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Ogzet:

Giris: Bu calismanin amact MTA Fillapex ve AH Plus patlarinin genotoksisitelerinin
Sitokinez-Bloke Mikronukleus Sitom (CBMN Cyt) yontemi ile degerlendirilmesidir.
Materyal Metod: 20 - 35 yas arasinda saglikli 10 bireyden 10 mL kan alindi. ve bu
orneklerle elde edilen lenfosit kiiltiirlerine degisik konsantrasyonlarda MTA Fillapex ve AH
Plus kanal dolgu patlar1 eklenecek ve bulunan mikronukleuslu (MN) binlkleer hicreler,
gozlenen metafaz sayilari, niikleoplazmik kopriili (NPB) ve niikleer tomurcuklu (NBud)
hiicreler sayildi. 1000 adet hiicre preparatlarda sayildi ve apoptik ve nekrotik hiicreler de
kaydedildi.

Veriler parametrik olmayan Wilcoxon T-testi ile degerlendirilmistir.

MTA Fillapex pati doz artistyla beraber toksisitesinde de artis gozlenmistir. Fakat NBP
parametresi hari¢ tiim parametrelerde pozitif kontrole gore anlamli seviyede az toksisite
gostermistir. NBP parametresinde MTA Fillapex ile PK arasinda istatistiksel farka
rastlanmamistir. AH Plus polimerizasyon siiresi boyunca toksisite gostermistir.

Sonug: MTA Fillapex pati AH plus patina gore daha az sitotoksiktir.

Abstract

Intoduction: The aim of the present study was to evaluate the genotoxicity and cytotoxicity
of MTA Fillapex and AH Plus root canal sealers with Cytokinesis-block micronucleus cytome
assay.

Material - Method: 10 mL of blood was taken from healthy volunteers and lymphocytes
cultures were obtained from those samples. Different concentrations of MTA Fillapex and AH
Plus root canal sealers were added to cultures and after then the cells with micronucleus
(MN), with binucleus, the number of metaphases, nucleoplasmic bridge (NBP) and
nucleoplasmic buds (NBud) were counted. A thousand cells were counted through the
preparats and apopthic, necrotic cells were counted.

Datas were analysed by non parametric Wilcoxon T-test.

MTA Fillapex root canal sealer's toxicity was raised by the increase of dosage. But except
NBP parameter MTA Fillapex showed significantly less toxicity then positive control group.
For NBP parameter there was no significant difference between MTA Fillapex and positive
control. AH Plus sealer showed toxicity during the polymerisation period.

Results MTA Fillapex paste showed less cytotoxicity than AH Plus paste.



GIRIS
Endodontik  tedavi kok kanal sisteminde mevcut pulpa, doku artiklarinin,
mikroorganizmalarinin elimine edilmesini ve de ardindan hermetik bir sekilde doldurulmasin
amagclar. Kok kanal dolgu patlar igin biyolojik uyumluluk 6nemli bir gerekliliktir; patlar
apikal ve periapikal dokularla direkt kontakt halindedir. Bir ¢cok ¢alisma genel toksikolojik ve
lokal doku irritasyonu 6zellikleri lizerine odaklanmistir. Fakat kok kanal patlarinin mutajenite

ve karsinojenite testleri hakkinda sinirh bilgi vardir.

AMAC VE KAPSAM

Periodontal dokularla kok kanal patlarinin siki iligkisinden dolayi, teknik 6zelliklerine ilave
olarak canli dokular iizerine etkisi de bilinmelidir. Onceki ¢alismalar patlarm bazi gruplarmin
(¢inko oksit ojenol (ZnOE), resin, polimer ve silikon esasli) ayrilabilir monomer, inorganik ve
organik bilesenlerinin salinmasindan dolayr lokal ve sistemik yan etkiler olusturduklarini
gostermektedir (1,2).

Ornegin, Serena ve ark.(3) ZnOE igerikli patlarin kompleman sistemini aktive ettigini ve
inflamatuar reaksiyon olusturdugunu rapor etmislerdir. Spesifik olmayan doku uyumlulugu
testleri §jenol bazli patlarin belirgin doku irritasyonu sagladigini gostermistir (4). Bundan
baska, tavsanlarin mandibuler kemikleri i¢ine implante edildiklerinde ZnOE bazli patlarin
degisik organlarda Zn’nun normal konsantrasyonunu etkiledikleri gosterilmistir (5). Nencka
ve ark. (6) Ratlarin tibialarina polivinil bazli pat1 implante etmisler ve 3 giinden sonra siddetli
inflamatuar reaksiyon olustugunu gostermislerdir. Spangberg ve ark. (7) Diaketin ex vivo
oldukga toksik oldugunu bulmuslardir. Hatta, Olsson ve ark. (8) uzun zaman periyotlarindan
sonra Diaketin orta derecede doku reaksiyonuna neden oldugunu rapor etmislerdir. Bununla
birlikte, polivinil-bazli patlarin kabul edilebilir biyouyumluluk gosterdigi g6z Oniinde
bulundurulmaktadir. Rezin bazli materyallerin pulpa inflamasyonuna sebep oldugu
bulunmustur (9).

Bir ¢ok calismada ex vivo degisik hiicre kiiltiirleri lizerinde kok kanal patlarinin sitotoksitesi
rapor edilmistir. Torabinejad ve ark. (10) SuperEBA ve IRM nin simirli sitotoksitesini rapor
etmisken, Briseno ve Willershausen (11) ayni materyalleri kullanarak insan gingival
fbroblastlarinda siddetli sitotoksitite rapor etmislerdir. Takara ve ark. (12) Diaket ve AH-26



nin rat kemik hiicrelerinde hiicre dongiisiinde aksamaya neden oldugunu rapor etmislerdir.
Asrari ve Lobner (13) SuperEBA ve Diaketin fare serebral kortikal hicrelerinde énemli
norotoksisiteye neden oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan g¢aligmalarin ¢ogu sititoksitite
iizerine odaklanmistir, buna karsin biyouyumlulugu etkileyen énemli fakt6rlerden biri olarak
genotoksisite {lizerine yaymlanmis pek fazla bilgi yoktur. Genotoksisite zarar1 hiicre 6lumine
neden olmayildr fakat hiicre genetigindeki zarar dokunun kendi kendini tamir potansiyelini
onemli oranda azaltabilir veya uzun donemde neoplazi gelisimine sebep olabilir.

In vitro genotoksisite testleri hiicrelerin DNA'sinda kirilmaya, gen mutasyonuna, kromozomal
kirilmalara ve DNA tamir yeteneginde bozulmalara neden olan komponentlerin belirlenmesi

icin yapilan testlerdir.

GEREC VE YONTEM

MTA Fillapex’in insan hucrelerindeki genotoksik ve sitotoksik etkileri (zerine yapilan
calisma olmayip, insan kan lenfositlerindeki potansiyel genotoksik etkileri ve genotoksisite
mekanizmasi bilinmemektedir.

Bu calismada Sitokinez-Bloke Mikronukleus Sitom (CBMN Cyt) Yontemi kullanilarak
genotoksik ve sitotoksik etki arastirildi. Bu yiizden, ¢alismamizda, in vitro sartlarda insan
lenfosit kiiltiirlerine degisik konsantrasyonlarda MTA Fillapex eklenecek ve bulunan
mikronukleuslu (MN) binlkleer hicreler kaydedildi. Ayni preparatlarda, MN’lu biniikleer
hiicreler sayilirken, gozlenen metafaz sayilari, niikleoplazmik koprilt (NPB) ve nikleer
budlu (NBud) hiicre sayilari da kaydedilecek ve ayrica 1000 tane bir c¢ekirdekli
(mononiikleer) hiicre sayilirken ayni zamanda iki c¢ekirdekli, ii¢ ¢ekirdekli, dort ¢ekirdekli
(bintikleer, triniikleer ve tetraniikleer) her bir hiicre kaydedilecek ve Niikleer Béliinme Indeksi
(NDI) oranlar1 da hesaplanildi. 1000 tane bir c¢ekirdekli hiicre sayilirken ayni zamanda
apopitotik yada nekrotik hiicre sayilar1 kaydedildi. Bulunan MN sikligi ve ilgili hiicre
kriterleri ve NDI oran sonuglart kullanilarak, patlarin insan kan lenfositleri Uzerindeki
genotoksik ve sitotoksik etkileri aragtirildu.

Calisma igin, 20-35 yaslar arasinda her iki cinsiyetten saglikli 10 kisinin 10 ml’lik steril ve
0.1- 0.2 cc heparin igeren enjektorler kullanilarak periferal kan 6rnekleri alinildi. Bu kisiler,
sigara ve alkol kullanmayan, az miktarda (1-3 fincan) gay i¢en, kahve aligkanligi olmayan,
son altt ayda siddetli enfeksiyon yada viral hastalik gecirmeyen, herhangi bir ilag
kullanmayan, bilinen genotoksik kimyasal bir ajana maruz kalmamis olan, farkli bir

beslenme aligkanligi olmayan, hipertansiyon, diyabet, kalp, kanser gibi herhangi bir hastaligi



olmayan ve ailede kanser Oykiisii olmayan saglikli kisilerden secildi. Calismaya katilan
kisiler goniillii personelden secilecek ve kisilere caligmanin amaci anlatilarak yazili onaylart
alind1.

1. Kan Orneklerinin Alinmasi

Saglikli 10 kisinin, 10 ml’lik steril ve 0.1- 0.2 cc heparin igeren enjektorler kullanilarak
periferal kanlari alindi. Daha sonra kan 6rneklerinin, bekletilmeden 2 saat i¢inde klltur

ortamlarina ekimi yapildi.
2. Kiiltiir Teknigi

Onceden 37 °C’ye getirilmis olan 5 cc medyum igeren kiiltiir tiiplerine steril ortamda,
alinan kan Orneklerinin 3-4 damlasi disar1 atildiktan sonra 12 damla (0.4 ml) kan ilave
edildi. Her bir kisi i¢in 11 tiipe ekim yapildi. Tiipler hafif¢ce karistirilarak 37 °C’lik etiivde
24. saatte MTA FILLAPEX ve AH Plus soliisyonlari, ¢oziicii kontrol (DMSO), pozitif
kontrol(MMC) eklendi, 44. saatte Cyt-B eklenmek kosuluyla 72 saat kiiltiire edildi.

Cyt-B’ nin Hazirlanmas1 ve Eklenmesi: 1 mg Cyt-B (Sigma, 6762), 1 ml dimetil
siilfoksitte (DMSO) c¢ozdiirtildii ve total 5 ml olacak sekilde medyumla sulandirilarak
hazirlandi. Cikarimin 44. saatinde kiiltiir tlipleri etiivden ¢ikartilarak steril ortamda her bir

tlpe 75 ul (final konsantrasyonu: 3ug/ml) Cyt-B ilave edilerek tekrar etlive konuldu.

MTA Fillapex’in Hazirlanmasi ve Eklenmesi: 0,25 gr karistirilmis MTA FILLAPEX 5
ml DMSO ile ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi. Stoktan 1 ml alinarak iizerine 9 ml
DMSO eklenerek stok solusyon sulandirildi.  Farkli konsantrasyonlar igin, 1.sulandirilan
soliisyondan 25 pl, 50 pul,75 ul ve100 ul MTA FILLAPEX soliisyonlari kiiltiirlere eklendi.
AH Plus’in Hazirlanmasi1 ve Eklenmesi 0,25 gr karistirillmis AH Plus 5 ml DMSO ile
coziilerek stok sollisyon hazirlandi. Stoktan 1 ml alinarak {izerine 9 ml DMSO eklenerek
stok soliisyon sulandirildi. Farkli konsantrasyonlar igin, 1.sulandirilan soliisyondan 25 pl,
50 ul,75 pl vel00 pul AH Plus soliisyonlar1 kiiltiirlere eklendi.

Pozitif Kontrolun Hazirlanmas1 ve Eklenmesi: Pozitif kontrol olarak mitomisin c
(MMC; Sigma, M-0503 ) kullanildi. 2 mg MMC 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek stok
soliisyon hazirlandi. Stok soliisyondan 0.1 ml alinarak tlizerine 0.9 ml steril distile su
eklendi. Hazirlanan bu soliisyon —20°C de saklandi ve hazirlanan bu soliisyondan final
konsantrasyonu 0.5 uM olacak sekilde kiiltiirlere 42 pl MMC eklendi.

Cozicu Kontrolin Eklenmesi: Her bir kisi i¢in 1 tiipe, ¢oziicli kontrol olarak 20 pl
DMSO eklendi.



MN elde etmek igin kullanilan Fenech metoduna gére ve bazi modifikasyonlarla ¢ikarim

islemleri yapildi. Preparatlar hazirlandi ve %6°lik giemsada boyandi.

3. Lamlarin Incelenmesi

CBMN yontemi, DNA ya da kromozom seviyesinde lezyonlar1 belirlemek i¢in ¢esitli hiicre
tiplerine uygulanabilen ve periferal kan lenfositlerde MN frekansini degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilan bir genotoksisite metodudur (14). 1000 tane biniikleer hiicre
sayilirken MN, NBud ve NPB skorlar1 kaydedilir. MN’lar, bolinen hicrelerde kromozom
parcalarini ya da anafazda geri kalma sonucu olusan tiim kromozomlar igerebilirler. Boliinen
hiicrelerde MN, tamir edilemeyen ya da yanlis tamir edilen DNA lezyonlarindan, mitoz
boliinme sirasindaki kusurlardan kaynaklanan hatali kromozom ayrilmalarindan olusur.
Ayrica, CBMN yontemi son yillarda iyilestirilmis ve CBMN Cyt yontemi gelistirilmistir ve
bu yontem DNA hasari, sitostazi ve sitotoksisite dl¢iimii i¢in detayli bir sistemdir (15,1). Bu
sistemde; DNA hasar1 olaylari, skorlanan biniikleer hiicrelerde kromozom kirik ve/veya tiim
kromozom kaybinin isareti olarak MN’lari, DNA yanlis tamiri ve/ya da telomer ug
birlesimlerinin isareti olarak NPB’leri, amplifiye DNA’nin ve/ya da DNA tamir
komplekslerinin eliminasyonunun isareti olarak NBud’lar1 icermektedir. Sitotoksik etkiler,
1000 tane tek c¢ekirdekli (mononiikleer) hiicre sayilirken ayn1 zamanda nekrotik ve apopitotik

hiicre oranlari ile l¢iilmektedir.

TRee

(@) (b) ()

Sekil 3.1(a) Bir mikrontkleus bulunduran binlkleer hiicre (b) NBud olan binukleer hiicre (¢c) NPB ile bagh
NBud bulunduran binlkleer hiicre

(a) b) (o)

fateh]
nultinucleate eell apoptotic cell  necrolic cell
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Sekil 3.4. (a) Canli bir mononukleer hiicre (b) erken evre apopitozdaki mononikleer hiicre (c) erken evre
nekrotik hiicre

Calismanin istatistik degerlendirmeleri SPSS 17.0 programi kullanilarak yapilmistir.
istatistiksel test olarak parametrik olmayan Wilcoxon testi uygulanmistir. Anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak belirlenmistir. Istatistiksel degerlendirmede genotoksisite

parametrelerinden MN, NPB ve NBud degerleri dikkate alindi.

BULGULAR

Genotoksisite parametrelerinden olan mikronukleusun (MN) degerleri pozitif kontrol (PK) ile
MTA Fillapex’in farkli dozlar1 kullanilan hiicre kiiltiirii gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli

farklilik vardir (p<0,001). PK grubunda daha fazla hasar gozlemlenmistir.

Diger genotoksisite parametresi olan Nbud degerleri PK grubu ile MTA nin farkli dozlarn
kullanilan hiicre kiiltiirii gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05). Nbud degerleri agisindan MTA’nin 1. ve 2. dozlar1 ve PK Kkarsilastirildiginda,
(sirastyla p<0.012 ve p<0.014) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. MTA Fillapex’in
dozlar arttik¢a daha fazla hasar verdigini anlagilmistir.

Genotoksisitenin baska bir parametresi olan NPB degerleri; PK grubu ile MTA Fillapex’in
farkli dozlar1 kullanilan hiicre kiiltiirii gruplar1 arasinda karsilastirildiginda istatistiksel anlamli
farka rastlanmamustir.

Sitotoksisite parametrelerinden olan apoptotik (AP) ve nekrotik (NKR) hicre
degerlendirmelerinde PK (pozitif kontrol) grubu ile MTA’nin farkli dozlar1 kullanilan hiicre
kiiltiirti gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda AP ve NKR degerleri MTA’nin 1. ve 2.
dozlarinda, sirasiyla p<0.017 ve p<0.025; p<0.038 ve p<0.028, istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

AH Plus patinin degerlendirmelerinde MN parametresi esas alindiginda PK' a karsisinda
anlamli sonu¢ elde edilmistir (p<0.005). Fakat esasen yalnmizca 3 Ornekte sayim

yapilabilmistir. Diger 6rneklerde hi¢ hiicre gézlenmemistir.



TARTISMA VE SONUC

AH Plus kanal dolgu patinin sitotoksik etkileri bir¢ok caligmada incelenmistir1'4. Bu
calismalarda AH Plus patinin hem karistirildiktan hemen sonra hem de sertlesmesini
tamamladiktan sonra sitotoksik 6zellik gosterdigini iddia eden ¢alismalar olmustur. Mandal
ve ark ' AH Plus'n taze karistinlmis ve 24 saat beklenmis &rneklerinin belirgin
sitotoksisite gosterdigini, 72 saat sonunda ise sitotoksisitesinde belirgin diisme oldugunu
gostermislerdir. AH Plus bizim c¢alismamizda da Mandal ve ark.! caligmast ile uyumlu
olarak  genotoksisite gostermistir. AH Plus'in bu sonuglari patin polimerizasyonunu
baglatan epoksi rezin ve amin tepkimesi ile acgiga ¢ikan formaldehit salinimi olarak
diisiiniilmiistir °. Bunun yaninda rezin bazli materyallerin mutajenik bir bileseni olan
Bisfenol A diglisidil eter'de sonucunda da sitotoksik etkiler gozlenmis olabilir °. Bunun
disinda bir bagka faktdrde elle karistirilan patta olugsan porozitelerin reaksiyona girmemis
komponentlerin salimmina neden olabilmeleridir ’. Yukarida Dbelirttigimiz  gibi
polimerizasyonunu tamamlamis AH Plus patinin sitotoksisitesinde diistis oldugu
gosterilmistir.  Bizim calismamizda ekim saatleri 24. saat, 44. saat ve 72. saatlerde
olmustur ve sadece 3 denekten alinan kan Orneklerinde hiicre sayimi yapilabilmistir diger
deneklerde canli hiicreye rastlanmamistir. Bu sonucunda kisilerde goézlenen bireysel

farkliliklardan 6tiirii olusabilecegini diisiinmekteyiz.

MTA igerikli patlarin genotoksisite ve sitotoksistesini degerlendiren bir caligmada
AH Plus'm ve MTA Fillapex'in hiicre canliligin1 6nemli dlgiide azalttigi ve mikroniikleus
olusumuna neden oldugu belirtilmistir 8 Bizim calismamizda da bu calismadaki gibi
genotosik degisiklikler gozlenmistir (mikronukleus (MN), gene amplifikasyonlari (Nbud),
disentrik kromozomlar (NPB) ) ve MTA Fillapex'in dozlarindaki artisla genotoksik
olusumlar artmaktadir (NBud). Ayrica, pozitif kontrol grubunda (Mitomisin C kullanilmis
grup) MTA Fillapex'in 1. ve 2. dozlarindan anlamli derecede daha fazla MN olusumu

tespit edilmistir.

Sitotoksisite acisindan degerlendirildiginde apoptik ve nekrotik hiicre olusumlart MTA
Fillapex'in birinci ve ikinci dozlarinda gdzlenmistir. Bu sitotoksisitenin sebebi patin

icerigindeki mevcut salisilat rezin gibi bilesiklere baglanabilir ®. Ayrica diger ¢alismalarda



da rezin salisilat iceriginin hiicrelerde apaoptozise neden oldugunu ve rezin salisilatin

miktarina dogru orantili olarak hiicre dliimlerinin arttigimi belirtmislerdir * *°. Bizde bu

calisgmamizda MTA Fillapex'in dozunda artisla beraber hem sitotoksisitesinde hem de

genotoksisitesinde artis oldugunu tespit ettik.

SONUC

MTA Fillapex ve AH Plus kanal dolgu patlar1 72 saat iginde genotoksisite ve sitotoksisite

gostermektedirler. AH Plus pati taze karistirilmis iken sitotoksiktir.
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