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Özet: 

Giriş: Bu çalışmanın amacı MTA Fillapex ve AH Plus patlarının genotoksisitelerinin 

Sitokinez-Bloke Mikronukleus Sitom (CBMN Cyt) yöntemi ile değerlendirilmesidir. 

Materyal Metod: 20 - 35 yaş arasında sağlıklı 10 bireyden 10 mL kan alındı. ve bu 

örneklerle elde edilen lenfosit kültürlerine değişik konsantrasyonlarda MTA Fillapex ve AH 

Plus kanal dolgu patları eklenecek ve bulunan mikronukleuslu (MN) binükleer hücreler, 

gözlenen metafaz sayıları,  nükleoplazmik köprülü (NPB) ve nükleer tomurcuklu (NBud) 

hücreler sayıldı. 1000 adet hücre preparatlarda sayıldı ve apoptik ve nekrotik hücreler de 

kaydedildi. 

Veriler parametrik olmayan Wilcoxon T-testi ile değerlendirilmiştir. 

MTA Fillapex patı doz artışıyla beraber toksisitesinde de artış gözlenmiştir. Fakat NBP 

parametresi hariç tüm parametrelerde pozitif kontrole göre anlamlı seviyede az toksisite 

göstermiştir. NBP parametresinde MTA Fillapex ile PK arasında istatistiksel farka 

rastlanmamıştır. AH Plus polimerizasyon süresi boyunca toksisite göstermiştir.  

Sonuç: MTA Fillapex patı AH plus patına göre 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. 



 

 

GİRİŞ  
Endodontik tedavi kök kanal sisteminde mevcut pulpa, doku artıklarının, 

mikroorganizmalarının elimine edilmesini ve de ardından hermetik bir şekilde doldurulmasını  

amaçlar. Kök kanal dolgu patları için biyolojik uyumluluk önemli bir gerekliliktir; patlar 

apikal ve periapikal dokularla direkt kontakt halindedir. Bir çok çalışma genel toksikolojik ve 

lokal doku irritasyonu özellikleri üzerine odaklanmıştır. Fakat kök kanal patlarının mutajenite 

ve karsinojenite testleri hakkında sınırlı bilgi vardır. 

 

 AMAÇ VE KAPSAM 
Periodontal dokularla kök kanal patlarının sıkı ilişkisinden dolayı, teknik özelliklerine ilave 

olarak canlı dokular üzerine etkisi de bilinmelidir. Önceki çalışmalar patların bazı gruplarının 

(çinko oksit ojenol (ZnOE), resin, polimer ve silikon esaslı) ayrılabilir monomer, inorganik ve 

organik bileşenlerinin salınmasından dolayı lokal ve sistemik yan etkiler oluşturduklarını 

göstermektedir (1,2). 

Örneğin, Serena ve ark.(3) ZnOE içerikli patların kompleman sistemini aktive ettiğini ve 

inflamatuar reaksiyon oluşturduğunu rapor etmişlerdir. Spesifik olmayan doku uyumluluğu 

testleri öjenol bazlı patların belirgin doku irritasyonu sağladığını göstermiştir (4). Bundan 

başka, tavşanların mandibuler kemikleri içine implante edildiklerinde ZnOE bazlı patların 

değişik organlarda Zn’nun normal konsantrasyonunu etkiledikleri gösterilmiştir (5). Nencka 

ve ark. (6) Ratların tibialarına polivinil bazlı patı implante etmişler ve 3 günden sonra şiddetli 

inflamatuar reaksiyon oluştuğunu göstermişlerdir. Spangberg ve ark. (7) Diaketin ex vivo 

oldukça toksik olduğunu bulmuşlardır. Hatta, Olsson ve ark. (8) uzun zaman periyotlarından 

sonra Diaketin orta derecede doku reaksiyonuna neden olduğunu rapor etmişlerdir. Bununla 

birlikte, polivinil-bazlı patların kabul edilebilir biyouyumluluk gösterdiği göz önünde 

bulundurulmaktadır. Rezin bazlı materyallerin pulpa inflamasyonuna sebep olduğu 

bulunmuştur (9). 

Bir çok çalışmada ex vivo değişik hücre kültürleri üzerinde kök kanal patlarının sitotoksitesi 

rapor edilmiştir. Torabinejad ve ark. (10) SuperEBA ve IRM nin sınırlı sitotoksitesini rapor 

etmişken, Briseno ve Willershausen (11) aynı materyalleri kullanarak insan gingival 

fbroblastlarında şiddetli sitotoksitite rapor etmişlerdir. Takara ve ark. (12) Diaket ve AH-26 



nın rat kemik hücrelerinde hücre döngüsünde aksamaya neden olduğunu rapor etmişlerdir. 

Asrari ve Lobner (13) SuperEBA ve Diaketin fare serebral kortikal hücrelerinde önemli 

nörotoksisiteye neden olduğunu tespit etmişlerdir. Yapılan çalışmaların çoğu sititoksitite 

üzerine odaklanmıştır, buna karşın biyouyumluluğu etkileyen önemli faktörlerden biri olarak 

genotoksisite üzerine yayınlanmış pek fazla bilgi yoktur. Genotoksisite zararı hücre ölümüne 

neden olmayıldı fakat hücre genetiğindeki zarar dokunun kendi kendini tamir potansiyelini 

önemli oranda azaltabilir veya uzun dönemde neoplazi gelişimine sebep olabilir.  

İn vitro genotoksisite testleri hücrelerin DNA'sında kırılmaya, gen mutasyonuna, kromozomal 

kırılmalara ve DNA tamir yeteneğinde bozulmalara neden olan komponentlerin belirlenmesi  

için yapılan testlerdir. 

 

GEREÇ VE YÖNTEM 
MTA Fillapex’in insan hücrelerindeki genotoksik ve sitotoksik etkileri üzerine yapılan 

çalışma olmayıp, insan kan lenfositlerindeki potansiyel genotoksik etkileri ve  genotoksisite 

mekanizması bilinmemektedir.  

Bu çalışmada Sitokinez-Bloke Mikronukleus Sitom (CBMN Cyt) Yöntemi kullanılarak 

genotoksik ve sitotoksik etki araştırıldı. Bu yüzden, çalışmamızda, in vitro şartlarda insan 

lenfosit kültürlerine değişik konsantrasyonlarda MTA Fillapex eklenecek ve bulunan 

mikronukleuslu (MN) binükleer hücreler kaydedildi. Aynı preparatlarda, MN’lu binükleer 

hücreler sayılırken, gözlenen metafaz sayıları,  nükleoplazmik köprülü (NPB) ve nükleer 

budlu (NBud) hücre sayıları da kaydedilecek ve ayrıca 1000 tane bir çekirdekli 

(mononükleer) hücre sayılırken aynı zamanda iki çekirdekli, üç çekirdekli, dört çekirdekli 

(binükleer, trinükleer ve tetranükleer) her bir hücre kaydedilecek ve Nükleer Bölünme İndeksi 

(NDI) oranları da hesaplanıldı. 1000 tane bir çekirdekli hücre sayılırken aynı zamanda 

apopitotik yada nekrotik hücre sayıları kaydedildi. Bulunan MN sıklığı ve ilgili hücre 

kriterleri ve NDI oran sonuçları kullanılarak, patların insan kan lenfositleri üzerindeki 

genotoksik ve sitotoksik etkileri araştırıldı. 

Çalışma için, 20-35 yaşları arasında her iki cinsiyetten sağlıklı 10 kişinin 10 ml’lik steril ve 

0.1- 0.2 cc heparin içeren enjektörler kullanılarak periferal kan örnekleri alınıldı. Bu kişiler, 

sigara ve alkol kullanmayan, az miktarda (1-3 fincan) çay içen,  kahve alışkanlığı olmayan, 

son altı ayda şiddetli enfeksiyon yada viral hastalık geçirmeyen, herhangi bir ilaç 

kullanmayan,  bilinen genotoksik kimyasal bir ajana maruz kalmamış olan, farklı bir 

beslenme alışkanlığı olmayan, hipertansiyon, diyabet, kalp, kanser gibi herhangi bir hastalığı 



olmayan ve ailede kanser öyküsü olmayan sağlıklı kişilerden seçildi. Çalışmaya katılan 

kişiler gönüllü personelden seçilecek ve kişilere çalışmanın amacı anlatılarak yazılı onayları 

alındı. 

1. Kan Örneklerinin Alınması 

Sağlıklı 10 kişinin, 10 ml’lik steril ve 0.1- 0.2 cc heparin içeren enjektörler kullanılarak 

periferal kanları alındı. Daha sonra kan örneklerinin, bekletilmeden 2 saat içinde kültür 

ortamlarına ekimi yapıldı. 

2. Kültür Tekniği 

Önceden 37 °C’ye getirilmiş olan 5 cc medyum içeren kültür tüplerine steril ortamda, 

alınan kan örneklerinin 3-4 damlası dışarı atıldıktan sonra 12 damla (0.4 ml) kan ilave 

edildi. Her bir kişi için 11 tüpe ekim yapıldı. Tüpler hafifçe karıştırılarak 37 °C’lik etüvde 

24. saatte MTA FILLAPEX ve  AH Plus solüsyonları, çözücü kontrol (DMSO), pozitif 

kontrol(MMC) eklendi,  44. saatte Cyt-B eklenmek koşuluyla 72 saat kültüre edildi. 

Cyt-B’ nin Hazırlanması ve Eklenmesi: 1 mg Cyt-B (Sigma, 6762), 1 ml dimetil 

sülfoksitte (DMSO) çözdürüldü ve total 5 ml olacak şekilde medyumla sulandırılarak 

hazırlandı. Çıkarımın 44. saatinde kültür tüpleri etüvden çıkartılarak steril ortamda her bir 

tüpe 75 µl (final konsantrasyonu: 3µg/ml) Cyt-B ilave edilerek tekrar etüve konuldu. 

MTA Fillapex’in Hazırlanması ve Eklenmesi: 0,25 gr karıştırılmış MTA FILLAPEX 5 

ml DMSO ile çözülerek stok solüsyon hazırlandı. Stoktan 1 ml alınarak üzerine 9 ml 

DMSO eklenerek stok solüsyon sulandırıldı.  Farklı konsantrasyonlar için, 1.sulandırılan 

solüsyondan 25 μl, 50 μl,75 μl ve100 μl MTA FILLAPEX solüsyonları kültürlere eklendi. 

AH Plus’ın Hazırlanması ve Eklenmesi 0,25 gr karıştırılmış AH Plus 5 ml DMSO ile 

çözülerek stok solüsyon hazırlandı. Stoktan 1 ml alınarak üzerine 9 ml DMSO eklenerek 

stok solüsyon sulandırıldı.  Farklı konsantrasyonlar için, 1.sulandırılan solüsyondan 25 μl, 

50 μl ,75 μl ve100 μl AH Plus solüsyonları  kültürlere eklendi. 

Pozitif Kontrolun Hazırlanması ve Eklenmesi: Pozitif kontrol olarak mitomisin c 

(MMC; Sigma, M-0503 ) kullanıldı. 2 mg MMC 10 ml steril distile su ile çözülerek stok 

solüsyon hazırlandı. Stok solüsyondan 0.1 ml alınarak üzerine 0.9 ml steril distile su 

eklendi. Hazırlanan bu solüsyon –20oC de saklandı ve hazırlanan bu solüsyondan final 

konsantrasyonu 0.5 μM olacak şekilde kültürlere 42 μl MMC eklendi.  

Çözücü Kontrolün Eklenmesi: Her bir kişi için 1 tüpe, çözücü kontrol olarak 20 μl 

DMSO eklendi. 



MN elde etmek için kullanılan Fenech metoduna göre ve bazı modifikasyonlarla çıkarım 

işlemleri yapıldı. Preparatlar hazırlandı ve %6’lik giemsada boyandı.  

 

3. Lamların İncelenmesi  

CBMN yöntemi, DNA ya da kromozom seviyesinde lezyonları belirlemek için çeşitli hücre 

tiplerine uygulanabilen ve  periferal kan lenfositlerde MN frekansını değerlendirmek için 

yaygın olarak kullanılan bir genotoksisite metodudur (14). 1000 tane binükleer hücre 

sayılırken MN, NBud ve NPB skorları kaydedilir. MN’lar, bölünen hücrelerde kromozom 

parçalarını ya da anafazda geri kalma sonucu oluşan tüm kromozomları içerebilirler. Bölünen 

hücrelerde MN, tamir edilemeyen ya da yanlış tamir edilen DNA lezyonlarından, mitoz 

bölünme sırasındaki kusurlardan kaynaklanan hatalı kromozom ayrılmalarından oluşur. 

Ayrıca, CBMN yöntemi son yıllarda iyileştirilmiş ve CBMN Cyt yöntemi geliştirilmiştir ve 

bu yöntem DNA hasarı, sitostazi ve sitotoksisite ölçümü için detaylı bir sistemdir (15,1). Bu 

sistemde; DNA hasarı olayları, skorlanan binükleer hücrelerde kromozom kırık ve/veya tüm 

kromozom kaybının işareti olarak MN’ları,  DNA yanlış tamiri ve/ya da telomer uç 

birleşimlerinin işareti olarak NPB’leri, amplifiye DNA’nın ve/ya da DNA tamir 

komplekslerinin eliminasyonunun işareti olarak NBud’ları içermektedir. Sitotoksik etkiler, 

1000 tane tek çekirdekli (mononükleer) hücre sayılırken aynı zamanda nekrotik ve apopitotik 

hücre oranları ile ölçülmektedir.  

 

 

 Şekil 3.1(a) Bir mikronükleus bulunduran binükleer hücre (b) NBud olan binükleer hücre (c) NPB ile bağlı 
NBud  bulunduran binükleer hücre 
 

 



 
Şekil 3.4. (a) Canlı bir mononükleer hücre (b) erken evre apopitozdaki  mononükleer hücre (c) erken evre 
nekrotik hücre  

 
 

Çalışmanın istatistik değerlendirmeleri SPSS 17.0 programı kullanılarak yapılmıştır. 

istatistiksel test olarak parametrik olmayan Wilcoxon testi uygulanmıştır. Anlamlılık 

düzeyi p<0.05 olarak belirlenmiştir. İstatistiksel değerlendirmede genotoksisite 

parametrelerinden MN, NPB ve NBud değerleri dikkate alındı. 

 
BULGULAR  

 
Genotoksisite parametrelerinden olan mikronukleusun (MN) değerleri pozitif kontrol (PK) ile 

MTA Fillapex’in farklı dozları kullanılan hücre kültürü grupları arasında istatistiksel anlamlı 

farklılık vardır (p<0,001). PK grubunda daha fazla hasar gözlemlenmiştir. 

 

Diğer genotoksisite parametresi olan Nbud değerleri PK grubu ile MTA’nın farklı dozları 

kullanılan hücre kültürü grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.05). Nbud değerleri açısından MTA’nın 1. ve 2. dozları ve PK karşılaştırıldığında, 

(sırasıyla p<0.012 ve p<0.014) istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur.  MTA Fillapex’in 

dozları arttıkça daha fazla hasar verdiğini anlaşılmıştır. 

Genotoksisitenin başka bir parametresi olan NPB değerleri; PK grubu ile MTA Fillapex’in 

farklı dozları kullanılan hücre kültürü grupları arasında karşılaştırıldığında istatistiksel anlamlı 

farka rastlanmamıştır. 

Sitotoksisite parametrelerinden olan apoptotik (AP) ve nekrotik (NKR) hücre 

değerlendirmelerinde PK (pozitif kontrol) grubu ile MTA’nın farklı dozları kullanılan hücre 

kültürü grupları arasında karşılaştırma yapıldığında AP ve NKR değerleri MTA’nın 1. ve 2. 

dozlarında, sırasıyla p<0.017 ve p<0.025; p<0.038 ve p<0.028, istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur. 

AH Plus patının değerlendirmelerinde MN parametresi esas alındığında PK' a karşısında 

anlamlı sonuç elde edilmiştir (p<0.005). Fakat esasen yalnızca 3 örnekte sayım 

yapılabilmiştir. Diğer örneklerde hiç hücre gözlenmemiştir. 

 
 
 



 
 
 

TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
AH Plus kanal dolgu patının sitotoksik etkileri birçok çalışmada incelenmiştir1-4. Bu 

çalışmalarda AH Plus patının hem karıştırıldıktan hemen sonra hem de sertleşmesini 

tamamladıktan sonra sitotoksik özellik gösterdiğini iddia eden çalışmalar olmuştur. Mandal 

ve ark 1 AH Plus'ın taze karıştırılmış ve 24 saat beklenmiş örneklerinin belirgin 

sitotoksisite gösterdiğini, 72 saat sonunda ise sitotoksisitesinde belirgin düşme olduğunu 

göstermişlerdir. AH Plus bizim çalışmamızda da Mandal ve ark.1 çalışması ile uyumlu 

olarak  genotoksisite göstermiştir. AH Plus'ın bu sonuçları patın polimerizasyonunu 

başlatan epoksi rezin ve amin tepkimesi ile açığa çıkan formaldehit salınımı olarak 

düşünülmüştür 5. Bunun yanında rezin bazlı materyallerin mutajenik bir bileşeni olan  

Bisfenol A diglisidil eter'de sonucunda da sitotoksik etkiler gözlenmiş olabilir 6. Bunun 

dışında bir başka faktörde elle karıştırılan patta oluşan porozitelerin reaksiyona girmemiş 

komponentlerin salınımına neden olabilmeleridir 7. Yukarıda belirttiğimiz gibi 

polimerizasyonunu tamamlamış AH Plus patının sitotoksisitesinde düşüş olduğu 

gösterilmiştir.  Bizim çalışmamızda ekim saatleri 24. saat, 44. saat ve 72. saatlerde 

olmuştur ve sadece 3 denekten alınan kan örneklerinde hücre sayımı yapılabilmiştir diğer 

deneklerde canlı hücreye rastlanmamıştır. Bu sonucunda kişilerde gözlenen bireysel 

farklılıklardan ötürü oluşabileceğini düşünmekteyiz. 

 MTA içerikli patların genotoksisite ve sitotoksistesini değerlendiren bir çalışmada 

AH Plus'ın ve MTA Fillapex'in hücre canlılığını önemli ölçüde  azalttığı ve mikronükleus 

oluşumuna neden olduğu belirtilmiştir 8.  Bizim çalışmamızda da bu çalışmadaki gibi 

genotosik değişiklikler gözlenmiştir (mikronükleus (MN), gene amplifikasyonları (Nbud), 

disentrik kromozomlar (NPB)  ) ve MTA Fillapex'in dozlarındaki artışla genotoksik 

oluşumlar artmaktadır (NBud). Ayrıca, pozitif kontrol grubunda (Mitomisin C kullanılmış 

grup) MTA Fillapex'in 1. ve 2. dozlarından anlamlı derecede daha fazla MN oluşumu 

tespit edilmiştir. 

Sitotoksisite açısından değerlendirildiğinde apoptik ve nekrotik hücre oluşumları MTA 

Fillapex'in birinci ve ikinci dozlarında gözlenmiştir. Bu sitotoksisitenin sebebi patın 

içeriğindeki mevcut salisilat rezin gibi bileşiklere bağlanabilir 8. Ayrıca diğer çalışmalarda 



da rezin salisilat içeriğinin hücrelerde apaoptozise neden olduğunu ve rezin salisilatın 

miktarına doğru orantılı olarak hücre ölümlerinin arttığını belirtmişlerdir 9, 10. Bizde bu 

çalışmamızda MTA Fillapex'in dozunda artışla beraber hem sitotoksisitesinde hem de 

genotoksisitesinde artış olduğunu tespit ettik. 

 

 

 

SONUÇ 

MTA Fillapex ve AH Plus kanal dolgu patları 72 saat içinde genotoksisite ve sitotoksisite 

göstermektedirler. AH Plus patı taze karıştırılmış iken sitotoksiktir. 
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