgede hasara neden olurlar. Bu nedenle hem nekrotik dokunun hem de mikroorganizma
ve toksik yan {iriinlerin periapikal dokuya gecisini dnlemek i¢in kdk kanal sistemini ii¢

boyutlu olarak doldurulmasi gerekir (1).

Kok kanalinin doldurulmasinda kati olarak guta perka ve yari kat1, akigskan olarak
pat kullanilir. Gliniimiizde ideal materyallerin hepsine sahip bir patin olmayis1 nedeniyle
piyasaya bircok yeni materyal siiriilmektedir. Kalsiyum hidroksit esasli patlar yiiksek
alkali yapida olma 6zelligi ile bakterisidal etki olusturmasi ve apikal foramen bolgesinde
mineralize doku formasyonunu uyarmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Ancak patin
zamanla ¢6ziinmesi en biiyiik dezavantajidir (2, 3, 4, 5). Rezin esasl patlar sertlesirken
boyutsal olarak stabildirler ve kolay uygulanirlar (6, 7). Biyoseramikler toksik olmayan,
biyouyumlu, biiziilmeyen ve biyolojik ortamda stabil kalabilen yapiya sahiptir (8). Kemik
ile temas ettiginde, kemik ara yiizeyinde mineral hidroksiapatit yapimina yol agan,

osteokondiiktif bir etkiye sahip olmasi biyoseramiklerin en énemli avantajidir (9).

Kok kanal tedavisinde kullanilan patlar akiskan formundan dolayr foramen
apikaleden cikarak periapikal dokularla temas edebilirler. Bu nedenle kok kanal dolgu
patlarinda bulunmasi gereken 6zelliklerden biri de biyouyumluluktur. Dis hekimliginde
biyouyumluluk c¢alismalar1 hiicre kiltlirii, hayvan deneyleri ve klinik ¢alismalar ile
yapilmaktadir. Hiicre kiiltlirii bu alanda siklikla tercih edilen bir yontemdir. Yapilan
caligmalarda ¢ogunlukla periapikal bolgenin iki 6nemli hiicre grubu olan periodontal
ligament (PDL) hiicreleri ve osteoblast hiicreleri tercih edilmistir. Bu ¢alismada hiicre

grubu olarak insan periodontal ligament fibroblast (HPDLF) hiicreleri kullanilmistir.

Bu tez ¢alismasinin amaci kalsiyum hidroksit esasli Sealapex ve Apexit Plus,

epoksi rezin esasli AH Plus, mineral trioksit agregat (MTA) igerikli biyoseramik esasl



MTA-Fillapex ve kalsiyum silikat igerikli biyoseramik esasli TotalFill BC Sealer kok
kanal dolgu patlarmin hiicre kiiltiiri ortaminda  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) ve terminal deoksinukleotidil transferaz (tdt)-aracili
dUTP-biotin isaretleme (TUNEL) testleri ile sitotoksisite oranlarini karsilastirmali olarak

degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanal Tedavisi

Kok kanal tedavisinin amaci, digin agiz i¢inde fonksiyon gérebilmesi i¢cin mevcut
periapikal doku iyilesmesine imkan saglayan bir ortam hazirlamaktir. Endodontik tedavi
ile pulpanin lezyonel tedavisinin yaninda periodonsiyumun da koruyucu tedavisi
gerceklestirilmis olur ve bu sayede dis dokusu dogal bir implant olarak fonksiyon

gormeye devam eder (10, 11).

Basarili bir endodontik tedavideki hedefler; kok kanallariin uygun bir sekilde
genisletilmesi, dezenfekte edilmesi, hastalikli dokularin uzaklastirilmasi, kok
kanallarindaki ve dentin tiibiillerindeki mikroorganizma mevcudiyetinin yok edilmesi,
ardindan inert, boyutsal olarak stabil ve biyolojik olarak uyumlu bir kanal dolgu materyali
ile apikal foramene kadar hermetik bir sekilde ii¢ boyutlu olarak doldurmasini igerir (12,

13, 14, 15).

2.1.1. Kok Kanallarinin Doldurulmasi

Kok kanallarinin doldurulmasi kanal tedavisinin en 6nemli asamalarindan biridir.
Keskin C. ve ark. kok kanal dolgularinin kalitesi ile tedavi sonrasi apikal periodontitis
iliskisini retrospektif olarak konik 1sinli bilgisayarli tomografi (CBCT) ile inceledikleri
bir calismada kok kanal tedavisi sizdirmazligi yeterli olarak degerlendirilen dislerin
periodontal sagliklarini kok kanal tedavisi sizdirmazligr yetersiz olarak degerlendirilen

diglere gore anlamli derecede daha olumlu bulmuslardir (16).
Kok kanallarinin sizdirmaz bir sekilde doldurulma nedenleri;

1. Mikroorganizmalarin oral kaviteden periradikiiler dokulara gecisini

engelleyecek bir bariyer olusturmak,

2. Kanallar1 temizleme ve sekillendirme islemlerini takiben hala kanalda mevcut
olabilecek mikroorganizmalar1 izole etmek, kok kanali igine hapsetmek ve periapikal

irritasyonu onlemek,

3. Mikrobiyal ¢ogalmaya yardimeci olabilecek besinlerin kok kanal sistemine

sizintisin1 engellemek,

4. Kok kanal sistemine gingival sulkustan veya periodontal cepten olusabilecek

sizintiy1 ve bakteri gecis riskini azaltmaktir (17).



Kok kanal tedavisinde kullanilan ¢ogu teknikte bir kor materyali ve pat birlikte
kullanir. Her teknik i¢in sivi gegisinin engellenmesi ve sizdirmaz bir dolgu i¢in kor

materyali ile birlikte kok kanal dolgu pat1 da gereklidir (18).

Bir kanal dolgu patinin ana gorevi, bosluk kalmayacak sekilde kor materyali olan
guta perka ile kanal duvarlar1 arasindaki boslugu ve guta perkalarin birbirleri arasinda
kalan alanlar1 homojen bir sekilde doldurmaktir. Dolgu patinin, kanaldaki diizensizlikleri
ve kiiciik farkliliklari, aksesuar ve lateral kanallar1 doldurmasi beklenmektedir. Dolgu
patlariin kanallar sekillendirilip temizlendikten sonra kanalda kalan bakteriler {izerinde

antibakteriyel etki gostermesi istenmektedir (12, 13, 14, 15).

Dolgu patlarinin igerigi, materyali kok kanal boslugu i¢inde sinirlandirmak i¢in
yogunlastirilmis olsa da kondensasyon prosediirleri sirasinda apikal bosluktan
istenmeyen tagsmalar meydana gelebilmektedir. Kanal dolgu patlar1 kanal boslugundan
tasip yumusak ve sert dokularla temasa gectiginde, periradikiiler dokularin kalici
iltihaplanmasina ve etkilenen bolgenin agr1, hassasiyet ve sismesi ile birlikte ortaya ¢ikan
gecikmis yara iyilesmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle, farkli vakalar i¢in dogru

kanal dolgu patinin se¢ilmesinde, dolgu maddelerinin biyouyumlulugu 6nemlidir (19).

Amerikan Endodonti Birligi Klinisyen Endodontist Rehberi’nde ¢agdas
endodontik tedaviyi su sekilde Ozetlemistir: Daimi diglerin ameliyatsiz kok kanali
tedavisi; kok kanal sisteminin periradikiiler dokularin iyilesmesini ve onarilmasini
saglamak icin biyolojik olarak kabul edilebilir kimyasal ve mekanik islemlerini igerir.
Rehber bu alanda literatiirlerde paraformaldehit igeren patlarin veya obtiirasyon
materyalinin biyolojik dokular i¢in glivensiz oldugu gosterildigi i¢in paraformaldehit
iceren materyaller ile yapilan kok kanali tedavisinin, endodontik tedavi i¢in standartin

altinda oldugunu belirtmistir (20).

2.1.2. Kok Kanal Dolgu Patlar:

Kok kanal dolgu patlari, dentin duvari ile kor materyali arasindaki boslugun
doldurulmasi icin gereklidir. Patlar ayrica kok kanalindaki bosluklari ve diizensizlikleri,
lateral ve aksesuar kanallar1 ve lateral kompaksiyon sirasinda kullanilan guta perka
arasindaki bosluklart doldurur. Kok kanal dolgu patlari, dolgu islemi sirasinda lubrikant
olarak da hizmet eder (18).



Grossman’a gore ideal bir kanal dolgu maddesinin gostermesi gereken ozellikler

sunlardir:

1. Kanstirildiginda yapiskan 6zellikte olmal1 ve bdylece sertlestigi zaman kanal

duvarlari ile arasinda iyi bir adezyon saglamalidir.
2. Kok kanalinda hermetik bir tikama gergeklestirmelidir.
3. Radyografide izlenebilmesi i¢in radyoopak olmalidir.

4. Toz kismi ¢ok ince partikiilli olmali ve bdylece likit kismiyla kolayca

karistirilabilmelidir.
5. Sertlesme sirasinda biizlilme gostermemelidir.
6. Dis dokularinda renklesmeye neden olmamalidir.
7. Bakteriyostatik olmali veya en azindan bakteri ¢ogalmasini engellemelidir.
8. Yavas sertlesmelidir.
9. Doku sivilarinda ¢oziinmemelidir.
10. Doku dostu olmali, periapikal dokularda irritasyon olusturmamalidir.

11. Gerektiginde kok kanalindan c¢ikarilabilmesi ig¢in, bilinen ¢oziicli

materyallerde ¢6ziinebilme dzelliginde olmalidir (21).
Ingle ek olarak iki madde daha eklemistir (22).
12. Periradikiiler dokularda immiin bir cevap tetiklememelidir.
13. Mutajenik ya da karsinojenik olmamalidir.
Kanal dolgu patlart su sekilde siniflandirilmaktadir (23):
1. Cinko Oksit esasl patlar
a. Cinko Oksit Ojenol
b. ilacli olanlar
1. Paraformaldehit icerenler
ii. Paraformaldehit icermeyenler
¢. Ojenolsiiz ¢inko oksit

2. Kalsiyum Hidroksit esasl patlar



3. Polimerler

a. Epoksi-amin rezin esash patlar

b. Metakrilat rezin esasli patlar

c. Polivinil (poliketon) rezin esasl patlar
d. Silikon polimerler

4. Cam iyonomer esasli patlar

5. Biyoseramik esasl patlar

a. MTA icerenler

b. Kalsiyum-silikat-fosfat i¢erenler

2.1.2.1. Cinko Oksit Esash Patlar

Cinko oksit esasl patlar uzun yillar klinisyenler tarafindan tercih edilen patlardan
olmuslardir. Igerigindeki toz kismi; cinko oksit, hidrojenize edilmis rezin, bizmut
subkarbonat, baryum siilfat, sodyum borattan olusurken, likit olarak &jenol kullanilir.
(24). Patin tozundaki ¢inko oksit partikiilleri patin akiciligini arttirmak amaciyla
inceltilmistir. Ayn1 zamanda antimikrobiyal ajan olarak da gorev yaparlar. Patin
sertlesmesi ¢inko Ojenolat olusumu sayesindedir. Sertlesme reaksiyonu tek yonliidiir,
¢inko djenolat nem varliginda 6jenol ve ¢inko hidroksite parcalanir. Bu nedenle doku
stvilarindan ¢ok etkilenmektedir. Ortamda nem bulunmasi patin c¢alisma zamanini

kisaltmaktadir (25, 26, 27).

Cinko oksit 6jenol iceren patlarin avantajlari, antimikrobiyal 6zellik tagimas,
kolay sekil verilebilir olmasi, nemsiz ortamlarda yavas sertlesmesi ve sertlesme sirasinda

diisiik oranda boyutsal degisiklik gostermesidir (28, 29, 30, 31).

En 6nemli dezavantaji ise, siirekli 6jenol salinimi ile birlikte suyla temas ettiginde
dekompoze olmasidir (32, 33). Cinko oksit igeren kok kanal dolgu patlarinin belirtilen bir
diger 6nemli dezavantaji 6zellikle periapikal dokudan tasmas1 durumunda maksiller siniis
aspergillozuna neden olabilmesidir (34). Ayrica sertlesme sonucunda agiga ¢ikan serbest
6jenol taze dentinde sertlik meydana getirir ve dokular i¢in yiiksek sitotoksisite
gostermektedir. Doku kiiltiirii ve implantasyon ¢alismalar1 bu materyalin oldukga toksik
oldugunu géstermektedir. In vitro testler ve lokal toksisisite sonuglarina karsin, klinik

uygulamalarda materyalle oldukga basarili sonuglar elde edilebilmektedir (25).



Bu gruba ait 6rnek kok kanal dolgu patlar1 sunlardir: Grossman’s Sealer, Pulp
Canal Sealer, TubliSeal, U/P Root Canal Cement, Wach’s Sealer, Ricket’s sealer, Roth-
801, Pulpdent Root Canal Sealer, Proco-Sol Nonstaining, Sealite Ultra, Cortisomol,
Endomet Plain, Endobtur, Argoseal, N- Rickert, Endofill, Intrafill, Fill Canal, Pulp Fill,
Polifill, Endoflas (1, 25).

Cinko oksit esasli patlarin igerisine baz1 maddeler eklenerek materyalin kimyasal
ozelliklerinin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Ornegin antimikrobiyal ve fiksasyon etkisi
i¢in siklikla paraformaldehit, antiseptik etki i¢cin germisitler, dentin adezyonunu saglamak
icin Kanada balsami1 veya bitkisel recine (rezin), inflamatuar reaksiyonun baskilanmasi

i¢in kortikosteroidler ilave edilmektedir (33).

2.1.2.2. Kalsiyum Hidroksitli Patlar

Kalsiyum hidroksit kok kanal dolgu maddeleri endodontide hem intrakanal
medikaman olarak hem de kor materyali ile birlikte kok kanal dolgu pati olarak
kullanilmaktadir. Kalsiyum hidroksit steril salin, kafurlu klorfenol, kafurlu paraklorfenol,
metil seliiloz, ringer soliisyonu, kollajen, kalsiyum fosfat jeli, trikalsiyum fosfat,
iodoform ve gliserin ile karigtirilarak ya da tek basina kalsiyum hidroksit tozu olarak
kullanilabilmektedir. Kok kanal dolgu malzemesi olarak kalsiyum hidroksit patinin
tercih edilme nedeni apikal foramende sert doku olusumuna yol actig1 varsayildigi
nedeniyledir. Ayrica hazirlanma kolayligi, kok kanal dolgusunun kanal sisteminden
¢iktig1 durumlarda kolay rezorbe olmasi, rezorptif defektlerde iyilesmeyi uyarmasi,
alkalin pH’a sahip olmasi gibi avantajlart bulunmaktadir. Varsayima gore kalsiyum
hidroksitin alkaliligi mineralize doku olusumunu uyarir (1, 2, 3, 4, 5). Kalsiyum hidroksit
patinin kanal sistemi digina ¢iktig1 durumlarda rezorbe olabilmesi avantaj olsa da kanal
icinde gabuk rezorbe oldugu durumlar dezavantaj yaratmaktadir. Bu yiizden daimi kanal
dolgusu olarak kullanilacagi durumlarda rezorbe olmasini engelleyecek tasiyicilarla
birlikte kullanilmas1 6nerilmektedir. Kanal dolgusunun rezorbe olmasi kanalda bosluga
neden olacak sivi degisimine uygun bir ortam yaratmaktadir. Bu da bolgenin granulasyon
dokusuyla dolmasina yol acabilmektedir ve mikroorganizmalar i¢in uygun bir ortam
olusturmaktadir. Bu avantaj ve dezavantajlar dogrultusunda kalsiyum hidroksitin diger
prepatlarla birlikte kullanilmasi diisiiniilmiistiir. Ancak bu sekilde hazirlanan preparatlar

kalsiyum hidroksitin yararl etkilerinin nétralize olmasina neden olmaktadir (1, 25).

Garg kalsiyum hidroksit patlarinin 6zelliklerini su sekilde siralamigtir (1):



* Mineralizasyonu uyarir.

» Sementogenezis yoluyla apikal kapanmay1 indiikler.

* Travma sonrasi kok rezorbsiyonunu inhibe eder.

* Alkali pH’1 sayesinde osteoklast aktivitesini inhibe eder.

* Cinko oksit §jenol esasl patlardan daha iyi sizdirmazlik 6zelligine sahiptir.
* Cinko oksit 6jenol esasl patlardan daha az toksiktir.

Kalsiyum hidroksit i¢erikli patlarin en ¢ok bilinenleri Sealapex, Kalsibiyotik Kok
Kanal dolgu pat1 (CRCS), Apexit Plus’tur.

Shrinidhi ve ark. 6 farkli kok kanal dolgu maddesinin mikrosizintisini
stereomikroskop ile karsilastirdiklar1 bir ¢calismada kalsiyum hidroksit esasli Sealapex’in
sizdirmazligint AH Plus, MTA Plus, ¢inko oksit 6jenol igceren patlardan daha az,
Endosequence BC Sealer’dan daha fazla bulmuslardir. Nem varlifinda sertlesmeye
devam ederek voliimetrik ekspansiyonun devam etmesi nedeniyle sizdirmazligin

azabilecegini diistinmiislerdir (35).

Cobankara FK ve ark. (36) bilgisayarli akigkan filtrasyon yontemini kullanarak
dort sizdirmazlik maddesinin apikal sizdirmazligi tizerinde ¢aligsmislar ve Sealapex’in AH
Plus, polimer esasli ve ¢inko oksit 6jenol esasli patlara gore 6nemli 6lgiide daha az sizinti

gosterdigini belirtmislerdir.

Poggio ve ark. (37) agar diflizyon testi kullanarak patlarin E. Faecalis lizerindeki
antibakteriyel etkinliklerini karsilastirdiklar1 caligmada Sealapex’in antibakteriyel

etkinligini yetersiz bulmuslardir.

Tanomaru ve ark. (38) patlarin radyoopasitesini karsilastirdiklar1 bir ¢aligmada biitiin
patlarin Uluslararas1 Standardizasyon Birligi (ISO) standartlarini sagladigini en yiiksek
radyoopasitenin MTA-Fillapex’te oldugunu ancak Sealapex ve Endo CPM kok kanal

patlarinin radyoopasitelerini digerlerinden daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.

2.1.2.3. Polimerler
Polimerler kiigiik yapidaki monomer denilen molekiillerin birlesimi ile olusan,

yaklagik 10.000 atom ihtiva eden (50) biiyiik yapidaki makro molekiillerdir.



Polimer esasli kok kanal dolgu patlarinin hazirlanmalar1 kolaydir, sertlesirken
boyutsal olarak stabildirler, radyoopaktirlar ve yeteri kadar ¢alisma zamani sunarlar.
Dentine yiiksek oranda adaptasyon gosterirlerken kanaldan uzaklastirilmalar1 da kolaydir.
Esas olarak 4 grup altinda incelenirler: epoksi rezin esasli patlar, metakrilat esasl patlar,

poliketon esasli patlar, silikon esasl patlar (6, 7).
Epoksi rezin esash patlar

AH26 1954 yilinda Schroeder tarafindan; piyasaya siirtilen ilk rezin igerikli pattir.
Tozunda titanyum oksit, glimiis, heksametilen tetramin, likidinde ise bisfenol diglisidil
eter bulunur. Uriin yeterince radyoopaktir (0,66mm Al kalinhigina esdeger). Sertlesme
esnasinda formaldehit agiga ¢ikarmasi ve diste renklenmeye neden olmasi nedeniyle {iriin
gelistirilerek yerine AH Plus piyasaya siiriilmiistiir. Ayn1 zamanda AH26’nin geg
sertlesme siiresi ve kok kanallarindan gerektiginde sokiilme zorlugu gostermesi gibi

dezavantajlar1 ortadan kaldirilmaya ¢alisilmistir (39, 40).

Miletic ve arkadaslariin AH26 ve AH Plus sitotoksisitesi ve mutajenitesini
karsilastirdiklar bir calismada AH Plus, AH26’dan hem baslangicta hem de sonrasinda
daha siddetli sitotoksik etki gdstermistir. AH26'nin sitotoksisitesinden sorumlu olan
formaldehit ve diger maddelerin esas olarak ilk 24 saat boyunca salinmasi nedeniyle AH

Plus’tan daha az sitotoksik etki géstermis olabilecegini diistinmiislerdir (41).

Masoud ve arkadaslarinin insan gingival fibroblast hiicrelerinde AH26, AH Plus
ve Duraflur sitotoksisitelerini karsilastirdiklari bir calismada AH Plus tiim diliisyonlarda

AH26’ya kiyasla belirgin dl¢iide daha fazla hiicre canliligi gostermistir (42).

Miletic ve arkadaslarinin (43) AH26, AH Plus, Diaket ve Apexit’in
sitotoksisitelerini karsilastirdiklar1 bir ¢alismada rezin igeren AH26’nin, diger patlara
kiyasla cok yiiksek bir sitotoksik potansiyel gosterdigini canli hiicrelerin tamamen
kaybina neden oldugunu belirtmislerdir. AH26'nin toksisitesinin, sertlesmenin erken
evresinde agiga ¢ikan kimyasal bir yan {iriin olan formaldehitin varligindan dolay1
olabilecegini diisiinmiislerdir. AH26 ve AH Plus, epoksi rezin bileseni icerir ve bu, her
iki malzeme i¢in de sitotoksisitenin bagka bir nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
polimerlesmeyi hizlandiran materyallerin bilesimindeki aminler, AH26 ve AH Plus'in

toksisitesi ile iligkili olabilir.
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Bu gruba ait kok kanal dolgu patlar1 sunlardir: AH Plus, Sealer 26, 2Seal,
ThermaSeal Plus, TopSeal, ADSEAL, EZ-Fill, Smartpaste (23).

Metakrilat rezin esash patlar

Primer ve asitlendirme yapilarak dentine baglanma 6zelligi kazandirilan rezin
teknolojilerinin restoratif dis hekimliginde kullanilmaya baslanmasinin ardindan, diigiik
viskoziteli metakrilat rezin esasli kok kanal dolgu patlart endodontide kullanilmaya

baslanmustir (44).
Giiniimiize kadar 4 farkli nesil metakrilat rezin igerikli pat liretilmistir.

[k nesil hidrofilik metakrilat recine esasli malzeme 1970’li yillarin ortalarinda
tasarlanmis olup, Hydron’dur. Hydron’un ana bileseni, kok kanalina enjekte edilen ve
kanal boslugu i¢inde in situ polimerize olabilen poli[2-hidroksietil metakrilat] (poli
[HEMA])’dir. Bu patla yapilan klinik calismalarda ciddi enflamatuar reaksiyon
gozlenmis olup 1980’lerde kullanimi terk edilmistir (45).

Ikinci nesil metakrilat rezinlere 6rnek olan EndoRez (Ultradent Products Inc.,
Giiney Urdiin, Utah) asidik olmayan diiiretan dimetakrilat (UDMA) iceren dual-cure hem
1sikla hem de kimyasal olarak sertlesen, radyoopak bir kanal patidir. Asitlendirme ve ek
adeziv uygulamasi gerektirmez. Trietilenglikol ilavesi ile pata hidrofilik o6zellik
kazandirilmigtir. Bu 6zelligi sayesinde kok kanali nemli iken kullanilabilmektedir. Smear
tabakasinin kaldirilmasindan sonra, dentin tiibiillerine ve yan kanallara akarak rezin
uzantilarinin olusturulmasi ve retansiyon saglanmasi amaciyla gelistirilmistir. Patin,
rezinle kaplanmis EndoRez guta perka veya konvansiyonel guta perka ile birlikte
kullanimi 6nerilmektedir (46, 47).

Ucgiincii nesil, self-etch bir primer ile birlikte hem 151k hem de kimyasal olarak
sertlesen kompozit rezin iceren bir pat tipidir. Bu sistemde smear tabakasi korunur.
Dentin yiizeyine uygulanan asidik primer, smear tabakasindan gecerek dentinin {ist
tabakasini demineralize eder (48, 49, 50). Epiphany kanal dolgu pat1 ve Resilon rezin
esasli bir kanal dolgu birlesimidir. Bu nesildeki en bilinen kdk kanal dolgu pati
Epiphany’dir. Epiphany’nin igeriginde bisphenol A-glycidyl methacrylate (BisGMA),
etoksilat BisGMA, tiretan dimetakrilat, hidrofilik difonksiyonel metakrakrilatin yani sira
doldurucu olarak kalsiyum hidroksit, baryum siilfat, baryum cami, bizmut oksiklorit ve

silika icerir. Igeriginin %70’ini doldurucular olusturmaktadir. Resilon termoplastik
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sentetik polimer esasli kanal dolgu materyalidir. Resilon igerigindeki polikaprolakton
sayesinde termoplastik 6zellik kazanmaktadir. Epiphany/Resilon kdk kanal dolgu sistemi
ayrica sulfonik asit yapisinda olan fonksiyonel monomer, hidroksietilmetakrilat, su ve
polimerizasyon baglatici iceren kendiliginden piiriizlendirme 6zelliginde olan Epiphany
primer igerir. %17 lik etilen diamin tetra asidik asit (EDTA) soliisyonunun kullaniminin
ardindan kanala uygulanan Epiphany primer ve ardindan uygulanan Epiphany/Resilon
sistemi bosluklar1 doldurarak hermetik bir kapama saglar. Bu sekilde zayif yapidaki

dislerin olusturulan monoblok sayesinde giiglendirilmesi amaglanmaktadir (25).

Dordiincti nesilde asit, primer ve rezin igeren pat tek bir formiilde birlestirilmistir.
Boylece islem siiresi kisaltilmak istenmektedir ve islemlerin arasinda meydana
gelebilecek hatalarin 6nlenmesi amaglanmaktadir. MetaSEAL, Hybrid Bond SEAL, Real
Seal bu gruba 6rnektir (18).

Poliketon (Polivinil) Rezin I¢erikli Patlar

Bu patlarin en bilineni Diaket’tir. 1952 yilinda piyasaya siiriilen pat ince yapidaki
toz ve koyu kivamli likitten olugsmaktadir. Diaket keton yapida kanal dolgu patt olup,
yapisindaki tuz ve metal oksitlerin notral organik yapilarla tepkimesi sonucunda
poliketonlar olugsmaktadir. Toz, likit ve eritici olmak iizere 3 boliimden olusur. Eritici
bolim kuvvetli antiseptik Ozellik gosterir ve hem kanal irrigasyonunda hem de
gerektiginde kanalda diaketin bosaltilmasinda kullanilmaktadir. Karistirildiktan sonra
oldukca yapigkan olan bu rezin pat dise oldukc¢a giiglii adezyon saglar. Cam iizerinde
karistirildiginda 7 dakikada donar, kok kanalinda ise daha kisa siirede sertlesir. Bu klinik

kullanimda 6nemli bir dezavantajdir (25).
Silikon Esash Rezin patlar
Lee EndoFill, RoekoSeal, Gutaflow ve Gutaflow 2 bu gruba ornektir.

Lee EndoFill enjekte edilebilen silikon rezin esasli bir pattir. Guta perka ile veya
tek basina uygulanabilir. Formiiliinde hidroksil sonlanan polisiloksan, bizmut siilfat,
silikon yagi, tetraetil ertosilikat, debutil kalay dilaurate, FD-C boyasi bulunmaktadir.

Diisiik sitotoksisite gostermektedir (25).

RoekoSeal’in formiiliinde polimetilsiloksan, silikon yagi, zirkonyum dioksit,

parafin bazli yag ve platin katalizor bulunmaktadir (25).
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GuttaFlow ve GuttaFlow?2 toz haline getirilmis soguk akiskan bir dolgu sistemidir.
RoekoSeal’a eklenen partikiil formundaki guta perkadan olusmaktadir. Teknik
malzemenin kanal i¢ine enjeksiyonunu ve ardindan tek bir ana konun yerlestirilmesini
igerir. S1izdirmazligi ile ilgili yapilan ¢aligmalar diger tekniklerle karsilastirabilir ve daha

diisiik oldugunu sdylemislerdir (25).

2.1.2.4. Cam Iyonomer Esash Patlar

Cam iyonomer esash patlar dentine kimyasal baglanma o6zellikleri nedeniyle
kanal dolgusunda kullanilmak tizere gelistirilmiglerdir. Cam iyonomerlerin dis dokularina
olan adezyonu birincil olarak kimyasal baglanma, ikincil olarak mikromekanik
baglanmadir (51, 52). Biyouyumlu olmalari, flor salinimi yapmalar1 ve antibakteriyel
etkinliklerinin olmas1 diger avantajlar1 arasinda yer almaktadir (53). Ancak retreatment
islemi esnasinda sokiilme zorlugu ve rutin kullanilan ¢oziiciilerde ¢oziilmemesi en dnemli
dezavantajidir. Ayrica neme karsi hassas olmasi nedeniyle sizintt meydana getirmesi

patin kullanimini azaltmistir (54, 55).

Baslica cam iyonomer icerikli kok kanal patlar1 Ketac-Endo, Chembond,
Vitrabond, ASPA, Fuji ionomer, Activ GP ve Endion’dur.

2.1.2.5. Biyoseramik Esash Patlar

Biyoseramikler, 6zellikle tip ve dis hekimligi alaninda kullanim i¢in tasarlanmis
seramik malzemelerdir. Aliimina, zirkonya, biyoaktif cam, cam seramikleri,
hidroksiapatit ve kalsiyum fosfatlari igerirler. Biyoseramikler, ¢esitli kimyasal islemlerle
hem in situ hem de in vivo olarak elde edilen biyolojik olarak uyumlu seramik
bilesiklerdir. Biyoseramikler biyolojik hidroksiapatitle benzerliklerinden dolay1
mitkemmel biyouyumluluk o6zellikleri gosterirler. Biyoseramikler, hidrasyon iglemi
sirasinda, insan viicudunda rejeneratif yaniti uyarabilen hidroksiapatit gibi farkli
bilesikler tiretirler. Kemik ile temas ettiginde, kemik ara yiizeyinde mineral hidroksiapatit
yapimina yol agan, osteokondiiktif bir etkiye sahiptir. Bolgede kemik iyilesme siireci
varsa, osteoindiiktif maddeleri absorbe etme yetenegiyle, intrensek osteoindiiktif etkisi
vardir (9).

Biyoseramikler, biyouyumludurlar ve antibakteriyel 6zellige sahiptirler.

Antibakteriyel 6zelligi materyalin sertlesmesinde sonra ¢okmesiyle meydana gelir ve bu
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da bakteri sekestrasyonuna yol agar. Biyoseramikler, bakteri yapismasini 6nleyen 1-3 nm

¢apl1 nanokristallerden olusurlar (56).

Biyoseramik esasli patlar hidrofilik yapisiyla, dentin tiibiillerinde bulunan suyu
cekerek sertlesmektedir. Sertlesirken kan, dentin sivisi, tiikiiriik gibi oral sivilardan

etkilenmezler. Caligma siireleri klinisyen i¢in idealdir ve yeterli akiciliga sahiptirler (57).

Kok dentinine baglanan biyoseramik esasli patlarin tam mekanizmasi
bilinmemekle birlikte kalsiyum silikat esasli sizdirmazlar i¢in asagidaki mekanizmalarin

olabilecegini diistiniilmistiir (58):

1-Partikiillerin mekanik kilitlenme mekanizmasiyla dentin tiibiillerine (tiibiiler

difiizyon) difiizyonu gerceklesir.

2-Yiksek alkalen igerikli pat ile kollajen liflerin denatiire olmasindan sonra bir
mineral infiltrasyon tabakasi olusur. Bu tabaka patin mineral iceriginin intertiibiiler

dentine infiltrasyonu sonucu olugmaktadir.

3- Nemli dentin tabakasinda gézlenen kalsiyum silikat hidrojel ve kalsiyum
hidroksitin fosfat ile parsiyel reaksiyona girmesinden dolayr mineral infiltrasyon

tabakasinda hidroksiapatit olusumu gozlenir.
Biyoseramik esasli patlar iceriklerine gore iki grupta incelenmektedir:
Kalsiyum-silikat-fosfat icerenler

Bu patlar zirkonyum oksit, kalsiyum silikat, kalsiyum fosfat, kalsiyum hidroksit,
hidroksiapatit doldurucu ve sertlestirici maddeler igermektedirler. Biiziisme gostermeyen,
biyolojik ortamlarda kimyasal olarak stabil olan, canli doku temasinda iltihabi ileri tepki
uyandirmayan, toksisitesi az olan materyallerdir. Materyaller hidroksiapatit olusturmakta
ve dentin ile dolgu maddeleri arasinda baglanmayi artirabilmektedir. Kanal dolgusu
sonras1 sertlikleri artmakta, donma sirasinda yliksek pH gostermekte ve bdylece

antibakteriyel etki saglamaktadir ve ortiiciiliik nitelikleri iyidir (25).

iRoot SP,Bioseal, EndoSequence BC Sealer, Capseal, Smartpaste Bio, Sankin
Appetite, Generex A ve TotalFill BC Sealer bu grupta yer almaktadir.

MTA igerenler

MTA tozunda; trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, trikalsiyum aliiminat,

bizmut oksit, kalsiyum stilfat hidrattir. Likidinde ise suda ¢oziinebilen bir polimer
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bulunmaktadir. MTA; yiiksek pH’a sahiptir, biyouyumludur, diisiik ¢ézlintirliigti vardir
ve sizdirmazlik o6zelligi iyidir. Trikalsiyum silikat iceren MTA’nin cesitli cerrahi
uygulamalarda ve vital pulpa tedavilerindeki basaris1 endodontide kok kanal dolgu pati
olarak da kullanilmasini cazip kilmistir. MTA bazli kok kanal dolgu patlar1 yakin

zamanda kullanima sunulmustur (59).

ProRoot EndoSealer, MTA Obtura, Endo CPM Sealer, DiaRoot Bioaggreate ve
MTA-Fillapex bu grupta yer almaktadir.

2.2. Dental Materyallerin Biyouyumluluk Ozellikleri

2.2.1. Biyouyumluluk ve Sitotoksisite

Biyouyumluluk; bir materyalin canli dokular ile temas halinde iken lokal veya
sistemik toksisite, alerji, mutajenik ve karsijonik etki olusturmayan inert 6zelliklere sahip
olmasi ve uygulandig1 bolgede uygun biyolojik cevap olusturabilmesi durumudur (60,
61). Biyouyumlu olmayan materyallere karsi olusan olumsuz doku reaksiyonlar

‘toksisite’ olarak degerlendirilmektedir.

Kok kanal tedavisi sirasinda periradikiiler dokular, apikal foramen araciligiyla
ekstriize olan endodontik kanal dolgu maddeleriyle temas edebilir (62). Endodontide
kullanilan dolgu materyalleri canli dokularla iliskili olup bu materyallere kars1 gelisecek
doku cevabi olduk¢a 6nemlidir (63). Kok kanal dolgu patlari periapikal dokularla uzun
stireler boyunca direkt veya yakin temasta bulunduklarinda, toksik tirtinleri, periradikiiler
hiicre popiilasyonunun proliferasyon kapasitesini inhibe ederek periapikal iyilesme
stirecini engelleyebilirler (64, 65, 66). Bu nedenle iyi fiziksel ve kimyasal 6zellikler
disinda endodontik materyaller biyolojik olarak da uyumlu olmalidir (67, 68, 69). Bir¢cok
parametre genotoksisite, mutajenite, karsinojenisite, histouyumluluk ve immunolojik
etkiler gibi endodontik materyallerin biyouyumlulugunu karakterize eder. Birgok ¢aligma
endodontik materyallerin sitotoksisitesine odaklanmistir.

Toksik reaksiyona ve doku nekrozuna neden olabilecek kanal dolgu patlar1 doku
iyilesmesine engel oldugu gibi endodontik tedavinin basarisini da etkileyecektir (63, 70).
Endodontik tedavide kullanilan materyallerin periapikal dokular tarafindan iyi tolere
edilebilen, biyolojik dokular iizerinde toksik etkisi bulunmayan ve iyilesmeyi

uyarabilecek 6zelliklere sahip biyouyumlu materyaller olmasi istenmektedir (25, 65).
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2.2.2. Dental Materyallerinin Biyouyumluluk Degerlendirmeleri

Dental materyallerinin biyouyumluluklarinin insan tizerinde kullanima uygun
olup olmadiginin tespiti igin g¢esitli testler yapilmaktadir. Materyaller klinik uygulamaya
geemeden Once, materyalin oral dokular iizerine olasi zararli etkileri, ilk basta hiicre
kiiltiiri gibi in vitro testler ile incelenmekte, degerlendirmelere hayvan testleri ile devam
edilmektedir. Bu testlerden istenilen sonuglar elde edildiginde klinik kullanim test

calismalar1 yapilmaktadir (71).

ISO testlerin belirli standartlarda yapilmas1 amaciyla dis hekimliginde kullanilan
tibbi materyallerin biyouyumlulugunun degerlendirilmesi i¢in ISO 7405 dokiimanini
sunmustur. Bu dokiimanda gecgen testlere ek olarak ISO 10993-5 standartlar1 da in vitro

sitotoksite testleri igin Onerilen genel bir test protokoliidiir (72).

ISO standartlarina gore (73) biyouyumluluk testleri li¢ asamada yapilmalidir.

Bunlar;
In vitro deneyler (birincil veya eleme testleri)
In vivo hayvan deneyleri (ikincil testler)
Klinik ¢aligmalar olmak iizere li¢ basamakta yiiriitiillmektedir.

Uygulanan testlerin avantaj ve dezavantajlari tabloda gosterilmistir (74).

Tablo 2-1: Biyouyumluluk testlerinin avantaj ve dezavantajlar:

Test Avantaj Dezavantaj
In vitro Hizli uygulama In vivo ortamla iliskisi
Ucuz tartismalidir

Standardize edilebilir

Deney ortammin kontrolii
kolaydir

Genis bir skalada

degerlendirme yapilir

Hayvan Testleri Karmasik sistemik etkilesimler | Kullanilan materyalle iligkisi
tespit edilebilir tartigsmalidir
Pahali
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In vitro testlere gore daha genis

kapsamli ve daha gercekcidir

Etik a¢idan tartismalidir
Kontrolii zor

Sonuglarin ~ degerlendirilmesi

zor
Kullanim Testleri Kullanilan materyalin | Cok pahalidir
dokularla iliskisi belirlenir Daha fazla zaman
Etik ag¢idan daha fazla
tartismalidir

Kontrolii zor olabilir
Sonuglarin  degerlendirilmesi

zordur

2.2.2.1. in vitro Testler

Yeni bir materyalin biyouyumlu olup olmadigini degerlendirmek amaciyla ilk

gelistirilen test yontemi in vitro deneylerdir. Biyouyumlulugun degerlendirilmesindeki in

vitro testler test tiipii i¢inde, hiicre kiiltiir kabinda veya canli mikroorganizmada

uygulanir. Dental materyallerin in vitro olarak sitotoksisitesini belirlemede en yaygin

kullanilan biyolojik sistemler hiicre kiiltiirleridir. Bu testler test edilecek materyalin

hiicre, enzim ya da diger biyolojik sistemlerle temasiyla gerceklestirilir. Test edilecek

malzemenin, hiicre kiiltiir ortaminda hiicre sayisi, biiylime orani, morfolojik 6zellikleri,

metabolik fonksiyonlar1 kontrol gruplari ile karsilastirilarak degerlendirilir. Deneyler

arada herhangi bir bariyer olmaksizin materyalin hiicre ile direkt temasiyla ya da materyal

ile hiicre arasinda kiigiik bir bariyer yerlestirilmesiyle indirekt sekilde uygulanabilir (74,

75).

In vitro testlerin avantajlar1 su sekilde siralanabilir (75, 76, 77):

-Uygulamasi hizlidar.

-Testler ¢cabuk sonlanir, kisa siirede sonug verir.

-Genellikle hayvan veya klinik kullanim testlerine gére maliyetleri diisiiktiir.

-Deneyin kontrolii kolaylikla yapilabilir.

-Genis kapsamli arastirma yapilabilir.
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-Ayrica bu testler hayvanlarin ve insanlarin test i¢in kullanimini sinirlayan etik ve

yasal sorunlardan uzaktir.

Biitin bu avantajlarinin yaninda in vitro testler organizma disinda
gerceklestirildiginden materyale karsi gelisen biyolojik cevap hakkinda net veriler elde

edilememektedir (74, 78).

2.2.2.2. In vivo Testler

Bu testlerde genellikle memeli hayvanlar kullanilir. Test edilecek materyal fare,
rat, koyun, kedi, kdpek, maymun gibi deney hayvanlarina implant edilmektedir ve
materyalle biyolojik ortam arasinda olusabilecek iliskilerin gozlemlenmesi amagclanir.
Elde edilen veriler in vitro testlere gore daha kapsamli ve uygundur. Ancak in vivo
testlerde degiskenlerin kontrolii daha zordur ve biyolojik cevabin karmasik yollarla
olugmasi, elde edilen sonuglarin kantitatif olarak degerlendirilmesini zorlagtirmaktadir.
Etik tartismalar1 ve hayvan haklar1 gibi meselelerin 6nem kazanmasi bu testlerin
kullanilmasini giderek azaltmaktadir. Bu testlerin bir diger dezavantaji zaman alic1 ve
pahali olmalaridir. Ayrica hayvanlardaki cevabin insandaki cevaba benzerligi konusunda
stipheler bulunmaktadir. Bu testler kemik implantasyon testi, agiz mukozas1 membran

testi, sensitizasyon testi, subkiitandz implantasyon testlerini igermektedir (74, 78, 79).
Klinik Kullanim Testleri

Kopek, maymun gibi biiyiikk hayvanlar ve goniillii insanlar iizerinde yapilan
kullanim testlerinde; materyalin klinik kullanimi, her agidan taklit edilerek degerlendirme
yapilmaktadir. Dental materyallerin insanlar iizerindeki alerjik potansiyellerinin
belirlenmesinde patch testi, prick testi ve radioallergosorbent testi gibi testler
uygulanmaktadir. Insanlar iizerinde kullanim testlerinin yapilmasi test materyalinin

biyouyumluluk degerlendirmesinde klinik deney asamasidir (74, 76, 80).

2.2.3. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltliriniin temel ilkesi, canli dokulardan mekanik, enzimatik veya spontan
migrasyon ile alinan pargalarin in vitro kosullarda yasatilmasi ve tiremelerinin devam
ettirilmesidir. Falkon, flask, petri gibi laboratuvar gereclerinde kiiltiir vasati veya
medyumu denilen, igerisinde; tuzlar, tampon maddeleri, amino asitler, vitaminler, dana
veya at serumu barindiran besleyici uygun sivilarin iginde iretilirler. Bu amagla ¢esitli

canlilarin (insan, fare, tavsan, maymun gibi) ¢esitli dokular1 (bobrek, akciger, tiimdr, dis
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pulpasi, amniyon zarlar1) 6nce parcalanarak tek tek hiicrelere ayrilirlar ve kiiltiir vasatiyla
birlikte steril kaplara konurlar. Bu hiicre siispansiyonu %5 karbondioksit (CO») iceren
37°C ortamda bekletildiginde hiicreler kabin ¢eperine yapisarak liremeye baslarlar. Bu

tireme sonucunda olusan yapiya hiicre kiiltiirii denilmektedir (81).
Hiicre kiiltiirlerinin kullanilmasinin avantajlari (79, 82):

e Tekrarlanabilir olmasi,

e Kisa siireli etkilesimlerin degerlendirilmesinde kullanisli olmasi,

o Sitotoksik tepkimeleri belirleyen kimyasal ajanlarin az miktarda kullanilmasi ve
hiicre tizerinde etkilerinin direkt olarak go6zlenerek standart ol¢iimler
yapilabilmesi,

e Medyum igerisindeki bilesiklerin, nem, pH, 1s1, oksijen osmotik basing ve

karbondioksit miktarinin kontrol altinda tutulabilmesidir.
Avantajlariin yani sira;

e Bakteriyel ve kimyasal kontaminasyonlarin etkileyemeyecegi steril bir ortam
olusturma zorlugu,

e Deneyin tek tip hiicre tiirii ile yapilmasi nedeniyle tek bir deney ile materyal ve
organizmada farkli hiicre tiirleri arasindaki etkilesim hakkinda bilgi edinmedeki

zorluklar da g6z ontinde bulundurulmalidir (79, 82).

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda primer hiicre ve siirekli/devamli hiicre hatlar1 olmak
tizere iki tip hiicre kullanilir. Primer hiicre Kiltiirleri doku ve organlardan ayrilan
hiicrelerin 24 saatten daha uzun siire kiiltir edilmesiyle elde edilir. Primer hiicre
kiiltiirlerinde ¢ogalan hiicreler buradan alinip bagka kiiltiirlere ekilebilir ve ¢ogaltilabilir.
Bu sekilde elde edilen ilk alt kiiltiirlere sekonder hiicre kiiltiirleri denir ve bir seri kiiltiir

islemlerinden sonra hiicre hatlari elde edilir (74, 83, 84).

Primer hiicre hatlarinin en 6nemli avantaj1 verici dokunun fizyolojik durumunu
yansitmasi, genotip ve fenotipinin verici dokuyla ayn1 6zellikler gostermesidir. Ancak
farkl1 bireylerden alindig1 i¢in fonksiyonel durumlar yansitmasi farklidir ve tiretilmesinin
pahali olmasi, kiiltiire etmenin uzun siirmesi, yasam siirelerinin kisa olmasi primer
hiicrelerin dezavantajlarindandir. Ayrica primer hiicre hatlarinin ¢ogalma siireleri
kisithdir ve ¢ogalma siiresi hiicrelerin elde edildigi kaynagin tipine ve yasina ve diger

bilinmeyen etkenlere bagli olarak degiskenlik gostermektedir (85). Biyouyumluluk



19

degerlendirme calismalarinda primer hiicre hatlar1 alindigi doku ile benzer 6zellikler

gostermesi bakimindan siirekli hiicre hatlarina gore daha ideal goziikkmektedir (77).

Devamli hiicre hatlarinin siiresiz ¢ogalabilme 06zelligi bulunmaktadir ve
kolaylikla ¢ogaltilabilir. Primer hiicre hatlarina kiyasla daha stabil bir fenotipe
sahiplerdir. Ancak transformasyona ugradiklari i¢in in vivo Ozelliklerinin tiimiini
koruyamamaktadir. Caligmalarda siklikla kullanilan devamli hiicre hatlarindan bazilar
sunlardir: fare fibroblastlar1 (L-929, 3T3) veya insan epitelyal hiicreleri, insan ve hayvan
pulpa hiicreleri, osteoblast benzeri hiicre, insan THP-1 monositleri ile immortalize fare
odontoblast hiicre hatlaridir (74, 81, 85).

2.2.3.1. Periradikuler Dokular i¢in Hiicre Kiiltiirii Cesitleri

Pulpa ve periapikal dokular birbirlerinin devami halindedir (91). Dis kokiinii
cevreleyen periodontal dokular sement, periodontal ligament ve alveolar kemikten
olusmaktadir. Pulpa yoluyla meydana gelen bir iltihap, enfeksiyon periradikiiler

dokularla direkt olarak iliskilidir (1).

Insan Periodontal Ligament Fibroblast Hiicreleri (HPDLF): Periodontal ligament
alveolar kemik ve sement arasinda baglanti olusturan periradikiiler dokuda bulunan
yapidir. Dig eti bag dokusu ile devamlilik gdsterir ve kemikteki vaskiiler kanallardan
kemik iligi bosluklart ile iletisim kurar. Periodontal ligament, lif, kan damarlar1 ve sinirler
gibi diger yapisal elemanlari barindirir. Periodontal ligamentte fibroblast, makrofaj, mast
hiicreleri, nétrofiller, lenfositler, plazma hiicreleri, malessez epitel hiicreleri gibi hiicresel
elemanlar yer almaktadir. Fibroblastlar periodontal ligament dokusunda en ¢ok bulunan
hiicrelerdir. Fibroblastin ana goérevi Kollajen lif sentezi ve hiicrelerarasi ana maddenin
sentezidir (1). Insan periodontal ligament fibroblast hiicreleri kiiltiir ortaminda bipolar,

birbirine paralel ig seklinde goriilmektedir (87).

Arastirmacilar periodontal ligament kok hiicresinde bulunan mezenkimal kok
hiicre markirlarini arastirmislar farkli markirlarin bu hiicreler tizerinde pozitif ve negatif

ekspresyonlarini bildirmislerdir.

Seo ve ark. ilk olarak, kemik iligi stromal hiicreleri ve dental pulpa kok hiicreleri
tizerinde bulunan iki erken mezenkimal kok hiicre markiri olan STRO-1 ve
CD146/MUCI18 hiicre yiizey molekiillerinin PDL kok hiicrelerinde de pozitif ekspresyon

gosterdigini bildirmislerdir. Ek olarak stromal hiicrelerle iliskili olan markirlardan CD44,
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stromal hiicreler ve endotelyal hiicrelerle iligkili markilardan CD90, CD105 ve

CD166'ninda pozitif ekspresyon gosterdigini bildirmislerdir (88).

Trubiani ve ark. CD10, CD26, CD29, CD73 ve CD349/FZD9 gibi mezenkimal
kok hiicre markirlarinin PDL kok hiicrelerinde yiiksek ekspresyonunu gostermislerdir

(89).

PDL kok hiicrelerinde hematopoetik belirtegler olan; CD34 (ilkel hematopoetik
progenitor markir), CD14 (monosit/makrofaj marker) ve CD19 (B hiicre marker) negatif

ekspresyon gostermistir (90).

Hematopoetik belirteclerin yoklugunun, mezenkimal hiicrelerin tanimlanmasi
icin gerekli oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, PDL mezenkimal kok hiicrelerin
tanimlanmasi ic¢in spesifik belirtecler heniiz kesfedilmemistir ve bu sebeple PDL kok

hiicrelerinin kesin izolasyon ve karakterizasyonlarini sinirlandirmaktadir.

Pulpa ve periapikal dokular birbirinin devami1 halindedir. Periapikal alanda olusan
iltihabt olay ¢evre dokulara kolayca yayilmaktadir (91). Dental materyallerin
biyouyumluluklarinin degerlendirildigi calismalarda hedefe yonelik hiicre hatlar
kulanilmasi gerekliligi s6z konusudur. HPDLF kok kanal pulpa dokusu ile devamlilik
gostermesi nedeniyle kok kanal dolgu maddelerinin sitotoksisitelerinin degerlendirildigi

hiicre kiiltiirii caligmalarinda tercih edilen hiicre gruplarindandir.

2.2.4. In vitro Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite; Herhangi bir materyal ya da ajana kars1 hiicresel diizeyde meydana
gelen hasardir. Bu hasar hiicrenin yap1 ve fonksiyonlarint bozmak suretiyle molekiiler
olaylarin makromolekiiler sentezi engellemesi olarak ifade edilmektedir. Sitotoksisite,
incelenen maddenin dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak hiicrelere degisik

derecelerde zarar veren bir olaydir.

Hiicreler sitotoksik etkiye maruz kaldig: takdirde nekroz, apaptoz veya otofaji
gibi olaylar sonucu Olebilirler, sitostazis nedeniyle proliferasyon &zelliklerini
kaybedebilirler veya hiicrede proenflamatuar medyatorlerin salinmasi gibi degisiklikler

gozlenebilir (92).

Sitotoksisite testlerinde siklikla hiicre kiiltiirleri kullanilarak olasi toksikolojik

reaksiyonlar in vitro olarak degerlendirilmektedir. Sitotoksite testleri;
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* Hiicre canlilig1 ve Sliimii

* Hiicre membrani

* Hiicre organelleri

* Protein veya deoksiribo niikleik asit (DNA) sentezi
* Hiicre boliinmesi ile ilgili detayli bilgiler verir.

In vitro sitotoksisite testlerinin hedefi; uygulanan materyalin hiicre veya dokuda
meydana getirdigi reaksiyonlar1 laboratuvar ortaminda gozlemlemektir. In vitro
sitotoksisite deneylerinde test edilecek ajanin fiziksel 6zelligi ve materyalin hiicreler ile
temas yontemi onem tasimaktadir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hiicre ile materyalin

temasi direkt, indirekt ya da ekstrakt yolu ile ger¢eklesebilmektedir (93).

Testlerin bazi standartlarda gerceklestirilmesi i¢in ISO bazi kriterler belirtmistir.
In vitro sitotoksisite degerlendirmelerinde 1SO 10993-5 standartlarinda bulunan test
metotlari ile birlikte dnerilen test metotlar1 sunlardir: Direkt hiicre kiiltiirii, agar difiizyon

testi, filtre difiizyon testi, dentin bariyer testi ve bariyer test metodudur (72, 74, 92).

2.2.4.1. Direkt hiicre Kiiltiirii

Direkt temas testi materyal veya bilesenlerinin direkt kiiltiirdeki hiicrelerin
tizerine kisa siirelerde (> 24 saat) uygulanmasidir. Direkt temas testinde materyal hiicreler
ile veya kiiltiir vasati ile fiziksel temas halindedir. Suda ¢6ziinebilen materyaller kiiltiir
vasat1 igerisinde de iyi ¢Oziinecekleri i¢in materyal ve hiicreler arasinda ¢ok iyi temas
saglanmig olur. (94, 95 Moharamzadeh ve ark. 2009, Polyzois 1994). Sayet materyalin
yapisi hidrofobik ise ve kiiltiir vasatinda ¢dziinemiyorsa materyal hiicrelere miimkiin
oldugunca yakin temasta olacak sekilde yerlestirilmelidir veya hiicrelerin tam iizerine
uygulanmalidir. Hidrofobik yapidaki materyaller i¢in materyalin kiiltiir kabina
yerlestirilip hiicre siispansiyonun materyal iizerine uygulanmasi veya hiicrelerin materyal

tizerinde kiiltiir edilmesi de bir segenektir (72).

2.2.4.2. Ekstrakt yolu ile temas testi

Ekstrakt yolu ile temas testi yonteminde materyal sivi bir ¢oziicii igerisinde
bekletildikten sonra, materyalden c¢oziinen bilesenler hiicreler ile temas ettirilir ve
sitotoksisitesi incelenir. Materyalden ¢6ziinen bilesenlerin sivi ile olusturdugu bu

siispansiyon “ekstraksiyon sivisi” olarak adlandirilmaktadir. Coziicii olarak serum
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icermeyen vasat, serum i¢eren vasat, fizyolojik tuz soliisyonu veya diger uygun ¢oziiciiler
kullanilabilir (72, 92).

Materyalin toksik ozelliklerinin dogru bir sekilde belirlenebilmesi igin;
ektraksiyon sivisi klinik kullanim ortamini taklit etmeli ve materyalin kimyasal yapisinda
onemli degisiklik meydana getirmemelidir. Ekstrakt i¢indeki materyalin konsantrasyonu
ve hiicrelere temas edecek materyalden salinan bilesenlerin orani; ekstrakti alinan
materyalin kimyasal c¢oziilebilirligine, diflizyon oranma, pH’sma, yiizey alanina,
osmolaritesine, 1s1ya, zamana, ektraksiyon sivisinin hacmine ve diger faktorlere baghdir

(74, 92, 96).

2.2.4.3. Agar Difiizyon Testi

Agar diflizyon yontemi, toksisite degerlendirmelerinde en uzun siiredir kullanilan
test yontemidir. Bu yontemde hiicrelerin tizeri agar ile ortiiliir ve test materyali de agarin
tizerine yerlestirilir. 24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda nétral kirmizi boyanin, hiicre
membraninin gegirgenligine bagli olarak, lizozomlarda birikme miktarina bakilarak hiicre
aktivitesi degerlendirilir. Hiicrelerdeki liziz ve dekolorizasyon degerlendirilerek

materyalin hiicrede gelistirdigi yanit incelenir (92, 97).

2.2.4.4. Filtre Difiizyon Testi

Filtre difiizyon metodunda filtre olarak seliiloz asetat kullanilir. Seliiloz asetat
filtresinin bir tarafina primer hiicreler diger tarafina ise test materyali yerlestirilir. Hiicre
tizerinde meydana gelen materyalin sitotoksik etkisinin goriilebilmesi igin bilesenlerin
0.45 um filtreden difiize olabilmesi gerekir. Hiicrede meydana gelen hasarin
dekolorizasyon alaninin 6l¢iilmesi ile ya da boyanma yogunlugunun incelenmesi ile tespit

edilmesi esasina dayanir (74, 77, 92, 98).

2.2.4.5. Dentin Bariyer Testi

Bu yontemde sitotoksisitenin degerlendirilmesi amaciyla bariyer olarak dentin
diskleri kullanilmaktadir. Outhwaite ve ark. boliimlii oda (split chamber) mekanizmasini
gelistirmigler ve dentinin gegirgenlik 6zelligini incelemisledir (99). Materyalin biyolojik
uyumlulugun degerlendirilmesinde dentinin gegirgenlik 6zelliginden faydalanilmasi
fikrini ortaya atmislardir. Deneylerde insan dentini kullanilmast her ne kadar in Vvivo
dokuyu taklit etmesi agisindan avantajli goziikse de gegirgenlik 6zelliklerinin farkli

olmasi ve elde edilmesinin zor olmasi dezavantajdir (100). Elde edilmesinin kismen daha
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kolay olmasi ve insan dentinine gore gegirgenlik bakimindan daha az farklilik gostermesi
gibi standardizasyonu kolaylastirict 6zellikler bu yontemde sigir dentini kullanimin

avantajli kilmaktadir (101).

2.2.4.6. Bariyer test metodu

Klinikte kullanilan bazi materyaller diste acilan kaviteye yerlestirildigi zaman
pulpa ile direkt temaslar1 yoktur fakat dentin kanallarinin gegirgenligi araciligi ile etki
mekanizmalarini gosterirler. Bu amacla son yillarda dentinin gegirgenligi taklit eden ve
bilesenlerin diflizyonuna izin veren insert bariyer sistemleri gelistirilmistir. Bu yontemde
materyal, bariyer gérevi goren insert i¢ine yerlestirilir ve asili sekilde kiiltiir vasati i¢inde
tutulur. Materyalden salinan bilesenler insertin alt kismindaki por6z membrandan gegip

kiiltiir vasatinin dibinde ¢6kmiis bulunan hiicrelere temas eder (92, 102).

2.2.5. Calismada Yer Alan Sitotoksisite Degerlendirme Yontemleri

2.25.1. MTT Testi

Hiicre canliligin belirlenmesi amaciyla uygulanan kolorimetrik bir sitotoksisite
testi olup asil amaci kalan canli hiicrelerin sayisinin belirlenmesidir. Hiicre sayiminin
belirlenmesinde tripan mavisi ile boyama sonrasi toma laminda mikroskop ile ya da
elektronik sayagla sayim yapilmasi ¢ok kullanilan metotlardan biridir. Ancak bu
metotlarda ¢ok sayida Ornegin bulundugu mikroplateler i¢in sayilma zorlugu
bulunmaktadir. Bu nedenle MTT testi gibi sayimin dijital ortamda gerceklestirildigi
yontem ¢ok fazla tercih edilir olmustur (103).

MTT pozitif yiikli bir tetrazolyum tuzudur. MTT 6karyotik hiicre membranini
gecerek mitokondride siiksinat dehidrogenaz enzimi ile formazan bilesigine indirgenir.
MTT bilesigi sar1 renklidir, olusan formazan ise mor renkli olup suda ¢éziinmemektedir
ve absorbansin 6lgiilmesi i¢in uygun bir ¢oziictide ¢ozdirilmesi gerekmektedir. Bazi
arastirmacilar tarafindan MTT testinde olusan formazani ¢ozdiirmek i¢in dimetil siilfoksit
(DMSO) kullaniminin uygun oldugu ortaya konulmustur. MTT testindeki mekanizmada
yalnizca canli hiicrelerin aktif mitokondrisi tetrazolyum halkasini kirarak formazan
bilesigine doniistiirmektedir. Ve bdylece meydana gelen renk degisikligi yalnizca canl
hiicreler tarafindan meydana gelir. Olii hiicreler tetrazolyum bilesiklerini indirgeme
yetenegine sahip olmadiklari i¢in renk degisimine neden olmamaktadir (104, 105, 106,
107).
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MTT testi ii¢ asamada gerceklesmektedir: Ik asamada hiicreler toksisitesi test
edilecek maddeye maruz birakilirlar. ikinci asamada toksik madde uzaklastirilir ve vasata
MTT bilesigi eklenir ve indirgenme reaksiyonlarinin gerceklesmesi i¢in 1-4 saat inkiibe
edilir. Ardindan meydana gelen degisiklikler spektrofotometre (Sekil3-14) yardimiyla

Ol¢iilerek canli/6li hiicrelerin sayisi belirlenir (107).

2.2.5.2. TUNEL Testi

TUNEL apoptotik hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi esasina dayanan bir
immunohistokimyasal yontemdir. TUNEL yonteminde goriilen tepkime oldukea nettir ve
yalnizca apoptozise ugramis hiicre ¢ekirdekleri boyanir. Apoptoz esnasinda meydana

gelen DNA kiriklarinin in situ olarak tespit edilmesini saglar (108).

2.3. Hiicre Hasar1

Hiicreler, yap1 ve fonksiyonlarini degisen ihtiyaglara ve hiicre dis1 streslere gore
siirekli ayarlayarak, cevrelerine aktif sekilde katkida bulunur. Normalde hiicreler,
iclerindeki ortamin, olduk¢a dar fizyolojik sinirlar igerisinde tutuldugu, homeostaz adi
verilen, kararli bir denge durumunu devam ettirir. Fizyolojik streslerle veya patolojik
uyaranlarla karsilastiklarinda bunlara uyum (adaptasyon) saglayarak, canliliklarini ve
fonksiyonlarimi koruduklar1 yeni bir kararli denge durumuna ulagirlar. Uyum saglama
kapasitesi asilir ya da dis stres hiicreye dogrudan zarar verirse, hiicre hasar1 gelisir. Bu
hasar belirli sinirlar igerisinde kalirsa, geri doniislii (reversibl) bir hasardir ve hiicreler
baslangictaki istikrarli durumlarina tekrar doner. Ancak, stres siddetliyse, uzun siire
devam ederse veya hizli baglamissa, etkiledigi hiicreler geri doniissiiz (irreversibl) sekilde
hasar goriir ve olay hiicre 6liimii ile sonuglanir. Ozel veya belli bir stres tipinin
adaptasyonu mu baglatacagi, yoksa geri doniislii veya geri doniigsiiz hasara mi1 yol agacagi
yalnizca stresin niteligine degil, ayn1 zamanda hiicre metabolizmasi, kanlanma ve
beslenmesi gibi birgok degiskene baghidir. Adaptasyon hiicre sayilarinda artma, hiicre
say1 ve fonksiyonlarinda azalma veya hiicre boyutunda artma seklinde olabilir. Bu sayede

hiicreler canlilik ve fonksiyonlarini siirdiirmektedirler (109, 110).
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Sekil 2-1: Hiicre Oliimii

Hiicre hasari; hiicreler uyum saglayamayacaklar1 derecede agir bir stresle
karsilastiklarinda, intrensek hasar olusturucu etkenlere maruz kaldiklarinda ya da kendi
i¢ yapilarindaki anormallikler nedeniyle gerceklesir. Hasar geri doniigsiiz doneme

gectiginde hiicre 6liimii ile sonlanabilir (109, 110).

Geri dontislii hiicre hasar1: Hasara yol acan uyaran, hasarin erken dénemlerinde
ya da hafif formlarinda ortadan kaldirilirsa, meydana gelen fonksiyonel ve morfolojik
degisiklikler geri doniisliidiir. Bu tiir hiicre hasarinda hiicre i¢inde oksijen seviyesi azalir,
adenozin trifosfat (ATP) sentezi baskilanir ve iyon dengesinin bozulmasina bagli olarak
hiicre i¢ine su girer ve hiicrenin sismesine neden olur. Geri doniislii hiicre zedelenmesinin
baslica iki morfolojik 6zelligi, hiicre sismesi ve yagl degisikliklerdir. Bu donemde
onemli yapisal ve fonksiyonel anormallikler bulunsa bile agir membran hasar1 ve

cekirdek dagilmasi gergeklesmemistir (109, 110).

Hiicre Oliimii: Hasarin siirmesi ile zedelenme geri doniissiiz duruma gelir; artik
iyilesmesi miimkiin olmayan hiicre 6liir. Mekanizmalari, morfolojileri, hastaliklardaki ve

fizyolojik durumlardaki rolleri farkli olan iki tip hiicre 6liimii vardir: nekroz ve apoptoz
(109).

Geri doniislii hasarin ne zaman geri doniissiiz olacagini ve hiicre 6liimii yoniinde

ilerleyecegini 6ngordiiren olaylar heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bunun kinik 6nemi
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¢ok aciktir: Hiicre 6limiinii dogru bi¢imde 6ngdrebilecegimiz molekiiler ve biyokimyasal
degisiklikleri saptayabilirsek, geri doniislii hiicre hasarinin geri doniissiiz hiicre hasarina

donmesini 6nleyecek stratejiler gelistirebiliriz (109).

Nekroz; hiicre 6liimiiniin, membran biitiinliigiiniin bozulmasi ve hiicre igeriginin
disar1 sizmasi sonucu hiicrelerin parcalanmasi ile iliskili tipi olup; biiylik OSlgiide
enzimlerin Oliimciil derecede hasar gormiis hiicre tlizerindeki yikici etkileri sonucu
gergeklesir. Disartya sizan hiicre igerigi ¢ogu zaman, inflamasyon adi verilen, lokal konak
reaksiyonuna yol agar. Bu reaksiyonun amaci, 61l hiicreleri ortadan kaldirmak ve sonraki
onarim siirecini baslatmaktir. Hiicre sindirilmesinden sorumlu enzimler, 6lmekte olan
hiicrenin bizzat kendisine ait lizozomlardan ve 6lii hiicrelere kars1 gelisen inflamatuar
reaksiyonunun bir pargasit olarak bolgede toplanan Idkositlerin lizozomlarindan

kaynaklanabilir (109).

Nekroza ugrayan hiicrelerde eozinofil artisi, hiicre ¢ekirdeginin biiziilmesi,
parcalanmasit ve erimesi gerceklesir. Plazma membrant ve organel membranlart
pargalanir. Hiicre igerigi disar1 sizar ve enzimler tarafindan sindirilir. Nekroz daima

patolojik olaylar sonucu gergeklesir (109).

Apoptoz; hiicrenin kendi niikleer DNA’smin, niikleer ve sitoplazmik
proteinlerinin yikimina neden olacak enzimleri aktive etmesiyle gergceklesen bir hiicre
olim ¢esididir. Istenmeyen ve onarilmasi olanaksiz sekilde hasar gérmiis hiicrelerin,
miimkiin olan en az doku reaksiyonu ile ortadan kaldirilmasini saglayan ve belirli bir
diizen altinda gerceklesen bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptotik hiicre parcalar
koparak, bu olaya verilen isimden (apoptoz, dagilma) sorumlu olan goriintiiyi
olustururlar. Apoptotik hiicrelerin plazma membrani1 saglam kalir ama hiicrelerin ve
parcalarin, fagositler i¢in ¢ekici bir hedef haline gelmesine yol agacak degisiklere ugrar.
Olen hiicre ve pargalar, hiicre ieriginin disar1 sizmasina zaman kalmadan, hizla ortadan
kaldirildigindan apoptotik hiicre 6liimii konakta inflamatuar yanita neden olmaz.
Apoptotik hiicre 6liimiine hem fizyolojik hem de patolojik etkenler yol agabilir. Apaptoz
ve nekroz bazen birlikte bulunabilir ve bazi patolojik uyaranlar nedeniyle baslayan

apoptoz, nekroz yoniinde ilerleyebilir (109).

Apoptoz fizyolojik ve patolojik olmak iizere iki sekilde gergeklesmektedir.
Fizyolojik apaptoz yoluyla hiicre dliimiinde, artik gereksinim duyulmayan hiicrelerin

uzaklastirilmasi ve dokuda cesitli hiicrelerin sabit sayida kalmasini saglamaya hizmet
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eden, normal bir olay s6z konusudur. Embriyogenez sirasinda hiicrelerin programli bir
sekilde yok edilmesi, hormona bagimli dokularin hormon eksikligi durumunda
involiisyonlar1 gibi durumlar fizyolojik apaptoza Ornek olarak gosterilir. Patolojik
durumdaki apaptozda genetik olarak degisiklige ugramis veya onarilamayacak derecede
toksik etkiye maruz kalan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi s6z konusudur. Patolojik
apoptoz; Dna hasari, hatali katlanmig proteinlerin birikimi, belirli enfeksiyonlardaki

hiicre hasar1 gibi bir¢ok nedenle gerc¢eklesebilmektedir (109).

Apoptoz ¢ok sayida ve ¢esitte mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda,
bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve hatta
organeller (mitokondri) bulunmaktadir (110).

Apoptoz kaspaz adi verilen enzimlerin aktivasyonuyla gerceklesir. Kaspaz
aktivasyonu, proapoptotik ve antiapoptotik protetinlerin iiretim ve yikimlar1 arasindaki
hassas bir dengeye baglidir. Kaspaz aktivasyonu ile sonuglanan iki farkli yolak
mevcuttur: mitokondriyal yolak ve 6liim reseptor yolagi. Birbirleriyle kesisebilmelerine
ragmen bu iki yol genellikle farkli kosullar altinda harekete gecen, farkli molekiillerin ise

karistig1 ve fizyolojide ve hastalik durumunda farkli roller oynayan yolaklardir.
Intrensek yolak (mitokondri yolag):

Bcl-2 mitokondri dis membraninda bulunan iiyelerinin bir kisminin apoptozu
indiikledigi bir kisminin ise inhibe ettigi genis bir ailedir. Hiicreler bir¢cok nedenden
dolay1 patolojik durumla karsilastiginda Bcl-2 ailesinin proapoptotik iiyelerini aktif
duruma gecirebilirler. Bax ve Bak adi verilen proapaptotik iiyeleri aktiflestiginde
mitokondri membranina girer ve sitozole gecise izin veren kanalciklar acarlar.
Mitokondriden sitozole acilan bu kanalciklardan sitokrom ¢ ve mitokondri proteinlerinin
gecisi gerceklesecektir. Bax ve Bak adi verilen verilen bu iki pro-apoptotik iliye ayni
zamanda anti-apoptotik tiyeleri inhibe ederek bu gecisi kolaylastirirlar. Sitokrom c diger
bazi kofaktorlerle Kaspaz 9’u aktiflestirir. Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan kaspaz
3’1 aktiflestirir. Aktiflesen efektor kaspaz olan kaspaz 3 ilgili proteinleri parcalayarak

apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine sebep olurlar.
Ekstrensek yolak:

Oliim reseptdrii yolagi kendi kendilerine karsi reaktif lenfositlerin ortadan

kaldirilmasinda ve hedef hiicrelerin, sitotoksik T lenfositleri tarafindan 6ldiiriilmesinde
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rol oynamaktadir. Bir¢ok hiicrenin yiizeyinde, 6liim reseptorleri ad1 verilen ve apoptozu
tetikleyen molekiiller bulunmaktadir. Bunlarin biiyiik bolimi, timor nekroz faktori
(TNF) reseptor ailesinin iiyesidir. Tipl TNF reseptorii ve CD95 (Fas) o6lim
reseptorlerinin prototipidir. T lenfositleri Fas tasiyan hedefleri taniyinca Fas molekiilleri
ve FasL ile ¢apraz bag yapar ve adaptor proteinlere baglanirlar. Bu baglanma bolgede
kaspaz8 ve kaspaz 10 aktivasyonuna yol agar. Aktiflesmis kaspaz-8 ve kaspaz-10 kaspaz3
ve diger efektor kaspazlar1 aktive ederek apoptotik hiicre 6liimiiniin gerceklesmesine

neden olur.
Apoptoza giden hiicrelerde gelen morfolojik degisiklikler sunlardir (111):
-Yiizey organellerinin kayb1
-Hiicre biiziilmesi
-Kromatin yogunlasmasi
-Sitoplazmik baloncuklar ve apaptotik hiicrelerin olusmasi
-Apoptotik hiicre ve cisimlerin fagositozu

Apoptoz ve hiicre siklusu birbirleriyle kompleks ve yakin bir iligki iginde
calisirlar. Hiicre siklusu, ¢ogalmak (prolifere olmak) {izere uyarilmis bir hiicrede
gerceklesen ve bir dizi gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin
goriildiigi bir siirectir. Bir siklusa giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa
tip benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiiyli tamamlar. Hiicre proliferasyonu hiicre
siklusu icinde yer alan bazi kontrol noktalar1 tarafindan diizenli olarak kontrol edilir.
Hiicre siklusu proliferasyon, farklilasma (diferansiyasyon) ve apoptoz gibi temel hiicresel
fonksiyonlar1 diizenlediginden biiylime ve doku “turnover’iyla yakin iligski icinde
bulunur. Apoptozda rol alan bir protein olan p53 ayni zamanda hiicre siklusunu durduran
ve hiicreye DNA’sindaki hasarlari onarmasi i¢in zaman kazandiran bir islev goriir.
Apoptoz organizmada proliferasyonla bir diger anlamda hiicre siklusuyla bir denge
halinde birgcok dokuda dogal olarak olusur. Bu diizenleme 6zelliginin olmasi
organizmadaki hemen hemen her tiir fizyolojik (6rnegin doku hemostazisi) ve patolojik

durumlarda hiicre siklusunun ne denli kritik bir 6neme sahip oldugunu gostermektedir
(112).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada kalsiyum hidroksit esasli Sealapex ve Apexit Plus, epoksi rezin esasli
AH Plus, kalsiyum silikat esasli biyoseramik esasli TotalFill BC Sealer ve MTA igerikli
biyoseramik esaslt MTA-Fillapex’in HPDLF hiicresine sitotoksik ve apoptotik etkileri
incelendi. Degerlendirmede; toplam hiicre sayisi tayini MTT testi ile, apoptotik hiicre
orani TUNEL boyamasi ile incelendi. Calisma; in vitro kosullarda gergeklestirilen
deneysel bir calisma olup, deneyler Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda hiicre ve doku kiiltiirii laboratuvar imkanlar1 kullanilarak

gerceklestirildi.

Bu calismada Yakin Dogu Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti
Anabilim Dali’'nda Aylin Islam tarafindan Etik Kurul onay alinmis ¢ekim endikasyonu
konmus dislerden elde edilen Manisa Celal Bayar Universitesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda Prof. Dr. Seda Vatansever gozetiminde hazir -80°C dondurulmus daha

once 2 kez pasajlanmasi yapilmis insan periodontal ligament fibroblast hiicresi kullanildi.

Bu calisma i¢in; Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan

onay alindi. (Dosya No:202)
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3.1. Cahismada Kullanilan Materyaller ve i¢cerikleri

3.1.1. Cahsmada Kullanilan Materyaller
Calismada kullanilan kok kanal dolgu materyalleri (Sekil 3-1)’de ve uygulama

prosediirleri (Tablo 3.1)’de gosterilmektedir.

Tablo 3-1: Kok kanal dolgu maddeleri ve uygulama prosediirleri

Materyal Uygulama Prosediirleri

Baz ve katalizér macun esit oranda 15-20 saniye ya da tamamen

Sealapex
karigana kadar karistirilir.
) Materyal siringadan sikildiginda dogru oranda karigmis olarak
Apexit Plus
kullanilima hazirdir.
Baz ve kataliz6r macun esit oranda homojen olarak tamamen karigana
AH Plus

kadar karistirilir.
TotalFill BC Sealer Materyal sikildiginda kullanima hazirdir.

MTA-Fillapex Baz ve kataliz6r macun esit oranda 15-20 saniye ya da tamamen

karigana kadar karistirilir.

IBxit’ Plus. -

Sekil 3-1: Kok kanal dolgu maddeleri; Sealapex (A), Apexit Plus (B), AH Plus (C), TotalFill
BC Sealer (D), MTA-Fillapex (E)

3.1.2. Cahsmada Kullanilan Materyallerin Icerikleri
Calismada kullanilan kok kanal dolgu maddelerinin igerigi, iiretim

numarasi ve {iretici firmanin adi (Tablo 3-2)’de verilmistir.



Tablo 3-2: Kok kanal dolgu maddelerinin icerikleri
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Fumed silika, Titanyum Dioksit,

Mineral Trioksit Agregat (%40),

Rezin baz

Materyal Icerigi Uretim No | Uretici Firma
Sealapex Kalsiyum oksit, trimetilol provan, 18432 SybronEndo
Neopentil Glikol, salisilat ve izobiitil
salisilat
Apexit Plus Kalsiyum tuzlari (hidroksit, oksit, 595377 Ivoclar Vivadent
fosfat), Hidrojenize kolofoni,
disalisiklat, bizmut tuzlari, (oksit,
karbonat), yiiksek yayilimli silikon
dioksit(silanize), fosforik asidin
alkali esteri
AH Plus PASTE A 60620110 |Dentsply DeTrey,
Bisfenol-A epoksi resin, Bisfenol-F Konstanz,
epoksi resin, Kalsiyum tungstate, Almanya
Zirkonyum oksit, Silika, Demir Oksit
pigmenti
PASTE B
Dibenzildiamin, Aminoadamantan,
Trisiklodekan-diamin, Kalsiyum
Tungstat, Zirkonyum oksit, Silika,
Silikon yag1
TotalFill BC Zirkonyum oksit, kalsiyum silikat, |5023102EU [Brasseler U.S.A
Sealer monobazik kalsiyum fosfat, kalsiyum Dental
hidroksit
MTA-Fillapex |[PASTE A 8288 /Angelus,
BC Sealer Salisilat rezin, Bizmut Trioksit, Londrina,
Fumed silika Brezilya
PASTE B




3.2. Calismada Kullamilan Cihazlar, Aletler, Kimyasal ve Sarf Malzemeler

3.2.1. Cihaz ve Aletler

Buzdolabi (+4°C,-20°C (Bosch)

Su Banyosu (Niive ST 402) (Sekil3-2)

Laminar Air Flow Hava Akis Kabini (ESCO AC2-4ES) (Sekil3-6)
Inkiibatér (Esco CCL-170B-8, Nuair, Nu 5510E) (Sekil3-5)
Santrifiij Cihaz1 (Thermo Scientific 11210900) (Sekil3-3)
Derin dondurucu (-80°C)

Mikropipet Seti ve Pipet Tabancasi (Sekil3-4)

Invertet Mikroskobu (OlympusIX71)

Toma Lami (Sekil 3-10)

Isik Mikroskobu (Olympus BX43)

Spektrofotometre Cihazi (Biotek ELX800UV) (Sekil 3-14)

Sekil 3-2: Su Banyosu (Niive ST 402)
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Sekil 3-3: Santrifiij Cihaz1 (Thermo Scientific 11210900)

Sekil 3-4: Mikropipet Seti



ESCO

CelCulture CO; INCUBATOR.

Sekil 3-5: inkiibatér (Esco CCL-170B-8, Nuair, Nu 5510E)

Sekil 3-6: Laminar Air Flow Hava Akis Kabini (ESCO AC2-4ES8)
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3.2.2. Kimyasal Malzemeler
Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM) (Capricorn Scientific, DMEM-HPXA

Ebsdorfergrund, Almanya) (Sekil 3-9A)

Fotal bovin serumu (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-12B, Ebsdorfergrund, Almanya)
(Sekil3-9B)

L-Glutamin (Biochrom GmbH, K0283, Berlin, Almanya) (Sekil 3-9F)
Penicilin-Streptomisin (Biosera, XC-A4122, Nuaille, Fransa) (Sekil3-9D)

Gentamisin (Gibco, 15710-064, Grand Island, USA) (Sekil3-9G)

Amfoterisin B (Capricorn Scientific, AMP-B, Ebsdorfergrund, Almanya) (Sekil3-9)
Tripsin/EDTA (Sigma, T4049, USA) (Sekil3-9E)

Tripan Mavisi (Biological Industries, 03-102-1B, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) (Sekil 3-
11)

Fosfat Tamponlu Salin (PBS) tablet (Bioshop, PBS404.100, Burlington, Ontario,
Kanada) (Sekil 3-13D)

Formaldehit tozu (Merck, TP704404, Darmstadt, Almanya)

Triton X-100 (Applicem, A49750100, Darmstadt, Almanya)

%3 Hidrojen Peroksit (Merck, K31355100 303, Darmstadt, Almanya)

Bloklama Soliisyonu (Life technologies, 859043, Frederick, USA) (Sekil 3-13A)
Biotin-Sekonder antikor (Life technologies, 859043, Frederick, USA) (Sekil 3-13B)
HRP-Streptavidin (Life technologies, 859043, Frederick, USA) (Sekil 3-13C)
3,3’-Diaminobenzidine (DAB) kromojeni (Scytek, ACK125, West Logan, USA) (Sekil
3-13E)

Mayer’s hematoksileni (Bio-Optica, 05-06002/L Milano, italya) (Sekil 3-13F)

Kapatma Vasat1 (Spring Bioscience, DMM-125, Cambridge, USA)

Anti-CD34 primer antikoru (Santa Cruz Biotechnologie, sc-74499, Teksas, USA) (Sekil
3-12A)

Anti-CD45 primer antikoru (Abcam, ab 10558, Cambridge, UK) (Sekil 3-12C)
Anti-CD90(Thy-1) primer antikoru (Santa Cruz Biotechnologie, sc-53456, Teksas, USA)
(Sekil 3-12D)

Anti-Kollajenl primer antikoru (Millipore, 08-115, Darmstadt, Almanya) (Sekil 3-12B)
MTT Kiti (Sigma, M5655, Darmstadt, Almanya)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Applichem, A3672, 0250, Darmstadt, Almanya)

TUNEL Kiti (Millipore, CA 92590, Darmstadt, Almanya)
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3.2.3. Sarf Malzemeler
Serolojik pipet 10ml
Serolojik pipet 5ml
Serolojik pipet 2ml
Pipet ucu

Steril Petri Kab1

6 gozlii kiiltiir kabi
8 gozlii kiiltiir kab1
24 gozIi kiltir kabi

© 0 N o g bk~ w DN PE

96 gozlii kiiltiir kabi

10. Falkon tiip

11. Flask

12. 0,2 mikron ¢apli enjektor filtresi

3.3. Kok Kanal Dolgu Maddesi Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Calismaya dahil edilen kok kanal dolgu patlart ve igerikleri sekilde
gosterilmektedir. Calismada kullanilacak pat ekstraktlari daha once Candeiro ve
arkadaslarmin (113) kullandiklar1 yonteme benzer sekilde hazirlandi. Kok kanal dolgu
patlar1 laminar akish kabin i¢cinde aseptik kosullarda ve {liretici firmanin talimatlarina
uygun olarak hazirlandi (Sekil3-7). Calismaya dahil edilen patlardan Apexit Plus ve
TotalFill BC Sealer direkt olarak uygulanirken Sealapex, AH Plus ve MTA-Fillapex steril
petri kab1 i¢inde karistirilarak hazirlandi ve plaklara rahat yerlestirilmesi i¢in 1ml’lik

enjektorlerin i¢ine dolduruldu.

Sekil 3-7: Deneylerde kullanilan kok kanal patlarimin hazirlamsi
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Daha sonra patlar sertlesmenin ger¢eklesmesi i¢in 24 saat boyunca 37°C’de %5 COz ile
nemlendirilmis ortamda bekletildi. Inkiibasyon sonrasi1 plaklar 20 dakika ultraviyole 151k
altinda birakilarak sterilize edildi. inkiibasyon sonrasi tiim gruplarin iizerine 2,5ml kiiltiir
vasati ilave edildi (1ml kiiltiir vasati basina 0,2 gr kok kanal dolgu pati) ve 24 saat 37°C
%5 CO: ile nemlendirilmis ortamda bekletildi (Sekil3-8).

) u*n&.gw u.. u,a

= Qs vt s

Sekil 3-8: Deneylerde kullanilan kok kanal dolgu pati ekstraktlar:

Kat1 partikiillerin uzaklastirilmasi igin elde edilen ekstraktlar 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra 0,2 mikron ¢apl enjektor filtreleri ile filtre edildi. Elde edilen
orijinal ektraktlar seri olarak deneylerde kullanilmak iizere hiicre kiiltiir vasatiyla dilue

edildi. (1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8) Kiiltiir vasat1 kontrol grubu olarak kullanildu.

3.4. HPDLF Hiicresi i¢in Kiiltiir Vasati Hazirlama

Buzdolabinda +37°C’de bekletilen DMEM bazal vasati, gentamisin ve -20°C’de
bekletilen Fotal Bovine Serum (FBS), L-glutamin, penisilin/streptomisin, amfoterisin B
soliisyonlar1 (Sekil 3-9) sicaklarinin 37°C’ye ulagsmasi igin 15 dk su banyosunda (Sekil3-
2) bekletildi.
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Kiiltlir vasat1 hazirlama ve pasajlama islemlerinin tamami laminar akim kiiltiir

kabininde (Sekil3-6) aseptik kosullarda gergeklestirildi.

Sekil 3-9: Hiicre kiiltiiriinde kullamlan malzemeler; DMEM (A), FBS (B), Amfoterisin B
(C), Penisilin-Streptomisin (D), Tripsin/EDTA (E), L-Glutamin(F), Gentamisin

(G)

3.5. HPDLF i¢in Kiiltiir Vasati Hazirlama Uygulamasi
DMEM

%10 FBS
%1 Penisilin/streptomisin

%1 L-glutamin
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%1 Gentamisin
%0,4 Amfoterisin B

HPDLF hiicre vasat1 %10 FBS, %1 L-glutamine, %1 penisilin/streptomisin, %l
gentamisin, %0,4 amfoterisin-B ve DMEM bazal vasat1 50ml’lik falkon tiiplere serolojik

pipetler (Sekil3-4) yardimiyla ile elde edildi.

3.6. HPDLF Hiicresinin Deney i¢in Hazirlanmasi

HPDLF hiicresi -80°C dondurucudan ¢ikarildiktan sonra 37°C sicakliga ulagsmasi
icin su banyosunda bekletildi. Bu islem hizlica gerceklestirildi. Hiicre i¢in daha 6dnceden
hazirlanan taze kiiltiir vasatindan 3 ml ayr bir falkon tiipe alind1 ve ardindan 1/3 oraninda
olacak sekilde 1 ml HPDLF hiicresi falkon tiipe eklendi. Serolojik pipet yardimiyla
homojenize edildi. Hiicrenin dondurulmasi sirasinda kullanilan DMSO’nun hiicreden
uzaklagtirilmasi i¢in 5dk 1000 rpm’de santrifiij islemi gergeklestirildi. Santrifiij sonucu
pellet haline gelen ve dibe ¢oken hiicre haricindeki supernatant serolojik pipet yardimiyla
atildi. Pellet bulunan falkon tiipe kullanilacak kiiltiir kabinin aldig1 ideal vasat miktari
ilave edildi. Homojenize edildikten sonra serolojik pipet yardimiyla kiiltiir kaplarina
aktarildi. Inkiibasyonun tamamlanmasi i¢in 37°°C’de %5 CO; iceren inkiibatdr cihazina

alindi.

3.7. HPDLF Hiicresi I¢in Kiiltiir Vasat1 Degistirme ve Pasajlama Uygulamasi
Inkiibatér cihazinda bekletilen hiicreler 2 giin arayla mikroskopla incelenerek
hiicrelerin konfluentlik derecelerine gore vasat degistirme veya pasajlama islemi

gergeklestirildi.

3.7.1. HPDLF Hiicresi I¢in Kiiltiir Vasat1 Degistirme Uygulamasi

Kiiltiir vasat1 degistirme islemi 2 giin araliklarla diizenli olarak tekrarlandi.
Inkiibatdrde bekletilen hiicre grubu mikroskop ile incelendiginde hiicrelerin semiadherent
oldugu gozlemlenmediginde kiiltiir kabinda bulunan vasatin tamami falkon tiipe aktarildi
ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi gerceklestirildi. Santrifiij olan hiicreler pellet
halini alinca serolojik pipet yardimiyla supernatant atildi. Falkon tiipte bulunan pelletin
tizerine kiiltiir vasat1 eklendi ve homojenize edildi. Ardindan adherent olan hiicrelerin

bulundugu kiiltiir kabina ilave edildi.
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Hiicreler mikroskopla incelendiginde adherent olarak gézlemlendiginde ise kiiltiir

kabinda bulunan supernatant atildi, kiiltiir vasati kiiltiir kabina eklendi.

3.7.2. HPDLF Hiicresi I¢in Pasajlama Uygulamasi

Kiiltiir kabindaki hiicrelerin %80 konfluent oldugu goézlemlendiginde pasajlama
islemi yapildi. Kiiltir kabinda bulunan vasat uzaklastirildi. Hiicre duvarindaki
magnezyumun polistrenden ayrilmasini saglamak ve hiicrelerin birbirlerine yapismasina
neden olan kalsiyumu uzaklagtirnmak amaciyla kiiltiir kabmin aldig1 ideal vasat
miktarmin yarist kadar Tripsin/EDTA (Sekil 3-9E) eklendi. 37°C’de %5 CO2 igeren
inkiibatorde 5 dakika bekletildi ve mikroskopta hiicrelerin kiiltiir kabindan kalktig1
gozlemlendi. Tripsin/EDTA’nin inaktivasyonu saglamak igin Tripsin/EDTA’nin iki kati
kadar, FBS igeren kiiltlir vasati ilave edildi ve falkon tiipe aktarilarak santrifiij islemi
gercgeklestirildi. Serolojik pipet yardimiyla siipernatant atildiktan sonra kiiltiir kabinin
ideal miktar1 kadar kiiltiir vasat1 pellet lizerine eklendi. Homojenizasyon sonrasi kiiltiir
kabina aktarildi. Pasajlama islemi hiicrenin yeterli derecede konfluent oldugu

gbzlemlendiginde tekrarlandi.

3.8. HPDLF Hiicresi i¢in Dondurma Vasati Hazirlama ve Dondurma Uygulamasi

3.8.1. HPDLF Hiicresi i¢cin Dondurma Vasati Hazirlama Uygulamasi
FBS (%90)

DMSO (%10)

Buzdolabinda -20°C’de bekletilen FBS ve sitoplazmik sivinin kristallesip hiicre
membranina zarar vermesini engellemek amaciyla kullanilan DMSO soliisyonu,
sicaklarinin 37°C’ye ulasmasi i¢in 15 dakika su banyosunda bekletildi. Dondurma vasati
hazirlama islemi laminar akim kiiltiir kabininde aseptik kosullarda gergeklestirildi. 25 ml
falkon tiipte serolojik pipetler yardimiyla 0,9ml FBS ve 0,Iml DMSO (Applichem,
A3672, 0250) soliisyonu ile dondurma vasati elde edildi.

3.8.2. HPDLF Hiicresi i¢cin Dondurma Uygulamasi
HPDLF hiicresinin yapilacak olan diger deneylerde de kullanilabilmesi amaciyla
bu islem yapildi. Kiiltiir kabinda bulunan hiicrelerin %80 konfluent oldugu gozlendiginde

bu iglem yapildi. Bir vial hiicre hatti i¢in 1 ml dondurma vasati hazirlandi.
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Kiiltiir kabinda bulunan hiicrenin kiiltiir vasati tamamen atildiktan sonra kiiltiir
kabinin ideal vasat miktarinin yaris1 kadar tripsin/EDTA soliisyonu ilave edildi. 37°C’de
5 dakika bekletildikten sonra kiiltiir vasati ilave edildi. Kiiltiir kabindaki soliisyon falkon
tipe aktarildiktan sonra 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi. Supernatant
uzaklastirildiktan sonra pelletin ilizerine pasajlama isleminde kullanilacak kadar ve
dondurma isleminde kullanilacak kadar kiiltiir vasat1 eklendi. Serolojik pipet yardimiyla
homojenize edildikten sonra Oncelikle pasajlama prosediirleri uygulandi. Falkonda

bulunan kiiltiir vasati hiicre siispansiyonu dondurma islemi i¢in tekrar santrifiij edildi.

Santrifiij olan pellet lizerindeki supernatant atildi. Pelletin iizerine hazirlanmis
olan 1ml dondurma vasati ilave edildi. Homojenize edildikten sonra viale aktarildi.

Hazirlanan PDL fibroblast hiicresi viali hizlica -80°C dondurucuya kaldirildi.

3.9. Hemositometri Yontemi ile Hiicre Sayim

Santrifiij edilen hiicre pelleti 1ml kiiltiir vasat1 ile homojenize edildikten sonra
20ul ependorfa aktarildi. Ependorfa 20ul tripan mavisi de ilave edildikten sonra
homojenize edildi. Toma laminin (Sekil 3-10) alt ve tist bélmelerine 10ul tripan mavisi
(Sekil 3-11) hiicre karisimi aktarildi. Mikroskop yardimiyla asagidaki formiil kullanilarak
sayimi gergeklestirildi.

Boyanmamig Hiicre Sayis1 X Hiicre soliisyonu hacmi x Trypan Blue Diliisyon

Oran1 X 10* = Diliisyondaki Toplam Hiicre Saysi

Sekil 3-10: Toma Lamm
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Sekil 3-11: Tripan Mavisi

3.10. HPDLF Hiicresinin  immiinohistokimyasal Deneyler ile Molekiiler
Karakterizasyon Analizleri

HPDLF hiicresinin molekiiler karakterizasyonunu saglamak igin hem test

materyalleri hem de kontrol gruplart i¢in 3’er 6rnek hazirlanmistir.

HPDLF hiicresinin molekiiler karakterizasyonunu saglamak i¢in 24 gozli kiiltir
kabina yuvarlak cam lameller yerlestirildi. Cam lamellere ekilecek hiicrelerin yapisma
saglamasi i¢in, her bir goze 500 pl FBS eklenerek yarim saat bekletildi ve soliisyonlar
atildi. Ardindan hiicre ekimleri gerceklestirildi. Karakterizasyon i¢in yeterli hiicre
konfluentligi saglanincaya dek 2 giin arayla kiiltiir vasat1 degistirildi.

100 ml distile su igerisine 1 tablet PBS (Sekil 3-13D) eklendi. Hiicrelerin
fiksasyonu i¢in hazirlanan 25 ml PBS soliisyonu ve 1 gr paraformaldehit tozu (Merck,

TP704404) beherde 60°°de manyetik karistiricida hazirlandi.

Yeterli derecede konfluent oldugu gozlenen hiicrelerin kiiltiir vasatlari
uzaklagtirildi ve 3’er defa PBS ile yikandi. Her goze 500 ul hazirlanan paraformaldehit

soliisyonu eklenerek yarim saat fiksasyon i¢in bekletildi. Fiksatif uzaklastirildiktan sonra

3 defa 5’er dakika olmak iizere PBS ile yikandu.

Hiicre membraninda permabilizasyonu saglamak amaciyla PBS ile diliie edilen
%0,1’lik triton-X 100 (Applicem, A49750100) ilave edildi ve 15 dakika buz iistiinde
bekletildi. Triton X-100 uzaklastirildiktan sonra 3 defa 5’er dakika PBS soliisyonu ile
yikandi.
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Hiicre i¢i peroksidaz aktivitesinin inhibisyonu i¢in %3’liik hidrojen peroksit
(Merck, K31355100 303) eklendi ve 10 dakika bekletildi. Hidrojen peroksit
uzaklastirildiktan sonra 3 defa 5’er dakika olmak tizere PBS ile yikand.

Biitiin antijen yiizeylerini kaplamak ve sadece kullanilacak olan primer antikorun
ekspresyonunu izlemek amaciyla hiicreler oda sicakliginda 1 saat bloklama soliisyonu

(Sekil 3-13A) ile muamele edildi.

Blocking uzaklastirildiktan sonra yikama yapilmadan primer antikorlar eklendi ve
oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Kontrol grubuna ise PBS ilavesi yapildi. HPDLF
hiicresi i¢in primer antikor olarak anti-CD34 (Sekil 3-12A), anti-CD45 (Sekil 3-12C),
anti-CD90 (Sekil 3-12D), anti-kollajen1 (Sekil 3-12B) ilave edildi. Ornekler 3 defa 5’er
dakika PBS ile yikandu.

Ornekler iiretici firmanm kullanim sartlarina uygun biotinlenmis genis
spektrumlu sekonder antikor (Sekil 3-13B) ilavesi yapilarak yarim saat bekletildi ve
sekonder antikor uzaklastirildi. Sekonder antikor uygulamasinin ardindan HRP-
Streptavidin enzimi (Sekil 3-13C) eklenerek yarim saat bekletildi ve 3 defa 5’er dakika
PBS ile yikand.

Sekil 3-12: Karakterizayonda Kullamilan Primer Antikorlar; AntiCD34(A), Antikollajenl
(B), AntiCD45 (C), AntiCD90 (D)

Olusturulan antijen—antikor kompleksinin goriiniirliiglinii arttirmak ve hiicrelerin
meydana getirdigi immiinoreaktivitelerin yogunluklarini belirleyebilmek amaciyla,

hiicrelerin DAB kromojeni (Sekil 3-13E) ve Mayer’ s Hematoksilen ile (Sekil 3-13F)
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boyamalar1 yapildi. Ornekler immunohistokimya kapatma vasati (Spring bioscience,

DMM-125) ile kapatilarak 151k mikroskobu (Olympus BX43) altinda incelendi.

Sekil 3-13: Immunohistokimya Uygulmasinda Kullanilan Malzemeler; Bloklama Soliisyonu
(A), Biotinlenmis Sekonder Antikor (B), HRP-Strepadivin (C), PBS Tablet (D),
DAB kromojeni (E), Mayer’s Hematoksileni (F)

3.11. MTT Testinin Uygulama Prosediirii
24 ve 72 saat sonundaki sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi i¢in hem test

materyalleri hem de kontrol gruplari i¢in 6’sar 6rnek hazirlanmistir.

MTT testinde kullanilacak olan HPDLF hiicresi 96 gozlii plaklara her goze 103
hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir
vasati uzaklastirildi ve hiicreler 24 ve 72 saat olmak iizere 100 pl’lik kok kanal dolgu pati
ekstraktina maruz birakildi. (n=6) Bu siirelerin sonunda farkli diliisyonlarda hazirlanan
kok kanal dolgu pati ekstraktlarinin hiicre canliligina sitotoksik etkisini belirlemek
amactyla MTT testi yapildi. MTT testi i¢in MTT kiti (Sigma, M5655) iiretici firma
talimatlarina uygun olarak testlerden hemen 6nce hazirlandi ve test protokolii talimatlara

uygun olarak karanlik ortamda yiiriitiildii. Inkiibasyon sonras1 her géze 10 pl DMSO
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soliisyonu ilave edildikten sonra plaklar 450-690 nm dalga boyunda calisan
spektrofotometreye (Sekil3-14) aktarilarak canlilik 6lgtimleri yapildi.

Sekil 3-15: 24 Saat Maruziyet sonrast MTT Uygualamasi Yapilan HPDLF Hiicresi (A, B)
Goriintiileri

Sekil 3-16: 72 Saat Maruziyet sonrast MTT Uygualamasi Yapilan HPDLF Hiicresi (A, B)
Goriintiileri
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3.12. Farkh Kok Kanal Dolgu Pat1 Uygulmasi Yapilmus HPDLF Hiicresinin TUNEL
Analizi ile Apoptoz Oranlarinin Degerlendirilmesi

Apoptoz testinde kullanilmak iizere Oncelikle her bir kok kanal dolgu patinin
optimal konsantrasyonu belirlendi (67, 114). Bunun i¢in her bir kok kanal dolgu patinin
MTT test sonucunda elde edilen ve hiicrelerin %50’sine etki eden konsantrasyonlar
belirlendi. Bu konsantrasyonlar; Sealapex igin 1:2, Apexit Plus i¢in 1:2, AH Plus i¢in 1:8,
Totalfill BC Sealer i¢in 1:0, MTA-Fillapex i¢in 1:4 konsantrasyonlardi. 24 ve 72 saat
sonundaki apoptotik etkilerin degerlendirilmesi i¢in hem test materyalleri hem de kontrol

gruplari igin 6’sar 6rnek hazirlanmistir. (n=6)

Apaptoz tespiti igin TUNEL testinde kullanilmak tizere HPDLF hiicresi 8 gozlii
kiiltiir kaplarina her goze 10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras kiiltiir vasati uzaklastirildi ve hiicreler 24 ve 72 saat olmak iizere 250
ul’lik kok kanal dolgu pati ekstraktlarina maruz birakildi. Kontrol grubu olarak kiiltiir

vasati kullanildi.

3.13. TUNEL Testinin Uygulama Prosediirii

100 ml distile su icerisine 1 tablet PBS eklendi. Hiicrelerin fiksasyonu i¢in

hazirlanan PBS ile %4 oraninda paraformaldehit soliisyonu beherde 60 © manyetik
karistiricida hazirlandi.

8 gozli kiiltlir kaplarinda 48 saat inkiibe olan HPDLF hiicresi kiiltiir vasatlari
uzaklastirildi ve 3’er defa PBS ile yikandi. Her géze 100 pl hazirlanan paraformaldehit
soliisyonu eklenerek yarim saat fiksasyon i¢in bekletildi. Fiksatif uzaklastirildiktan sonra

3 defa 5’er dakika olmak iizere PBS ile yikandu.

Hiicre membraninda permabilizasyonu saglamak i¢in, PBS ile diliie edilen %
0,1lik triton-X 100 ilave edildi ve 5 dakika buz iistinde bekletildi. Triton-x
uzaklastirildiktan sonra 3 defa 5’er dakika PBS soliisyonu ile yikandi. Ardindan %3 liik
hidrojen peroksit ilave edildi ve 5 dakika bekletildi. Hidrojen peroksit uzaklastirildiktan
sonra 3 defa 5’er dakika PBS soliisyonu ile yikandi.

Uretici firma talimatlarina uygun olarak TDT (Millipore, CA 92590) %77
reaksiyon tamponu ve %33 TDT (Millipore, CA 92590) enzimi ile hazirlandi.

Orneklere dnce equilibration buffer (Millipore, CA 92590) ilave edildi ve 2 dakika
bekletildi. Ardindan hazirlanan TDT karisimi 6rneklere 1-2 damla olacak sekildi ilave
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edildi, cover slip (Millipore, CA 92590) ile tistleri kapatildi ve 37°C’de 1 saat bekletildi.
Kontrol grubuna TDT ilavesi yapilmadi. Ardindan 6rnekler stop wash buffer (durdurucu
yikama tamponu) (Millipore, CA 92590) ile 10 dakika bekletildi. Stop wash buffer
uzaklastirildiktan sonra 3 defa 5’er dakika olmak tizere PBS ile yikandi.

Orneklere antidigoksigenin peroksidaz (Millipore, CA 92590) ilavesi yapilarak 1
saat bekletildi. Antidigoksigenin peroksidaz uzaklastirildiktan sonra 3 defa 5’er dakika
PBS soliisyonu ile yikandi.

DAB diliisyon tamponu ve DAB substrat1 {iretici firmanin talimatlarina uygun
olarak karistirilarak DAB kromojeni hazirlandi. Hazirlanan DAB kromojeni 6rneklere
ilave edildi ve 5 dakika bekletildi. DAB kromojeni uzaklastirildiktan sonra ornekler 3
defa 5’er dakika distile su ile yikandi. Ardindan 6rnekler Mayer’s hematoksileni ilave
edildi. Mayer’s hematoksilen uzaklastirildiktan sonra 2 defa 5’er dakika distile su ile
yikand1. Ornekler immunohistokimya kapatma vasat: ile kapatilarak 151k mikroskobu

altinda incelendi (Sekil3-17).

Sekil 3-17: TUNEL Uygulamasi Sonrasi Preperat Ornekleri
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4. BULGULAR

4.1. HPDLF Hiicresinin Kiiltivasyonu

2. Pasajda dondurulmus olan HPDLF hiicreleri ¢alismada kullanilmak {izere
kiiltiir kabina aktarildi. Hiicrelerin kiiltiir kabinda fibroblast yapisinda, yassi, uzamas,
fusiform sekilli sitoplazmik uzantilara (Sekil 4-1) sahip olduklart gozlendi.

Sekil 4-1: HPDLF Hiicresinin Géoriintiisii. Ol¢ek:100nm

Hiicrelerin 2. giiniinden itibaren kiiltiir kabina yapistigi gozlendi (Sekil 4-2 A).
Hiicrelerin 5. giiniinde %80 konfluent olduklar1 gézlemlendiginde pasajlama islemi
gerceklestirildi (Sekil 4-2 B). Hiicrelerin dordiincii (P4), besinci (P5), altinc1 (P6), yedinci
(P7) pasajlama islemleri de yapilarak; deneylerde P7’de (Sekil 4-2 C) yer alan hiicreler
kullanildi.
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Sekil 4-2: HPDLF Hiicresi Gruplarinda Yer Alan Hiicrelerin 3. Pasaj 2. Giin (A), 3.Pasaj
5.giin (B) ve 7. Pasaj (C) Goriintiileri / Olcek: 100nm

P7’ de yer alan HPDLFH karakterizasyonu; CD34, CD45, CD90 ve Kollajenl

immiinohistokimyasal reaktivite dogrulamalar1 ile yapildi. Immiinohistokimyasal analiz
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sonuglarina gore; izolasyonlart gergeklestirilen HPDLF hiicre 6rneklerinde, CD45 (+),
CD90(+) ve Kollajenl (+) belirteci pozitif ekspresyon gosterirken (Sekil 4-3 A, B, D),
CD34 (-) (hematopoetik belirteg) ise negatif ekspresyon (Sekil 4-3 C) gozlendi. Yapilan

kontrol immiin boyamasinda da sonuglar negatif (Sekil 4-3 E) olarak saptandi.

Sekil 4-3: HPDLF hiicrelerinde CD 45 (A), CD 90 (B), CD 34 (C), Kollajenl (D)
immunoreaktivitesi, Kontrol immunohistokimya boyamasi (E). Ol¢ek 20 pm.
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Tablo 4-1: Farkh diliisyonlardaki kanal patlarimin ve kontrol vasatinin (KV) HPDLF
hiicrelerinde 24. saat MTT diizeylerinin degerlendirilmesi

KV 1:0 1:1 1:2 1:4 1:8
Ort£SS Ort£SS Ort+SS Ort+SS Ort£SS Ort+SS
(medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)

Sealapex  1,82+0,06 0,76+0,12 0,98+0,08 0,91+0,08 1,35+0,09 1,41+0,11 0,000

(1,82) (0,79) (0,95) (0,93) (1,37) (1,39) *
Apexit 1,85+0,07 0,56+0,07 0,95+0,11 0,91+0,13 1,36+0,07 1,35+0,09 0,000
Plus (1,86) (0,56) (0,95) (0,94) (1,39) (1,33) *
AHPlus 1,81+0,02 0,32+0,15 0,54+0,05 0,59+0,14 0,86+0,04 0,93+0,13 0,000

(1,82) (0,37) (0,51) (0,60) (0,86) (0,93) *
TotalFill 0,000
BC 1,88+0,04 1,41+0,14 1,30+0,12 1,75+0,07 1,89+0,05 2,01+0,06 N
Sealer (1,86) (1,38) (1,27) 1,72) (1,88) (2,02)
MTA- 1,81+0,07 0,48+0,11 0,60+0,22 0,90+0,10 0,91+0,12 1,06+0,12 0,000
Fillapex (1,83) (0,45) (0,59) (0,95) (0,86) (1,06) *
P 0,058 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
Kruskal Wallis Test * p<0.05

24, saat

M Seal apex

M Apexit Plus

i AH Plus

M Total Fill BCSealer

i MTA Fillapex




52

Tablo 4-2: Kanal patlarinin farkh diliisyonlariin ve kontrol vasatinin (KV) HPDLF
hiicrelerinde 24. saat MTT diizeylerinin Post hoc degerlendirilme sonuclari

KV 1:0 1:1 1:2 1:4 1:8

P P p p p p
Sealapex Apexit Plus 0,200 0,010* 0,522 0,873 0,423 0,337
AH Plus 0,873  0,004* 0,004* 0,006* 0,004* 0,004*

TotalFill BC Sealer 0,109  0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*
MTA-Fillapex 0,749  0,010* 0,025* 0,631 0,004* 0,004*
Apexit Plus AH Plus 0,055  0,006* 0,004* 0,010* 0,004* 0,004*
TotalFill BC Sealer 0,631  0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*

MTA-Fillapex 0,150 0,109 0,016* 0,873 0,004* 0,006*
AH Plus TotalFill BC Sealer 0,060  0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*

MTA-Fillapex 0,522 0,109 0,337 0,006* 1,000 0,045*
TotalFill BC Sealer MTA-Fillapex 0,055 0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*
Mann Whitney U Test *p<0.05

KV grubunda; kanal pati gruplari arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.058;
p>0.05) (Tablo 4-1).

1:0 grubunda; kanal pati gruplart arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilastirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 24. saat MTT diizeyi Sealapex,
Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Sealapex grubunun 24. saat MTT diizeyi Apexit Plus, AH Plus ve MTA-
Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Apexit Plus
grubunun 24. saat MTT diizeyi AH Plus grubundan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo
4-2).

1:1 grubunda; kanal pat1 gruplar1 arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 24. saat MTT diizeyi Sealapex,
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Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Sealapex grubunun 24. saat MTT diizeyi AH Plus ve MTA-Fillapex
gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Apexit Plus grubunun 24,
saat MTT diizeyi AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 4-2).

1:2 grubunda; kanal pat1 gruplar1 arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilastirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 24. saat MTT diizeyi Sealapex,
Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). AH Plus grubunun 24. saat MTT diizeyi Sealapex, Apexit Plus ve MTA-
Fillapex gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-2).

1:4 grubunda; kanal pati gruplar1 arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat MTT
diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 24. saat MTT diizeyi Sealapex,
Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Sealapex grubunun 24. saat MTT diizeyi AH Plus ve MTA-Fillapex
gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Apexit Plus grubunun 24.
saat MTT diizeyi AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 4-2).

1:8 grubunda; kanal pati gruplart arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 24. saat MTT diizeyi Sealapex,
Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Sealapex grubunun 24. saat MTT diizeyi AH Plus ve MTA-Fillapex
gruplarindan anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Apexit Plus grubunun 24.
saat MTT diizeyi AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). MTA-Fillapex grubunun 24. saat MTT diizeyi AH Plus grubundan
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anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Sealapex ve Apexit Plus gruplari arasinda
anlaml1 bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-2).

Tablo 4-3: Farkh diliisyonlardaki kanal patlarimin ve kontrol vasatimn HPDLF

hiicrelerinde 24. saat MTT diizeylerinin Post hoc degerlendirilme sonuclar:

] TotalFill
Sealapex Apexit AH Plus BC ) _
Plus Fillapex
Sealer
p P P p p

KV 1:0 0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*

1:1 0,004*  0,004*  0,004*  0,004*  0,004*

1:2 0,004*  0,004*  0,004*  0,025*  0,004*

1:4 0,004* 0,004* 0,004* 0,423 0,004*

1:8 0,004*  0,004*  0,004*  0,006*  0,004*

1:0 1:1 0,004*  0,004*  0,004* 0,109 0,200

1:2 0,016* 0,004* 0,010* 0,004* 0,004*

1:4 0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*

1:8 0,004*  0,004*  0,004*  0,004*  0,004*

1:1 1:2 0,262 0,631 0,522 0,004*  0,016*

1:4 0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,025*

1:8 0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,006*

1:2 1:4 0,004*  0,004*  0,004*  0,006* 0,873

1:8 0,004* 0,004* 0,006* 0,004* 0,045*

1:4 1:8 0,522 0,631 0,873 0,010* 0,040*
Mann Whitney U Test *p<0.05

Sealapex grubunda; diliisyon gruplari arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat

MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000;

p<0.05) (Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti igin yapilan

ikili karsilagtirmalar sonrasinda; KV grubunun 24. saat MTT diizeyi diger tiim gruplardan

anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:8 grubunun 24. saat MTT diizeyi 1:0, 1:1

ve 1:2 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:4 grubunun 24. saat
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MTT diizeyi 1:0, 1:1 ve 1:2 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05).
1:1 ve 1:2 gruplarmin 24. saat MTT diizeyleri 1:0 grubundan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 4-3).

Apexit Plus grubunda; diliisyon gruplar1 arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat
MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000;
p<0.05) (Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan
ikili karsilastirmalar sonrasinda; KV grubunun 24. saat MTT diizeyi diger tiim gruplardan
anlamli sekilde yliksek bulunmustur (p<0.05). 1:8 grubunun 24. saat MTT diizeyi 1:0, 1:1
ve 1:2 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:4 grubunun 24. saat
MTT diizeyi 1:0, 1:1 ve 1:2 gruplarindan anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05).
1:1 ve 1:2 gruplarinin 24. saat MTT diizeyleri 1:0 grubundan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 4-3).

AH Plus grubunda; diliisyon gruplar1 arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat
MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000;
p<0.05) (Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan
ikili kargilastirmalar sonrasinda; KV grubunun 24. saat MTT diizeyi diger tiim gruplardan
anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:8 grubunun 24. saat MTT diizeyi 1:0, 1:1
ve 1:2 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:4 grubunun 24. saat
MTT diizeyi 1:0, 1:1 ve 1:2 gruplarindan anlamli sekilde yiliksek bulunmustur (p<0.05).
1:1 ve 1:2 gruplarmin 24. saat MTT diizeyleri 1:0 grubundan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 4-3).

TotalFill BC Sealer grubunda; diliisyon gruplari arasinda HPDLF hiicrelerinin
24. saat MTT diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p:0.000; p<0.05) (Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti
icin yapilan ikili karsilagtirmalar sonrasinda; 1:8 grubunun 24. saat MTT diizeyi KV, 1:0,
1:1, 1:2 ve 1:4 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). KV grubunun
24. saat MTT diizeyi 1:0, 1:1 ve 1:2 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). 1:4 grubunun 24. saat MTT diizeyi 1.0, 1:1 ve 1:2 gruplarindan anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:2 grubunun 24. saat MTT diizeyi 1:0 ve 1:1 grubundan
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anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-3).

MTA-Fillapex grubunda; diliisyon gruplar1 arasinda HPDLF hiicrelerinin 24.
saat MTT diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p:0.000; p<0.05) (Tablo 4-1). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandigmnin tespiti
i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonrasinda; KV grubunun 24.saat MTT diizeyi diger tim
gruplardan anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:8 grubunun 24. saat MTT
diizeyi 1:0, 1:1, 1:2 ve 1:4 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05).
1:2 grubunun 24. saat MTT diizeyi 1:0 ve 1:1 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). 1:4 grubunun 24. saat MTT diizeyi 1:0 ve 1:1 gruplarindan anlaml
sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-3).



Tablo 4-4: Farkh diliisyonlardaki kanal patlarimin ve kontrol vasatinin (KV) HPDLF
hiicrelerinde 72. saat MTT diizeylerinin degerlendirilmesi

KV 1:0 1:1 1:2 1:4 1:8
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort£SS
(medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)

Sealapex 1,59+0,17  0,64+0,39 0,58+0,07 0,77+0,06  0,82+0,07 0,85+0,08 0,000
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(1,5) (0,47) (0,59) (0,78) (0,81) (0,88) *
ApexitPlus 1,63+0,24 0,56+0,15 0,67+£0,29 0,84+0,16  0,9+0,04 1,0£0,14 0,000
(1,62) (0,62) (0,76) (0,86) (0,89) (0,98) *
AH Plus 1,54+0,19  0,26+0,1  0,25+0,08 0,38+0,1  0,68+0,06 0,79+0,06 0,000
(1,51) (0,27) (0,27) (0,36) (0,67) (0,78) *
TotalFill 1,62£0,18  1,26+0,08 1,12+0,17 1,42+0,17 14602  1,8+0,28 0,000
BC Sealer (1,63) (1,25) (1,06) (1,38) (1,47) (1,77) *
MTA- 1,64+0,15  0,7+0,06  0,58+0,14 0,68+0,03 0,83+0,07 0,83+0,09 0,000
Fillapex (1,66) (0,68) (0,57) (0,67) (0,85) (0,83) *
P 0,716 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,001*
Kruskal Wallis Test *p<0.0
72. saat

2,5

KV 1:0 1:1 1:2 1:4 1:8

i Seal apex HApexit Plus wAHPlus ®Total Fill BCSealer & MTA Fillapex
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Tablo 4-5: Farkh diliisyonlardaki kanal patlarinin ve kontrol vasatinin (KV) HPDLF
hiicrelerinde 72. saat MTT diizeylerinin Post hoc degerlendirilme sonuclari

KV 1:0 1:1 1:2 1:4 1:8

p p p p p p
Sealapex Apexit Plus 0,810 0,337 0,262 0522 0,055 0,037
AH Plus 0,378 0,005* 0,004* 0,004* 0,010* 0,200

TotalFill BC Sealer 0,873  0,045* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*

MTA-Fillapex 0,631 0,055 1,000 0,078 0,748 0,749
Apexit Plus AH Plus 0,200 0,025* 0,037* 0,004* 0,004* 0,016*

TotalFill BC Sealer 0,873  0,004* 0,013* 0,004* 0,004* 0,004*

MTA-Fillapex 1,000 0,037 0,200 0,010* 0,055 0,037*
AH Plus TotalFill BC Sealer 0,262 0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*

MTA-Fillapex 0,262 0,004* 0,004* 0,004* 0,010* 0,423
TotalFill BC Sealer MTA-Fillapex 0,873 0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*
Mann Whitney U Test *p<0.05

KV grubunda; kanal pati gruplari arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.716;
p>0.05) (Tablo 4-4).

1:0 grubunda; kanal pati gruplari arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 72. saat MTT diizeyi Sealapex,
Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). AH Plus grubunun 72. saat MTT diizeyi Sealapex, Apexit Plus ve MTA-
Fillapex gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). MTA-Fillapex
grubunun 72. saat MTT diizeyi Apexit Plus grubundan sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo
4-5).

1:1 grubunda; kanal pati gruplar1 arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
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karsilagtirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 72. saat MTT diizeyi Sealapex,
Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). AH Plus grubunun 72. saat MTT diizeyi Secalapex, Apexit Plus ve MTA-
Fillapex gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-5).

1:2 grubunda; kanal pati1 gruplart arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilastirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 72. saat MTT diizeyi Sealapex,
Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). AH Plus grubunun 72. saat MTT diizeyi Sealapex, Apexit Plus ve MTA-
Fillapex gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). MTA-Fillapex
grubunun 72. saat MTT diizeyi Apexit Plus grubundan sekilde diisiik bulunmustur
(p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo
4-5).

1:4 grubunda; kanal pati gruplar1 arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilastirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 72. saat MTT diizeyi Sealapex,
Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). AH Plus grubunun 72. saat MTT diizeyi Sealapex, Apexit Plus ve MTA-
Fillapex gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-5).

1:8 grubunda; kanal pati gruplart arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat MTT
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05)
(Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalar sonrasinda; TotalFill BC Sealer grubunun 72. saat MTT diizeyi Sealapex,
Apexit Plus, AH Plus ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Apexit Plus grubunun 72. saat MTT diizeyi AH Plus ve MTA-Fillapex
gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-5).
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Tablo 4-6: Kanal patlarinin farkh diliisyonlarimin ve kontrol vasatimin HPDLF
hiicrelerinde 72. saat MTT diizeylerinin Post hoc degerlendirilme sonuclari

. TotalFill MTA-
Sealapex  Apexit Plus  AH Plus .
BC Sealer Fillapex

p p p p p
KV 1:0 0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*
1:1 0,004* 0,004* 0,004* 0,004* 0,004*
1:2 0,004* 0,004* 0,004* 0,054 0,004*
1:4 0,004* 0,004* 0,004* 0,200 0,004*
1:8 0,004* 0,004* 0,004* 0,337 0,004*
1:0 1:1 0,150 0,262 0,688 0,109 0,200
1:2 0,055 0,010* 0,078 0,054 0,631
1:4 0,055 0,004* 0,004* 0,078 0,010*
1:8 0,055 0,004* 0,004* 0,004* 0,010*
1:1 1:2 0,004* 0,423 0,055 0,016* 0,337
1:4 0,004* 0,055 0,004* 0,010* 0,006*
1:8 0,004* 0,055 0,004* 0,004* 0,006*
1:2 1:4 0,378 0,873 0,004* 0,748 0,006*
1:8 0,150 0,109 0,004* 0,037* 0,006*
1:4 1:8 0,423 0,078 0,016* 0,025* 0,748

Mann Whitney U Test *p<0.05

Sealapex grubunda; diliisyon gruplari arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat
MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000;
p<0.05) (Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan
ikili karsilastirmalar sonrasinda; KV grubunun 72. saat MTT diizeyi diger tiim gruplardan
anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:1 grubunun 72. saat MTT diizeyi 1:2, 1:4
ve 1:8 gruplarindan anlaml sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-6).

Apexit Plus grubunda; diliisyon gruplari arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat
MTT diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000;
p<0.05) (Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti igin yapilan
ikili karsilastirmalar sonrasinda; KV grubunun 72. saat MTT diizeyi diger tiim gruplardan
anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:0 grubunun 72. saat MTT diizeyi 1:2, 1:4
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ve 1:8 gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-6).

AH Plus grubunda; diliisyon gruplari arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat
MTT diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000;
p<0.05) (Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan
ikili karsilastirmalar sonrasinda; KV grubunun 72. saat MTT diizeyi diger tiim gruplardan
anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:8 grubunun 72. saat MTT diizeyi 1:0,
1:1, 1:2 ve 1:4 gruplarindan anlaml sekilde yliksek bulunmustur (p<0.05). 1:4 grubunun
72. saat MTT diizeyi 1:0, 1:1 ve 1:2 gruplarindan anlamli sekilde yiliksek bulunmustur
(p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo
4-6).

TotalFill BC Sealer grubunda; diliisyon gruplar1 arasinda HPDLF hiicrelerinin
72. saat MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p:0.000; p<0.05) (Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti
icin yapilan ikili karsilastirmalar sonrasinda; 1:8 grubunun 72. saat MTT diizeyi 1:0, 1:1,
1:2 ve 1:4 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). KV grubunun 72,
saat MTT diizeyi 1:0 ve 1:1 gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05).
1:2 ve 1:4 gruplarmin 72. saat MTT diizeyi 1:1 grubundan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 4-6).

MTA-Fillapex grubunda; diliisyon gruplari arasinda HPDLF hiicrelerinin 72.
saat MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p:0.000; p<0.05) (Tablo 4-4). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti
icin yapilan ikili karsilagtirmalar sonrasinda; KV grubunun 72. saat MTT diizeyi diger
tiim gruplardan anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1:8 grubunun 72. saat MTT
diizeyi 1:0, 1:1 ve 1:2 gruplarindan anlamli sekilde yliksek bulunmustur (p<0.05). 1:4
grubunun 72. saat MTT diizeyi 1:0, 1:1 ve 1:2 gruplarindan anlaml sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 4-6).



62

Tablo 4-7: HPDLF Hiicrelerinin 24. saat ve 72. saat MTT diizeylerinin degerlendirilmesi

KV 1:0 1:1 1:2 1:4 1:8
HPDLF Ort+SS Ort£SS Ort£SS Ort+SS Ort+£SS Ort£SS
(medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
Sealapex 24,  1,82+£0,06 0,76+0,12  0,98+0,08 0,91+0,08  1,35+0,09  1,41+0,11
sa. (1,82) (0,79) (0,95) (0,93) (1,37) (1,39)
72.  1,59+£0,17 0,64+0,39  0,58+0,07  0,77+0,06  0,82+0,07  0,85+0,08
sa. (1,5) (0,47) (0,59) (0,78) (0,81) (0,88)
p 0,037* 0,055 0,004* 0,016* 0,004* 0,004*
ApexitPlus 24. 1,8540,07 0,56+0,07  0,95+0,11  0,91+0,13  1,36+0,07  1,35+0,09
sa. (1,86) (0,56) (0,95) (0,94) (1,39) (1,33)
72.  1,63£0,24  0,56+0,15  0,67+0,29  0,84+0,16 0,9+0,04 1,0+0,14
sa. (1,62) (0,62) (0,76) (0,86) (0,89) (0,98)
p 0,037* 0,423 0,078 0,522 0,004* 0,004*
AH Plus 24,  1,81£0,02  0,32+0,15 0,54+0,05  0,59+0,14  0,86+0,04  0,93+0,13
sa. (1,82) (0,37) (0,51) (0,60) (0,86) (0,93)
72.  1,54+0,19 0,26+0,1 0,25+0,08 0,38+0,1 0,68+0,06  0,79+0,06
sa. (1,51) (0,27) (0,27) (0,36) (0,67) (0,78)
p 0,006* 0,423 0,004* 0,016* 0,004* 0,109
TotalFill BC 24. 1,88+0,04 1,41+0,14  1,30+0,12  1,75+0,07  1,89+0,05  2,01+0,06
Sealer sa. (1,86) (1,38) 1,27) 1,72) (1,88) (2,02)
72.  1,62+0,18  1,26+0,08  1,12+0,17  1,42+0,17 1,46+0,2 1,8+0,28
sa. (1,63) (1,25) (1,06) (1,38) (1,47) @,77)
p 0,004* 0,078 0,109 0,004* 0,004* 0,200
MTA- 24.  1,81£0,07 0,48+0,11  0,60+0,22  0,92+0,10  0,91+0,12  1,06+0,12
Fillapex sa. (1,83) (0,45) (0,59) (0,95) (0,86) (1,06)
72.  1,64+0,15 0,7£0,06  0,58+0,14  0,68+0,03  0,83+0,07  0,83+0,09
sa. (1,66) (0,68) (0,57) (0,67) (0,85) (0,83)
p 0,030* 0,016* 0,936 0,004* 0,423 0,010*
Mann Whitney U Test * p<0.05



63

Sealapex Kanal Pat1 Kullanildiginda;

KV grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.037; p<0.05).

1:0 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.055; p>0.05).

1:1 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

1:2 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.016; p<0.05).

1:4 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

1:8 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

Sealapex

M 24.saat W 72.ssaat




Apexit Plus Kanal Pat1 Kullanildiginda;

KV grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlaml1 sekilde

yiiksek bulunmustur (p:0.037; p<0.05).

1:0 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.423; p>0.05).

1:1 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.078; p>0.05).

1:2 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.522; p>0.05).

1:4 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde

yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

1:8 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde

yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

2,5

OrttSS

Apexit Plus

KV

1:0

1:1

M 24.saat W 72.ssaat

1:2

1:4

1:8
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AH Plus Kanal Pat1 Kullanildiginda;

KV grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlaml1 sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.006; p<0.05).

1:0 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.423; p>0.05).

1:1 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

1:2 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.016; p<0.05).

1:4 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

1:8 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.109; p>0.05).

AH Plus

M 24.saat W 72.ssaat
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TotalFill BC Sealer Kanal Pat1 Kullanildiginda;

KV grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlaml1 sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

1:0 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.078; p>0.05).

1:1 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.109; p>0.05).

1:2 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

1:4 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

1:8 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.200; p>0.05).

TotalFill BC Sealer

2,5

KV 1:0 1:1 1:2 1:4 1.8

M 24.saat M 72.ssaat
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MTA-Fillapex Kanal Pat1 Kullanildiginda;

KV grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlaml1 sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.030; p<0.05).

1:0 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiikk bulunmustur (p:0.016; p<0.05).

1:1 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.936; p>0.05).

1:2 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.004; p<0.05).

1:4 grubunun 24. saat ve 72. saat MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.423; p>0.05).

1:8 grubunun 24. saat MTT diizeyi 72. saatten istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.010; p<0.05).

MTA-Fillapex

Ort+SS

M 24.saat W 72.ssaat
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Sekil 4-4: HPDLF hiicrelerinin 24 saat 1:0 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D), 1:8 (E)
diliisyonlarinda Sealapex ve kontrol vasati (F) uygulamasi yapildiktan sonra MTT
goriintiileri. Olgek: 100 pm.
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Sekil 4-5: HPDLF hiicrelerinin 24 saat 1:0 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D), 1:8 (E)
diliisyonlarinda Apexit Plus ve kontrol vasati (F) uygulamas: yapildiktan sonra
MTT goriintiileri. Olgek: 100 pm.



70

Sekil 4-6: HPDLF hiicrelerinin 24 saat 1:0 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D), 1:8 (E)
diliisyonlarinda AH Plus ve kontrol vasati (F) uygulamasi yapildiktan sonra MTT
goriintiileri. Olgek: 100 pm.
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Sekil 4-7: HPDLF hiicrelerinin 24 saat 1:0 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D), 1:8 (E)
diliisyonlarinda TotalFill BC Sealer ve kontrol vasati (F) uygulamasi yapildiktan
sonra MTT goriintiileri. Ol¢ek: 100 pm.
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Sekil 4-8: HPDLF hiicrelerinin 24 saat 1:0 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D), 1:8 (E)
diliisyonlarinda MTA-Fillapex ve kontrol vasati (F) uygulamasi yapildiktan sonra
MTT goriintiileri. Olgek: 100 pm.
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Sekil 4-9: HPDLF hiicrelerinin 72 saat 1:0 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D), 1:8 (E)
diliisyonlarinda Sealapex ve kontrol vasat (F) uygulamasi yapildiktan sonra MTT
goriintiileri. Olgek: 100 pm.
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Sekil 4-10: HPDLF hiicrelerinin 72 saat 1:0 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D), 1:8 (E)
diliisyonlarinda Apexit Plus ve kontrol vasati (F) uygulamas: yapildiktan sonra
MTT goriintiileri. Olgek: 100 pm.
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Sekil 4-11: HPDLF hiicrelerinin 72 saat 1:0 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D), 1:8 (E)
diliisyonlarinda AH Plus ve kontrol vasati (F) uygulamasi yapildiktan sonra MTT
goriintiileri. Olgek: 100 pm.
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Sekil 4-12: HPDLF hiicrelerinin 72 saat 1:0 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D), 1:8 (E)
diliisyonlarinda TotalFill BC Sealer ve kontrol vasati (F) uygulamasi yapildiktan
sonra MTT goriintiileri. Ol¢ek: 100 pm.



4.3. TUNEL Bulgular:

Tablo 4-8: HPDLF hiicrelerinde 24.saat ve 72.saatlerde TUNEL % diizeylerinin

degerlendirilmesi
TUNEL %
24.saat 72.saat p

HPDLF Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)
Sealapex 25,33+£9,18 (25,5) 42,67£18,46 (37,5) 0,040*
Apexit Plus 16,83+3,71 (17,5) 22,67+7,47 (24,5) 0,092
AH Plus 46,83+2,14 (46,5) 74,17+17,15 (72,5)  0,005*
TotalFill BC Sealer 25+7,07 (25) 30,5+5,01 (32) 0,222
MTA-Fillapex 21,67+2,58 (20) 32,5+12,14 (32,5) 0,071
Kontrol 16+3,29 (15) 12,33+2,25 (12) 0,070
o 0,000* 0,000*
!Kruskal Wallis Test 2Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4-9: HPDLF hiicrelerinde 24. saat ve 72. saatlerde TUNEL % diizeylerinin Post hoc
degerlendirilme sonuglari

TUNEL %
24 .saat 72.saat
p p
Sealapex Apexit Plus 0,199 0,024*
AH Plus 0,004* 0,020*
TotalFill BC Sealer 0,807 0,170
MTA-Fillapex 0,411 0,376
Kontrol 0,045* 0,004*
Apexit Plus AH Plus 0,004* 0,004*
TotalFill BC Sealer 0,053 0,077
MTA-Fillapex 0,076 0,128
Kontrol 0,514 0,035*
AH Plus TotalFill BC Sealer 0,004* 0,004*
MTA-Fillapex 0,003* 0,005*
Kontrol 0,004* 0,004*
TotalFill BC Sealer MTA-Fillapex 0,310 0,627
Kontrol 0,023* 0,004*
MTA-Fillapex Kontrol 0,016* 0,006*
Mann Whitney U Test *p<0.05

Gruplar arasinda HPDLF hiicrelerinin 24. saat TUNEL % diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05) (Tablo 4-8).

Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar

sonrasinda; AH Plus grubunun 24. saat TUNEL % diizeyleri Saelapex, Apexit Plus,

TotalFill BC Sealer, MTA-Fillapex ve Kontrol gruplardan anlamli sekilde yiiksek

bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunun 24. saat TUNEL % diizeyleri Sealapex,

TotalFill BC Sealer, MTA-Fillapex gruplarindan anlaml sekilde diisiik bulunmustur

(p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo

4-9).
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Gruplar arasinda HPDLF hiicrelerinin 72. saat TUNEL % diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05) (Tablo 4-8).
Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonrasinda; AH Plus grubunun 72. saat TUNEL % diizeyleri Sealapex, Apexit Plus,
TotalFill BC Sealer, MTA-Fillapex ve Kontrol gruplardan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunun 72. saat TUNEL % diizeyleri Sealapex, Apexit
Plus, TotalFill BC Sealer ve MTA-Fillapex gruplarindan anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p<0.05). Apexit Plus grubunun 72. saat TUNEL % diizeyleri, Sealapex
grubundan anlaml sekilde diisiik bulunmugstur (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlaml

bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4-9).

Sealapex grubunda; HPDLF hiicrelerinin 24. saat TUNEL % diizeyleri 72. saatten
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diigiik bulunmustur (p:0.040; p<0.05).

Apexit Plus grubunda; HPDLF hiicrelerinin 24. saat ve 72. saat TUNEL %
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

AH Plus grubunda; HPDLF hiicrelerinin 24. saat TUNEL % diizeyleri 72. saatten
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p:0.005; p<0.05).

TotalFill BC Sealer grubunda; HPDLF hiicrelerinin 24. saat ve 72. saat TUNEL
% diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

MTA-Fillapex grubunda; HPDLF hiicrelerinin 24. saat ve 72. saat TUNEL %
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunda; HPDLF hiicrelerinin 24. saat ve 72. saat TUNEL % diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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Sekil 4-13: HPDLF hiicrelerinin optimal konsantrasyonda Sealapex (A), Apexit Plus (B),
AH Plus (C), TotalFill BC Sealer (D), MTA-Fillapex (E) pat uygulamasi 24 saat
yapildiktan sonra TUNEL immunoreaktivitesi ve Kontrol (F) TUNEL
immunohistokimya boyamasi. Ol¢ek: 20 pm.
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Sekil 4-14: HPDLF hiicrelerinin optimal konsantrasyonda Sealapex (A), Apexit Plus (B),
AH Plus (C), TotalFill BC Sealer (D), MTA-Fillapex (E) pat uygulamasi 72 saat
yapildiktan sonra TUNEL immunoreaktivitesi ve Kontrol (F) TUNEL
immunohistokimya boyamasi. Ol¢ek: 20 pm.
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5. TARTISMA

Kok kanal tedavisinde amag; ¢esitli nedenlerle vitalitesini kaybeden ve pulpasi
geri doniigsiiz olarak zarar goren dislerin, periapikal dokularinda ve kok kanalinda ideal
sartlarin saglanarak disin uzun donem agiz icinde fonksiyon gormesidir. Kok kanal
tedavisinde yapilan islem diste kok kanal aletleri ve irrigasyon soliisyonlar: ile
kemomekanik temizlik saglandiktan sonra ideal iyilesme kosullar1 ve periapikal
biitlinliigii saglayarak kok kanalinin apikalde tikanmasini saglayacak 6zellikte olan kok
kanal dolgu maddeleri ile doldurulmasidir (13). Bu amagla kok kanal dolgu pat1 ve guta
perka konlar birlikte kullanilmaktadir (115). Bu materyallerin periapikal dokularla
minimum temasta olmasi istenmektedir. Bununla birlikte tedavi esnasinda kullanilan
malzemeler direkt temasla veya doku sivilar1 araciligiyla periapikal dokulara
tasabilmektedir ve her zaman periradikiiler doku reaksiyonuyla uzaklastirilamayabilir,

tamir siiresini degistirebilir ve farkli doku reaksiyonlarina neden olabilmektedir (116).

Bu sebeple klinikte kullanilmadan o6nce endodontik materyallerin in vitro

sitotoksik ¢aligmalar1, giivenliklerinin degerlendirilmesine yonelik ilk adimdir (117).

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin biyouyumlulugu gesitli test yontemleri
kullanilarak degerlendirilmektedir. Hiicre kiiltiirii testleri ve hayvan deneyleri en ¢ok
kullanilan ~ iki ~ yontemdir. ~ Dis  hekimliginde  kullanilan = malzemelerin
biyouyumluluklarinin degerlendirilmesinde hayvan deneyi caligmalari etik konusunda
hala tartigma yaratmasi, maliyetinin fazla olmasi ve uzun zaman almasi gibi nedenlerle
daha az tercih edilmektedir. Hiicre kiiltiirii deneylerinin standardizasyonunun daha kolay
olmasi, gorece olarak daha diisiik maliyeti ve az zaman almasi, kolay tekrar edilebilmesi
ve etik acgidan kabul edilebilirligi biyouyumluluk ¢alismalarinda tercih edilme
sebeplerindendir (118). Bu avantajlar goz 6niinde bulundurularak ¢esitli malzemerin

biyouyumlulugunu degerlendirmek i¢in hiicre kiiltiirii test yontemleri kullaniimistir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda ilag ve materyallerin toksisitesi degerlendirilecegi
zaman, hiicre tipi se¢ciminde materyalin temasta olacagi veya etki gosterecegi hiicre
tipinin segilmesi daha dogru bir yaklasim olacaktir. Bu amagla primer hiicreler ve devamli
hiicre hatlar1 olmak iizere iki ¢esit hiicre dizini bulunmaktadir. Primer hiicre hatlar1 daha
hassas hiicrelerdir ve elde edilmesi daha zordur. Ancak fizyolojik durumu en iyi sekilde
taklit etmesi acisindan pek cok caligmada tercih edilmektedir. Devamli hiicre hatlari

kolay elde edilebilmeleri, sinirsiz ¢gogalma siireleri gibi avantajlarina ragmen in vivo



83

Ozellikleri daha az yansitmasi, transformasyona ugramalari sebebiyle genotipik ve
fizyolojik 6zelliklerini tam olarak bulundurmamasi gibi dezavantajlar1 barindirmaktadir.
Calismamizda in vivo ortamla benzer deneysel kosullara sahip olmasi1 nedeniyle primer
hiicre hatt1 olan insan periodontal ligament fibroblast hiicresi tercih edilmistir. Yapilan
calismalarda HPDLF kok hiicre karakterizasyonunun tespitinde CD10, CD13, CD26,
CD29, CD44, CD59, CD45, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166 pozitif ekspresyon
gosterirken, CD 31, CD34, CD14, CD19 negatif ekspresyon sergilemektedir (88, 89, 90,
119).

Bu c¢alismada kullanilan hiicrelerin mezenkimal kaynakli periodontal kok hiicreler
oldugunu gostermek amaciyla; CD34, CD90, CD45 ve kollajenl ylizey antijenlerini
kullanildi. Immiinohistokimyasal analizler ile uygulanan CD45, CD90 ve kollajen]1 yiizey
antijenleri igin pozitif (+), CD34 hematopoetik ylizey antijeni ise negatif eskpresyon (-)
gostermistir. Bu bulgular 1s18inda ¢alismada kullandigimiz hiicrelerin mezenkimal

kaynakli periodontal ligament fibroblast hiicreleri oldugunu diisiinmekteyiz.

Dental materyallerin sitotoksisitesinin incelenmesinde test materyali ile hedef
hiicre arasinda kontakt olmalidir. Bu temas direkt, indirekt veya materyallerden salinan
bilesenlerin salinim sivilarinin yani ekstraktlarinin temas: seklinde olabilir. Temasin
ekstrakt ile saglandigi hiicre kiiltiirii sitoksisite ¢caligsmalarinda farkli ekstraksiyon siireleri
ve farkli ekstraksiyon konsantrasyonlar1 materyallerin sitotoksisitelerinin incelenmesi
bakimindan 6nemlidir (94, 95). Ciinkii yapilan ¢alismalarda hangi diliisyonun klinikle
daha yakin sonuglar verdigi bilinmemektedir ve farkli ekstraksiyon diliisyonlarini
degerlendirmek karsilastirma yapilan ¢alismalarda dogru sonug¢ hakkinda fikir vermesi
acisindan 6nemlidir. Bizim ¢alismamizda her bir kok kanal dolgu patinin inkiibatorde 24
saat sertlesme siireleri tamamlandiktan sonra {izerlerine diger literatiirlerden 6rnek
alinarak (113, 120) Iml kiiltiir vasat1 basina 0,2 gr pat olacak sekilde kiiltiir vasat1 ilave
edilmis ve 37°C’de 24 saat siire ile bekletilerek salinim sivilar1 elde edilmistir. Elde
edilen salinim sivilarmin 1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 diliisyonlar1 ¢alismada kullanilmigtir.
Materyallerden elde edilen bu diliisyonlarin sitotoksik etkisi literatiirlerdeki farkli siireler
de goz oniline alinarak, sadece bir inkiibasyon siiresine bagl kalmayacak sekilde 1. ve 3.

giinlerin sonunda degerlendirilmistir (121, 122, 123).

Kok kanal tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilen ¢esitli icerik ve ozelliklere

sahip bir¢ok yeni kanal dolgu pati1 piyasaya siiriilmektedir. Mevcut ¢alismada kullanimi1
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siklikla tercih edilen patlar olan kalsiyum hidroksit esasli Sealapex ve Apexit Plus, epoksi
rezin esaslt AHPlus, MTA igerikli biyoseramik esasli MTA-Fillapex ve kalsiyum silikat
icerikli biyoseramik esasli TotalFill BC Sealer kok kanal dolgu patlarinin sitotoksik ve
apoptotik etkileri MTT ve TUNEL testleriyle incelenmistir.

Caligmamizda kok kanal dolgu materyallerinin  biyouyumluluklarinin
degerlendirilmesinde; ISO 10993-5 Standartlar1 Sitotoksisite Testleri-In vitro Yontemleri
bolimii rehber alinmistir (72,73). Sitotoksisitesi degerlendirilen kok kanal dolgu
patlarinin hiicre sayimi kolorimetrik MTT yontemi, apopoptik hiicre oranlar1t TUNEL

yontemi yapilarak belirlenmistir.

MTT kolorimetrik testi, yani Mosmann'in Tetrazolium Toksisite analizi hiicre
canliligin1 degerlendirmek i¢in kullanilan kolorimetrik bir testtir. Sar1 bir tetrazol olan
MTT, canli hiicrelerin mitokondrisinde bulunan siiksinat dehidrojenaz ile mor formazan
bilesigine indirgenir. Cdziiniir olmayan mor formazanin ¢oziinmesi i¢in iirliniiniin igine
asit ¢ozeltisi ilave edilir. Bu renkli ¢ozeltinin absorbansi (optik yogunluk), belirli dalga

boylarinda spektrofotometre ve ELISA gibi cihazlarla dlgiilmektedir (124).

MTT yontemi biyouyumluluk testleri icinde ¢ok hassas olmasinin yani sira hizl
sonug elde edilmesi, ¢ok diisiik diizeydeki toksisite degerlendirilmelerine imkan tanimast,
tekrarlanabilir olmast ve farkli calismalar arasinda karsilastirma yapilmasina imkan
saglamasi1 gibi avantajlar1 ile giiniimiizde hala kok kanal dolgu materyallerinin
sitotoksisite degerlendirmesinde hiicre sayisinin belirlenmesinde en ¢ok tercih edilen
yontemdir. (125, 126, 127, 128) Bizde calismamizda farkli kanal dolgu patlarinin

hiicresel sitotoksisitesini degerlendirmek amaciyla MTT yontemi tercih edildi.

TUNEL apoptozun gostergesi olan DNA parcalarini isaretleyen bir in situ
histolojik tekniktir. Calismamizda apoptoz, TUNEL analizi kullanilarak DNA iplik¢ik
kirilmasimin enzimatik olarak isaretlenmesi ile degerlendirilmistir (129, 130). Dis
hekimligi alaninda yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda kolorimetrik metotlarla hiicre
sayimi daha siklikla degerlendirilirken hiicre 6liimiiniin nekroz veya apoptoz yoluyla olup

olmadigi daha az siklikla incelenmistir (129, 131, 132).

Bir materyalin sitotoksik etkileri incelenirken nekroz ve apoptoz gibi hiicre 6liim
tipi ayiriminin yapilmasi 6liim tiplerinde gozlenen farkli biyolojik cevaplar acisindan
onem tagimaktadir. Nekrozda enzimlerin lizozomlardan disar1 sizmasi, sitoplazmaya

gecmesi ve hiicre sindirilmesi gerceklesmektedir. Hiicresel icerik zedelenmis olan plazma
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membranindan hiicre dis1 aralifa gecer, inflamatuar yanit baslar ve hiicre hasar1 goriliir.
Apoptozda ise hiicre, bliylime faktdrlerinden yoksun kaldiginda, DNA ve proteinler
onarilamayacak diizeyde zedelendiginde, membran biitiinliigii bozulmayacak sekilde
cekirdegin dagilmasi ile apopotik parcalar olusturur ve hiicre kendini 6ldiiriir. Apaptoz
ile meydana gelen Oliimde inflamatuar yanit ger¢eklesmez ve apoptotik hiicreler
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (109). Bu sebeple apoptoz ile meydana hiicre
Oliimiinde immiin yanit olusmamaktadir. Bu farka bagl olarak materyal ile temasta olan
hiicrelerin daha c¢ok apoptozu indiikledigi durumlarda dokularda inflamasyon
olusturmadig1 ve dokularda meydana gelen modifikasyonlara daha hizli adapte olacag:
diistiniilmektedir (133). Ayrica bir materyalin hangi yolla toksik etkiye neden oldugunun
tespiti ile daha ileri ¢calismalarda toksisitenin nekroz veya apoptozda hangi basamakta
meydana geldigini arastirmak icin 6nemli bir adim olacaktir. Meydana gelen toksik
etkinin hangi hiicre ve mediatorde meydana geldiginin bilinmesi giiniimiizde kanser
hastaliklarinin 6nlenmesi i¢in kullanilan ilaglarda ¢alismalarin temelini olusturmaktadir
(134, 135). Dis hekimliginde de kullanilan malzemeye bagli gelisen reaksiyonlarin hangi
asamada meydana geldigi yeni {retilecek materyallerde ideal malzemenin dis

hekimlerine sunulmasi i¢in oncii olacaktir.

Calismamizda iki farkli kalsiyum hidroksit kok kanal dolgu pat1 olan Sealapex ve
Apexit Plus’in sitotoksisiteleri MTT testi ile degerlendirildiginde her iki patta tim
diliisyon ve temas siirelerinde kontrol grubundan daha az canlilik gdstermistir. Sealapex
patinin diliisyonlar1 anlamlilik agisindan degerlendirildiginde 24 saatlik temasta hiicre
canliligin 1:8=1:4>1:2=1:1>1:0, 72 saatlik temasta 1:8=1:4=1:2=1:0>1:1 seklinde oldugu
gorilmistlir. Sealapex patinin zamana bagli hiicre canliligit anlamlilik agisindan
degerlendirildiginde 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 diliisyonlarda 24. Saat hiicre canliligin 72. Saat
hiicre canliligindan fazla oldugu gozlenmistir. Apexit Plus patinin diliisyonlar1 anlamlilik
acisindan degerlendirildiginde 24. saatlik temasta hiicre canliligin 1:8=1:4>1:2=1:1>1:0,
72 saatlik temasta 1:8=1:4=1:2=1:1>1:0 seklinde oldugu gorilmistiir. Apexit Plus
patinin zamana bagli hiicre canliligi anlamlilik agisindan degerlendirildiginde 1:4, 1:8
dilisyonlarda 24. Saat hiicre canliligin 72. Saat hiicre canliligindan fazla oldugu
gbzlenmistir. Kalsiyum hidroksit patlari olan Sealapex ve Apexit Plus patlarini sitotoksik
acidan karsilastirdigimizda aralarinda 24. Saat 1:0 diliisyon grubu haricinde anlamli bir

farklilik gbzlenmemistir. Calismamizin bulgular1 degerlendirildiginde Sealapex ve
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Apexit Plus kok kanal dolgu patlar1 sitotoksik agidan birbirine yakin benzer sonuglar

vermistir.

Kalsiyum hidroksitin yiiksek alkalen pH'si, hiicresel boliinme ve biiyiime gibi
temel enzim aktivitelerini engeller. Yiiksek pH, sitoplazmik zarin biitiinliigiinii, organik
bilesenleri (proteinler ve fosfolipitler) ve besin aktarim mekanizmasini degistirir ve bozar
(136, 137, 138). Kalsiyum hidroksit pulpa ve ¢evre dokusunda yiiksek pH’s1 ile hiicrelerin
6liimiine neden olur ve gevresinde nekrotik bolge meydana gelir. Kalsiyum hidroksitin
bilinen sert doku olusturma 6zelliginin bu bolgeye komsu olan hiicreler ile saglandigi
bilinir (137, 138, 139). Kalsiyum hidroksit esasli kok kanal dolgu materyallerin yiiksek
alkalen pH’sia sahip olmasi ve sertlesme sonrasinda rezorbe olarak ¢oziinmesi gibi
nedenlerde ilk donemde orta dereceden siddetliye sitotoksik etkisinin mevcut oldugu
diigiiniilmektedir. Ayrica Sealapex’in igeriginde bulunan izobiitil salisilat, polimetilen
metil salisilat ve Apexit Plus’in i¢inde bulunan silikon ve disalisiklatin da bu toksisiteden
sorumlu olabilecegi diistintilebilir. (140, 141, 142)

Chang ve ark. (143) 5 farkli kok kanal dolgu patinin toksik etkinliklerini PDL
hiicreleri tlizerinde direkt temas yontemiyle 3. ve 18. saatlerde MTT analizi ile
karsilastirmiglardir. Sealapex’in toksisitesi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlaml
derecede yiiksek bulunmustur. Sealapex’in 18. saatte gozlenen sitotoksisitesi 3. Saatten
anlamli derecede yliksektir. Elde edilen bulgular dogrultusunda Sealapex iceriginde
bulunan polimetilen metil salisilat reginesi ve izobiitil salisilat katki maddelerinin bu
toksisiteye neden olabilecegi sonucuna varmislardir (140, 141). Bu ¢alisgmada Sealapex
patinda gozlenen maruziyet siiresinin artmasiyla birlikte artan oranda sitotoksisite

gozlenmesi bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir.

Key ve ark. (144) Sealapex ve ¢esitli kok kanal dolgu patlarinin sitotoksisitelerini
direkt temas yontemi yontemi ile hemasitometre sayimi ile degerlendirmislerdir. 1. ve 24.
saatte yapilan sitotoksisite degerlendirmelerinde Sealapex’in 24. Saatte kontrol
grubundan anlamli derecede fazla hiicre OSliimiine neden oldugu bildirilmistir. Ilk
karistirildigr anda sitotoksik etkisi bulunmazken daha sonra gozlenen sitotoksik etkinin
nedenini kalsiyum hidroksitin sertlesme sonrasinda ¢oziinmesiyle agiga ¢ikan ¢okeltinin
kronik inflematuar reaksiyon yaratmasi ile agiklamiglardir. 24. saatte gozlenen toksisite

bulgular1 bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir.
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Kim ve ark. (145) Endoseal, AHPlus ve Sealapex’in MGF3 ve insan gingival
fibroblast hiicreleri iizerinde sitotoksisitelerini 24 saat sertlesme sonrasi ekstrakt yontemi
ile degerlendirdikleri ¢alismalarinda iki hiicre grubunda da Sealapex’in sitotoksisitesini
1., 3. Ve 7. Giinde kontrol grubundan anlamli derecede fazla bulmuslardir. Sealapex’in
sitotoksik etkisinin bu derece yiiksek olmasinin sebebinin 24 saat sertlesmenin yeterli
olmadigi ve bu nedenle katki maddelerinin ektrakt sivisina fazla gecis gostermesi
nedeniyle olabilece§i sonucuna varmiglardir. AH Plus’in toksik etkinligi MGF3
hiicresinde 1. ve 3. giinde olduk¢a fazla goézlenirken 7. Giinde nontoksik oldugu
bildirilmis, insan gingival fibroblast hiicresinde ise 1,3,7 giinlerde toksisitesi oldukca
yiikksek bulunmus ve azalma gostermemistir. Kim ve ark. yaptigr calismada AHPlus
sonuclarinin 7. Giinde farkli olmast hiicre ¢esitlerinin farkliligi nedeniyle yorumlanmastir.
Periodontal ligament hiicresine daha yakin karakteristik 6zellige sahip hiicre grubu olan
insan gingival fibroblast hiicresi i¢in elde edilen bulgular bizim ¢alismamizla elde edilen

bulgular ile benzerlik géstermektedir.

Scelza ve ark. (146) cesitli kanal dolgu patlarimi karistirip sertlesmelerini
bekledikten sonra her giin diizenli olarak {izerine ekledikleri kiiltiir vasatini
degistirmislerdir. Ve belirli giinlerde topladiklar1 ekstrakt sivisinin toksisitelerini PDL
hiicresi lizerinde degerlendirmislerdir. Sealapex ve AH Plus 1. giin ektrakt sivisinda
yiiksek toksik etki gostermis, AH Plus’un toksisitesi 7. giinde azalirken Sealapex’te
toksik etkinin azalmasi 14.glinden sonra gerceklesmistir. 24 saat sonuglari bizim
calismamizla benzerlik gosterse de yapilan calismada zamanla toksik etkinin
azalmasindaki farkliligin bizim c¢alismamizdaki yontem farkliligi nedeni ile ilgili
oldugunu diisiinmekteyiz. Yapilan calismada zamanla ekstrakt sivisi hiicre maruziyeti

azalirken, bizim ¢alismamizda zamanla ektrakt sivist hiicre maruziyeti artmaktadir.

Teixeira ve ark. (147) yeni bir yontem deneyerek insan gingival fibroblastlarin
ekimini gergeklestirdikten sonra farkli kok kanal dolgu patlari ile doldurulan tek kanalli
dislerin etilen dioksitle sterilizasyonunu saglayip disleri herbiri ayni1 uzaklikta olacak
sekilde hiicre kiiltiir ortamina almiglardir. 24. ve 48. saatlerde elde ettikleri ekstrakt
stvilariin sitotoksisitelerini MTT analizi ile degerlendirmislerdir. Kontrol grubu olarak
guta perka ile dolumu yapilan disleri segmisler ve AH Plus, Sealapex, MTA-Fillapex ile
doldurulan dislerle aralarinda 24. saat toksisite bulgulari agisindan anlamli bir farklilik

gozlemlememislerdir. 48. saat toksisite bulgularinda MTA-Fillapex grubunun
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toksisitesini gutaperka ile dolumu yapilan kontrol grubu, Sealapex ve AH Plus’tan
anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. Calismamizda Sealapex, AH Plus ve MTA-
Fillapex grubu 24 ve 72 saatte kontrol grubuna gore biitlin diliisyonlarda anlamli derece
yiiksek toksisite derecesine sahiptir. Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz bulgularla
Teixeira ve arkadaslarinin yaptigi caligmada elde edilen bulgular karsilastirildiginda
gozlenen farkliligin, ¢alismalarda kullanilan kontrol grubunun farklilifi nedeni ile

olabilecegini diistinmekteyiz.

Bu caligmada kalsiyum hidroksit esasli Sealapex, Apexit Plus patlarinin ve sivi
ile temasta kalsiyum hidroksit olusmasina neden olan MTA-Fillapex, TotalFill BC Sealer
patlarinin olusturdugu apoptotik TUNEL diizeyleri kontrol grubundan anlamli derece
yiiksek bulunmasina karsin %50 oranin1 gegmemistir. Kalsiyum hidroksit ve kalsiyum
iyonlarmin proapoptotik oldugu bilinmektedir (148). Kalsiyum hidroksit yiiksek pH’s1
nedeniyle erken donemde ¢evre dokuda hiicrelerin 6liimiine neden olur ve nekrotik bolge
meydana getirir (137, 138, 139). Nekrotik hiicre 6liimiiniin hiicre i¢i kalsiyum iyonlarinin
asir1 yiikklenmesi ile iliskili oldugu ve apoptotik siirecteki ¢oklu fonksiyonlarin kalsiyum
sinyalinden kaynaklandig1r bildirilmistir (149, 150, 151). Calismamizda kalsiyum
serbestleyen patlarin olusturdugu orta siddetli apoptotik etkinin nedeninin kalsiyum
hidroksitin hem proapoptotik olmasi hem de nekrotik alan olusturma o6zelliginin

olmasiyla ilgili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Szczurko ve ark. (152) farkli kok kanal dolgu patlarinin sitotoksisitesini HPDLF
hiicresinde materyal ve hiicreler arasinda bariyer olacak sekilde indirekt yontemle,
materyaller karistirildiktan hemen sonra ve sertlesme sonrasi 24. saatte MTT analizi ile,
apaptoz ve nekroz degerleri AnnexinV ve propidium iyodid ile degerlendirilmislerdir.
AH Plus’in hem karistirildiktan hemen sonra hem de sertlesme sonrasi 24. saatte MTA-
Fillapex ve Apexit Plus’tan daha toksik oldugu bildirilmistir. MTA Fillapex’in sertlesme
sonras1 24. saat toksisitesi Apexit Plus’tan yiiksek bulunmustur. AH Plus ve MTA-
Fillapex’in toksik etkinligi zamanla artarken, tam tersine Apexit Plus’in toksik etkinligi
zamanla azalmistir. Calismamizda benzer olarak sertlesme sonrasi 24. Saat bulgulari
degerlendirildiginde AH Plus en toksik bunu sirasiyla MTA-Fillapex ve Apexit Plus
izlemistir. Szczurko ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma incelendiginde {i¢ patta da
kontrol grubuna kiyasla apoptotik hiicre 6liimii daha fazla goriilmektedir. AH Plus ve

Apexit Plus apoptik hiicrelerin yiizdesinde onemli bir artisa neden olurken, MTA-
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Fillapex daha ¢ok nekrotik hiicrelerin oranmi arttirmistir. MTA-Fillapex’in yiiksek
toksisitesinin igerigindeki silika ve salisilat re¢ineden kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Apexit Plus’in apoptozu uyarmasinin nedeni olarak iceriginde kalsiyum hidroksit ve
kalsiyum iyonlarinin proapoptotik 6zelligi distiniilmustir (148). Elde ettigimiz
bulgularla Szczurko ve arkadaslarimin yaptigi calismada elde edilen bulgular
karsilagtirildiginda patlarin sitotoksisite siralamasit benzer sonuglar vermistir. Genel
olarak hiicre canlilik oranlar1 Szczurko ve ark. yaptifi c¢alismada daha yiiksek
bulunmustur. Bu farkliligin nedeninin Szczurko ve ark. hiicre kiiltiirii yontemi olarak
materyal indirekt temas testi yontemini kullanirken bizim ¢aligmamizda ekstrakt yolu

temas yontemi kullanilmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Martinho ve ark. (153) farkli kok kanal dolgu patlarinin sitotoksik etkinligini
cesitli diliisyonlarda (1:2, 1:4, 1:8, 1:16) MTT analizi ile incelemislerdir. Tiim materyaller
1:2, 1:4, 1:8 diliisyonda kontrol grubundan anlamli derecede diisiik hiicre canliligina
sahipken, 1:16 diliisyonda kontrol grubu ile aralarinda farklilik gézlenmemistir. AH Plus
Jet ve Apexit Plus arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi bildirilmistir.
Yapmis oldugumuz calismada AH Plus pati Apexit Plus grubundan daha toksik
bulunmustur. Bulgular incelendiginde bizim c¢aligmamizda Apexit Plus’m AH Plus
patindan daha az toksik oldugu bulunurken, Martinho ve ark. yaptigi calismada bu iki pat
arasinda farklilik olmadigi bildirilmistir. AH Plus jet siringali sisteme sahipken, AH Plus
pat1 iki ayn tiipte klinisyenin karigtirirak hazirladigi bir sistemdir. Bu iki ¢alisma
arasindaki farklilik bundan kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda sitotoksik 6zellikleri degerlendirilen AH Plus, epoksi rezin esaslt
bir kok kanal dolgu patidir ve AH 26’da bulunan olumsuz 6zellikleri ortadan kaldirmak
i¢in piyasaya slriilmiistiir. AH Plus, oncii {irtin AH 26'min yiiksek radyoopasite, diigiik
¢oziinlirliik ve minumum biiziilme gibi avantajli 6zelliklerini muhafaza etmektedir. AH
26'min dezavantajlarindan olan renk degisimi ve toksisitesinden igeriginde bulunan az
miktarda formaldehit sorumlu tutulmus ve yeni iiriin AHPlus’ta formaldehit igeriginin
kaldirildig1 sdylenmistir. Bununla birlikte, yapilan bir ¢alismada bir dakikada gerceklesen
formaldehit salinim miktari (3.9 ppm) gozlenmistir (19, 154). AH Plus'in orta ila siddetli
sitotoksisitesi calismalarda erken donemde genellikle gozlenmektedir. Yeni formiilasyon
olan AH Plus’ta epoksi polimerizasyonunu saglamak i¢in amin grubuna eklenen

minimum formaldehitin bu etkiye neden olabilecegi diistiniilmektedir (67, 145, 146, 155).
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Bununla birlikte baz1 aragtirmacilar ciddi sitotoksik etkinin sertlesme sirasinda epoksi
rezin bilesiginden Bisfenol-A (113) salinimi sonucu olabilecegini diistinmiislerdir. Bizim

calismamizda goriilen AH Plus’un yiiksek sitotoksik etkisi bu bulgularla agiklanabilir.

Calismamizda AH Plus sonuglari degerlendirildiginde materyalin maruziyet
stiresinin artmasi ve diliie edilmesiyle birlikte toksik etkisinin azaldig1 gozlenmektedir.
AH Plus’un sertlesme sonrasi ¢oziiniirliigli zamanla azalmaktadir (156). Diliisyon
oraninin diisiiriilmesi ile ortamda ¢6ziinen katki maddeleri de boylece azalmaktadir. AH
Plus sitotoksisitesinin diliie edildik¢e azalmasi, materyaldeki ¢oziinme ile ortama gecen

katki1 maddesinin azalmasi ile ilgili olabilir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada MTT testi sonuglarina gore AHPlus kok kanal
dolgu pati; Sealapex, Apexit Plus, MTA-Fillapex ve TotalFill BC Sealer grubundan
anlamli derecede yiiksek toksik etkiye sahip olarak bulunmustur. Calismamizda kok
kanal dolgu maddelerinin sertlesme sonrasi erken donem kabul edilen 24 ve 72 saat sonra
sitotoksik etkilerini gozlemlenmistir. AH Plus 24 ve 72 saat bulgulan
degerlendirildiginde tiim dilisyonlarda 24 saat hiicre sagkalim oran1 72 saate gore anlamli
derece fazla bulunmustur. 72 saat sonunda hiicre ortaminin daha fazla oranda materyalden
¢Oziinen bilesige maruz kalmasi, toksik etkinlikteki artisin sebebi olarak agiklanabilir.
Ayrica, bu calismada 24 ve 72 saat gibi nispeten kisa donemli sitotoksik etkiler
incelendiginden, uzun donem sitotoksisite ¢aligmalariyla karsilagtirma yapmak miimkiin

olmamaktadir.

Silva ve ark. (157) yaptiklari ¢alismada AH Plus materyalinin yeni
kanistirildiginda ciddi sitotoksik etki gosterdigi fakat bu etkinin 1. Haftada azaldigini ve

2. Hafta sonras1 nontoksik hale geldigini belirtilmistir.

Candeiro ve ark. (113) AH Plus ve BC sealer patinin sadece 1:10 diliisyonda
toksik etkinliklerini HGF hiicreleri {izerinde karsilastirdiklar: calismalarinda AH Plus ve
BC sealer patinin toksik etkinliginin 1., 3., 5. ve 7. glinlerde zamanla azaldigini, AH Plus
patinin kontrol grubu ve BC Sealer patindan istatistiksel olarak diisiik hiicre canlilig1
gosterdigini bildirmislerdir. Calismamizda da AH plus pat1 igerik olarak Endosequence
BC Sealer ile benzer olan TotalFill BC sealer patindan ve kontrol grubundan daha disiik
hiicre canlilig1 gostermistir. Yapilan ¢alismada fibroblast hiicresinin in vivo Ortaminin
taklidi amaciyla deney gruplarinda uygulanan ekstrakt sivisinin yarist her giin taze kiiltiir

vasati ile degistirilmistir. Calismamizda hiicre ile diliisyon temas1 giin gectikge artarken
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Candeiro ve ark. caligmasinda hiicrelerin ekstrakt sivisi ile temas: giin gectikce
azaltilmistir. Calismalar arasindaki 1 ve 3. Giinlerde gozlenen farkin bu nedenle oldugunu

diisiinmekteyiz.

Jung ve ark. (158) AH Plus, MTA-Fillapex, BioRoot ve Pulp Canal Sealer kanal
dolgu patlariin ekstrakt stvilarinin toksik etkinliklerini 1:1, 1:2 ve 1:10 diliisyonlarda 1.,
7., 14., 21. glinlerde MTT analizi ve LDH testi analizi ile degerlendirmislerdir. 1:0
diliisyonda tiim gruplarda ekstrakt siiresine bakilmaksizin tiim hiicrelerin 6ldiiglnii
bildirmiglerdir. 1:10 diliisyonda ise AH Plus haricinde tiim gruplarin kontrol grubuna
benzer hiicre sagkalimma neden oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle 1:0 ve 1:10
dilisyonlarin1 degerlendirmeye almamislardir. 1:2 diliisyonda AH Plus ve MTA-Fillapex
patinin toksik etkinlii zamanla istatitiksel olarak artis gostermistir ve yliksek toksik
etkiye sahiptir. Calismamizda 1:2 dilisyonlarda AH Plus ve MTA-Fillapex gruplar1 24.
saatte istatitistiksel olarak 72 saate gore daha az toksik etki gostermektedir. Mevcut

calisma bizim ¢alismamiz benzer bulgulara sahiptir.

Collado-Gonzalez ve ark. (159) Bioseal, GuttaFlow2, MTA-Fillapex ve AH Plus
materyallerinin ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksisitelerini PDL
hiicreleri tizerinde 24., 48., 72., 168. saat etkilerini MTT testi ile inceledikleri
calismalarinda AH Plus ve MTA-Fillapex’in diliie edilmemis ekstratlarinin biitiin
zamanlarda  kontrol grubuna kiyasla yiiksek sitotoksisite  gosterdiklerini
gbzlemlemislerdir. Gonzalez ve arkadaslarinin yaptigi calisma bizim calismamizla

benzer bulgular gdstermektedir.

AH Plus materyalinin erken donem sitotoksisitesinin nedeni olarak epoksi
polimerizasyonunu hizlandirmak i¢in eklenen aminden formaldehit salinimi ve Bisfenol-

A’nin sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir.

Erken doénem etkilerin incelendigi ¢alismamizda TUNEL testi ile en fazla
apoptotik oran AH Plus patinda elde edilmistir. Apoptozla meydana gelen hiicre
Oliimiinde immiin yanit olusmadig1 ve mevcut dokunun meydana gelen modifikasyonlara
daha hizli adapte olabilecegi diislinlilmektedir. Hem kisa hem uzun donem etkilerin
incelendigi sitotoksisite ¢aligmalarinda AH Plus’in erken donemde sitototoksik etkisinin
yiiksek oldugu, bu etkinin uzun dénemde zamanla azaldig1 gézlenmistir. (67, 146, 155)
Yapilan calismalar g6z 6niinde bulunduruldugunda, AH Plus’in uzun dénemde azalan

toksik etkisinin, ¢alismamizdaki hiicre olim mekanizmasinin apoptoz ile
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gerceklesmesiyle iliski olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu konuda daha ileri ¢calismalara

ihtiya¢ vardir.

Victoria-Escandell ve arkadaslari flow stometri yontemini kullanarak insan dental
pulpa kok hiicrelerinde yapmis olduklar1 ¢alismalarinda AH Plus’t ve MTA Fillapex’i
yilksek oranda apoptotik bulmuslardir. Calismanin bulgular1 bizim ¢aligmamizla

paralellik gostermektedir (160).

Saygili ve ark. TUNEL yo6ntemini kullanarak 1.929 fare fibroblastlar1 tizerinde
yapmis olduklar1 ¢alismalarinda AH Plus’1 ve MTA Fillapex’i yiiksek oranda apoptotik

bulmuslardir. Calismanin bulgular1 bizim ¢alismamizla paralellik gostermektedir. (161)

MTA igeriginde temel olarak kalsiyum oksit, silikon dioksit, trikalsiyum silikat,
dikalsiyum silikat bulunan Mahmud Torabinejad tarafindan retrograd dolgu materyali
olarak gelistirilen bir malzemedir. Kok ucu dolgu materyali olarak gelistirilse de vital
pulpa tedavilerinde, perforasyon tedavilerinde, apeksifikasyonda, rezorbsiyon
tedavilerinde basarili bir malzeme olarak kullanilmaktadir. MTA insan dis dokulariyla
direkt temasa girdikten sonra kalsiyum hidroksit olusturur, hiicre tutunmasi ve gogalmasi
icin kalsiyum iyonu salar, ayrica alkali yapisiyla antibakteriyel ortam yaratir (162, 163).
MTA sitokin salimini uyarir ve sert doku olusturan hiicrelerin farklilasmasini ve gogiinii
destekler (162, 164, 165). MTA yiizeyinde hidroksiapatit olusturarak biyolojik

sizdirmazlik saglar (8).

Biyoseramik igerikli kok kanal dolgu patlari yakin zamanda piyasaya siiriilmiistiir.
Seramik igerikli patlarin kalsiyum silikat gibi MTA ile benzer igerikleri sayesinde
osteoinduktif etkileri oldugu belirtilmektedir. Kalsiyum silikat esasli homojen
nanopartikiil yapida olan patlarin hidrofilikligi ve ¢oziiniirliigii sayesinde ideal kok kanal
dolgusu kriterlerini karsiladig1r diistiniiliir. Kalsiyum silikat esasli maddelerin uzun
sertlesme siiresine ve yiiksek ¢oziiniirliige sahip oldugu bilinmektedir. Bu sertlesme
siiresi materyalin dezavantaji olarak degerlendirilse de zamanla Ca+ iyonlarmin
coziinmesiyle birlikte hidroksiapatit tabakasi olusturmasi materyalin biyouyumlulugu ile

iligkilendirilir (9, 58, 166).

Calismamizda kalsiyum silikat igerikli biyoseramik patlardan MTA-Fillapex ve
TotalFill BC Sealer’in sitotoksik 6zellikleri degerlendirilmistir. MTA-Fillapex pati tim
diliisyon ve temas stirelerinde kontrol grubundan daha az canlilik gosterirken, TotalFill

BC Sealer pat1 24. saatte 1:4, 1:8 ve 72. saatte 1:2, 1:4, 1:8 diliisyonlarda kontrol grubu
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ile benzer hatta fazla canlilik gostermistir. MTA-Fillapex patinin diliisyonlart anlamlilik
acisindan degerlendirildiginde 24. saatlik temasta hiicre canliligin 1:8=1:4>1:2>1:1=1:0,
72 saatlik temasta 1:8=1:4>1:2=1:1=1:0 seklinde oldugu gorilmistir. MTA-Fillapex
patinin zamana baglh hiicre canliligi anlamlilik agisindan degerlendirildiginde 1:0
diliisyonda 24. saat hiicre canlilig1 72. saatten diisiik bulunmus, 1:2, 1:8 diliisyonlarda 24.
saat 72. saatten daha fazla hiicre canliligina sahip bulunmustur. TotalFill BC Sealer
patinin diliisyonlar1 anlamlilik agisindan degerlendirildiginde 24. saatlik temasta hiicre
canliligmin 1:8=1:4>1:2=1:1>1:0, 72 saatlik temasta 1:8>1:4=1:2>1:1=1:0 seklinde
oldugu goriilmistiir. TotalFill BC Sealer patinin zamana bagli hiicre canliligr anlamlilik
acisindan degerlendirildiginde 1:2, 1:4 diliisyonlarda 24. saat hiicre canliligin 72. saat
hiicre canliligindan fazla oldugu gozlenmistir. Tiim bu bulgular dogrultusunda kalsiyum
silikat esasli biyoseramik esasli MTA-Fillapex ve TotalFill BC Sealer patlarini sitotoksik
acidan karsilastirdigimizda tiim diliisyon ve gruplarda TotalFill BC Selaer patinin MTA-

Fillapex patindan daha fazla hiicre canliligina sahip oldugunu gozlemlemekteyiz.

Vouzara ve arkadaslarinin (167) kalsiyum fosfat ve kalsiyum oksit i¢eren epoksi
rezin esasli Simpliseal, mineral trioksit agregat esasl salisilat rezin pati olan MTA-
Fillapex ve bioseramik esasli Bioroot RCS materyallerinin 24 saat ve 1 haftalik
ekstraktlarinin 1:1 ve 1:2 diliisyonlarinin, NIH/3T3 hiicrelerinde 24. saat ve 72. saatte
hiicre o6lim oram1 ve proliferasyon etkilerini degerlendirdikleri bir sitotoksisite
calismasinda; MTA-Fillapex’in biyoseramik esasli Bioroot RCS’den istatitistiksel olarak
anlamli derecede daha fazla hiicre 6liimiine neden oldugu gézlemlenmis ancak Simpliseal
ile arasinda anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Yapilan ¢alismada uygulanan
materyallerin hepsi temas siiresi arttik¢ca ve ekstrakt siiresinin uzamasiyla birlikte daha
fazla sitotoksik etki gostermistir. Klinikte toksik maddelerin periapikal dokularin lokal
mekanizmalar tarafindan uzaklastirilmasi nedeniyle sitotoksisitenin zamanla azalacag:
diisiiniilmiis ve bu durum klinik kosullarla uyumlu bulunmamistir. Bu ¢alismayla uyumlu
olarak bizim ¢alismamizda MTA-Fillapex 24. saat ve 72. saatte yiiksek oranda
sitotoksisite gostermis ve diliisyonun azalmasiyla toksisitenin azaldigi gozlenmistir.
Bioseramik esasli TotalFill BC Sealer ile kiyaslandiginda calismamizda MTA-

Fillapex’in istatistiksel anlamda yiiksek sitotoksisite gosterdigi gézlenmistir.

Bin ve ark. (67) beyaz MTA, MTA-Fillapex ve AH Plus maddelerinin farkl

dilisyonlarimin 24, 48 ve 72 saatlik hiicre sagkalim oranlarim1 MTT analizi ile
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karsilastirdiklart bir sitotoksisite c¢alismasinda; beyaz MTA %50 nin iizerinde hiicre
canliligima sahip bulunmus ve diger iki materyalden daha biyouyumlu oldugu
bildirilmistir. Bin ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada hem MTA-Fillapex hem de AH
Plus diistik hiicre canliligr sergilemistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada benzer diliisyon
ve saatler degerlendirildiginde AH Plus ve MTA-Fillapex’in kontrol grubuna oranla
sitotoksik oldugu goriilmektedir. MTA ve MTA-Fillapex arasinda gozlenen istatistiksel
anlamli fark MTA-Fillapex’in kok kanal pat1 6zelligi kazanmasi i¢in igerigine eklenen

katki maddeleri nedeniyle olabilir.

Giliven ve ark.’nin (168) patlarin sitotoksisitesini 1. ,3. ,7., 14. giinlerde MTT
analizi ile degerlendirdikleri bir ¢alismada, MTA-Fillapex grubunun hiicre canlilig
zamanla azalmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada MTA-Fillapex pat1 1:1 diliisyonda 24.
saatte 72. saate kiyasla anlamli olarak fazla hiicre canliligina sahiptir. Diger diliisyonlarda
da istatitistiksel olarak anlamli bulunmamakla birlikte zamanla canli hiicre sayisinda
azalma gozlenmistir. Kalsiyum silikat icerikli maddelerin fiziksel 0&zellikleri
degerlendirildiginde uzun sertlesme siiresine sahip oldugu bilinmektedir. Bu hiicre
canliliginin zamanla azalmasi sertlesme ile birlikte ¢ozlinen madde miktarindaki artigla
ilgili olabilir. Giliven ve arkadaslarinin yaptigi calismanin bulgular1 ile bizim

calismamizdan elde edilen bulgular paralellik gostermektedir.

MTA-Fillapex igeriginde bulunan mineral trioksit agregat maddesinin zengin
biyolojik 6zelliklerinden yararlanmak amaciyla gelistirilen biyoagregat ve biyoseramik
ozellikli olarak piyasaya siiriilmiis salilisat rezin iceren kok kanal dolgu patidir (169, 170).
MTA esash kok kanal dolgu patlarinin mineralizasyonu tesvik etmesi ve biyouyumlu
olmasi beklenmektedir (171). Cimento formunda olan MTA nin kok kanal dolgu maddesi
olarak yeterli akigkanliga sahip bir pat olabilmesi i¢in icerisine jel ve suda ¢oziinebilir
rezin gibi kimyasal maddeler ilave edilmistir. Yaptigimiz calismada MTA igerikli MTA-
Fillapex kok kanal dolgu patinin farkli diliisyonlarda 24. ve 72. saat toksisitesi kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. Torabinejad ve ark.
(172) MTA’nin toksik 6zelliklerini agar difiizyon testi ile degerlendirmis, hem sertlesmis
hem de sertlesmemis MTA nin ¢evresinde hiicresel pargalanma oldugunu bildirmislerdir.
Mevcut ¢alismada MTA-Fillapex’in bir diger kalsiyum silikat esasli pat olan TotalFill
BC Sealer patindan daha fazla sitotoksik ozellik gdstermesinin nedeni materyalin
igerisindeki salisilat rezin ile iliskili olabilir (67, 173, 174).
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Bu calismada MTA-Fillapex’in kalsiyum serbestleyen diger patlara gére MTT
diizeyi daha yiiksek bulunmustur. Ayrica TUNEL testi ile incelenen apoptotik oranlar1 da
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha fazla bulunmustur. Rezin salisilatin insan
fibrosarkom hiicre hatt1 (HT-1080) tizerindeki etkisini AnnexinV analizi ile degerlendiren
bir caligmada, 24 saat temas sonrasi hiicresel apoptoz bulgular1 gozlendigi bildirilmistir.
Ayrica histolojik muayenede hiicrelerin hiicre yuvarlanmasi ve biiziilme, sitoplazmada
vakuol ve genetik materyal fragmanlar1 gibi apoptoz bulgular1 gozlendigi bildirilmistir
(175). Bizim calismamizda rezin salisilat igerikli MTA-Fillapex kontrol grubundan
anlamli derecede daha fazla apoptoz oranina sahip bulunmustur. MTA-Fillapex’in
apoptoza neden olmasi ile rezin salisilat icerigine sahip olmasi arasinda bir iligki

olabilecegini diisiinmekteyiz.

TotaFill BC Sealer {iretici firma tarafindan kalsiyum silikat iceren bioseramik
esaslt kok kanal dolgu maddesi olarak tanimlanmaktadir. TotalFill BC Sealer’in iginde
bulunan kalsiyum fosfat bilesenlerinin diste fiziko-kimyasal 6zellikleri belirgin sekilde
degistirerek kemige benzeyen mineral yapilarin olusmast igin hiicresel yanit gelistirdigi
ve hidroksiapatit olusturma yetenegini arttirdigi gosterilmektedir (176, 177, 178, 179)
Bizim calismada yeni gelistirilen bu patin ¢alismada kullanilan diger patlardan daha

biyouyumlu oldugu gézlenmektedir.

Kalsiyum hidroksit esasli Apexit Plus’in kalsiyum silikat esasli iRoot pat1 ile
periapikal inflemasyonun ve sert doku olusumunun karsilastirildig: in vivo bir hayvan
deneyi ¢aligmasinda her iki materyalinde 1., 2., 3. aylik dénemlerin sonunda sert doku
bariyeri olusturdugu gozlenmistir. Bu iki materyalin sert doku olusturma ozelligi
kalsiyum ve hidroksil iyonlarini serbest birakma yeteneklerinden kaynaklanabilir.
Yapilan calismada Apexit Plus erken donemde hafif ve orta dereceli inflematuar yanita
neden olmustur. Bu durum Apexit Plus’in hidroksil i¢eriginin ortama erken salinmasi ve
alkaliligi arttirmas1 sonucunda dejeneratif ve inflematuar etkiye neden olmasi ile
iliskilendirilebilir. Caligma sonucunda kalsiyum hidroksitli kok kanal dolgu patina
kiyasla kalsiyum silikat esasli maddede gozlenen tam iyilesme, maddenin homojen ve

nanopartikiil yapida olmasi, hidrofilikligi ve ¢6ziintirligii ile ilgili olabilir (180).

Rodriguez-Lozano ve ark. (181) AH Plus, MTA-Fillapex ve TotalFill BC
Sealer’in 1:1 1:2 ve 1:4 dilisyonlarinin 24., 48. ve 72. saat toksisitesini indirekt temas

testi yontemi ile MTT analizi ile degerlendirdikleri ¢calismalarinda, TotalFill BC Sealer
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patin1 tiim diliisyonlarda ve zamanlarda kontrol grubuna en yakin bulmuslardir.
Yaptiklar1 calismada TotalFill BC Sealer pat1 48. ve 72. saatte AH Plus patina gore diisiik
toksisite ve yiiksek proliferasyon 6zelligi géstermistir. Ayrica MTA-Fillapex ve AHPIlus,
TotalFill BC Sealer ve kontrol grubundan anlamli derece diisiik hiicre canliligina sahiptir.
Rodriguez ve ark. yaptiklar1 ¢alisma bizim c¢alismamizla karsilastirildiginda benzer

bulgular gostermistir.

Colombo ve ark. (182) EasySeal, Sealapex, MTA-Fillapex, AH Plus, BioRoot™
RCS ve TotalFill BC Sealer patlarinin 1., 2, ve 3. Giindeki toksik etkinliklerini sertlesme
sonrasi ektrakt sivisi ile degerlendirmislerdir. Yapilan ¢alismada Bioroot ve TotalFill BC
Sealer 1. Gilinde toksik etki gostermezken 2. ve 3. giinlerde hafif toksik etkinlik
sergilemislerdir, AH Plus 1. giin diisiik toksik etkinlik gosterirken 2. ve 3. giin siddetli
sitotoksik etki gostermistir. Sealapex 3 gilin boyunca orta dereceli toksik etkili
bulunmugtur ve MTA-Fillapex ve Endoseal 3 giin boyunca siddetli toksik etki
gostermistir. Yapilan caligmada patlarin etkinlikleri karsilastirilacak olursa MTA-
Fillapex, AH Plus ve Endoseal en fazla toksik etkinlige sahip olan 3 kanal dolgu pat1 olup,
Sealapex orta siddette toksik etki gostermis, TotalFill BC Sealer ve BioRoot™ RCS ise
kontrol grubuna en yakin yani en diisiik toksik etkili bulunmustur. Calismamizda da
toksik etkinlik siralamasi en diigiikten en yiiksege TotalFill BC Sealer-Sealapex-Apexit
Plus-MTA-Fillapex-AH Plus seklindedir. Colombo ve ark. ¢aligmasindaki veriler

calismamizin bulgulari ile uyumludur.

Zhou ve ark. (173) kalsiyum silikat igerikli Endosequence BC Sealer, MTA-
Fillapex ve epoksi rezin igerikli AH Plus’in ekstraktsiyon sivilarmin 1:2, 1:8, 1:32 ve
1:128 dilisyonlarimin toksik etkinligini 0., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde fibroblast
hiicrelerinde flow sitometri analizi ile degerlendirmislerdir. Sertlesmesi tamamlanan
patlarin iizerine kiiltiir vasati ilave edilerek 0. saat ektrakt sivilari elde edilmistir. Ekstrakt
stvilart toplandiktan sonra, ayni hacme sahip taze kiiltiir ortami, ayn1 kuyucuklara
eklenmistir. Daha sonra degerlendirme yapilacak diger giinlerde de ektrakt sivilar
toplanarak taze kiiltiir vasatiyla degistirilmistir. 0. saatte AH Plus ve MTA-Fillapex yeni
karistirildiginda yiiksek konsantrasyonlarda siddetli toksik etki gdstermis, konsantrasyon
diistiikge nontoksik bulunmustur. Endosequence BC Sealer ise yiiksek konsantrasyonda
bile hafif toksik etki gostermistir. AH Plus tiim diliisyonlarda 2. Hafta ve sonrasi kontrol

grubuna yakin canlilik gosterirken Endosequence BC Sealer tiim dillisyonlarda
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zamanlarda kontrol grubuna yakin ve fazla hiicre canliligina sahip olmustur. MTA-
Fillapex’in ise 1:2 ve 1:8 diliisyonda 1 haftadan sonra ciddi sitotoksik etki gosterdigi
bulunmus, daha yiliksek konsantrasyonlarda toksik etki gostermedigi bildirilmistir. Bizim
yaptigimiz calismamizda AH Plus ve MTA-Fillapex pat1 1:2 ve 1:8 diliisyonda 1. Ve. 3
giinlerde yiiksek toksik etkinlige sahiptir. Kalsiyum silikat igerikli olan TotalFill BC
Sealer pat1 1:2 dillisyonda 1:8 diliisyona gore istatistiksel olarak anlamli olarak daha az
canlilik gosterdigi bulunmustur. TotalFill BC Sealer 24. ve 72. saat degerlendirmesinde

1:8 diliisyon yiiksek oranda canlilik gostermistir.

Mevcut ¢alismada kullanilan MTA-Fillapex ve TotalFill BC Sealer kok kanal
dolgu patlart yeni gelistirmis patlardir ve heniiz sinirlt sayida ¢alisma mevcuttur. Daha
once Totalfill BC Sealer pati ile ilgili yapilmis apoptoz orani degerlendirme c¢aligsmasi
yapilmamistir. Dolasiyla bu patlarla ilgili elde edilen bulgularin daha kesin bir sonuca

ulasabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Hiicre kiiltiirii ile yapilan biyouyumluluk ¢aligsmalari tip ve dis hekimligi alaninda
kullanilan ve yeni gelistirilen iiriinlerin degerlendirilmesinde ilk basamaktir. Ancak
yapilan caligmalardan elde edilen sonuclar her zaman in vivo calismalarla ve klinik
kullanimdan elde edilen sonuglarla paralellik gostermeyebilir. Bunun bir¢ok nedeni
olabilir. Ornegin hidrofilik bir materyalin in vivo kosullarda sertlesme siiresi in Vitro
kosuldaki sertlesme siiresinden farkli olabilmektedir. Bunun yani sira hiicre kiiltiiriine
uygulanan c¢esitli ilag/materyal konsantrasyonun in vivo sartlarda canli dokuda hangi
konsantrasyona denk geldigi bilinmemektedir. Ayrica in vivo ¢alismalarda ¢evre dokuda
meydana gelen hiicresel yanit in vitro ¢alismalarda mevcut degildir. In vitro hiicre kiiltiirii
calismalar1 dental materyallerin biyolojik etkileri hakkinda 6n bilgi saglamaktadir. Kesin
sonuca varabilmek igin in Vitro ve in vivo ¢alismalarin bir arada yapilmas: gerekmektedir.
Ayrica kok kanal dolgu pat1 olarak kullanilacak olan malzemenin se¢iminde biyolojik
ozelliklerinin bilinmesinin yaninda fiziksel, kimyasal 6zelliklerinin bilinmesi de biiyiik

Oonem tasir.
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Sonuclar

Endodontik tedavide kullanilan kok kanal dolgu patlarinin hiicre kiiltiiri

yontemiyle insan peridontal ligament fibroblast hiicreleri lizerinde sitotoksik etkilerinin

MTT ve TUNEL testi kullanilarak kiyaslandigi in vitro ¢alismamizda su sonuglar elde

edilmistir:

1.

Tim materyaller 72. saat temasta 24. Saate gore daha yiiksek oranda

sitotoksisite gostermistir.

Kalsiyum hidroksit igerikli kok kanal dolgu patlar1 olan Sealapex ve Apexit

Plus materyali hiicre sayisinda benzer oranda diisiis gostermistir.

Calismamizda AH Plus materyalinin 24 ve 72 saatlik siire¢ sonunda tiim dolgu

patlarindan daha sitotoksik ve apoptotik oldugu tespit edilmistir.

MTA-Fillapex patt MTA igerikli iiretilen bir dolgu pati olmasma karsin
yiiksek oranda toksisite gostermistir. Calismamizda rezin igerigine sahip olan
MTA-Fillapex ve AH Plus patlar1 diger patlardan daha sitotoksik

bulunmustur.

Calismamizda kalsiyum hidroksit icerikli Sealapex ve Apexit Plus patlarininin
ve etki mekanizmasinda kalsiyum hidroksit olan MTA-Fillapex ve TotalFill
BC Sealer patlarinin TUNEL diizeyleri kontrol grubundan anlamli derece

yiiksek bulunmasina karsin %50’y gegmemistir.

Calismamizda; TotalFill BC Sealer 24 ve 72 saatlik siire¢ sonunda diger tiim
dolgu patlarindan daha az hiicre dliimiine ve apoptoza neden olmustur ve
kontrol grubuna yakin sonuglar vermistir. Calismamizda kullandigimiz diger

materyallere gore, biyouyumluluk agisindan en iyi sonucu vermistir.

Calismamizda genel olarak patlar erken donem toksisite agisindan
karsilastirildiginda en biyouyumludan en toksik olana dogru siralama su
sekildedir: TotalFill BC Sealer>Sealapex-Apexit Plus>MTA-Fillapex>AH
Plus
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