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ONSOZ

Kok kanal dolgu patlar1 endodontide Onemli bir yer tutmaktadir. Endodontik
tedavilerde kemomekanik islemler sonunda kok kanali, kati kok kanal dolgu
materyalleri ve kok kanal dolgu patlari ile hermetik bir sekilde doldurularak iyilesme
saglanmaya calisilmaktadir. Ben de doktora tez calismamda periapikal dokularla
iliskide olan kok kanal dolgu patlarinin sitotoksik ve antimikrobiyal etkilerini
degerlendirerek, klinik kullanimlarina katki saglamayr amacgladim. Egitimim ve tez
calismalarim siiresince bana yardimci olan pek c¢ok kisiye tesekkiir etmem
gerektigine inantyorum.
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Tez caligmalarim siiresince bilgileriyle yol gosteren, laboratuarlarinda ¢alisma ortami
saglayan ve yakin ilgi ve destegini esirgemeyen Ankara Universitesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Sayin Prof. Dr. Devran GERCEKER e,

Her konuda benden yardimlarini ve bilgilerini esirgemeyen degerli Endodonti
Anabilim Dal1 6gretim iiyelerine,

Her zaman yanimda olan ve bana destek veren canim dostlarim Dr. Dt. E. Asuman
Cavdar TETIK, Dr. Dt. Fatma BOKE, Dr. Dt. Arzu BAYALAN ALDEMIR, Dt.
Burcu KOCATUFEK OZYILMAZ’a ve ¢alisma arkadaslarima,

Dis Hekimligi ve doktora egitimim sirasinda her zaman yanimda olan, anlayisini ve
yardimlarini esirgemeyen esim Idris Aytek SAHIN’e, ailemize katilarak bana umut
veren oglum Deniz Umut SAHIN’e ve SAHIN ailesine,

Yasamim boyunca oldugu gibi doktora egitimim siiresince de maddi ve manevi
destekleri ve sevgileriyle her zaman yanimda olan ve bugiinlere gelmemi saglayan
sevgili aileme,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Basaril1 bir endodontik tedavide amac, kok kanallarinin uygun bir sekilde genisletilip
dezenfekte edildikten sonra inert, boyutsal olarak stabil ve biyolojik olarak uyumlu
bir kanal dolgu materyali ile apikal foramene kadar hermetik bir sekilde ii¢ boyutlu

olarak doldurulmasidir.

Siklikla kok kanal dolgu materyali olarak giita perka ve kok kanal dolgu pat1 birlikte
kullanilmaktadir. Giita perka tek basma kullanildiginda kok kanal sistemini tam
anlamiyla doldurmada yetersiz kalir (Himel ve ark., 2006, s.:265). Bu nedenle kdk
kanal dolgu patlar1 gilita perkayr dentine baglamada; c¢oklu foraminalari,
anastomozlar1 ve yan kanallar gibi diizensizlikleri doldurmada gerekli bir baglayici
ajandir (Schafer, 2000; Johnson ve Gutmann, 2006, s.:368).

Endodontide kullanilan kok kanal dolgu maddeleri dogrudan canli dokularla temas
halinde olabildikleri gibi ¢ozunduklerinde de igeriklerinde bulunan bazi maddelerin
salinimi ile dokulari etkileyebilir. Bu maddelere karsi olusan doku yaniti, endodontik
tedavinin sonuglarmi dogrudan etkileyecegi igin, oldukca dnemlidir. Ideal bir kdk
kanal dolgu maddesinde bulunmasi gereken Ozelliklerden biri, periapikal dokulari
irrite etmemesi ve temas ettigi canli dokularla uyum gosterebilmesidir (Johnson ve
Gutmann, 2006, s.:369). Kok kanallarinin kemomekanik preparasyonunu takiben,
kok kanal dolgusunun apikal sonlanmasi ve kullanilan maddenin yapisi, mineralize
doku birikimi ile foramenin kapanmasi gibi ideal bir biyolojik yanitin olugmasinda
cok 6nemli bir yer tutar (Holland ve de Souza, 1985). Endodontik tedavi sonunda
periapikal dokularda onarim siireci baslar. Onarim siireci hiicre proliferasyonu ve
organik matriks formasyonundan olusur. Bu olaylarin sonucunda kok apeksinde
ortiiciilik saglanmis olur. Onarimin baglangi¢ evresinde patlarin iritan potansiyeli
onarimi yavaslatabilir veya durdurabilir. Ciinkii patolojik olaylara bagl iritasyon ile
beraber sekillendirme esnasinda olusabilecek hatalar ¢cevre dokularda hasara sebep
olabilir. Bu nedenle kék ucu ve cevre dokulara zarar vermeyecek bir madde
kullanilmalidir (Lin ve Rosenberg, 2011).



Enfekte kok kanallarinda, yeniden enfeksiyonu 6nlemek icin kok kanalt dolgusundan
once kanal duvarlarinin sekillendirilmesi, irrigasyon ve pansuman materyallerinin
uygulanmasi1 endodontik tedavinin Oonemli basamaklaridir. Ancak, kok kanalinin
kompleks bir yapiya sahip olmasi, apikal deltanin yapisi, yan ve aksesuar kanallarin
varligi; bu basamaklarin  gerceklestirilmesine ragmen dentin tiibiillerinde
mikroorganizmalarin kalmasina neden olmakta ve kdk kanalinin tamamen steril hale
gelmesi ¢cogu zaman miimkiin olamamaktadir (Bystrom ve Sundqvist, 1983; Bystrom
ve Sundgvist, 1985; Peters ve ark., 1995). Bu yiizden endodontik tedavinin son
basamag1 olan kok kanal dolgusu islemi esnasinda kullanilacak materyallerin bakteri
gelisimini 6nlemek icin antibakteriyel 6zellige sahip olmasi istenir (Torabinejad ve
ark., 1995a). Bu anlamda en ideal kok kanal dolgu pati, kok kanalinin duvarlarimi
tamamiyle Ortmeli, periapikal dokular tarafindan tolere edilebilir olmali, rezorbe
olmamali ve hacimsel stabiliteye sahip olmalidir. Ayrica kok kanal tedavisinden
sonra periapikal doku iyilesmesinin gerceklesebilmesi icin gerekli temel
basamaklardan birisi de mikroorganizma ve toksinlerinin kanal icerisinden
uzaklagtirilmasidir. Bundan dolay1 kok kanal dolgu materyalinin bakterisit veya en
azindan bakteriyostatik etkisinin olmasi istenir (Abou-Rass ve Oglesby, 1981,
Canalda ve Pumarola, 1989; Torabinejad ve ark., 1995a; Barbosa ve ark., 1997).

Bu nedenlerden &tiirii, endodontide pulpanin canliligini devam ettirmede ve kanal
tedavisinde kok kanallarinin dezenfeksiyonu ve doldurulmasinda kullanilmakta olan
farkli igerikli bir¢ok madde, arastirmacilar tarafindan fiziksel 6zellikleri, kullanim
ozellikleri, antimikrobiyal etkileri ve biyolojik 6zellikleri acisindan incelenmekte ve
en ideal madde bulunmaya galisilmaktadir. Gliniimiizde halen ideal 6zelliklere sahip
oldugu o6ne siiriilen yeni kok kanal dolgu maddeleri gelistirilmektedir. Her yeni
gelistirilmis maddenin diger 6zelliklerinin yaninda, kisa ve uzun dénemde biyolojik
uyumunun ve antimikrobiyal etkisinin ne oldugu, yani temasta oldugu dokularin
gosterdigi tepki, bu tepkinin derecesi ve dokularin buna kars1 gosterdikleri yanit ve

antimikrobiyal etkisinin ne oldugu belirlenmelidir.



1.1. Kok Kanal Dolgu Materyalleri

Periapikal doku hastaliklarinin etiyolojisinde ve patogenezinde primer etkenin
bakteriler oldugunun belirlenmesinden sonra, temizlenip sekillendirilen kok
kanalinin uzun siireli sizdirmaz bir sekilde doldurulmasi ve bdylece bakteri ve
antijenlerinin kok kanal sisteminden periapikal bolgeye yayilimlarinin 6nlenmesi
zorunluluk olmustur. Bu nedenle; kok kanal dolgu materyali, inflamasyon nedeni
olan enfeksiyon ve reenfeksiyonu énlemelidir. (Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 2010,
s.: 202-213).

Walton ve Johnson (2002) endodontide kullanilan kok kanal dolgu materyallerini,

kat1 ve yari-kat1 olmak {izere 2 ana grup altinda toplamiglardir.

Himel ve ark. (2006) ise giita perka konlari, Resilon, giita perka kaplanmis kor
materyalleri ve glimiis konlar1 kat1 materyaller olarak, kok kanal dolgu patlarini ise

yari-kat1 materyaller olarak siniflandirmislardir.

1.1.1. Kati Kok Kanal Dolgu Materyalleri

Kat1 materyaller, kanal i¢ine rahat yerlestirilebilecek sekilde tasarlanmis olsalar da,
kok kanal sistemindeki diizensizliklere uyum gdstermeleri zordur. Kat1 materyaller
kanal icine yerlestirildiginde genellikle kok kanal duvarlari ile dolgu materyali
arasinda bir bosluk olusturmaktadir. Bu nedenle kati materyallerin, yari-kati
materyaller ile birlikte kullanilmast O©nerilmektedir. Kati kok kanal dolgu
materyalleri, kok kanal dolgusunun boyutunun ayarlanabilmesine olanak
vermesinden dolay1 yari-kati materyallere oranla iistiinliik saglamaktadir (Walton ve

Johnson, 2002, s.: 239-267; Regan, 2004, s.: 181-196).



1.1.2. Kok Kanal Dolgu Patlar:

Kok kanal patlari,, ana kon dolgu materyalinin ylizeyleri ile dentin duvarlarn
arasindaki boslugu doldurmak icin gereklidir. Patlar aym1 zamanda lateral
kondensasyon yontemi kullanilarak kanal i¢indeki diizensizlikleri, lateral ve
aksesuvar kanallar1 ve de giita perka konlar arasindaki bosluklar1 doldurur. Ayrica

doldurma islemi sirasinda kayganlastirict etki de gosterirler (Johnson ve Gutmann,

2006, s.:368).

Kok kanal dolgu patlar1 kok kanal sisteminin doldurulmasinda az miktarda
kullanilmasimna ragmen kok kanal tedavisinin sonucunu etkiledigi gosterilmistir
(Qrstavik ve ark., 1987; Saunders ve Saunders, 1994; Saleh ve ark., 2004; Qrstavik,
2005).

Grossman’a gore iyi bir kok kanal dolgu patinda aranilan nitelikler sunlardir:

(Grossman, 1982, s.:297)

1. Karnstinldiginda yapiskan 6zellikte olmali ve bdylece sertlestigi zaman kendisi
ile kanal duvari arasinda iyi bir adezyon saglamalidir.
2. Kok kanalinda hermetik bir tikama gergeklestirmelidir.

Radyografide izlenebilmesi i¢in radyoopak olmalidir.

>

Toz kismi ¢ok ince partikiilli olmali ve bdylece sivi kismiyla kolayca
karistirilabilmelidir.

Sertlesme sirasinda biiziilme gostermemelidir.

Dis dokularinda renklesmeye neden olmamalidir.

Bakteriyostatik olmali veya en azindan bakteri gelisimini engellemelidir.

Yavas sertlesme 0zelliginde olmalidir.

© 0o N oo o

Doku sivilarinda ¢oziinmemelidir.
10. Doku dostu olmalidir; yani, periapikal dokulara zararli etkisi bulunmamalidir.
11. Gerektiginde kok kanalindan ¢ikarilabilmesi igin, bilinen ¢oziicii materyallerde

¢ozlinebilme 6zelliginde olmalidir.



Grossman’in bildirdigi bu Ozelliklere sonradan bazi 6zellikler daha eklenmistir.

Bunlar: (Ingle ve ark., 2002, s.:579-668)

12. Periapikal dokularda immun cevaba neden olmamalidir.

13. Karsinojenik ve mutajenik etkisi olmamalidir.

1.1.2.1. Kok Kanal Dolgu Patlarimin Siniflandirilmasi

Kanal patlart igerdikleri maddeler, sertlesme, fiziksel Ozellikleri, rezorbe
olabilmelerine ve kullanim sikliklarina gore simiflandirilmiglardir (Schmalz ve

Arenholt-Bindslev, 2010, s.:202-213).

Himel ve ark.’min patlari iceriklerine gore simflandirmasi (Himel ve ark., 2006,
5.:265-271)

Cinko oksit 6jenol icerikli patlar
Formaldehit icerikli patlar
Kloroperka

Cam iyonomer igerikli patlar
Kalsiyum hidroksit icerikli patlar
Silikon icerikli patlar

N o a > w D oE

Polimerler

Schmalz ve Arenholt-Bindslev (2010)’in kok kanal dolgu patlarim kullanim

sikliklarina gore simflandirmasi:

Cinko oksit 6jenol icerikli patlar
Kalsiyum hidroksit icerikli patlar
Epoksi rezin esasli patlar

Metakrilat icerikli patlar

a  w N oE

Mineral triokside aggregate (MTA)



6. Silikon igerikli patlar

1.1.2.1.1. Cinko Oksit Ojenol Icerikli Kok Kanal Dolgu Patlari

Cinko oksit 6jenol igerikli kok kanal dolgu patlari, genelde toz ve likit olmak iizere
iki kisimdan olusmaktadir. Toz, ¢inko oksit agirlikli olup i¢ine radyoopak maddeler
ve rezin eklenmistir. Likidin esasini 6jenol olusturmaktadir. Baz1 ¢inko oksit 6jenol
icerikli patlarin likidine, pata yapisma Ozelligi kazandiran Kanada balsami
eklenmistir. Giinlimiizde endodontide kok kanal dolgu materyali olarak kullanilan
patlarin biiyiik cogunlugunun igerisinde ana bilesen olarak ¢inko oksit 6jenol
bulunmaktadir. Cinko oksit 6jenol, ¢inko oksit djenolat kristalleri matriksi arasina
gomiilmiis ve sertlesmis ¢inko oksit kristalleri olusturarak donan bir bilesiktir (Himel

ve ark., 2006, s.:265).

Adeziv 6zellikleri dikkate alindiginda, birgok ¢inko oksit 6jenol igerikli kanal patinin
icerisinde yiiksek konsantrasyonda kolofoni (colophony) oldugu goriiliir. Kolofoni

yaklasik %90°1 rezindz asitten olusan bitkisel rezindir (Sousa-Neto ve ark., 1999).

Bu simanlara kimyasal ozelliklerini gelistirecek materyaller eklenmistir. Ornegin
antimikrobiyal ve fiksasyon etkisi i¢in siklikla paraformaldehit, antiseptik etki i¢in
germisitler, dentin adezyonunu saglamak i¢in Kanada balsami ya da bitkisel recine
(rezin), enflamatuar reaksiyonun baskilanmasi i¢inde kortikosteroidler ilave

edilmektedir (Himel ve ark., 2006, s.:265).

Cinko oksit ¢jenol igeren patlarin avantaji, kolay sekil verilebilir olmasi, nemsiz
ortamlarda yavas sertlesmesi ve sertlesme sirasinda diisiik oranda boyutsal degisiklik
gostermesidir. En dnemli dezavantaji ise, stirekli 6jenol salimimu ile birlikte suyla
temas ettiginde dekompoze olmasidir (Ingle ve ark., 2002, s.:747-768; Himel ve ark.,
2006, s.:265).



Bu gruba ait 0rnek kok kanal dolgu patlari sunlardir: Rickert’s pati, Tubli Seal pati,

Procosol, Grossman pat1 ve Wach pati.

1.1.2.1.2. Paraformaldehit icerikli Kok Kanal Dolgu Patlari

Antibakteriyel ve terapdtik 6zelliklerinden dolayi ¢inko oksit 6jenol esasli kok kanal
dolgu patlari gelistirilmistir. Bu patlarin toz kismina ¢inko okside ilaveten %4,78-6,5
oraninda paraformaldehit, timol, iyodiir, deksametazon ve hidrokortizon asetat ilave
edilmistir ve bu nedenle paraformaldehit icerikli patlar olarak da anilmaktadir (Ingle

ve ark., 2002, s.:579-668; Hauman ve Love, 2003).

Paraformaldehit iceren kok kanal dolgu patlari, devamli formaldehit gazi
saldiklarindan stirekli fiksatif ve antiseptik etki elde edilmesi amaglanarak

kullanilmaktadir (Lewis ve Chestner, 1981).

Bu patlarin toksik etkileri oldugu, dokularla temasta nekroza neden olabilecekleri,
apikalden tagmalar1 durumunda ise kalici paresteziye neden olabilecekleri ileri

stiriilmiistiir (Ingle ve ark., 2002, s.:579-668; Hauman ve Love, 2003).

Paraformaldehit iceren kok kanal dolgu patlar1 sinir dokusu ile direk temasa
gectiginde, sinir iletimini tamamen, irreversible olarak inhibe ederek dokuda kalici

hasar olusturdugu bildirilmistir (Brodin, 1988).

Kok kanal tedavisini takiben bazi olgularda asir1 duyarlilik gelisebilmekte ve bunun
formaldehit salinimi sonucu olduguna inanilmaktadir. Formaldehitin sitotoksik
Ozelliginin yan1 sira, hem mutajenik hem de karsinojenik oldugu bilinmektedir.
Ancak, endodontik kanal patindan salinan formaldehitin bu etkileri olusturmadigi da

ileri surulmistiir (Koch, 1999).



Yukarida ifade edilen olumsuz etkileri nedeniyle ve ayrica Avrupa Endodonti
Dernegi’nin de tavsiyesiyle bu tip kanal dolgu patlarinin kullanilmamasi gerektigi

bildirilmistir (European Society of Endodontology, 1994).

Bu gruba ait 6rnek kok kanal dolgu patlart sunlardir: Endomethasone, Kri pati,

Riebler’s pat1, N2 Universal, N2 Normal, Spad ve Oxpara.

1.1.2.1.3. Kloroperka

Uzun wyillardir kullanilan bir kanal pati olan kloroperka beyaz giita perkanin
kloroformla birlesmesinden olusur. Diger bir ticari preparat olan kloroperka N-Q’ya
kloroperkanin adeziv 6zelligini artirmak icin rezin ve Kanada balsami eklenmistir.
Kloroperka iiriinlerinin ¢ogunlugundaki genel problem kloroformun buharlagmasi
anindaki biiziilmedir. Bu pata radyoopasiteyi artirmak ve buzilmeyi azaltmak

amaciyla ¢inko oksit tozu ilave edilmistir (Himel ve ark., 2006, s.:266-267).

Kloroformun genel kullanimi, toksisitesi hakkindaki endiseler nedeniyle son yillarda
Oonemli ol¢iide azalmistir. Ancak endodontide kullanilan miktarinin 6nemsiz oldugu
ve sagliga zararli olmadigi belirtilmekle birlikte kloroform yiiksek oranda ugucu

oldugu i¢in klinisyenler dikkatli davranmalidirlar (Wennberg, 1980).

1.1.2.1.4. Cam Iyonomer I¢erikli K6k Kanal Dolgu Patlar

Cam iyonomer simanlar 1970’lerin basinda gelistirilmistir (Wilson ve Kent, 1972).
Cam iyonomerlerin mine ve dentinin hidroksiapatitine kimyasal olarak baglanmalari,
biyouyumluluklari, flor salinimlar1 ve antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle kok kanal

dolgu pati1 olarak kullanimlar1 giindeme gelmistir (Saunders ve Saunders, 1994).



Cam iyonomer simanlar 25 yildan daha uzun bir siiredir dis hekimliginin bir¢ok
alaninda kullanilmasina ragmen literatiirde sistemik, toksik veya allerjen

Ozelliklerine dair ¢cok az bilgi bulunmaktadir.

Zmener ve Dominquez (1983)’in yaptigi ¢calismada ¢ok az doku irritasyonuna neden
oldugu, Pissiotis ve ark. (1991)’nin yaptigi in vitro ¢aligmaya gore ise hafif toksisite
gosterdigi One siiriilmiistiir. Cam iyonomerlerin endodontik pat olarak biyolojik
Ozelliklerine ait ¢ok az sayida veri vardir, bu nedenle bu kok kanal patlarinin

giivenilirligi ve etkinligi heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Cam iyonomer igerikli kok kanal dolgu patlariyla ilgili en 6nemli sorun endodontik
tedavinin yenilenmesi islemidir. Patin sokiilmesini kolaylastiran herhangi bir ¢oziicii
yoktur. Donmus patin kanaldan sokiilmesi ise olduk¢a zordur (Dalat ve Onal, 1998;
Spangberg, 1998, s.:228).

Bu gruba ait ornek kok kanal dolgu patlart sunlardir: Ketac-Endo, Endion,
Vitrabond, Fuji lonomer ve Chembond.

1.1.2.1.5. Kalsiyum Hidroksit i¢erikli Kok Kanal Dolgu Patlar

Kalsiyum hidroksit, kok kanal dolgu materyali olarak ilk defa 1940 yilinda Rhoner

tarafindan kullanilmistir (Leonardo ve ark., 1980; Fava ve Saunders, 1999).

Bu patlarin hazirlanmas1 ve uygulanmasi kolaydir, radyoopasiteleri yeterlidir ve kok
kanalindan doner aletlerle uzaklastirilabilirler fakat dentine yapismalar1 zayiftir
(Wennberg ve Qrstavik, 1990). Uzun donemde yapilan bazi arastirmalarda, bu
patlarin yiiksek oranda hacimsel genislemeye, dagilma ve yliksek ¢oziiniirliige sahip

oldugu tespit edilmistir (Wu ve ark., 1995).

Kalsiyum hidroksit esasli kok kanal dolgu maddelerinin ortama hidroksil iyonlar1

salinimima baglh olarak ortam pH’inda yilikselme meydana gelir ve alkalizasyon
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saglanir. Bu durum mikroorganizmalarin sahip oldugu membran enzimlerini geri
doniislimsiiz olarak hasara ugratir ve mikroorganizmalarin 6lmesini saglar (Imlay ve
Linn, 1988; Foreman ve Barnes,1990; Turkin ve Cengiz, 1997). Fakat hidroksil
iyonlarin etkinligi; tamponlama sistemleri, asitler, proteinler ve karbondioksit
tarafindan smirlandirilir bu da kalsiyum hidroksitin antibakteriyel etkinliginin

azalmasina neden olur (Siqueira ve Uzeda, 1998).

Bu patlarin kalsiyum hidroksit igeriginden dolay1 terapotik etkili oldugu ileri
suriilmektedir. Terapotik etki gostermesi icin kalsiyum hidroksitin Ca™ ile OH"
iyonlarma ayrilmasi gerekmektedir. Bu nedenle kalsiyum hidroksit igerikli bir kok
kanal dolgu patinin, kalsiyum hidroksit salmas1 i¢in ¢oziinmesi gereklidir (Tagger ve
ark., 1988). Kalsiyum hidroksit ¢6ziindiigiinde kanal dolgusunda bosluklar birakir ve

bu durum patin fonksiyonunu bozmaktadir.

Bu gruba ait 6rnek kok kanal dolgu patlart sunlardir: Sealapex, Biocalex, Acroseal,
CRCS (Calcibiotic Root Canal Sealer), Apexit ve Apexit Plus.

1.1.2.1.6. Silikon I¢erikli Kok Kanal Dolgu Patlari

Kok kanal pati olarak 1984 yilinda piyasaya sunulmustur. Materyaller ilk olarak C-
silikonundan (¢apraz bagli silikon kondensasyonu), yeni materyaller ise A-
silikonlarindan (eklemeli capraz baglanma) olugmaktadir. Son zamanlarda silikon
matriksi i¢ine parcacik boyutu 30um’den kiiciik giita perka tozu ve koruyucu madde
olarak giimiis parcaciklar1 eklenmistir. Calisma zamani 15 dk ve sertlesme zamani
25-30 dk’dir (Bouillaguet ve ark., 2006; Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 2010,
5.:213).

Silikon igerikli patlar kapsiiller igerisinde bulunur. Giita perkanin yerlestirilmesinden
sonra, karistirilan silikon igerikli pat kanal i¢ine kolaylikla enjekte edilebilir. Silikon
esaslt patlar diger kanal patlar1 gibi istendiginde uzaklastirilabilir (Schmalz ve

Arenholt-Bindslev, 2010, s.:213).
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Bu materyaller polimerizasyon bliziilmesi gostermezler, goreceli olarak iyi mekanik
ve tikama 6zelliklerine sahiptirler. Bu patlarin sistemik toksisite veya alerjiye neden
olduguna dair bir veri bulunmamaktadir. Silikon materyalinin igerigine dayanarak
ters, olumsuz bir reaksiyon beklenmemektedir. C-silikon igerikli eski preparatlarin
aksine A-silikon igerikli preparatlarin, farkli hiicre kiiltiirii ve implantasyon
testlerinde ¢ok az toksik oldugu veya hi¢ toksisite gostermedigi bildirilmistir

(Gorduysus ve ark., 1998; Bouillaguet ve ark., 2006).

Bu patlarin antibakteriyel ozellikleri yoktur. Silikon igerikli patlarla ilgili siirh
sayida klinik ¢alisma vardir (Saleh ve ark., 2004; Willershausen ve ark., 2011). Bu
gruba ait 6rnek kok kanal dolgu patlar1 sunlardir: Lee Endo-Fill, RoekoSeal,
GuttaFlow.

1.1.2.1.7. Polimerler

Polimer yapidaki kok kanal dolgu patlari, toz / likit veya cift pat sistemi seklindedir.
Son yillarda piyasaya siiriilen kok kanal dolgu patlarinin ¢ogu polimerlerdir.

Radyoopasite, adezyon, apikal Oortiicliliik yetenegi, akicilik gibi fizikokimyasal
Ozellikleri yiiksek olan patlardir (Barthel ve ark., 1994).

Endodontide farkli tip polimerlerden olusan kanal patlar1 gelistirilmistir. Poliketon
kaynakli Diaket-A, epoksi rezin esaslt AH26 ve AH Plus, metakrilat esasli Epiphany,
Real Seal, Real Seal SE, SimpliFill, metakrilat bazli ve polihidroksi-etil metakrilatl
Hydron, tiretan dimetakrilat esasli EndoREZ bu grup patlara 6rnek olarak verilebilir

(Himel ve ark., 2006, s.:233-290).
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1.1.2.1.8. MTA (Mineral Trioxide Aggregate) Icerikli Kok Kanal Dolgu Pat1

Ik olarak 1993 yilinda Torabinejad tarafindan gelistirilen MTA, baslangicta
periapikal cerrahi uygulamalarinda kok ucu dolgu maddesi olarak gelistirilmistir

(Schwartz ve ark., 1999).

MTA, agirlikga %75 Portland ¢imentosu, %20 bizmut oksit ve %5 kalsiyum sulfat
dihidrattan olusmaktadir (Dentsply, Tulsa Dental, 2002).

MTA’nin temelini olusturan Portland ¢imentosunun igerigindeki temel bilesikler;
trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, trikalsiyum aluminat, tetrakalsiyum
aluminoferrit, kalsiyum sulfat, alkali asitler ve diger bilesiklerdir (Camilleri ve ark.,
2005).

MTA’nin Portland ¢imentosu disinda kalan kii¢iik bir kismini, kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerini modifiye eden diger mineral oksitler olustururken, bizmut oksit tozu
yapiya radyoopasiteyi saglamak icin eklenmistir. Icerikteki alg1 tas1 ise sertlesme

zamaninin kontroliinii saglamaktadir (Torabinejad ve ark., 1995b).

MTA; kimyasal igerigi, fiziksel ve mekanik o6zellikleri, ulastig1 yiiksek pH degeri,
biyouyumlulugu, yiliksek ortiiciiliigii ve sizdirmazligi, antimikrobiyal olmasinin
yaninda sert doku olusumunu indiikleme gibi 6zellikleri sayesinde; cerrahi ve cerrahi
olmayan yaklasimlarla kok ucu dolgusunda (Torabinejad ve ark., 1993; Chong ve
ark., 2003), apeksifikasyonda (Hachmeister ve ark., 2002; Villa ve Fernandez, 2005),
pulpa kuafajinda (Pitt Ford ve ark., 1996; Aeinehci ve ark., 2002), kdk ve furkasyon
perforasyonlarinin tamirinde (Lee ve ark., 1993; Arens ve Torabinejad,1996; Sluyk
ve ark., 1998), rezorptif defektlerin tamirinde (White ve Braynt, 2002; Hsien ve ark.,
2003), endodontik tedavili dislerin kanal i¢i beyazlatma islemlerinde bariyer

(Cummings ve Torabinejad, 1995) olarak kullanilmaktadir.
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Portland ¢imentosunun ylizeyindeki kismin, karbondioksit ile temasa ge¢mesi ile
olusan reaksiyon sonucu kalsiyum hidroksit olusur. Karbondioksit, karbonatlagma ve

sertlesme i¢in 6nemlidir (Abdullah ve ark., 2002).

MTA disiik ¢oziiniirliik 6zelligine sahiptir (Torabinejad ve ark., 1995b). MTA su ile
karistirildiginda ilk pH degeri 10,2 olarak goriiliirken, sertlesme tamamlandiktan
sonra pH’nin 12,5’e yiikseldigi ve bu degerde kaldigi bildirilmektedir. Bu degerler
Ca(OH); ile karsilastirilabilir bir pH derecesidir (Torabinejad ve ark., 1995b). MTA
ve Ca(OH),’in her ikisinin de sert doku olusumunu indiikleme 6zelliginin,
materyallerin benzer alkali pH derecelerine sahip olmalarma baghh oldugu
diisiiniilmektedir (Torabinejad ve ark., 1995b). MTA’ ’nin klinikte kullaniminin bazi

dezavantajlar1 vardir.

Materyalin maliyet, karistirma gii¢liigli, uzun sertlesme siiresi, uygulama alaninda
dagilmas: gibi dezavantajlarinin, klinik kullanimint sinirladigr bildirilmektedir

(Schwartz ve ark., 1999).

Ayrica, materyalin gri renkte olan ilk c¢esidinin pulpotomi ve pulpa kuafaj
tedavilerinde kullanimi sonrast renklenmeye neden olabildigi bildirilmistir

(Kratchman, 2004).

Kullanimindaki bu giicliiklerin disinda, materyalin yiiksek alkalinitesinin kok
dentininin sertligini etkilemesi de bir bagska dezavantajidir (White ve ark., 2002).

Ideal biyouyumluluga sahip oldugu 6ne siiriilen MTA nin, fiziksel 6zelliklerine ait
bu dezavantajlarinin giderilerek kok kanal dolgu pat1 olarak gelistirilmesi konusunda
aragtirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalar sonucunda Endo CPM Sealer, MTA
Fillapex, MTAS, MTA Obtura adli MTA igerikli kok kanal patlar1 kullanima

sunulmustur.
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1.2. Cahlysmamizda Kullandigimiz K6k Kanal Dolgu Patlar:

1.2.1. AH Plus

Ik defa Schroeder tarafindan 1957°de piyasaya sunulan AH26 kok kanal dolgu pati
epoksi rezin igerikli bir pattir. Tozunda %10 giimiis, %60 bizmut oksit, %25
hekzametilentetramin ve %5 titanyum oksit; likitinde ise bisfenoldiglisidil eter
bulunmaktadir (Schroeder, 1957).

Likidinde bulunan bisfenoldiglisidil eter’in, bir katalizor olan ve patin tozunda
bulunan hekzametilentetraminle birleserek polimerize olmasi sirasinda formaldehit
aciga cikar ve aciga c¢ikan formaldehit antiseptik etki gosterir. Giinlimiizde, AH26’
nin epoksi - amin kimyasi korunarak, renklesme egilimi ve formaldehitin agiga ¢ikisi
elimine edilerek AH Plus gelistirilmistir. Yeni formiilde titanyum dioksit
bulunmamaktadir ve hekzametilentetramin  %25°den  %20’ye  diisiirilmistiir
(Spangberg ve ark., 1993). AH Plus kanal dolgu patinin igerigi Cizelge 1.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. AH Plus kok kanal dolgu patinin igerigi.

PAT A (epoksi pati) PAT B (amin pati)

Diglisidil — bisfenol — A — eter 1- Adamantan amin

Kalsiyum tungstat NN-dibenzil-5-oksanonandiamin-1,9
Zirkonyum oksit TCD-diamin

Aerosol Kalsiyum tungstat

Demir oksit Zirkonyum oksit

Pigment Silikon yagi

Uretici firma AH Plus’in formaldehit aciga ¢ikarmadigim belirtmektedir. Buna
ragmen, Cohen ve ark. (2000) yaptiklari ¢alismada, AH Plus’in minimal miktarda
(3,9 ppm) formaldehit saldigini bildirmisler ve bu sonucu epoksi rezinlerle aminlerin
sertlesmeyi baglatmak igin girdikleri reaksiyona baglamislardir. Leonardo ve ark.

(1999), yaptiklar1 ¢calismada AH Plus’tan ¢ok az miktarda formaldehit salindigini ve
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bu miktarin AH26’ya gore gz ardi edilebilecek diizeyde diisiik oldugunu
bildirmislerdir.

AH Plus kok kanal dolgu patinin, AH26’ya oranla artmis radyoopasitesi, kisaltilmig
donma siiresi, diisiik ¢oziiniirligii ve daha iyi bir akiciligi vardir (Himel ve ark.,

2006, 5.:269).

Uretici firma AH Plus kok kanal dolgu patinin ¢abuk ve kolay karistirilmasini
saglamak amaciyla, AH26’daki toz / likit sistem yerine, A ve B patlar1 esit hacimde
karistirilan ¢ift path sistem halinde kullanima sunmustur. Calisma siiresi 23°C’de
minimum 4 saattir. Sertlesme siiresi 37°C’de 8 saattir (Dentsply DeTrey GmbH,
Konstanz, Germany).

1.2.2. Tubli Seal EWT

Rickert patinin dis yapilarindaki renk degisimine neden olma dezavantajinin
giderilmesi i¢in bazi kiiclik degisiklikler yapilarak Tubli Seal gelistirilmistir. Tubli
Seal kanal dolgu patinin igerigi Cizelge 1.2°de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Tubli Seal kanal patinin igerigi.

BAZ KATALIZOR
Cinko oksit Ojenol
Oleorezin Polimerize rezin
Bizmut Annidalin

Triasit timol iyodur

Yag ve mum

Karigtirllmast kolaydir, boyama 6zelligi yoktur ve lubrikasyon niteligi fazladir.
Nielsen ve ark. (2006) degisik kanal dolgu maddelerinin aerobik ve anaerobik
ortamlardaki sertlesme siiresini inceledikleri ¢alismada Tubli Seal kanal dolgu
patinin aerobik ortamda diger kanal dolgu patlarina gore daha hizli sertlestigini

bildirmislerdir.
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Tubli Seal kok kanal dolgu pati, periapikal dokularda duyarlilik ve irritasyona neden
olabilmektedir (Chang ve ark., 2010).

Tubli Seal’in calisma siiresi 30 dk’dan azdir ve nemli ortamda bu siire daha da
kisalmaktadir. Bu nedenle dolgu 6ncesi kanalin iyice kurulanmasi gerekmektedir
(Nielsen ve ark., 2006). Tubli Seal’in bu dezavantajindan dolay1 firma galisma siiresi
arttirtlan Tubli Seal EWT’yi piyasaya sunmustur. Baz ve katalizor olmak {izere 2
tipten olusur. Tubli Seal EWT kok kanal dolgu patmmin igerigi Cizelge 1.3’de

gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Tubli Seal EWT kok kanal dolgu patinin igerigi.

BAZ KATALIZOR

Cinko oksit 4-Allyl-2-Methoxyphenol (6jenol)
Mineral yag Dimerik asit rezin

Baryum sulfat Mineral yag

Lesitin

Misir unu

Tubli Seal EWT kok kanal patinin ¢oziniirliigii azdir, film kalinhigi incedir, yeterli

akiciliga sahiptir ve 2 saat ¢alisma siiresine sahiptir (McMichen ve ark., 2003).

1.2.3. EndoREZ Kok Kanal Dolgu Pati

Gunimuizde EndoREZ metakrilat bazli yeni bir endodontik pat olarak kok
kanallarinin doldurulmasinda kullanilmak tiizere piyasaya siiriilmiistiir. EndoREZ
hidrofiliktir, iki bilesenden olusur ve kimyasal olarak sertlesir. Uretan dimetakrilat
matriksi (UDMA) i¢inde ¢inko oksit, baryum siilfat ve pigmentlerin bulundugu bir
recinedir (Ultradent, South Jordan, UT, ABD) (Cizelge 1.4). UDMA kompozit
recinelerin organik matriksini de olusturan bir monomerdir. EndoREZ f{iretici
firmanin iddiasina gore biyouyumlu, iyi Ortiicliliige sahip, hidrofilik karakterde,
kolay uygulanabilen bir kdk kanal dolgu patidir. EndoREZ’in radyoopasitesi giita-
perkaninkine benzerdir (Zmener ve Pameijer, 2004).
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Cizelge 1.4. EndoREZ kok kanal dolgu patinin igerigi.

EndoREZ kok kanal dolgu patimin icerigi

%30 Uretan dimetakrilat
Cinko oksit

Baryum siilfat
Pigmentler

EndoREZ, TwoSpense2 adi verilen 0zel bir siringa sistemi icinde piyasaya
stiriilmiistiir. Ultra-Mixer adi verilen tek kullannomlik uglar bu siringanin basina
takilarak, kullanilmak istenen miktarda pat, siringanin pistonu itilerek karigtirma
kagidina koyulur. Maddenin bu tiir bir siringa sistemi ile kullanilmasi, katalizor ve
bazin karisma oraninin, firmanin belirledigi 6lgiide olmasina olanak saglamaktadir

(Zmener ve Pameijer, 2004; Qrstavik, 2005).

Yapilan bir ¢aligmada aralarinda EndoREZ’in de bulundugu farkli igerikli kok kanal
dolgu patlarinin antibakteriyel etkileri farkli mikroorganizmalar {izerinde
incelenmistir. EndoREZ’in sadece Peptostreptococcus anaerobius’e karsi etkin
olabildigi bildirilmistir (Zareba, 2003).

Becce ve Pameijer (2006) tarafindan yapilan, EndoREZ’in biyouyumlulugu,
antimikrobiyal etkinligi ve sitotoksisitesinin degerlendirildigi ¢ok yonlii bir
caligmada, toksisitenin degerlendirilmesi i¢in L-929 hiicre kiiltlirii kullanilmistir. 72
saat sonunda canli kalan hiicrelerin oran1 %60 bulunmustur. Arastirmaci
EndoREZ’in  hafif derecede toksik oldugunu bildirmistir. EndoREZ’in
antimikrobiyal 6zelligini agar difiizyon testinde Enterococcus faecalis kullanarak

degerlendirmisler ve bakterisid etkisini ¢inko oksit §jenole yakin bulmuslardir.

Yapilan in vivo biyolojik uyumluluk testlerinin hemen hemen hepsinde ise bu
maddenin ciltalt1 bag dokusu ve kemik tarafindan tolere edildigi ve periapikal
dokularla uyumlu oldugu (Louw ve ark., 2001; Zmener, 2004; Zmener ve ark., 2005)
saptanmis ve maddenin biyouyumlu oldugu sonucuna varilmigtir. Sadece Sousa ve
ark.’nin  (2006) yaptiklar1 kemik i¢i implantasyon c¢alismasi sonuglarinda

EndoREZ’in biyouyumlu olmadig: bildirilmistir.
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Zmener ve ark. (2005) EndoREZ’in, kok kanal dolgusu i¢in kullanilabilecek bir
materyal oldugunu, ancak EndoREZ gibi yeni bir kok kanal dolgu maddesinin
biyolojik 6zelliklerinin degerlendirilebilmesi igin daha ¢ok sayida in vivo

biyouyumluluk testlerine gerek duyuldugunu bildirmislerdir.

1.2.4. MTA Fillapex

MTA Fillapex (Angelus Industria de produtos Odontologicos S/A, 2011, Brezilya),
piyasaya yeni sunulan bir kok kanal dolgu patidir. MTA Fillapex kok kanal dolgu

patinin icerigi Cizelge 1.5’te gosterilmistir.

Cizelge 1.5. MTA Fillapex kok kanal dolgu patinin igerigi.

MTA Fillapex kiok kanal dolgu patinin icerigi

Salisilat Rezin
Seyreltilmig Rezin
Natirel Rezin
Bizmut trioksit
Nano tanecikli silis
MTA

Pigmentler

Patin fiziksel 6zelliklerine iligkin {iretici firmanin tanimlamasi su sekildedir: akicilig
ISO standartlarina uygundur, ¢calisma zamani yaklasik 35 dk, sertlesme siiresi ise 135
dk’dir ve yiiksek radyoopasiteye sahiptir. Sertlesme siiresince genlesmesi diisiiktiir.
Doku sivilari ile temas halinde diisiik ¢oziiniirliik gosterir. Ojenol icermez ve rezin

simanlarin sertlesmesini etkilemez.

MTA Fillapex pat / pat seklinde, 4mg’lik c¢ift enjektorlii sistem olarak piyasaya
sunulmustur. Cift enjektor sisteminin ucuna karistirma ucu yerlestirilmistir. Bu, patin
dogru oranda, kolayca ve homojen olarak karistirilmasini saglar ve patin gereksiz
kullaniminm1 6nlemektedir. Boylece tek kullanimlik olan karistirma uglari ile saglikli
olarak patin rahatlikla kanal igerisine uygulanabilmesi saglanmistir (Angelus Science
and Technology, 2011).
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Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda kullanim talimatlari: (Angelus Science
and Technology 2011)

1. Kok kanal hazirhgi: MTA Fillapex’in  doldurulmasindan 6nce, segilen
preparasyon teknigine gore kok kanali prepare edilip, temizlenir ve kurutulur.

2. Kanstirma: Enjektore takilan karistirma uclari sayesinde patin esit miktarda
karigtirilmasi saglanir. Enjektor sikildiktan sonra karigtirma ucundan ¢ikan pat
kullanima hazirdir.

3. Doldurma: Segilen kanal dolgu teknigine gore, giita perka ya da giimiis konlar
ince bir tabaka MTA Fillapex kanal patina bulanir ve kdk kanali doldurulur.
MTA Fillapex, lentiilo ya da karistirma uglarina eklenen 6zel uygulama uglariyla
direkt olarak kanalin i¢ine uygulanabilir.

4. Kok kanal dolgusunun sokilmesi: Giita perka dolgularinin sokiilmesi igin

kullanilan geleneksel teknikler ile kok kanalindan uzaklastirilabilir.

1.2.5. Epiphany Kok Kanal Dolgu Sistemi
Epiphany sistemi; Resilon primer, Epiphany pat1 ve Resilon kor materyalini igerir.

Temelde {i¢ bilesenden olusan bu sistem, igerik olarak tamamen ayni olmalarina

ragmen farkli Giretici firmalar sebebiyle degisik isimlerle anilir (Cizelge 1.6).

Cizelge 1.6. Resilon sisteminin piyasadaki iiretici firmalar1 ve markalari.

Sybron Endo Real Seal
Pentron Clinical Technologies Epiphany
Light Speed Simpli Fill
Heraeus Kulzer Inno Endo

Obtura Spartan Resinate



20

Butln firmalar, bu materyalleri Kkitler halinde piyasaya sunmuslardir. Kitler, gesitli
boylarda Resilon konlari, Obtura II tekniginde kullanilmak iizere Resilon peletleri, 4
ml’lik sisede rezin pati (Epiphany), 6 ml’lik sisede primer, 3 ml rezin inceltici,
primer’1 kanala uygulamak i¢in gerekli fircalar, karistirma pedi, bazi kitlerde pati

kanala gondermek igin siringa uglarindan olusur (Pentron, 2007).

1.2.5.1. Real Seal Kok Kanal Dolgu Pati

Epiphany veya Real Seal, dual sertlesen rezin esasli kompozit bir pattir ve asidik
ortamda uygun otopolimerizasyon imkani taniyan yeni bir redoks katalizorii igerir.
Rezin matriks, bisfenol-A glisidil metakrilat (Bis GMA), etoksillenmis Bis GMA,
tiretan dimetakrilat ve hidrofilik difonksiyonel metakrilatlarin karigimidir. Doldurucu
olarak silanlanmis baryum borosilikat camlar, baryum silfat, silika, Ca(OH), ayrica
aminli bizmut oksiklorit, peroksit, foto inisiyator, stabilize ediciler ve pigment icerir.

Pattaki toplam doldurucu igerigi agirlik¢a %70°dir (Kaya ve Kegeci, 2008).

Yeni gelistirilen bir materyal olan Resilon, dentine adezyon sagladigi gozlenen
alternatif bir kanal dolgu materyalidir. Bu dolgu sisteminin ilk jenerasyonu, sentetik
polimer esasli kok dolgu materyali (Resilon), dual-cure rezin icerikli kompozit
(Epiphany), self-etch primer ve akigkanligi saglamakta kullanilabilecek inceltici
rezinden olusur (Shipper ve ark., 2005; Merdad ve ark., 2007). Ikinci jenerasyonda
Epiphany SE self-etch patinda orjinal pat ile primer birlestirilmistir. Priming asamast
olmaksizin; self-etch, dual-cure, hidrofilik rezin pati hem Resilona hem de kanal
igindeki dentine baglanmaktadir (Pentron, 2007). Biraz hidrofilik 6zelliklere sahip,
fazla esnek alifatik monomer icerikli Grethan dimetakrilat monomeri (UDMA)’nin
yerine primerin icerigindeki daha hidrofilik monomer olan 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA)’1n ve asidik metakrilat rezinlerin pata ilave edilmesiyle kullanim kolaylig
saglayan Epiphany SE pati, Epiphany patindan farkililik gosterir (Resende ve ark.
2009). Real Seal patinin igerigi Cizelge 1.7 de gosterilmistir
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Cizelge 1.7. Real Seal kok kanal dolgu patinin igerigi.

Real Seal kok kanal dolgu patinin icerigi

Uretan dimetakrilat monomeri (UDMA) Silika

Poly(ethylene glycol) dimethacrylate (PEGDMA) Kalsiyum hidroksit
Etoksillenmis bisfenol A dimetakrilat (EBPADMA) Aminler ile bizmutoksikloroit
Bisfenol-a-glisidil dimetakrilat (BisGMA) Peroksit

Silanlanmis baryum borosilikat camlar Photo initator

Baryum siilfat Pigmentler

Real Seal SE, Epiphany SE self-etch pati ile benzer yapiya sahip dordiincii nesil
metakrilat rezin esasli kok kanal dolgu patidir. Pat ¢ift tarafli bir siringadan ve
karistiric1 bir ugtan uygulanir. Bu sayede hem dogru bir karistirma elde edilir, hem de
kullanimi1 ¢ok kolaylagsmistir (Barnett ve Trope, 2004). Versiani ve ark. (2006) Real
Seal ile aynmi igerige sahip Epiphany patinin Onerilen American National
Standard/American Dental Association (ANSI/ADA) standartlarina uygunlugunu
degerlendirmislerdir. ANSI/ADA’ ’nin 57 numarali teknik sartnamesine gore bir kok
kanal pat1 liretici firmanin belirledigi siirenin %10’u iginde sertlesmelidir. Epiphany
icin bu siire iiretici firma tarafindan 25 dk olarak bildirilmistir. Versiani ve ark.
(2006) yaptiklar1 ¢alismada kismen sertlesmenin gorildiigi siire ortalama 24,75 dk
olarak bulunmustur. Versiani ve ark. (2006) da Epiphanyi 1siksiz bir ortamda
karistirip sertlesmesini beklemislerdir. Sertlesme icin Onerilen siire tamamlandiginda,
tam olarak sertlesmedigi izlenmistir. Bunun iizerine 1s1k kaynagi uygulanmis ve
tekrar Onerilen slire beklenmistir. Yiizeyde hala sertlesmesi tam olarak
tamamlanmamis ince bir tabaka oldugu bildirilmistir.  Arastirmacilar,
polimerizasyonun bu sekilde etkilenmesini, ortamda bulunan oksijenin
polimerizasyonu engellemesine baglamiglardir. Real Seal kok kanal dolgu patinin da
aerobik ortamda tam olarak sertlesmedigi, anaerobik ortamda ise 30 dk’da sertlestigi

bildirilmistir (Nielsen ve ark., 2006).

1.3. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, canli dokularla temasta olan herhangi bir maddenin, sistemik ve

lokal toksisite, allerjik, mutajenik ve karsinojenik etki yapmayan inert Ozelliklere
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sahip olmasi ve viicudun yumusak ya da sert dokularda doku reaksiyonu
olusturmamasini ifade eder (Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 2010, s.:1-2; Wataha,
2000). Biyouyumlulugun bir bagska tanimi ise bir materyalin kendine O6zgii
uygulamalar1 sonrasi, uygun konak¢t doku cevabi olusturabilme yetenegidir
(Schmalz, 1994). Biyolojik uyum i¢in; malzemenin kimyasal yapisi, restorasyonun
tasarimi, elde edilme yontemleri, mekanik 6zellikleri, doku ile temasinin sekli, yeri
ve dokunun o&zellikleri gibi pek ¢ok faktdriin bir arada uyum igerisinde olmasi
gereklidir. Biyolojik uyum 6zelligi olmayan materyaller doku reaksiyonuna yol

acmaktadirlar.

Biyouyumlulukta konake¢i, materyal ve materyalin fonksiyonu arasinda bir kesigsme
oldugu goriiliir. Bir materyalin biyouyumlu olarak diisiiniilebilmesi i¢in bu fi¢
faktoriin uyum icinde olmasi gerekmektedir. Biyouyumluluk dinamik bir olaydir,
¢linkii bu ii¢ faktdorden herhangi birinde degisiklik meydana gelirse biyouyum
bozulur (Schmalz, 1994; Wataha, 2001).

Kok kanal tedavisinde kok kanalinin doldurulmasiyla beraber agiz igerisine yabanci
bir madde yerlestirilmis olur. Bu durum dolgu materyalinin canli periapikal dokularla
direkt iliskide oldugu sonucunu da beraberinde getirir. Potansiyel olarak irrite edici
0zellige sahip materyallerin periapikal dokular ile temasina miisade edilmesi halinde
enflamasyon, nekroz ve beraberinde agr1 olusabilir. 1lgili bdlgenin rejenerasyonunun
ve fonksiyonunun saglanamamasi1 durumunda ise basar1 sans1 diiser (Gulati ve ark.,
1991). Bu nedenle kok kanal dolgu materyallerinin biyolojik 6zellikleri ve klinik
uygulamalar acisindan uygunlugunun degerlendirilmesi biiyiik bir 6nem

tagimaktadir.

Endodontik uygulamalarda herhangi bir materyal degerlendirilirken farkli kriterler
gdz Oniinde bulundurulmalidir. Pulpa ve yumusak dokulara zararli olmamasi,
dolasim sistemine gegerek sistemik toksisiteye ve alerjik reaksiyonlara neden
olabilecek herhangi bir madde icermemesi bu kriterlerden sadece bir kagidir
(Phillipps, 1991, s.: 61-67).
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Eger bir madde yumusak dokulara zarar veriyorsa, o maddenin saglam veya
deformasyona karsi dayanikli olmasinin higbir 6nemi yoktur. Bir kanal dolgu
maddesinin biyolojik uyumlulugu kabul edilebilir ise apikal sizinti, maniiplasyon ve
diger faktorler icin test edilebilecek ve o maddenin endodontik dolgu materyali igin

uygun olup olmadigi belirlenebilecektir (Phillipps, 1991, s.: 61-67).

1.3.1. Biyouyumluluk Testleri

In vitro kosullarda kullanilmasi diisiiniilen materyallerin viicut dokular1 tizerindeki
toksik etkilerinin degerlendirilmesi ve olusturabilecekleri biyolojik reaksiyonlarin
taklit ve tahmin edilebilmesi amaci ile in vitro biyouyumluluk testleri gelistirilmistir
(Kawahara ve ark., 1955; Langeland ve ark., 1966; Klotzer ve Langeland, 1973). In
vitro arastirmalar, hiicre ve dokuda olusan yaralanmalarin doniisebilir (dejeneratif)
ve doniistimsiiz (nekrotik) agsamalarinda ortaya ¢ikan spesifik olaylar1 incelemektedir.
In vitro biyouyumluluk testlerinde; viucut dokularinin {izerine veya igerisine
yerlestirilen malzemelere kars1 gelisecek olan biyolojik reaksiyonlarin test ortaminda
olusturulmasi1 amaclanmaktadir (Hanks ve ark., 1996). Bir materyalin
biyouyumlulugunun belirlenmesinde en énemli asama, materyale uygun ozellikteki
en ideal test yonteminin secilmesidir (Browne, 1985). Cinku biyolojik uyumun
belirlenmesinde kullanilacak olan testler hem materyalin uygulandigi bdlgeye hem

de beklenen zararli etkilere gore farklilik gostermektedir (Hensten-Pettersen, 1988).

In  vitro biyouyumluluk testlerinin uygulanmasinda bazi  problemlerle
karsilasilmaktadir. Biyolojik reaksiyonlarin in vitro testlerle sekillendigi kosullarda,
elde edilen sonuglar in vivo sistem icerisinde yer alan koruyucu mekanizmalardan
etkilenmediklerinden,  sadece test edilen parametreyle ilgili  olarak
sekillenmektedirler (Kawahara ve ark., 1968). Bununla birlikte, uygulanan test
yontemlerinin tekrarlanabilir 6zellikte olabilmeleri igin standart test yontemlerinin
gelistirilmesi gerekmektedir (Helgeland, 1982, s.:201-215). Giunlimuze dek hucresel
ve molekiiler biyolojideki hizli gelismelere paralel olarak materyallerin

biyouyumlulugunu belirlemek amaciyla ¢ok sayida test yontemi gelistirilmis olmakla
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birlikte, bu yontemlerin standardize edilmemesi nedeni ile testler, gelistirilen
malzemelerdeki teknik ilerlemelerin gerisinde kalmigtir. Ancak 1982 yilinda FDI
(Uluslararas1  Dis Hekimligi  Birligi), ISO (Uluslararas1 Standardizasyon
Organizasyonu) ve ADA (Amerikan Dis Hekimligi Akademisi) tarafindan ortak bir
goriise varilarak dis hekimliginde kullanilacak malzemelerin biyolojik uyumunun

arastirilmasina yonelik testler olusturulmustur (Hanks ve ark., 1996).

Materyallerin biyouyumlulugunun degerlendirilmesinde kullanilacak olan testler
oncll testler, ikincil testler ve kullanim testleri olmak tlzere {i¢ asamada
gerceklestirilmektedir. Dis hekimligi malzemelerinin biyolojik uyumlulugu,
genellikle, 6nctl testler grubunda yer alan sitotoksisite testleri ile

degerlendirilmektedir.

. Oncil Testler

. LD50 agiz i¢i testi

. LD10 karn ici test

. Soluma testi

. Hemolizis testi

. Ames testi

. Styles testi

. Dominant letal test

. Sitotoksisite testi (ISO-7405 1997)

o N oo o B~ W N e

Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite molekiiler olaylar sonucu cesitli makromolekiilerin sentezlenmesinin
engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin

hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanir (Aldridge, 1993; Murray ve ark., 2007).
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Sitotoksisite testi, test malzemesinin uygun hiicre kiiltiirlerindeki hiicre biiyiime orani
ve morfolojik ozellikleri {izerindeki etkisinin negatif ve pozitif kontrol gruplar
kullanilarak degerlendirildigi test yontemidir (ISO-7405 1997).

Sitotoksisite testlerinde hiicre kiiltiirleri kullanilarak olasi toksikolojik reaksiyonlar in

vitro olarak degerlendirilmektedir.

Sitotoksite testleri

e Hiicre canlilig1 ve 6liimii
e Hiicre membrani

e Hiucre organelleri

e Protein veya DNA sentezi

e Hiicre boliinmesi ile ilgili detayli bilgiler verir (Nicholson, 2002, s.: 258-266).

Test edilecek materyalin fiziksel 6zelligi ve hiicreler ile temas yontemi énemlidir.

Hiicre ile materyalin temasi direkt, indirekt veya ekstrakt yolu ile gerceklesebilir.

Sitotoksisite testleri sirasinda hiicrelerde olugan morfolojik degisiklikleri inceleyen
calisma sayisit olduk¢a azdir. En sik karsilasilan hiicresel bozulma, hicrelerin
yapistiklar yiizeyden ayrilmalar ve ig seklindeki fibroblast hiicrelerinin sitoplazmik
bliziilme nedeniyle yuvarlaklagsmasi, mikrovilliislerin kaybolmasi ve vakuol olusumu
seklindedir (Sen ve ark., 1998). Dis hekimligi malzemelerinin sitotoksisitesinin
degerlendirildigi testlerde, uygulanan materyalin; hiicre sayis1 ve biiylimesi,
hiicrelerin membran biitiinliigli, biyosentez veya enzim aktivitesi ile hiicrenin genetik
yapist lizerindeki etkileri Olciilmektedir (Helgeland, 1982, s.: 201-215; Hensten-
Pettersen, 1988; Hanks ve ark., 1996).

Testlerin belirli standartlara uygun olarak yapilabilmesi i¢in ISO, bazi kriterler

belirlemistir. ISO 7405, dis hekimliginde kullanilan medikal materyallerin klinik
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oncesi biyouyumluluk degerlendirmesi igin Onerilen test protokollerinden bir

tanesidir.

ISO 10993 (1999), medikal {iriinlerin biyolojik olarak degerlendirilmesi i¢in farkl
metotlarin onerildigi diger bir test protokoliidiir. Bu standardin asil amaci belirttigi
yontemlerle insanlarin korunmasidir. ISO 10993-5 in vitro sitotoksite testleri icin

Onerilen genel bir test protokoludur.

Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan in vitro testlerin avantajlari

1. Test edilecek malzemenin, diger metabolik olaylardan bagimsiz olarak, hiicre
metabolizmasindaki spesifik bir fonksiyon uzerindeki etkisi
degerlendirilmektedir.

2. Ayni anda ¢ok sayida ornek, kisa zamanda test edilebilmektedir ve diger testlere
oranla daha ekonomiktir.

3. Deneyler sonucunda kantitatif sonuglara ulagilmaktadir.

4. Materyallerin toksisitesi kullanim testlerine oranla daha hassas sekilde
degerlendirilmektedir.

5. Deneyler sirasinda test kosullar1 standardize edilebilmektedir (Browne, 1988;

Schmalz, 1994).

Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan in vitro testlerin dezavantajlart

1. Her test i¢in bir tiir hiicre kullanilmas1 gerekmektedir.
2. Kiiltiir hiicreleri konak hiicrelerinden farklilik gostermektedir.
3. Kiiltiir ortaminda, in vivo kosullarda mevcut olan enflamatuar reaksiyonlarin ve

diger doku koruyucu mekanizmalarin bulunmamasi 6nemli bir eksikliktir.

(Schmalz, 1994; Schmalz, 1997; Browne, 1988).
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IL. ikincil Testler

1. Kemik implantasyon testi (Kallus, 1984a)

2. Agiz mukozast membran testi (1ISO-7405, 1997)

3. Sensitizasyon testi (Kallus, 1984b; 1SO-7405, 1997).

4. Subkutandz implantasyon testi (Bessing ve Kallus, 1987; 1ISO-7405, 1997)

II1. Kullanim Testleri

1. Restoratif malzemeler icin pulpa ve dentin testi (ISO-7405, 1997)

2. Kuafaj ve pulpotomi malzemeleri testi (1ISO-7405, 1997)

3. Endodonti malzemeleri testi (Hensten-Pettersen, 1988; 1SO-7405, 1997)

4. Kemik ici implant malzemeleri testi (Hensten-Pettersen, 1988; Edgerton ve
Levine, 1993)

1.3.2. Hicre Kaltard

Hiicre kiiltiirii yonteminin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in vitro
kosullarda yasama ve iremelerini saglamaktir. Hlcre Kulturleri; tip, sise gibi
laboratuvar gerec¢lerinde uygun besleyici sivilarin iginde iiretilerek kullanilan canli
dokulardir. Bu amagla cesitli canlilarin (insan, maymun, fare, tavsan gibi) cesitli
dokular1 (bobrek, akciger, timor, amniyon zarlari) parcalanarak tek tek hucrelere
ayrilir. Bu hiicreler ¢esitli tuzlar, tampon maddeleri, aminoasitler, vitaminler, dana
veya at serumu igeren besleyici sivilarda siispanse edilerek steril tiip veya siselere
koyulur. Bu hicre sispansiyonu 36 °C’de bekletildiginde hiicreler kabin g¢eperine
yapisarak iirerler. Ureme sonucunda olusan yapiya hiicre kiiltiirii denir (Freshney,

2005, 5.:1-216).

Hiicre ve doku kiiltiirlerinin kullanilmasi ile son yillarda molekiiler biyoloji ve tip

alanlarinda biiylik asamalar saglanmis, hastaliklarin epidemiyolojisi, patogenezi,



28

teshis ve tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Hiicre kiiltlirii ¢aligmalari,
hiicre metabolizmasinin organizmanin Oliimiinden sonra bir siire daha devam
ettiginin gozlenmesi ile ortaya ¢ikmustir (Davis, 1996, s.: 135-223). Hicre ve doku
kiltlirii tiretmek i¢in kullanilan vasatlarda, hiicresel metabolizma faaliyetlerinin
devami ve hiicrelerin ¢ogalmasi belirli maddelerin varligi ile saglanabilmektedir.
Hiicre bu maddeleri diger molekiillerden kendi sentezleyememekte ve bu gerekli
maddeler ortama ilave edilen vasatlardan saglanmaktadir. Vasatlar, dogal ve sentetik
materyallerin ¢esitli kombinasyonlarin1 kapsamaktadir. Hiicre iiretme vasatlari,
hiicrenin organlardan ayrilmasindan sonra doku tabakasi olusana kadar hiicrelerin
Uretilmesi i¢in kullanilmakta, genel olarak serumla birlikte hiicrelerin ¢abuk
tiremelerini saglayan diger maddeleri i¢ermektedir. Hiicrelerin in vitro olarak
cogaltilabilmeleri igin en uygun ortam, in vivo ortamlarina en yakin olan ortamdir

(Davis, 1996, s.:135-186; Sharp, 1977, s.: 1-57; Freshney, 2005, s.: 97-125).

Hiicre kiiltiirleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller arasinda
parametrik karsilastirmalara olanak tanimalari, tekrarlanabilme o6zellikleri, ¢aligma
kosullarinin  standardize edilebilmesi, deneylerde kullanilacak hayvanlarin
oldiiriilmemesi gibi etik nedenlerden dolayr da tercih edilmektedir (Browne, 1988;
Schmalz, 1994; Schmalz, 1997). Buna karsin, hiicre kiiltiirii testleri ile sadece
materyallerin ilk toksisite reaksiyonlar1 konusunda bilgi edinilebilmekte, materyalin
uzun siireli doku temasinda olusturacag sitotoksisite diizeyi konusunda ise veri elde

edilememektedir (Schmalz, 1994).

1.3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Hiicre Tipleri

1. Primer Hucre Kulturleri

Primer hicre kiltirleri doku ve organlardan ayrilan hiicrelerin 24 saatten daha uzun
siire kiiltir edilmesiyle elde edilir. Dis eti ve pulpa fibroblastlari, primer kiiltiir

hiicrelerine Ornektir. Primer hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalan hiicreler buradan alinip
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baska kiiltlirlere ekilebilir ve ¢ogaltilabilir. Bu sekilde elde edilen ilk alt kiiltiirlere
sekonder hiicre kiiltiirleri denir ve bir seri kiiltlir islemlerinden sonra hiicre hatlari
elde edilir. Fakat primer kiiltiirlerin insandan izole edilmesi ve kiiltiiriinlin yapilmasi
oldukca zordur. Primer kiiltiirler farkli bireylerden alindigi i¢in fonksiyonel
durumlar1 yansitmasi farklidir (Freshney, 2005, s.: 1-216; Helgason ve Miller, 2005,
s.. 1-12; Powers ve Sakaguchi, 2006, s.: 97-125; Schmalz ve Arenholt Bindslev,
2009, s.: 13-40).

Primer hicre kultiirleri, iiretim asamalarimin zor olmasina, hassas hiicreler
olmalarina, calisma esnasinda ortaya ¢ikabilecek sorunlara ve kontrollerinin son
derece giic olmasma ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle

degerlidirler (Mjor ve Hensten-Pettersen, 1983; Browne, 1988).

2. Devamh Hiicre Kiiltiirleri

Devamli hiicre hatlar siiresiz ¢gogalabilme 6zelligine sahip transformasyona ugramis
primer hiicrelerdir ve daha stabil bir fenotipe sahiptir. Devamli hiicreler meydana
gelen transformasyondan dolayr in vivo 6zelliklerinin timini koruyamazlar.

Devamli hiicre hatlar1 kolaylikla ¢ogaltilabilir.

Calismalarda siklikla kullanilan devamli hiicre hatlari fare fibroblastlar (L-929, 3T3)
veya insan epitelyal hiicreleridir (HeLa). Ayrica ¢alismalarda insan ve hayvan pulpa
hlcreleri, insan THP-1 monositleri ile immortalize fare odontoblast hiicre hatlar1 da
kullanilmaktadir (Freshney, 2005, s.: 1-216; Helgason ve Miller, 2005, s.: 1-12;
Powers ve Sakaguchi, 2006, s.: 97-125; Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 2009, s.: 13-
40).

Hiicre Kiiltiirlerinin Avantajlar

1. Hiicre kiiltiirii ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagli olarak fizyolojik

kosullar daha iyi kontrol edilebilmektedir. Sicaklik, pH, osmotik basing, oksijen
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ve karbondioksit kismi basinglar1 gibi fizikokimyasal kosullar hiicre kiltiriinde
daha kolay saglanirken, canli viicudunda sabit bir ¢evre olusturarak birtakim
testleri yapmak daha zordur.

2. Ornek homojenitesinin kontrolii saglanabilmektedir. Doku 6rnekleri ¢ogunlukla
heterojendir. Ancak birka¢ pasaj sonra kultlre edilmis hiicreler homojen hale
gelmektedirler. Hucrelerin homojenitesi, elde edilen Urunlerin homojenitesi
acisindan son derece onemlidir. Bunun saglanmasinin bir diger yolu da ¢alisan
kisilerin homojenitesi ve ¢aligmalarin ayni kosullarda yapilmasidir.

3. Hucre kultlrleri ekonomiktir. In vivo sistemlerde test icin canli organizmaya
verilen maddelerin bir kismi gesitli yollarla disariya atilacak, bir kismi da
organizmanin bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilacaktir. Bu kosullarda
canli bir organizmada verilen maddenin ancak %10’una cevap alinabilirken,
hicre kulturlerinde bu oran %90’lara ¢ikabilmektedir.

4. Hiicre kiltiirleri tirtin  elde edilmesinde endiistriyel amagli olarak
kullanilabilmektedir. Son yillarda gelistirilen teknikler ile bu daha kolay hale
gelmistir (Freshney, 2005, s.:1-216).

Hiicre Kiiltiirlerinin Dezavantajlar

1. Primer Kkiiltiir ile baslandiginda, birbirini izleyen pasajlarda hiicreler
farklilagmakta ve her zaman bir miktar 6lim gerceklesmektedir. Yani hiicre
kiiltiirlerinde zamana bagli bir kararsizlik s6z konusudur.

2. Hiicre kiiltiirlerinde hijyen c¢ok 6nemli oldugundan primer kiiltiirlerin elde
edildigi doku ve bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini etkilemektedir.

3. Deneyim ¢ok 6nemli bir faktordur. In vitro ¢alismalarda sterilizasyon, kiltdrlerin
hazirlanmas1 ve mikroskobik inceleme uzmanlik gerektirmektedir.

4. Hucre kultlrleri, in vivo yontemlere oranla daha ekonomik olmasina karsin
kullanilan hiicre iiretme vasatlart ve diger malzemeler son derece pahalidirlar.
Buna ragmen elde edilen iiriiniin saf olmasi 6nemli bir avantajdir. Ancak son
yillarda bu teknolojinin gelismesi, kullanilan malzemelerin gelistirilmesine ve
giderek daha da ucuzlamasina olanak tanimaktadir (Kang ve ark., 1993; Davis,

1996, s.: 135-223; Freshney, 2005, s.: 1-216).
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1.3.2.2. Hicre Kultlrd Test Yontemleri

Dis hekimligi materyallerinin sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde kullanilan hiicre
kiltiirleri, toksikolojide yeni gelistirilen ilaglarin sitotoksisitesinin degerlendirilmesi
amaciyla kullanilan tekniklerden uyarlanan metotlardir. Ancak toksikolojide
sitotoksisitesi degerlendirilen ilaglarin ¢ogu sivilarda kolayca ¢oziinebilmekte fakat
dis hekimliginde kullanilan materyaller genellikle diisiik ¢6ziinebilirlik degerleriyle
tiretilmektedirler. Bunun yani sira, ilaglarla dental materyallerin sekil, yap1 ve
etkilesim siireleri arasinda Onemli farkliliklar bulunmaktadir. Bu nedenle dis
hekimliginde yapilan hiicre kiiltlirii ¢aligmalari, hem kurulan metotlarda hem de
degerlendirme Olgiitlerinde koklii teknik diizenlemelerin yapilmasini zorunlu
kilmaktadir (Hanks ve ark., 1996). Dis hekimligi malzemelerinin sitotoksisite
testlerinde en sik ve standart olarak kullanilan fibroblast hiicre kiiltiirleri L-929 ve
Balb/c3T3 devamli hiicre kiiltiir hatlaridir (ISO Standard 10993-5, 1999; Taira ve
ark., 2000).

Kiiltiir ortaminda hiicrelerin yasamasi, beslenmesi ve ¢ogalmasi i¢in bazi sartlarin
yerine getirilmesi gerekmektedir. In vitro hiicre kiltiri deneylerinde, hicrelerin
yasatilmast i¢in agik ya da kapali sistem inkiibatorleri kullanilmaktadir. Agik
sistemde; kiiltiir ortam1 ile inkiibator igerisindeki hava iligskidedir. Bu tiir
inkiibatorlerde ortama, sisteme bagli olan bir tiipten CO, gelmekte, hicre ve
dokularin yasatilmasi igin, genellikle, 37 °C’de, %5 CO;’li ve %95 nemli ortam
saglanmaktadir. Uzun siireli kiiltiirlerde, mutlaka agik sistem kullanilmali ve birkag
gin ara ile kiltiir vasati yenilenmelidir. Bu islem metabolizma artiklarinin
uzaklastirilip yeni, gelistirici ve besleyici faktorlerin saglanmasi icin yapilmaktadir
(Davis, 1996, s.: 135-223). Dis hekimligi materyallerinin sitotoksisitesi in vitro
kosullarda degerlendirilirken; hiicre biiylimesi, mitotik aktivite, oksijen alimindaki,
glikoz metabolizmasindaki ve membran gegirgenligindeki degisiklikler ile
mitokondrial enzim fonksiyonlarinin saptanmasi olmak iizere bes ayr1 Olgiit
kullanilmaktadir  (Yesilsoy ve Feigal, 1985; Hensten-Pettersen, 1988).

Degerlendirme asagidaki yontemlerle yapilmaktadir:
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1. Agar Overlay Test Yontemi

Agar diflizyon testi, toksisite deneylerinde en uzun siiredir kullanilan bariyer test
yontemidir. Bu yontem ile fare fibroblast (L-929) hiicrelerinin izerini 6rten %1,5’luk
agar besiyerinden difiize olan test materyalleri bilesenlerinin toksisitesi incelenir. 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonucu nétral kirmizi boyanin, hiicre membranindaki
gecirgenligine bagl olarak, lizozomlarda birikme miktarina gore hiicre aktivitesini
degerlendiren bir test metodudur. Hiicrelerdeki dekolorizasyon ve liziz

degerlendirilerek materyallere kars1 gelisen yanitlar incelenir.

Difiize olan toksik madde konsantrasyonun yiiksek oldugu bolgelerde hiicre erimesi
(lizis), renk degistiren bolgedeki diflizyon sahasinin genisligine bagli olarak, zone

indeksi ve hiicre erime indeksi olmak Gzere iki sekilde degerlendirilmektedir.

Basit ve ucuz bir yontem olmasina ragmen agarda ¢OzUnemeyen veya diflize
olamayan test materyali veya bilesenleri hiicreler {izerinde her hangi bir etki

goOsteremezler (Schmalz, 1988; Murray ve ark., 2007).

2. Agarose Test Yontemi

1973 yilinda Wilsnack ve arkadaslari agar overlay test yontemine benzer olan
agarose test yoOntemini tanitmislardir. Arastiricilar materyallerin  agarosedaki
diflizyon yeteneginin daha yiiksek oldugunu bildirerek, agar overlay ydnteminin
daha hassas sekilde uygulanabilmesi i¢in, agar yerine agarose kullanilmasi

gerektigini One siirmiiglerdir (Wilsnack ve ark., 1973).

3. Milipore Filtre Test Yéntemi

In vivo ortamda hiicreler ve test edilecek malzeme arasinda, genellikle direkt temas

bulunmamaktadir. Keratinize epitel, dentin veya ekstraseliiler matriks direkt temasi
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engellemektedir. Bu durumda in vivo kosullart tam anlamiyla olusturabilmek igin
bazi in vitro bariyer testleri gelistirilmistir. Boylece materyallerden agiga ¢ikan
herhangi bir maddenin hiicreler {izerinde toksik etki olusturabilmesi i¢in 0,45 ml’ lik
filtre porlarinin icine difiize olmasi gerekmektedir (Wennberg ve ark., 1979). Seliiloz
esterlerinden yapilmig filtre {izerine hiicrelerin tek tabaka halinde yapismasi
saglandiktan sonra hiicre kiiltiir ortami1 %1 agar iceren ortam ile degistirilmekte ve bu
ortamin hiicreler tizerinde jel haline gelmesi beklenmektedir. Ardindan filtre-hicre
tabakasi-agardan olusan tglii yap1 ters c¢evrilerek filtrenin iistte kalmasi
saglanmaktadir. Kat1 veya coziilebilen test Ornegi filtre ilizerine yerlestirilerek
belirlenen test siresi boyunca beklenmektedir. Bu test yonteminde degerlendirme;
hiicre ve materyalin temas bolgesinde ve boyanan alanin koyuluk degeri, ¢ap1 ve

genisligi géz oniine alinarak yapilmaktadir.

Milipore filtre test yontemi, Ozellikle kati ve pat yapisindaki materyallerin test
edilmesinde kullanilmakta, likitler de bu yontemle degerlendirilebilmektedir. Sivi
materyallerin test edilmesi icin materyalin 0,1 ml’si seliloz bir diske emdirilerek
milipore filtre {izerine yerlestirilmektedir (Hensten-Pettersen, 1988; Wennberg, 1988;
ISO-7405, 1997).

4, Krom Salinim Yontemi

Bu yontemle likit ve kat1 yapidaki materyallerin sitotoksisitesi degerlendirilmektedir.

Bu amacla hiicreler Na,CrQy ile isaretlenmektedirler.

Na,CrO, icerisindeki hekzavalent Cr-51, hicrelerin icine girdikten sonra hiicre
proteinleri ile hiicresel yapilara tutunmakta ve trivalent forma doniismektedir.
Hiicrelerin isaretlenmesinden sonra, hiicre ve materyaller direkt temas halinde 4-24
saat siireyle inkiibe edilmektedir. Hiicrelerin oliimii, hiicre zar1 gegirgenligini
degistirdiginden trivalent formdaki Cr-51 hiicre disina ¢ikmaktadir. Hiicre disina
¢ikan Cr-51’in radyoaktivitesinin 6l¢tlmesiyle hiicre 6lim0 konusunda net ve kesin

bir say1 ve bilgi edinilmektedir. Fakat bu yontemle hiicre 6liimiinii takiben gelisen
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subletal degisiklikler Olclilememektedir. Ayni test yontemi, hiicreler 3H(trityum)-
Thymidine ile isaretlenerek de gercgeklestirilmektedir (Sanderson, 1964; Wigzell,
1965; Spanberg, 1973; Spanberg ve Al-Nazhan, 1988).

5. Model Kavite Test Yontemi

Bu yontemde, polimetil metakrilattan hazirlanmis kavite modelinde, kavite tabanina
bir filtre ya da dentin tabakasi yerlestirilmekte ve hiicre kiiltiirleri bu tabakanin
altinda iretilmektedir. Materyalin toksisitesi, sirasiyla lizozomal ve mitokondrial
enzim isaretleyicileri olan asit fosfataz ve siiksinat dehidrojenaz analizi ile

yapilmaktadir (Tyas, 1977).

6. Dis Kavite Test Yontemi

Restoratif materyallerin kimyasal toksisitesini saptamak amaciyla kullanilmaktadir.
Ik basamakta, dentine uygulanan materyallerden toksik maddelerin difiizyonu
belirlenmektedir. Genellikle 3. molar dislerin ¢ekimini takiben disler fosfat tamponlu
salinde 3-4 saat bekletilmektedir. Normal kavite ya da kron preparasyonundan sonra
sistem dentin duvarina penetre olabilen soliisyonlarla uygulanmaktadir. Bu yontemin

in vivo verilerle uyumlu sonuglar verdigi belirtilmektedir (Hume, 1985).

7. Dentin Bariyer Testi

Restoratif materyallerin pulpa iizerine etkilerini belirlemede, model kavite ve dis
kavite metotlarindan sonra varilan nokta dentin bariyer testleridir. Dentin bariyer
testlerinin gelistirilmesinin temelinde, toksik hadiselere karsi dentinin koruyucu

etkilerinin gosterilmesi yatmaktadir.
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Outhwaite ve ark. 1974 yilinda gelistirdikleri boliimlii oda (split chamber) aleti ile
dentinin  gegirgenlik  Ozelligini  incelemisler ve materyallerin  biyolojik
uyumluluklarinin =~ degerlendirilmesinde  dentinin ~ gegirgenlik  6zelliginden

yararlanilmasi fikrini ortaya atmislardir.

Arastiricilar gelistirdikleri dentin bariyer test cihazlari ile materyallerin biyolojik
ozelliklerini incelemislerdir (Tyas, 1977; Hume, 1985). Test cihazlarinin farkli
materyallerden yapilmas1 ve farkli boyutlarda olmasi ayrica ticari olarak
satilmamalar1 bu cihazlarin standart test uygulamalarinda kullanilmasini engelleyen
faktorlerdir. Bu nedenle dental materyallerin sitotoksisite degerlendirmelerinde
kullanmak i¢in Schmalz ve arkadaslari (1996) hiicre kiiltiir testlerinde kullanilan
perfiizyon cihazinda bazi degisiklikler yapmislardir. Orjinal perfiizyon odasindaki
membran yerine dentin diski kullanmiglardir. Kullanilan dentin diski insan veya sigir
dislerinden kesilerek hazirlanmig farkli kalinliklardaki dentin disklerinden olusabilir
(Schmalz ve ark., 2001a; Schmalz ve ark., 2001b). Bu dentin diskinin pulpaya bakan
tarafi asitle daglanmistir. Dentin diski boliimlii odaya biyolojik olarak uyumlu
paslanmaz ¢elik bir tutucu ile yerlestirilir. Boylece bu oda dentin diski ile iki boliime
ayrilir. Hiicreler dentin diskinin asitle daglanmis tarafinda tiretilir ve hiicrelerin
tirettildigi bu kisim pulpa tarafi (alt oda) olarak tanimlanir. Uygulanacak test
materyali silikon bir tiip i¢inde dentin diskinin iist kismina uygulanir. Materyalin
uygulandigr bu kisim kavite boliimii olarak tanimlanir. Cihazin pulpa boliimii bir
taraftan medyum sisesine bagh diger tarafi ise peristaltik pompa ve atik medyumun

toplandig1 siseye baglidir (Schmalz ve ark., 1996).

Dentin bariyer testlerinde sitotoksisite degerlendirmeleri; belirlenen inkiibasyon
siireleri sonrasinda, canli hiicre sayimmi (Schmalz, 1997) veya MTT ile enzim

aktivitesindeki degisikliklere gore yapilabilmektedir (Schmalz ve ark., 2002).
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8. Hemolizis Testi

Bu yontemin amaci kemikle veya yumusak dokuyla uzun siire temasta olacak
materyallerin akut hemolitik aktivitesini incelemektir. Hemolizis testinde tavsan kani
kullanilarak, materyalin hemolitik aktivitesi belirlenmektedir. Materyalin hem ylzeyi
hem de materyalden ¢6ziinen maddeler akut hemolitik aktiviteyi olusturur (Haugen

ve Hensten-Pettersen, 1979; Wennberg ve Hensten-Pettersen, 1981).

9. Ekstraksiyon Testi

Ekstraksiyon testinde, test edilecek 6rnekler (zerine hiicre vasati ilave edilerek
37°C’lik, %5 CO; igeren etiivde deney siiresi boyunca birakilir. Siire sonlandiginda
tiiplerin i¢indeki vasat, daha 6nceden hazirlanarak kiiltiire edilen hiicrelerdeki vasat
ile degistirilip en az 24 saat siire ile 37°C’lik %5 CO; iceren etlivde bekletilir. Sonra,
nitel ya da nicel degerlendirme hiicrelerdeki degisikliklere ya da hiicre erimesine

gore yapilir (Huang ve Chang, 2002; Schwarze ve ark., 2002a).

Ekstraksiyon testinde ekstratlarin filtrasyonla steril edilebilmeleri, direkt temas
testlerine gore avantaj saglamaktadir; ¢iinkii direkt temas testinde test materyallerinin
sterilizasyonu materyalin 6zelliklerinde degisikliklere neden olabilmektedir (Keiser

ve ark., 2000).

1.3.2.3. Sitotoksisite Degerlendirme Yontemleri

Sitotoksisite degerlendirme yontemleri dort baslik altinda incelenebilir. Bunlar

(Freshney, 2005, s.: 359-373):

1. Canhilik (viability) degerlendiren testler: kisa donemde olusan toksik

reaksiyonlarin etkileri incelenir.
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2. Yasam (survival) degerlendiren testler: uzun donemde olusan toksik
reaksiyonlarin etkileri incelenir.
3. Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler

4. Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri

[EEN

. Canhlik Degerlendirme Testleri

Canlilik testleri toksik etki sonucu kiiltiirde canli kalan hiicre oraninin
belirlenmesinde kullanilir. Canlilik testleri membran biitiinliigli bozulmus hiicre
igerisine alinan tripan mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahi gibi boyalar ile veya
membran biitlinliigli bozulmamis canli saglam hiicrelerin igerisine alinan diasetil
florasan ya da nétral kirmizi gibi boyalarin kullanilmasi ile yapilir. (Freshney, 2005,
s.. 359-373). Notral kirmiz1 testi, Tripan mavisi testi, Floresan metodu canlilik
degerlendirme testlerindendir (Jenkins, 1999, s.: 239-252; Powers ve Sakaguchi,
2006, s.: 97-125).

2. Yasam Degerlendirme Testleri

Kisa donem testleri hizli ve kolay uygulanabilir olmasmma ragmen sadece
degerlendirme esnasindaki Ol hiicreleri gostermektedir. Bununla birlikte toksik
etkilere maruz kalan hiicrelerde etkiler birkag saat, giin veya daha ge¢ goriulmektedir.
Bu nedenle canlilik oraninin belirlenmesinde, kisa donemde ortaya ¢ikan toksite
reaksiyonlarda geri doniisiim olabildiginden uzun dénem testleri kullanilmaktadir.
Hiicre yasami (survival) seyreltilmis tek tip hiicre siispansiyonundan hiicrelerin ayri
ayr1 koloni olusturabilme kabiliyeti olarak tanimlanir. Diisiik hiicre yogunlugunda
koloni olusturma diizeyi (plating efficiency) hiicre yasaminin belirlenmesinde

kullanilan yontemdir (Freshney, 2005, s.: 359-373).
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3. Proliferasyon Degerlendirme Testleri

Kiiltiir icerisindeki hiicrelerin bir ka¢ giin sonraki sayimi materyalin cesitli
bilesenlerinin hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesinde de kullanilir. Ancak
test sliresi icinde belirli bir anda yapilan hiicre sayimmi belirgin bir sonug
vermediginden dolay1 en azindan testin erken agamalarinda bir biiyiime egrisinin elde
edilmesi gereklidir. Hiicre sayiminda biiylime egrisi analizleri az sayida 6rnek varsa
kullanilabilir ancak say1 artarsa bu analizler ¢ok kullanigh degildir. Bircok 6rnegin
incelendigi durumlarda belirli bir anda hiicre sayimi (3 giinden 5 giline kadar etkiye
maruz kalan hiicrelerin sayis1) yapilarak bu analiz uygulanir. Biiyiime egrisinde
kontrol hiicrelerinin log fazi (lireme fazi) tercihende orta-iireme fazi iginde yer aldig
an secilmelidir. Herhangi anlamli bir etki sonucu elde edilen gelisme egrisinin ikinci
bir gelisme egrisi ile desteklenmesi gerekir ya da diger degerlendirme ydntemleri
kullanilmalidir (Freshney, 2005, s.: 359-373). 3H-timidin testi, Bromodeoksiuridin
immunohistokimyasal teknik testi proliferasyon degerlendirme testlerindendir
(Babich ve ark., 2000; Moharamzadeh ve ark., 2009).

4. Metabolizma Degerlendirme Testleri

Omeklem sayis1 fazla oldugu durumlarda yasam belitleme testlerinin hazirlik
asamalar1 ve testlerin analizleri zaman alici ve zahmetlidir. Ayrica baz1 diisiik
yogunlukta hiicre hatlarinin 6zellikle yeni izole edilmis hiicrelerin koloni
olusturabilme yetenekleri zayiftir. Bu nedenle yiiksek yogunluga sahip hiicrelerin
degerlendirilmesi i¢in bazi alternatif test metotlar1 gelistirilmistir. Bu testler ile
dogrudan hiicre yasam (survival) degerlendirilmesi yapilamaz. Ancak yapilan bu
testlerde hiicre sayisindaki net artis, total protein miktar1 veya DNA artis1 belirlenir.
Ayn1 zamanda bu test ile tetrazolyum tuzunun formazon kristaline indirgenmesi ya
da DNA veya protein sentezi saptanarak devam eden metabolik aktivite belirlenir
(Freshney, 2005, s.: 359-373). Metabolizma testleri ve protein igerik testleri kisa
donem toksisiteden ziyade uzun dénemde olusacak zarari anlamak igin hiicrelerin

metabolik veya proliferatif kapasitelerini 6lcerler (Jenkins, 1999, s.. 239-252).



39

Metabolizma  testlerinde  hiicrelerin ~ canliliklart ~ mikroplak  okuyuculu
spektrofotometre yardimi ile tespit edilir. Ucuz ve hizli bir yontemdir. Bu gruba
giren testler sunlardir: MTT testi, Alamar mavisi testi, LDH testi (Freshney, 2005, s.:
359-373; Moharamzadeh ve ark., 2009).

Calismanmuzda kullandigimiz MTT Test Yontemi (Mitokondrial Dehidrogenaz
Aktivitesi)

Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik test
yontemlerinden biri, MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphentyltetrazolium-
bromide] testidir. Bu test MTT’yi mavi, ¢oziinmeyen formazan bilesigine
doniistiirebilen dehidrogenaz enzim aktivitesini 6lgmektedir. Reaksiyon mitokondrial
stiksinil dehidrogenaz tarafindan katalize edilmektedir. Hiicrelerde uygulanan
maddenin sitotoksik etkisi nedeniyle dehidrogenaz aktivitesinin etkilendigi
kosullarda mavi renkli formazan olusmamakta, formazan olusumu, yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Formazan olusumu, optik
yogunlugun oOlglilmesi veya test Orneginin g¢evresindeki formazan 1s18in elektron
mikroskobuyla belirlenmesi yontemleriyle degerlendirilmektedir (Jenkins, 1999,
5.:239-252; Li ve ark., 2003; Freshney, 2005, s.:359-373). Materyallerin toksik
etkileri sonucunda, genellikle, hiicrelerin metabolizmas: etkilenmektedir. Ozellikle
hiicrelerdeki mitokondrileri etkileyen bazi kimyasal maddeler, MTT testi ile
degerlendirilmektedir (Schmalz, 1994; Jenkins, 1999, s.:239-252). Hiicre
kiltiirlerinde metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisiyla baglantili olarak boyanin
konsantrasyonu ve abzorbans degerleri degismektedir. MTT yontemi, biiyilik
sayilardaki hiicre kiiltlirlerinde canli hiicre oraninin belirlenmesinde hizli, giivenilir
ve kolay bir yontemdir. MTT degerlendirmeleri, biiylime dongiisiiniin herhangi bir
asamasindaki canli hiicre yogunlugu hakkinda fikir vermektedir (Lewis ve ark.,

1999; Li ve ark., 2003).
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1.4. Antimikrobiyal Etkinlik

Pulpal ve periapikal patolojide mikroorganizmalar ve mikroorganizma trunleri temel
etiyolojik faktorlerdir. Bu nedenle, tedavi islemleri sirasinda bakterilerin
uzaklagtirilmasi, ortamda kalan  bakterilerin  tekrar  bliylimelerinin = ve
kolonizasyonunun 6nlenmesi, basarili dis tedavilerinde temel faktorlerdir (Kakehashi
ve ark., 1965; Debelian ve ark., 1992; Weiss ve ark., 1996). Dis hekimligi pratiginde
kullanilan pek c¢ok dental materyal uzun siireler Ortiiciilik 06zelligini
koruyamamaktadir. Bu durum, materyal-dis yiizeyinde bosluk olusumuna ve buna
bagli olarak gelisen mikrobiyal sizintiya yol agmaktadir. Bu nedenle, dental
materyallerin biyouyumlu olmalarinin yani sira, belirli Ol¢lide antimikrobiyal
Ozelliklerinin de olmasi istenmektedir. Ancak, dental materyaller antimikrobiyal
etkinlige sahip olsalar da, in vivo kosullarda yapisal bozulma gosteriyorlarsa,

zamanla bu 6zelliklerinde bir azalma meydana gelebilecegi ger¢egi unutulmamalidir

(Tobias, 1988).

Dental materyallerin biyolojik 6zellik degerlendirmelerinin bir pargasi olarak kabul
edilen antimikrobiyal etkinlik degerlendirmelerinde (Mj6r, 1977), gesitli test

yontemlerinden yararlanilmaktadir.

1.4.1. Antimikrobiyal Etkinlik Degerlendirme Test Yontemleri

1. Agar Diflizyon Testi

Antimikrobiyal etkinlik degerlendirmelerinde, en yaygin kullanilan test yontemi agar
diflizyon testidir (Tobias, 1988). Test, sivi agarla sulandirilan bakterilerin petri
kutularma yayilmasi ile yapilabilecegi gibi, daha dnceden agar konulan petrilere,
bakterilerin ekilebilmesi ile de yapilabilmektedir. Deney materyallerinin test
bakterileri ile inkiibasyonunda, deney kaliplar1 kullanilabilecegi gibi, materyallerin

ayr1 bir tasiyiciya gerek kalmaksizin, agar igine agilan yuvalara da yerlestirilebilecegi
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bildirilmistir (Qrstavik Niom, 1988). Agar diflizyon testinde, materyalin test edilen
bakterilere karsi toksisitesine bagli olarak, materyal gevresinde bir inhibisyon alani
olusur. Boylece, toksisite ile birlikte, farkli materyallerin farkli diflizyon oranlar1 da
sonuglar etkileyebilmektedir (Fraga ve ark., 1996; Siqueira ve Uzeda, 1997; Bagis
ve ark., 2001). Agar diflizyon testinin en 6nemli avantaji, materyaller ayn1 agar
ortamina yerslestirildigi stirece, farkli inokiilasyon biiyiikliigii ve maniiplasyon
degiskenlerini elimine etmesidir. Boylece, materyaller arasinda etkili bir
karsilastirmaya izin verir (Fraga ve ark., 1996). Ancak materyalin bakterisit mi,
bakteriyostatik mi oldugunun degerlendirilememesi, yontemin dezavantaji olarak

gorilmektedir (Tobias, 1988).

2. Dilisyon Testi

Bu testte, antimikrobiyal 6zellikleri degerlendirilecek materyallerin bakteriler igin
0zel hazirlanmig sivilar igeren deney tiiplerinde sulandirmalar1 yapilir. Daha sonra
tiiplere esit miktarlarda bakteriyel slispansiyonlar ilave edilerek, 2-20 dakika arasinda
inkiibasyonlar1 saglanir. Cesitli konsantrasyonlarda deney materyali igeren tuplerdeki
bakteri canliligi, inkiibasyon siiresi bitiminde steril tliplere ekim yapilarak kontrol
edilir. Ekimler sonucunda, bakteri buytimesi gdzlenmemesi, test materyallerinin
antimikrobiyal etkinligine isaret eder (Qrstavik Niom, 1988). Ancak, diliisyon testi
ile sadece bakteri besi ortaminda ¢oziinebilen materyallerin etkinliginin
degerlendirilebilmesi, yontemin en onemli dezavantajidir (Spanberg, 1973; Estrela

ve ark., 2001).

3. Yasam Siiresi Testi

Bu testte, etkinligi degerlendirilecek materyalin ekstrat veya sollsyonlari, belirli
sayidaki bakteri ile karistirilarak, inkiibe edilir. Belirlenen siirelerde bu karisimlardan
ornekler alinarak bakteri biiyiimesi tespit edilir. Testte, kat1 besi ortaminda hayatta

kalabilen bakteri sayisi hesaplanarak, dental materyallerin bakterisidal etkinlikleri



42

degerlendirilir. Ancak, agar difiizyon ve dilisyon testinde oldugu gibi, besi
ortaminda ¢oziinebilen materyallerin etkinliginin degerlendirilebilmesi yontemin en

onemli dezavantajidir (Gilbert ve ark., 1978; Qrstavik, 1981).

4. Direkt Temas Testi

Direkt temas testinde, deney materyalleri ile inkiibe edilen bakterilerin biylmeleri,
96 gozli  mikrotitrasyon  plaklarindaki  turbidometrik  degerlendirmelerle
yapilmaktadir. Her bir gozdeki bakteriyel biiyiime degisimleri 1s1 kontrollii
spektrometrede 600 nm dalga boyunda 30 dakikalik aralarla kaydedilmektedir. Agar
diflizyon testinin dezavantajlarin1  icermeyen ve sayisal degerlendirme
yapilabilmesine izin veren bu test yonteminin en Onemli dezavantaji, deneysel
islemler sirasindaki kontaminasyona bagli olarak hatali sonuglar verebilmesidir

(Weiss ve ark., 1996).

Mevcut testlerin eksikliklerini gidermek ve deneysel kosullar1 klinik kosullara daha
da yaklastirmak amaci ile, bu testlerin disinda bakteriyel siispansiyonlarin deney
materyalleri iizerine yerlestirilmesi ve belirlenen inkiibasyon siireleri sonrasinda
bakteri miktarinin sayisal olarak degerlendirilmesi esasina dayanan deneysel test

yontemlerinin de gelistirildigi goriillmektedir (Boeckh ve ark., 2002).

1.5. Cahsmamizda Kullamdiginz Bakteri Tlrd: Enterococcus faecalis

Kok kanal tedavisinde basartyr etkileyen en oOnemli etkenlerden bir tanesi
mikroorganizma ve toksinlerinin kok kanalindan uzaklastirilmasi islemidir. Bu
amacla; kok kanal tedavisinde mekanik preparasyon, irrigasyon ve kanal igi ilaglarin
kullanilmast  ile  mikroorganizmalar miimkiin oldugunca yok edilmeye
caligilmaktadir. Ancak gerek kok kanalinin gosterecegi anatomik farkliliklar, gerekse
kok kanalinda bulunan bazi mikroorganizmalarin dentin tiibiillerinde ilerleme

kabiliyetinde olmalar1 gibi faktorler nedeni ile kanal iginde ulasilamayan bolgelerde
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mikroorganizmalar kalabilmektedir (Dahlen ve ark., 2000). Enterococcus faecalis,

bu mikroorganizma tirlerinden biridir (Molander ve ark., 1998).

Enterococcus faecalis, fakiltatif anaerop, Gram (+) bir koktur. Genellikle tek
baslarna, ciftler halinde (diplokok) veya kisa zincirler halinde go6zlenirler.

Nonhemolitik ve hareketsiz bakterilerdir (Rocas ve ark., 2004a).

Enterococcus faecalis diger enterokok tiirlerinde oldugu gibi, elverissiz kosullara
kolaylikla adapte olabilir. Sodyum dodesil siilfat, safra tuzlari, hiperosmolarite, 1si,
etanol, hidrojen peroksit, asidite ve alkalinitenin normal 6ldiiriicii diizeylerine diger
mikroorganizma turlerinden daha direnglidir (Flahaut ve ark., 1996a; Flahaut ve ark.,
1996b; Flahaut ve ark., 1996¢; Flahaut ve ark., 1997).

Enterococcus faecalis, tedavi edilmemis nekrotik pulpali dislerin mikrobiyal
florasinin kii¢iik bir kismini olustururken, kronik apikal periodontitis bulgusu veren
basarisiz endodontik tedavili dislerin %30-70’inde pozitif kiiltiiriiniin elde edildigi ve

siklikla da saf kiiltiir halinde bulundugu gosterilmistir (Kayaoglu ve Qrstavik, 2004).

Enterococcus faecalis’in primer endodontik enfeksiyonlarda goriilme sikligr %4-40
olarak bildirilirken, inat¢1 periradikiiler lezyonlarda bulunma sikliginin ¢ok daha
fazla oldugu belirtilmistir (Rocas ve ark., 2004a). Ayrica Enterococcus faecalis’in
basarisiz kok kanal tedavili dislerde bulunma sikliginin primer endodontik
enfeksiyonlardan 9 kat daha fazla oldugu da bildirilmistir (Rocas ve ark., 2004a).
Molekiiler teknikler, basarisiz endodontik tedavili dislerde yiiksek diizeyde
Enterococcus faecalis oldugunu onaylamis ve bu basarisiz vakalarin %60-90’1inda
tiire ait gen parcalari saptanmistir (Rocas ve ark., 2004a; Rocas ve ark., 2004b;
Siqueira ve Rocas, 2004; Sedgley ve ark., 2006).

Enterococcus faecalis; litik enzimler, sitolizin, feromonlar ve lipoteikoik asit gibi
belirli virulans faktorlere sahiptir (Rocas ve ark., 2004a). Enterococcus faecalis’in

konak hiicrelere baglanabildigi ve konak cevabimi degistirebildigi belirtilmistir
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(Love, 2001; Rocas ve ark., 2004a). Enterococcus faecalis, lenfositlerin etkilerini
bastirmak suretiyle de endodontik basarisizlia neden olabilmektedir (Lee ve ark.,
2004). Bu mikroorganizmanin ¢ok g¢esitli genetik polimorfizimler sergiledigi
gorulmekte (Sedgley ve ark., 2004) ve serin proteaz, jelatinaz ve dentine baglanmayi
kolaylastiran kollojen baglayan protein (Ace) gibi enzimlere sahip oldugu
bilinmektedir (Hubble ve ark., 2003). Dentine baglanabilme &zelligi de gosteren
Enterococcus faecalis, dentin tibullerine 400-1000 um ilerleyebilecek kadar kiigiik
boyutlu olup dentin tiibiilleri icerisinde yasayabilmektedir (Haapasalo ve Qrstavik,
1987; Love, 2001).

Enterokoklar zor gevresel sartlara iyi dayaniklilik gosterirler. 10-45°C arasinda, %6,5
NaCl besiyerinde ¢ogalabilmekte, pH 9,6’nin iizerindeyken ve 60°C’de 30 dakika
yasayabilmektedirler (Sherman, 1937; Teixeira ve Facklam, 2003). Kok kanal
sistemi mikroorganizmalarin ¢ogalmalari igin besinden zengin bir ortam olmamakla
birlikte, Enterococcus faecalis’in apikal foramenden sizan serumu kullanarak
cogalabilecegi, diger taraftan virllans faktorlerinden hyaluronidaz araciligiyla
dentinde bulunan hyaluronattan veya organik kisimca zengin oldugu bilinen smear
tabakasindan ¢ogalmak icin gerekli enerjiyi elde edebilecegi diistiniilmektedir.
Enterococcus faecalis uzun siire agliga dayanabilme kapasitesine ve uygun besin
ortam1 olusunca normal hallerine donebilme kabiliyetine de sahiptir (Figdor ve ark.,
2003). Yapilan bir arastirmada Enterococcus faecalis’in kok kanalinda ek besin
olmadan 12 ay boyunca canliligin siirdiirebildigi de gosterilmistir (Sedgley ve ark.,

2005).

Enterococcus faecalis’in biyofilm olusturarak 1000 kat daha direngli hale geldigi
belirtilmistir (Distel ve ark., 2002). In vitro ¢alismalarda Enterococcus faecalis’in
dentin tiiblillerini 24 saat gibi ¢ok kisa sayilabilecek bir silirede istila ettigi de
gosterilmistir (Haapasalo ve Qrstavik, 1987; Qrstavik ve Haapasalo, 1990; Peters ve
ark., 2000; Love, 2001; Weiger ve ark., 2002). Enterococcus faecalis
monoenfeksiyon olusturma yetenegine de sahiptir. Sobrinho ve ark. (1998)
tarafindan rat disleri lizerinde yapilan bir ¢calismada, kok kanallarina g¢esitli bakteriler

ayr1 ayr1 ve birlikte ekilmis ve Enterococcus faecalis’in diger bakterilerden farkli
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olarak, pek cok vakada kok kanalinda diger bakterilerin destegi olmadan tek basina

kolonize olabildigi bulunmustur.

Enterococcus faecalis’in kanal igi antiseptik materyal olarak siklikla kullanilan ve
giiclii bir alkalin dezenfektan olan kalsiyum hidroksitin antimikrobiyal etkisine kars1
direncli oldugu da pek ¢ok calismada gosterilmistir (Stevens ve Grossman, 1983;
Haapasalo ve Qrstavik,1987; Qrstavik ve Haapasalo, 1990; Siqueira ve Uzeda, 1996;
Distel ve ark., 2002; Siren ve ark., 2004).

Enterococcus faecalis yukarida belirtilen 6zellikleri dolayisiyla endodontide, inatg1
bir patojen olarak kabul edilmektedir. Endodontik tedavide basariy1 arttirma
yolundaki ¢aligmalarda Enterococcus faecalis’in tam eliminasyonunun saglanmasi

onemli bir asama olarak goriilmektedir.

1.6. Amag

Kok kanal tedavisinde amag, kanallarin mekanik olarak temizlenmesini takiben,
irritan Ozellik tagimayan bakterisid ilaglarla yikanmasi ve yine toksik olmayan dolgu

ve kanal patlariyla tikanmasidir.

Endodontik dolgu materyaleri dogrudan canli dokularla iliskide oldugundan, bu
materyallere karsi olusabilecek doku cevabi dnemlidir. Toksik reaksiyona ve doku
nekrozuna neden olabilecek kanal dolgu patlari doku iyilesmesine engel oldugu gibi
endodontik tedavinin bagarisini da etkileyecektir. Bu yiizden, iyi bir kanal dolgu pat1
biyolojik olarak uyumlu olmalidir ve periradikiiler dokular tarafindan iyi tolere

edilmelidir.

Kok kanal tedavisinin asamalarindan olan kemomekanik temizligin amaci kok
kanalindaki mikroorganizmalar1 uzaklastirmaktir. Fakat kok kanal preparasyon
islemi, yikama soliisyonlar1 ve kanalici medikamanlar tiim mikroorganizmalari

elimine etmekte yetersiz kalmaktadirlar. Bunun i¢in, kanallarin doldurulmasinda
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kullanilan kok kanal dolgu patlarinin antimikrobiyal etkisinin de bulunmasi dnem

tagimaktadir.

Yukarida ifade edilen nedenlerden dolay1 ¢alismamizda klinikte yaygin olarak yerini
almis kok kanal dolgu pat1 olan AH Plus ve son yillarda yaygin olarak kullanilmaya
baglanmis nispeten daha yeni kok kanal dolgu patlar1 olan Tubli Seal EWT,
EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal’1 sitotoksisite ve antimikrobiyal etkinlik

yonunden in vitro olarak incelemeyi amagladik.
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2. GEREC ve YONTEM

Cesitli kok kanal dolgu patlarinin sitotoksik ve antimikrobiyal 6zelliklerini
degerlendirmeyi amagladigimiz bu c¢alismada 5 farkli kok kanal dolgu pati
kullanilmistir. Bu kok kanal dolgu patlart sunlardir:

1. AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Almanya) (Sekil 2.1)

2. Tubli Seal EWT (Kerr, Michagen, ABD) (Sekil 2.2)

3. EndoREZ (Ultradent Corp, Utah, ABD) (Sekil 2.3)

4. MTA Fillapex (Angelus, Londrina, Brezilya) (Sekil 2.4)

5. Real Seal (Sybron Endo, California, ABD) (Sekil 2.5)

Sekil 2.1. AH Plus.

Sekil 2.3. EndoREZ. Sekil 2.4. MTA Fillapex.

Sekil 2.5. Real Seal.
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2.1. Sitotoksisite Degerlendirmesi

Calismamuzin  sitotoksisite degerlendirmeleri, Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisii  Merkez Laboratuarlari’nda yiiriitiildii. Calismada kok kanal dolgu
patlarinin  sitotoksik etkilerinin arastirilmasi amaciyla hiicre kiltlirii deneyleri

yapilmis ve bes farkli kok kanal patinin etkileri arastirilmistir.

2.1.1. Materyal Orneklerinin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak kok kanal dolgu patlar1 diretici firmanin talimatlar
dogrultusunda steril kabin (Class Il Holten LominerHow, Danimarka) (Sekil 2.6)
icerisinde aseptik sartlarda hazirlanmistir. 6 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna her
kuyucuga farkli kok kanal dolgu pati 1 cm c¢apinda alan1 kaplayacak sekilde

yerlestirilmistir.

Sekil 2.6. Steril kabin (Class Il Holten LominerHow, Danimarka).

2.1.2. Ekstraksiyon Sivis1 Elde Edilmesi

Kok kanal patlar1 6 kuyucuklu plaklara yerlestirildikten sonra bakteriyel
kontaminasyonu onlemek amaci ile materyaller 24 saat siireyle ultraviyole 1g1ginda
bekletilmis daha sonra 6 ml kiiltiir ortam1 Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM/F12) (Biochrom Ag, Berlin, Almanya) (Sekil 2.7) ilave edilerek, 37°C,
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%100 nemli ortamda, %5 CO; iceren atmosfere sahip inkiibatérde (Heracell, Hessen,
Almanya) (Sekil 2.8) ekstraksiyon i¢in 48 saat siireyle bekletilmistir. 48 saat sonra
aspire edilen kiiltiir ortam1 steril santrifiij tiiplerine aktarilmis ve deney materyali

olarak kullanilmistir. Elde edilen ekstraksiyon sivilari hiicre canlilik testinde

kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

Sekil 2.7. DMEM besi ortamu. Sekil 2.8. Inkiibator.

2.1.3. Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

Deneylerde L-929 fare derisi fibroblastlar1 (L-929 HUKUK 95030802, Sap
Enstitiisi, Ankara, Tiirkiye), kiiltiir ortam1 olarak ise antibiyotik igermeyen, %10
fetal sigir serumu (Biochrom Ag, Berlin, Almanya) (Sekil 2.9) ile desteklenmis
DMEM kullanilmistir.

Sekil 2.9. FBS-fetal sigir serumu.
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Ankara Sap Enstitiisii hiicre kiiltiirii koleksiyonundan (HUKUK) temin edilen,
dondurulmus haldeki L-929 fare fibroblast hiicreleri (L-929 HUKUK 95030802, Sap
Enstitlisii, Ankara, Tlrkiye) ampil icinde 37°C su banyosunda 1-2 dakika
bekletildikten sonra bir pipet ile hemen Onceden 37°C’ye 1sitilmis besiyeri iceren
steril santrifiij tiipline aktarilmistir. Hiicrelerin yapistigi gézlendikten sonra besiyeri
vakumla ¢ekilmis, 1-2 ml PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline, Stem Cell
Technologies, Vancouver, Kanada) ile bir kez yikandiktan sonra %0,05 / %0,02
Tripsin-EDTA (PAA, Pasching, Avusturya) soliisyonu ilave edilerek yaklasik 1
dakika %5 CO; iceren inkiibatorde bekletilmistir. Hiicrelerin yiizeyden kalktig1 ters
mikroskopta gozlendikten sonra vakit kaybetmeden yeterli miktarda besiyeri
igerisine alinarak 900 RCF 4 dakika santrifiij edilmis, iist faz vakumla ¢ekildikten
sonra altta kalan hiicreler besiyerinde homojenize edilerek 3 ayr1 T-25 hicre kilttr
kabma (Orange Scientific, Braine-1'Alleud, Belgika) alinarak %35 CO, igeren
atmosferde 37°C’de kiiltiire edilmistir. Bu islemler hiicrelerin biiylime-yapisma
durumlar1 kontrol edilerek ve uygun zamanda pasajlanarak hiicreler 2. pasajda elde

edilmistir.

2.1.4. MTT (Mitokondriyal Toksisite Testi) Yontemi ile Hiicre Canhihk Tayini

MTT stok soliisyon: MTT 5mg/ml olacak sekilde PBS igerisinde ¢6ziildii ve 0,2 mm
filtreden gegirildi.

MTT c¢alisma soliisyonu: MTT stok soliisyonunun DMEM ile 1:10 diliisyonu

hazirlandi.

Kok kanal patlarina DMEM ilave edildigi esnada es zamanli olarak L-929 hucre
stispansiyonu 3.10% hiicre/ml olacak sekilde hazirlanmis ve 96 kuyucuklu hiicre
kilturd plaklarina her bir kuyucuga 100ul olacak sekilde eklenerek hiicre gogalmasi
icin %5 CO; igeren 37°C’lik inkiibatorde 48 saat bekletilmistir. Tiim deney islemleri

4 kez tekrarlanmistir.
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48 saat sonunda kuyucuklardaki deney ortami uzaklastirilarak yerine her bir

kuyucuga 100ul olacak sekilde deney materyali eklenmistir.

Kontrol grubuna ise 100 ul DMEM/F12 ilave edilmistir.

Farkli saatlerdeki sitotoksisiteyi 6l¢ebilmek amaci ile 3 adet 96 kuyucuklu plak (24,

48 ve 72. saatler i¢in) ayr1 ayr1 hazirlanmistir.

24 saat sonunda 24. saat olarak etiketlenen 96 kuyucuklu plak inklbatorden
cikarilarak besiyeri ortamdan uzaklastirilmig, onceden su banyosunda 37°C’ye
1sitilmig PBS ile yikandiktan sonra her bir kuyucuga 100ul DMEM ve 25 pul MTT
calisma soliisyonu (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

ilave edilerek karanlik ortamda 37°C’de 4 saat siire ile bekletilmistir.

Sire bitiminde hicre kilturd plaklarindaki tiim sivilar aspire edilmis ve her bir goze
100 ul DMSO (dimetil siilfoksit, Riedel de Haén, Almanya) ve 12,5 ul glisin
tamponu (0,1 M Glisin, 0,1 M NaCl, pH: 10.5) eklenmistir. Hemen ardindan
spektrofotometrede (Spectramax M2, Molecular Devices, California, ABD) 570
nanometrede absorbanslar1 Sl¢giilmistiir. Bu islemler 48. ve 72. saatler i¢in de ayni

sekilde uygulanmistir. Tiim deney islemleri ve MTT testi dort kez tekrarlanmastir.

2.1.5. istatistiksel Analiz

Her pat ve kontrol grubu igin 4 tekrarli olarak calisilan 24., 48. ve 72. saatlere ait
absorbans degerleri Excel programi kullanilarak 6nce her 4 tekrarin ortalamalari
alinmis, daha sonra patlarin absorbans oOl¢iimlerinden elde edilen her bir deger

kontrolden elde edilen degere boliinerek hiicre canlilik oran1 hesaplanmastir.

Deney sonucunda elde edilen verilerin analizinde IBM SPSS Statistics 19 paket
programi (IBM, New York, ABD) kullanilmistir. Farkli zamanlar i¢in patlar arasinda

farklilik olup olmadigimi test etmek amaciyla parametrik olmayan Kruskal-Wallis
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Testi kullanilmis, analiz sonucunda fark ¢ikan gruplarda farkin kaynagini bulmak
icin LSD (Least Significant Difference) testi uygulanmigtir. Ayrica farkli zamanlar
icin her bir pat ile kontrol grubu arasinda farklilik olup olmadiginmi test etmek
amaciyla Mann-Whitney U Testi kullanilmistir. Farkli patlarin zamana gore
degisiminin anlamli olup olmadigimi test etmek amaciyla ise parametrik olmayan
Friedman Testi kullanilmis, analiz sonucunda fark ¢ikan gruplarda farkin kaynagini

bulmak i¢in LSD testi uygulanmistir.

2.2. Antimikrobiyal Etkinlik Degerlendirmesi

Calismamizin ikinci bdliimii, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibni Sina Hastanesi
Baghekimligi Merkez laboratuvarinda yiriitildi. AH Plus, Tubli Seal EWT,
EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal kok kanal dolgu patlarinin antimikrobiyal
etkileri Enterococcus faecalis Uzerinde, direkt temas test yontemi kullanilarak

incelenmistir.

2.2.1. Bakteri SUspansiyonunun Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan test mikroorganizmasi olan Enterococcus faecalis ATCC
29212 sus’u Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibni Sina Hastanesi Bashekimligi
Merkez laboratuvarindan temin edilmistir. Calisma sirasinda, Enterococcus
faecalis’in Triptik Soy Agar (TSA, Oxoid, ABD) besiyerine ekilerek 18 saatlik
inkiibasyon sonucu elde edilen taze kiiltiirleri kullanilmistir. Bu kiiltiirlerden
McFarland standart cihazi (Phonenix Spec Nephelometer, ABD) (Sekil 2.10)
kullanilarak McFarland 0,5 (1,5x108) olacak sekilde, serum fizyolojik iceren tiiplere

alinarak hazirlanan bakteri siispansiyonu (Sekil 2.11) kullanilmaistir.
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Sekil 2.10. McFarland standart cihazi. Sekil 2.11. Bakteri slispansiyonu.

2.2.2. Direkt Temas Test Yontemi

Direkt temas testi (Sekil 2.12) Weiss ve ark. (1996)’nin yaptigi c¢alismaya goére
yapilmistir. 96 kuyucuklu steril ELISA plaklar kullanilarak bakteriyel biiyiime tespit
edilmistir. 96 kuyucuklu plaklar dikey olarak tutulmus ve kuyucuklar kok kanal
dolgu patlari ile kaplanmistir (Sekil 2.13).

A
Bakteri
k : 1 saat
——
37°C
test
matervali

Sekil 2.12. Direkt temas test yontemi (Weiss ve ark., 1996).
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Sekil 2.13. Kok kanal dolgu patlar1 yerlestirilmis 96 kuyucuklu plak.

Yaklagik 20 dakika beklendikten sonra test materyalleri iizerine mikropipet yardimi
ile 10 pl McFarland standart 0,5 bakteriyel siispansiyonlari eklenmistir. Bakteriyel
siispansiyon likitinin buharlagmasi i¢in 37°C’de 1 saat beklenmistir. Daha sonra 96
kuyucuklu plaklar yatay pozisyona getirilmistir. Grup A’da bakteri ile direkt temasi
saglanan test materyallerinin bulundugu kuyucuklara mikropipet yardimi ile 245 pl
Brain Heart Infuzyon (BHI, Oxoid, ABD) besiyeri eklenmis ve 2 dakika
karistirllmistir. Grup B’de ise i¢inde test materyali olmayan 5 kuyucuga da
mikropipet kullanimi ile 215 pl BHI besiyeri eklenmistir. Grup A’dan g¢ekilen 15 pl
BHI besiyeri alinarak Grup B’ye konulmustur. Boylece her iki grupta da esit
miktarda BHI besiyeri olmasi saglanmistir. Ayrica hem madde varliginda hem de

madde olmadan antimikrobiyal etkinligin degerlendirilmesi saglanmistir.

Test materyali ile kaplanmamis kuyucuklara ayni islemler yapilarak pozitif kontrol
grubu, test materyali ile kapli kuyucuklarda bakteri ekimi yapilmadan ayni islemler

yapilarak da negatif kontrol grubu olusturulmustur.

Daha sonra toplam 18 saat olmak tzere ilk 6 saat ve son 6 saat her saatte bir olmak
tzere spektrofotometrede (Sanofi Diagnostic Pasteur PR 1100 Reader, ABD) (Sekil
2.14) 620 nm dalga boyu kullanilarak 6l¢iim yapilmastir.

Deney Olglimleri tamamlandiktan sonra bakteri eklenmeyen kuyucuklarda
kontaminasyon olmadigini kontrol etmek amaciyla her bir kuyucuktan 6rnek alinarak

agar plaklarina ekim yapilmis ve bakteri iremesi olup olmadigi kontrol edilmistir.
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Sekil 2.14. Spektrofotometre (Sanofi Diagnostic Pasteur PR 1100 Reader).

2.2.3. istatistiksel Analiz

Deney sonucunda elde edilen verilerin analizinde IBM SPSS Statistics 19 paket
programi kullanilmistir. AH Plus, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex, Real
Seal kok kanal dolgu patlar1 ve kontrol grubu arasinda 18 saatlik siire diliminde ilk 6
saat ve son 6 saat farklilik olup olmadigini test etmek amaciyla tek yonlii varyans
analizi (ANOVA), tek yoOnlii varyans analizi sonucunda gruplar arasindaki fark
onemli bulundugunda coklu karsilastirma testlerinden LSD ile karsilagtirmalar

yapilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Sitotoksisite Calismasina Ait Bulgular

Calismamizin birinci boliimiinde AH Plus, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA
Fillapex ve Real Seal kok kanal dolgu patlarinin sitotoksik etkilerinin 24., 48. ve 72.
saatlerdeki incelenmesi sonucunda elde edilen hiicre canlilik oranlari, kok kanal
dolgu patlarina ait ekstraksiyon sivilarinin hiicre kiiltiirleri {izerine uygulanmasindan
sonra MTT testi ile elde edilen optik densitometre degerlerinin, kontrol grubu optik
densitometre degerlerine orani (%) hiicre canlilig1 olarak ifade edilmis ve her grubun
kendi kontrol grubunun hiicre canlilik oranlarinin %100 oldugu kabul edilerek

hesaplamalar yapilmistir.

Calismamizdaki gruplara ait 24., 48. ve 72. saatteki hiicre canlilik oranlarmin
ortalama degerleri (minimum-maksimum) Cizelge 3.1’de verilmis ve grafiksel

ifadesi ise Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. AH Plus, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex, Real Seal kék kanal dolgu
patlarimin 24., 48. ve 72. saatteki hiicre canlilik oranlarmin (%) ortalama degerleri (minimum-
maksimum).

Gruplar 24. Saat 48. Saat 72. Saat

AH Plus 91,93 (81,86-100,08) 99,22 (93,66-103,94) 100,63 (94,12-109,58)
Tubli Seal EWT 55,28 (51,46-58,16) 53 (37,85-62,91) 70,39 (66,74-72,98)
EndoREZ 53,83 (51,45-57,07) 55,82 (51,58-63,1) 66,62 (62,79-71,93)
MTA Fillapex 55,9 (54,42-56,92) 46,77 (38,53-57,49) 66,98 (59,62-78,44)
Real Seal 52,12 (46,7-57,16) 43,63 (35,45-53,72) 60,92 (56,35-65,11)
Kontrol 100 (98,18-101,94) 100 (93,95-104,75) 100 (88,3-105,95)
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Sekil 3.1. 24. 48. ve 72. saatteki kontrol grubuna gore degisik patlardaki hiicre canlilik oranlarinin
grafiksel ifadesi.

Mosmann (1983) deney materyali uygulandiktan sonraki hiicre canliligi oranina gore
sitotoksik etkiyi asagidaki skala ile derecelendirmistir:

- %90 ve lizeri hiicre canlilig1 varligt — sitotoksik degil

- %60-90 arasi hiicre canliligi varhigi  — hafif derecede sitotoksik

- %30-59 arasi hiicre canliligi varlignt — orta derecede sitotoksik

- %30 ve alt1 hiicre canliligi varligt ~ — siddetli derecede sitotoksik

Calismamizda bu smiflama esas alinarak elde edilen hiicre canlilik oranlarina gore

kok kanal dolgu patlarinin sitotoksisite dereceleri Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Buna gore; 24 ve 48 saatlik degerlendirmede AH Plus’in sitotoksik olmadigi, Tubli
Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal kok kanal dolgu patlarinin orta
derecede sitotoksik oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.2).

72 saatlik degerlendirmede ise AH Plus’in sitotoksik olmadigi, Tubli Seal EWT,
EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal kok kanal dolgu patlarinin hafif derecede
sitotoksik oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.2).



58

Cizelge 3.2. Mosmann (1983)’1n skalasina gére AH Plus, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex,
Real Seal kok kanal dolgu patlarmin sitotoksisite degerleri.

24. Saat 48. Saat 72. Saat
AH Plus Sitotoksik Degil Sitotoksik Degil Sitotoksik Degil
Tubli Seal EWT Orta Orta Hafif
EndoREZ Orta Orta Hafif
MTA Fillapex Orta Orta Hafif
Real Seal Orta Orta Hafif

Caligmamizdaki deney gruplarina ait hiicre canlilik oranlarindan elde edilen ortalama
degerler ile kontrol grubu arasindaki fark Mann-Whitney U testi, kok kanal dolgu
patlarinin kendi aralarindaki fark ise Kruskal-Wallis testi ile istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Buna gore; uygulanan Mann-Withney U testi sonucunda 24 saatlik degerlendirme
periyodunda kontrol grubu ile AH Plus grubu arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamastir (p>0,05). Ancak kontrol grubu ile Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA
Fillapex ve Real Seal gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir

(p<0,05) (Cizelge 3.3).

Uygulanan Kruskal-Wallis testi sonucunda ise 24 saatlik degerlendirmede bu
calismada kullanilan kok kanal dolgu patlar1 arasinda canli hiicre oranlari
bakimindan anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Buna goére; AH Plus
grubundaki canli hiicre oran1 diger tiim kok kanal dolgu patlar1 gruplarindan anlaml

derecede daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. 24. saatteki kontrol grubuna gore kok kanal dolgu patlarinin canli hiicre oranlart
kargilagtirmasi.

Pat AH Plus | Tubli Seal EWT | EndoREZ | MTA Fillapex | Real Seal P
AH Plus - * * * *

Tubli Seal EWT * -

EndoREZ * - 0,029*
MTA Fillapex * -

Real Seal * -

Kontrol 0,083 0,021** 0,021** 0,021** 0,021**

*: p<0,05; **:p<0,05

48. saat sonuglari i¢in, uygulanan Mann-Withney U testi sonucunda kontrol grubu ile
AH Plus grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05). Ancak
kontrol grubu ile Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05) (Cizelge 3.4).

Uygulanan Kruskal-Wallis testi sonucunda 48 saatlik degerlendirmede bu ¢aligmada
kullanilan kok kanal dolgu patlar1 arasinda canli hiicre oranlar1 bakimindan anlaml
bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Buna gore; AH Plus grubundaki canli hiicre
orani diger tiim kok kanal dolgu patlar1 gruplarindan anlamli derecede daha yiiksektir

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. 48. saatteki kontrol grubuna gore degisik patlardaki canli hiicre oranlar1 kargilastirmast.

Pat AH Plus | Tubli Seal EWT | EndoREZ | MTA Fillapex | Real Seal p
AH Plus - * * * *

Tubli Seal EWT * -

EndoREZ * - 0,017*
MTA Fillapex * -

Real Seal * -

Kontrol 0,773 0,021** 0,021** 0,021** 0,021**

*: p<0,05; **:p<0,05

72 saatlik degerlendirme sonuglari i¢in, uygulan Mann-Withney U testi sonucunda
kontrol grubu ile AH Plus grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0,05). Ancak kontrol grubu ile Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve




60

Real Seal gruplart arasinda anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05) (Cizelge
3.5).

Uygulanan Kruskal-Wallis testi sonucunda 72 saatlik degerlendirmede ¢alismada
kullanilan kok kanal dolgu patlar1 arasinda canli hiicre oranlari bakimindan anlaml
bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Buna gore; AH Plus grubundaki canli hiicre
oran1 diger tiim kok kanal dolgu patlart gruplarindan anlamli derecede daha
yiiksektir. Ayrica Tubli Seal EWT grubundaki canli hiicre oran1 Real Seal grubundan
anlamli derecede daha yiiksektir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. 72. saatteki kontrol grubuna gore degisik patlardaki canli hiicre oranlar1 kargilastirmast.

Pat AH Plus | Tubli Seal EWT | EndoREZ | MTA Fillapex | Real Seal p
AH Plus - * * * *

Tubli Seal EWT * - *

EndoREZ * - 0,010*
MTA Fillapex *

Real Seal * * -

Kontrol 1,000 0,021** 0,021** 0,021** 0,021**

*: p<0,05; **:p<0,05

Calismamizda kullanilan her bir kok kanal dolgu patinin farkli zaman
periyotlarindaki sitotoksik etkisinin istatistiksel degerlendirilmesinde Friedman testi

kullanilmistir.

AH Plus kok kanal dolgu pati sonuglart i¢in; uygulanan Friedman testi sonucunda
24., 48. ve 72. saatlerdeki Olgiimler arasinda kontrol grubuna gore canli hiicre

oranlar1 bakimindan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05) (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. AH Plus grubuna ait 24, 48, ve 72 saatlik degerlendirmede kontrol grubuna gére canli
hiicre oranlar karsilagtirmasi (Friedman Testi).

Zaman 24. Saat 48. Saat 72. Saat p
24. Saat -

48. Saat - 0,472*
72. Saat -

*p>0,05

Tubli Seal EWT kok kanal dolgu pati sonuglar i¢in; uygulanan Friedman testi
sonucunda 24., 48. ve 72. saatlerdeki 6l¢iimler arasinda kontrol grubuna gore canli
hiicre oranlar1 bakimindan anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Buna gore;
72. saatteki kontrol grubuna gore canli hiicre oram1 24. ve 48. saatteki kontrol

grubuna gore canli hiicre oranindan anlamli derecede daha yuksektir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Tubli Seal EWT grubuna ait 24, 48, ve 72 saatlik degerlendirmede kontrol grubuna gére
canli hiicre oranlar1 karsilastirmasi (Friedman Testi).

Zaman 24. Saat 48. Saat 72. Saat P
24. Saat - *

48. Saat - * 0,039*
72. Saat * * -

*: p<0,05

EndoREZ kok kanal dolgu pat1 sonuglari i¢in; uygulanan Friedman testi sonucunda 3
farkli zaman periyodundaki Olglimler arasinda kontrol grubuna gore canli hiicre
oranlar1 bakimindan anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Buna
gore; 72. saatteki kontrol grubuna goére canli hiicre oram1 24. ve 48. saatteki kontrol

grubuna gore canli hiicre oranindan anlamli derecede daha yiiksektir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. EndoREZ grubuna ait 24, 48 ve 72 saatlik degerlendirmede kontrol grubuna gore canli
hiicre oranlar1 karsilagtirmasi (Friedman Testi).

Zaman 24, Saat 48. Saat 72. Saat P
24. Saat - *

48. Saat - * 0,039*
72. Saat * * -

*: p<0,05
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MTA Fillapex kok kanal dolgu pati sonuglari i¢in; uygulanan Friedman testi
sonucunda 24., 48. ve 72. saatlerdeki Ol¢iimler arasinda kontrol grubuna gore canli
hiicre oranlar1 bakimindan anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Buna gore;
72. saatteki kontrol grubuna goére canli hiicre oran1 24. ve 48. saatteki kontrol

grubuna gore canli hiicre oranindan anlamli derecede daha yiiksektir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. MTA Fillapex grubuna ait 24, 48 ve 72 saatlik degerlendirmede kontrol grubuna gore
canli hiicre oranlar1 kargilagtirmasi (Friedman Testi).

Zaman 24, Saat 48. Saat 72. Saat P
24. Saat - *

48. Saat - * 0,039*
72. Saat * * -

*: p<0,05

Real Seal kok kanal dolgu pat1 sonuglari i¢in; uygulanan Friedman testi sonucunda
24., 48., ve 72. saatlerdeki Olclimler arasinda kontrol grubuna gore canli hiicre
oranlar1 bakimindan anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Buna gore; 72.
saatteki kontrol grubuna gore canli hiicre oran1 24. ve 48. saatteki kontrol grubuna
gore canli hiicre oranindan anlamli derecede daha yiiksek ayrica 48. saatteki kontrol
grubuna gore canli hiicre oran1 24. ve 72. saatteki kontrol grubuna gore canli hiicre

oranindan anlamli derecede daha diisiiktiir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. Real Seal grubuna ait 24, 48 ve 72 saatlik degerlendirmede kontrol grubuna gore canli
hiicre oranlar1 karsilagtirmasi (Friedman Testi).

Zaman 24. Saat 48. Saat 72. Saat P
24. Saat - * *

48. Saat * - * 0,018*
72. Saat * * -

*: p<0,05

3.2. Antimikrobiyal Etkinlik Calismasina Ait Bulgular

AH Plus, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal kok kanal dolgu
patlarinin Enterococcus faecalis Uzerindeki antimikrobiyal etkilerini, direkt temas
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testiyontemi kullanarak inceledigimiz ¢aligmamizin ikinci boliimiinde Enterococcus
faecalis ile direkt temas1 saglanan kok kanal dolgu maddelerinin bakteriyel biiyiime
Uzerine etkisi spektrofotometre cihazi ile toplam 18 saatlik periyodun 1-6 ve 13-18
saatlik periyotlarinda her bir periyotta 6 Olcim olmak Uzere, her bir pat igin
hazirlanmis 3 kuyucuktan elde edilen toplam 36 6l¢iim ile degerlendirilmistir. Kok
kanal dolgu patlarinin spektrofotometre ile elde edilen optik densitometre degerleri
(Grup A pat varliginda, Grup B pat olmadan) kontrol grubu ile istatistiksel olarak tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak karsilagtirilmistir.

1-6 saatler arasinda Grup A’ya ait optik densitometre degerleri ortalamalar1 Cizelge

3.11°de, grafik olarak ifadesi ise Sekil 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.11. Grup A; 1-6 saat aras1 OD ortalama degerleri (+ SD) (ANOVA).

Patlar OD Ortalamalar: (SD)
AH Plus 0,060,002 (a)**

Tubli Seal EWT 0,060,002 (a)
EndoREZ 0,060,011 (a)

MTA Fillapex 0,06+0,016 (a)

Real Seal 0,100,020 (b)

Kontrol 0,12+0,096 (b)

P 0,000*

*p<0,05; **ayni siitunda farkl: harfler tasiyan gruplar arasindaki fark anlamlidur.

1-6 saatler arasinda Grup A i¢in; kok kanal dolgu patlar1 ve kontrol grubu arasinda
anlaml farklilik gortilmektedir (p<0,05). Kontrol grubu optik densitometre degerleri
ortalamast AH Plus, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex’ ten anlaml
derecede daha yiksektir. Ayrica Real Seal kok kanal dolgu patina ait optik
densitometre degerleri ortalamasi diger 4 kok kanal dolgu patlarinin optik
densitometre degerleri ortalamasindan anlamli derecede daha yiiksektir (Cizelge
3.11). Real Seal kok kanal dolgu pat1 harig, bu calismada kullanilan kék kanal dolgu

patlart ilk 6 saatlik siire sonunda antimikrobiyal etkinliklerini stirdiirmiislerdir.
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Sekil 3.2. Grup; A 1-6 saat arasi1 optik densitometre degerleri.

13-18 saatler arasinda Grup A’ya ait optik densitometre ortalamalar1 Cizelge 3.12°de,

grafik olarak ifadesi ise Sekil 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.12. Grup A, 13-18 saat aras1 OD ortalama degerleri (= SD) (ANOVA).

Patlar OD ortalamalar: (SD)
AH Plus 0,060,002 (a)**
Tubli Seal EWT 0,130,153 (b)
EndoREZ 0,07+0,018 (a)

MTA Fillapex 0,07+0,021 (a)

Real Seal 0,59+0,148 (c)

Kontrol 0,590,042 (c)

P 0,000*

*p<0,05; **ayni siitunda farkli harfler tastyan gruplar arasindaki fark anlamlidir.

13-18 saatler arasinda Grup A i¢in; kok kanal dolgu patlar1 ve kontrol grubu arasinda
anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05). Kontrol grubuna ait optik densitometre
degerleri ortalamast AH Plus, Tubli Seal EWT, EndoREZ ve MTA Fillapex’in optik
densitometre degerleri ortalamasindan anlamli derecede daha yiiksektir. Real Seal
kok kanal dolgu patina ait optik densitometre degerleri ortalamasi diger 4 kok kanal
dolgu patlarinin optik densitometre degerleri ortalamasindan anlamli derecede daha

yiiksektir. Tubli Seal EWT kok kanal dolgu patinin optik densitometre degerleri
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ortalamast AH Plus, EndoREZ ve MTA Fillapex’in optik densitometre degerleri
ortalamasindan anlamli derecede daha yiiksektir. AH Plus, EndoREZ, MTA Fillapex
18. saatin sonunda antimikrobiyal etkinligini devam ettirirken, Tubli Seal EWT 14.
saatin sonunda antimikrobiyal etkisini kaybetmeye baslamistir. Real Seal kok kanal

dolgu pat1 ise bu zaman diliminde herhangi bir antimikrobiyal etki gostermemistir

(Cizelge 3.12).
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Sekil 3.3. Grup A; 13-18 saat aras1 optik densitometre degerleri.

1-6 saatler arasinda Grup B’ ye ait optik densitometre ortalamalar1 Cizelge 3.13’te

grafik olarak ifadesi ise Sekil 3.4’te gosterilmistir.

Cizelge 3.13. Grup B; 1-6 saat aras1 OD degerleri ortalamasi (= SD) (ANOVA).

Patlar OD Ortalamalar1 (SD)
AH Plus 0,05+0,004 (a)**

Tubli Seal EWT 0,050,002 (a)
EndoREZ 0,050,001 (a)

MTA Fillapex 0,06+0,002 (a)

Real Seal 0,06+0,004 (a)

Kontrol 0,12+0,096 (b)

P 0,000*

*p<0,05; **ayni siitunda farkli harfler tastyan gruplar arasindaki fark anlamlidir.
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1-6 saatler arast Grup B icin; kok kanal dolgu patlart ve kontrol grubu optik
densitometre degerleri ortalamalar1 arasinda anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05).
Kontrol grubu optik densitometre degerleri ortalamasi AH Plus, Tubli Seal EWT,
EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal’in optik densitometre degerleri
ortalamasindan anlamli derecede daha yiiksektir. Ilk 6 saat igin ¢alismamizda
kullandigimiz kok kanal dolgu patlar1 antimikrobiyal etkinlik gostermislerdir
(Cizelge 3.13).
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Sekil 3.4. Grup B; 1-6 saat aras1 optik densitometre degerleri.

13-18 saatler aras1t Grup B optik densitometre degerleri ortalamasi1 Cizelge 3.14’te,

grafik olarak ifadesi ise Sekil 3.5’te gosterilmistir.

Cizelge 3.14. Grup B; 13-18 saat aras1 OD degerleri ortalamasi (+ SD) (ANOVA).

Patlar OD Ortalamalari (SD)
AH Plus 0,6940,046 (a)**

Tubli Seal EWT 0,730,030 (a)
EndoREZ 0,71+0,074 (a)

MTA Fillapex 0,730,050 (a)

Real Seal 0,70+0,047 (a)

Kontrol 0,59+0,042 (b)

P 0,000*

*p<0,05; **ayni siitunda farkli harfler tastyan gruplar arasindaki fark anlamlidir.
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13-18 saatler aras1 Grup B icin; kok kanal dolgu patlar1 ve kontrol grubu optik
densitometre degerleri arasinda anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05). Kontrol
grubuna ait optik densitometre degerleri ortalamasi diger tiim kok kanal dolgu
patlarinin optik densitometre degerleri ortalamasindan anlamli derecede daha
diisiiktiir. Son 6 saatlik zaman periyodunda bu ¢alismada kullanilan kék kanal dolgu
patlar1 antimikrobiyal etkinliklerini kaybetmislerdir (Cizelge 3.14).

0,8

0,75

o
~

o
(=]

/\' ~
0,55

Optik Densitometre (nm)
o
(=)
wul

e
a,5 T T T T T 1
13.Saat 14.Saat 15.5aat 16.5aat 17.5aat 18.5aat
Zaman (saat)
=¢=AH Plus =@=TubliSeal EWT ==r=EndoREZ
== MTA Fillapex —f=PReal Seal =0 Kontrol

Sekil 3.5. Grup B; 13-18 saat aras1 optik densitometre degerleri.
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4. TARTISMA

Kok kanal tedavisinin amaci, ¢iiriik veya travma gibi etiyolojik nedenlerle canliligini
kaybetmis veya irreversible pulpitis gelisen dislerde, periapikal dokularda ideal ¢evre
sartlar1 yaratilarak disin uzun yillar boyunca agizda fonksiyon gormesini saglamaktir.
Bu tedavilerde kok kanal aletleri ve yikama soliisyonlar1 kullanilarak yapilan
kemomekanik preparasyon ile bakterilerin eliminasyonu, pulpa doku artiklari ve
debrislerin uzaklastirilmasi saglanir. Kok kanallarinin doldurulmasi agamasinda ise,
ideal iyilesme kosullar1 olusturularak, periapikal dokularn biitiinligiinii ve apikal
bolgenin biyolojik olarak tikanmasini saglayacak Ozellikte kok kanal dolgu

maddelerinin kullanilmasi amaglanir (Grossman, 1982, s.:297).

Kok kanallarinin doldurulmasi sathasinda kullanilan kok kanal dolgu patlarinin
Ozellikleri tedavinin basarisini etkileyen onemli faktorlerden birisidir. Bu nedenle
kok kanal dolgu patlarinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri ¢ok sayida

arastirmanin konusu olmustur.

Endodontik dolgu materyaleri dogrudan canli dokularla iliskide oldugundan, bu
materyallere karsi olusabilecek doku cevabi dnemlidir. Toksik reaksiyona ve doku
nekrozuna neden olabilecek kanal dolgu patlar1 doku iyilesmesine engel oldugu gibi
endodontik tedavinin basarisini da etkileyecektir (Mollay ve ark., 1992; Economides

ve ark., 1995).

Iyi bir kanal dolgu pat1 biyolojik olarak uyumlu olmalidir ve periradikiiler dokular

tarafindan iyi tolere edilmelidir (Economides ve ark., 1995).

Kok kanallariin kompleks bir anatomik yapiya sahip olmasi nedeni ile, kanal
icerisinde bulunan mikroorganizmalarin ve toksinlerinin biyomekanik preparasyonla
uzaklagtirilmalari her zaman tamamen miimkiin olmayabilir (Peters ve ark., 1995).
Ayrica baz1 mikroorganizmalarin dentin tiibiillerinde ilerleme kabiliyetinde olmalar1

nedeniyle  kanal icerisinde wulasilamayan  bolgelerde  zorunlu anaerob
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mikroorganizmalar canliliklarini koruyarak patojenitelerini devam ettirmektedirler
(Portenier ve ark., 2003). Bu nedenlerden dolayi, kok kanal tedavisinde kullanilan
kok kanal dolgu maddelerinin antibakteriyel etkiye sahip olmalar1 genel olarak

istenilen bir 6zelliktir.

Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda, endodontik tedavilerde kullanilan materyallerin
periapikal dokular Uzerinde sitotoksik, genotoksik, karsinojenik ve mutajenik
etkilerinin bulunabildigi bildirilmistir (Huang ve ark., 2002a, Huang ve ark., 2002b;
Hauman ve Love, 2003; Lin ve ark., 2004).

Bu nedenle ¢alismamizda AH Plus ile nispeten daha yeni kok kanal dolgu patlar
olan Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal’in sitotoksik etkilerini
ve agiz florasinda sikga rastladigimiz mikroorganizma olan Enterococcus faecalis

tizerindeki antimikrobiyal etkinlikleri degerlendirilmistir.

Bir materyalin biyolojik karakterini belirleyen birgok parametre vardir. Bunlara
ornek olarak materyalin bilesimi, ¢dziinen bilesenleri, donma Ozellikleri, donmus
patin stabilitesi ve kanal dolgu pati ile komsu yumusak ve sert dokular arasindaki
ylizey temas alani verilebilir (Barbosa ve ark., 1993; Schwarze ve ark., 2002a).
Ayrica yapilan bir ¢aligma antimikrobiyal bir ajanin etkinligini ve biyouyumlulugunu
belirleyen en 6nemli faktorlerin konsantrasyonu ve konak dokulari ile temas siiresi
oldugunu belirtmistir (Komissarova ve ark., 2005). Arastirmacilar endodontik
tedaviler sirasinda kullanilan kanal dolgu patlarmin canli periapikal dokular ile
temasta olacagin1 ve bu materyallerin dokulara biyouyumlu olmamasi halinde
periapikal bolgelerdeki hiicreler iizerinde stres olusturarak, hiicrelerin yapisinda,
proliferasyonunda, adezyonunda, enzim sistemlerinde dejenerasyonlarin meydana
gelmesine neden olacagini vurgulamislardir (Schwarze ve ark., 2002a; Lin ve ark.,
2004; Kumar ve ark., 2005, s.: 4-18). Schwarze ve ark.” lar1 (2002a, 2002b)
periapikal bolgeye tasan, yeni donmaya baglamis kanal dolgu patlarindan salinan
bilesiklerin  varolan  periapikal lezyonun 1iyilesmesine olumsuz etkide
bulunabileceklerini  veya yeni bir periapikal enflamasyon olusumunu

indiikleyebileceklerini belirtmislerdir.
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Biyouyumlu bir kanal dolgu pati1 yaralanmis dokularin tamirini stimiile etmeli ve
doku tamirini engellememelidir (Granchi ve ark., 1995; Guigand ve ark., 1999;
Huang ve ark., 2002a). Ozellikle son yillarda endodontik tedavilerde kullanilan kanal
dolgu patlarinin biyouyumlulugunu degerlendiren ¢alismalarin sayisit artmistir
(Guigand ve ark., 1999; Melegari ve ark., 2006; Willershausen ve ark., 2011; Bin ve
ark., 2012). Calismalarda kanal dolgu patlarinin biyouyumluluklari; hiicre kiiltiird,

hayvan caligmalar1 ve klinik arastirmalarla degerlendirilmistir.

ISO 10993 standartlarina (1998) goére bir materyalin sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin hiicre kiiltiirii diizeyinde arastirilmasi gerekmektedir. Ancak hiicre kiiltiirti
caligmalarinda, in vivo sartlarda oldugu gibi diger tip hiicrelerle iliski ve etkilesim
s6z konusu degildir. Bu nedenle konak cevabini tam olarak yansitmayabilirler

(MacDonald, 1998, s.: 149-180; Wigley, 1998, s.:1-26; Guigand ve ark., 1999).

Hiicre kiiltlirii calismalari, endodontik tedavilerde kullanilan materyallerin hiicresel
yanitlarin1 belirleyebilmek ve biyouyumluluklarini degerlendirebilmek amaciyla
kullanilan in vitro test yontemleridir (Rappaport ve ark., 1964, Keresztesi ve Kellner,
1966). Bir¢ok arastirmaci, ¢esitli amaglarla kullanilan biyomateryallerin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 ile degerlendirmenin hayvan
calismalarina veya klinik ¢aligmalara gore bazi tistiinliikleri oldugunu belirtmektedir
(Geurtsen ve Leyhausen, 1997; Cartwright ve Shah, 1998, s.:57-91). Cartwright ve
Shah (1998), hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda sitotoksik ve genotoksik etkilerin, pek ¢cok
fiziko-kimyasal ve fizyolojik degiskenlerden uzak olarak incelenebildigini
bildirmislerdir. Bu testler sirasinda, 1s1, pH, osmotik basing, oksijen ve karbondioksit
tansiyonu gibi ¢evre sartlar1 da kontrol altindadir. Freshney (1990) de, hiicre kiiltiirii
caligmalarinin, hayvan caligmalarina goére daha ucuz ve tekrarlanabilir oldugunu,
ayrica hiicrelerin davraniglarinin kompleks organizma etkilesimleri olmadan, kontrol

altindaki kosullarda inceleme firsati sundugunu belirtmistir.

Yukarida ifade edilen nedenlerle cesitli kok kanal dolgu patlarin sitotoksik

etkilerini inceledigimiz ¢alismamizda da hiicre kiiltiirli yontemi tercih edilmistir.
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Kanal dolgu patlarmin sitotoksik etkilerini hiicre kiiltlirii diizeyinde arastiran
caligmalarda farkli primer/diploid ve devamli hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Calismalarda siklikla kullanilan devamli hiicre hatlari; L-929 fare derisi fibroblasti
(Ersev ve ark., 1999; Telli ve ark., 1999; Cohen ve ark., 2000; Miletic ve ark., 2000),
3T3 fare fibroblasti (Leyhausen ve ark., 1999; Schwarze ve ark., 2002a; Schwarze ve
ark., 2002b), V79 ¢in hamster hiicreleri (Scweikl ve Schmalz, 2000; Huang ve ark.,
2002a; Miletic ve ark., 2003), Vero hucreleri ve Hela servikal kanser hicreleri
(Miletic ve ark., 2000) dir.

Hiicre kiltiirii ¢alismasinda kullanilmak {izere segilen hiicre tipi, toksisitesinin
belirlenmesi amaglanan materyalin kullanim sahasi ile iliskili olarak secilmelidir
(Hensten-Pettersen ve Helgeland, 1977). Schedle ve ark. (1995) ve Taira ve ark.
(2000) dental materyallerin sitotoksisitelerinin belirlenmesinde hiicre tipleri
icerisinde en duyarli ve giivenilir sekilde kullanilabilecek hiicre kiiltiirii ortaminin L-
929 fare fibroblastlari oldugunu belirtmislerdir. ISO 10993-5 (1999) sitotoksisite
testleri, in vitro yontemler standartlarina gore; in vitro calismalarda dental
materyallerin sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda standart olarak L-929 ya da Balb/

3T3, WI38 gibi hiicre tipi kiiltiirlerinin kullanilmasin1 6nermektedir.

Selden ve arkadaglar1 (1997) pulpadan elde edilen hiicrelerin, dis hekimliginde
kullanilan materyallerin sitotoksisite degerlendirmelerinde, fare fibroblastlarindan
farkli hassasiyet gosterdigini bildirmislerdir. Pulpadan elde edilen hiicreler, kisith
miktarda elde edilebilmeleri, standartize edilememeleri, uzun siire isleme tabi
tutulduklarinda protein ekspresyon modellerinde degisiklikler gostermeleri gibi
olumsuz bazi 6zelliklere sahiptirler (Schmalz ve ark., 2001b). Pulpadan elde edilen
hiicrelerin, kabul edilebilir olmasi i¢in, kolay islenmeleri, materyallere karsi
gosterdikleri etkilerin, tekrar testlerde de goriilebilmesi gerektigi bildirilmistir (van
Wyk ve ark., 2001). Farkli bireylere ait diglerden elde edilen hiicreler ayni1 tip olsa
bile kiiltiir islemi esnasinda farkli reaksiyonlar verebilirler. Moule ve Bartold (1995)
pulpa fibroblast hiicreleri ile yaptiklar1 bir ¢alismada, pulpadan alinan hiicrelerin
alindig1 kisilerin yasi, kaynagi ve pasaj sayist ayni olsa bile farkli reaksiyonlar

verebileceklerini belirtilmislerdir.
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Bu nedenle ¢alismamizda L-929 fare fibroblastlar1 tercih edilmistir. Bu hicreler,
tireme yeteneklerinin daha gelismis olmasi ve deney kosullarina daha dayanikli
olmalar1 nedeni ile in vitro sitotoksisite calismalarinda sik¢a kullanilmaktadir
(Torabinejad ve ark., 1995b; Osorio ve ark., 1998; Sletten ve Dahl, 1999; Haglund ve
ark., 2003; Cao ve ark., 2005).

Sitotoksisite c¢aligsmalarinda giiniimiize kadar pek c¢ok iIn vitro test yontemi
kullanilmistir. Bizim g¢alismamizda hiicre canlilifinin 6lgiilmesi i¢in bu testlerden
biri olan MTT testi kullanilmistir. MTT testi 1983 yilinda Mosmann tarafindan
gelistirilmistir.  Bu test yoOntemi, memeli hiicrelerinin canliliginin  ve
proliferasyonunun 6l¢iilmesi i¢in kullanilan kolorimetrik bir test yontemidir ve bunu
canli hiicrelerin metabolik aktivitelerindeki degisimleri belirleyerek tayin eder. Ayni
zamanda bu yontem sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
enzimatik test yontemlerinden birisidir (Ferrari ve ark., 1990; Wataha ve ark., 1992).
MTT ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphentyltetrazolium bromide] testi, canlt
hlicrelerin mitokondrilerinden salinan dehidrogenaz enziminin sar1 renkteki suda
cozlnebilen tetrazolyum tuzunun (MTT) mor formazan (1-[4,5-dimetiltiazol-2-
difenil formazan) boyasina rediiksiyonuna dayanmaktadir. Olusan formazan
kristallerinin miktar1 direkt olarak hucrelerdeki mitokondrial enzim aktivitesini
gostermektedir. Bu yontem, biyouyumluluk testleri igerisinde, hizli sonu¢ alinmasi
ve hassas olmasinin yani sira materyallerin diisiik diizeydeki toksisitelerinin dahi
degerlendirilmesine olanak saglamasi nedeniyle en guvenilir testlerden biri olarak
kabul edilmektedir (Ferrari ve ark., 1990; Wataha ve ark., 1992). MTT testi pek ¢ok
aragtirmaci tarafindan tercih edildiginden elde edilen bulgularin karsilastirilabilmesi

gibi bir avantaj da saglar.

Hicre Kkultlrii calismalarinda  farkli  ekstraksiyon siireleri, materyallerin
sitotoksisitelerinin incelenmesi bakimindan énemlidir (Huang ve Chang, 2002). Kok
kanal dolgu patlarinin dokulara direkt temasi kadar bu materyallerden salinan
komponentlerin de periodonsiyuma hasar verebilecegi bilindiginden bu materyallerin
ekstraksiyon sivilarinin da test edilmesi gereklidir (Takahara ve ark., 1990; Geurtsen

ve Leyhausen, 1997; Geurtsen ve ark., 1998). Bu nedenle ¢alismamizda AH Plus,
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Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex, Real Seal kok kanal dolgu patlarinin L-
929 hiicre kiiltiiriinde sitotoksisitelerinin degerlendirilmesinde materyallerin 24, 48

ve 72 saatlik ekstraksiyon sivilari incelenmistir.

Calismamizdaki deney gruplarina ait ekstraksiyon sivilarinin hiicre kiiltiirleri tizerine
tatbikinden sonraki MTT testi ile elde edilen optik densitometre degerlerinin, kontrol
grubu optik densitometre degerlerine orani (%) hiicre canlilig olarak ifade edilmis ve
her grubun kendi kontrol grubunun hiicre canlilik oranlarinin %100 oldugu kabul

edilerek hesaplamalar yapilmistir.

Mosmann (1983)’1n siiflamasina gore, ¢calismamiz sonucunda elde edilen veriler
degerlendirildiginde 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde AH Plus kok kanal
dolgu patinin sitotoksik etki gostermedigi gdzlenmistir. Calismamizda kullandigimiz
diger kok kanal dolgu patlar1 olan Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve
Real Seal ise 24 ve 48 saatlik zaman dilimlerinde orta derecede sitotoksisite

gosterirken, 72 saatlik zaman diliminde hafif derecede sitotoksisite gostermislerdir.

Bu c¢alismadaki MTT testi sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildiginde; 24, 48
ve 72 saatlik siirelerde hiicre canlilik oranlar1 agisindan Tubli Seal EWT, EndoREZ,
MTA Fillapex, Real Seal gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmezken AH Plus

grubunun diger deney gruplarindan daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir.

Calismamizdaki her bir kok kanal dolgu pati1 i¢in 24. saatten 72. saate kadar olan
zamana bagl hiicre canlilik oranindaki degisim degerlendirildiginde; AH Plus her 3
zaman periyodunda da sitotoksik etki gostermemistir. Tubli Seal EWT, EndoREZ,
MTA Fillapex kok kanal dolgu patlarinin sitotoksik etkileri ise 72. saatte dnemli
Ol¢iide azalirken, Real Seal 48. saatte en yiiksek sitotoksik etkiye sahip olmustur.

Yapilan literatiir arastirmasinda, AH Plus, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA
Fillapex ve Real Seal kok kanal dolgu patlar ile ilgili sitotoksite ¢alismalarinda,

farkli toksisite degerleri bildirilmistir.
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Leyhausen ve arkadaslart (1999), AH Plus kok kanal dolgu patinin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini iki farkli hiicre dizini (primer insan periodontal Isgament
fibroblasti, devamli 3T3 hiicreleri) ve dort farkli yontemle (prokaryotik umu testi,
Okaryotik DNA sentezi inhibisyon testi, alkalin filtre ellisyon testi, Ames testi)
degerlendirmislerdir. AH Plus kok kanal dolgu patinin genotoksik ve sitotoksik etkisi
olmadig1 sonucuna varmiglardir. AH Plus’in sitotoksik etkisi degerlendirildiginde bu
calismada bizim kullandigimiz hiicre tipi ve analiz yontemi kullanilmamasina
ragmen sonuglar caligmamizla paralellik gdéstermektedir. Leyhausen ve arkadaslari
AH Plus’ m sitotoksik etkiye sahip olmamasini yapisinda bulunan ve sivilarda
coziinebilen sitotoksik kompanentlerinin az miktarda salinmasina baglamiglardir.
Bizim ¢alismamizda da patlarin ekstraksiyon sivilarmin kullanildigi géz Oniine

alindiginda AH Plus’ insitotoksik etkisinin olmamasi bu durumla agiklanabilir.

Dartar-Oztan ve arkadaslar1 (2003), AH Plus va Roekoseal kanal patlarinin
sitotoksisitelerini L-929 hiicreleri tizerinde 24, 48 ve 72 saat sure ile karsilagtirdiklari
caligmalarinda, her iki pat arasinda istatistiksel olarak fark olmadigini belirtmislerdir.
AH Plus ve RoekoSeal kok kanal dolgu patlar1 her 3 zaman periyodunda da
istatistiksel olarak anlamli bir toksisite degeri gostermemislerdir. Bu ¢alisma AH
Plus’in sitotoksisite gostermemesi yoOniinden bizim calismamizin sonuglarini

desteklemektedir.

Cohen ve arkadaslarinin (2000) agar diflizyon test yontemini kullanarak yaptiklari
calismada, AH Plus kok kanal dolgu pati siddetli sitotoksik bulunmustur. Sonuglar
arasindaki bu farkliliin deney metotlarinin farklihigindan kaynaklandigim
diistinmekteyiz. Agar difiizyon testinde materyal agarin iizerine yerlestirilerek
beklenip degerlendirme yapilirken, bizim ¢alismamizda once materyal ekstrakti elde

edilmis ve bu ekstrakt kullanilmigtir.

Camps ve About (2003)’un AH Plus, Cortisomol ve Sealapex kok kanal dolgu
patlarmin sitotoksistelerini L-929 fare derisi fibroblasti kullanarak, MTT analiz
yontemi ile degerlendirdikleri ¢alismada AH Plus’in sitotoksik etkisi olmadigini

bildirerek calismamiz bulgularina benzer sonuglar elde etmislerdir.
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Azar ve arkadaglar1 (2000) yaptiklar1 ¢alismada AH Plus, AH 26 ve ¢inko oksit
ojenol igerikli bir kok kanal dolgu patini sitotoksisite yoniinden insan gingival
fibroblast1 kullanarak degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda AH 26 ve ¢inko oksit
Ojenol igerikli kok kanal dolgu pati sitotoksik bulunurken, AH Plus sadece
karistirildiktan sonraki 4 saat sitotoksik etki gostermis, ilerleyen zamanda bu etkisini

kaybetmistir. Bu ¢calisma bizim bulgularimizi desteklemektedir.

Yapilan literatiir arastirmasinda Tubli Seal EWT kok kanal dolgu patina ait
sitotoksisite ¢alismasina rastlanmamuistir. Bizim ¢alismamiz sonucunda Tubli Seal
EWT orta ve hafif derecede sitotoksik bulunmustur. Bu sitotoksisite kok kanal dolgu
patinin igeriginde bulunan 6jenolden kaynaklanmis olabilir. Cinko oksit ve §jenol
kanistirildiginda selasyon reaksiyonu meydana gelmekte ve sonugta igerisinde ¢inko
oksit kristalleri bulunan, ¢inko &jenolat matriksi olusmaktadir (Molnar, 1967;
Meryon ve ark., 1988). Yapilan hiicre kiiltiirii ve doku implant ¢alismalarinda, bu
matriks i¢inde reaksiyona girmemis veya hidroliz ile sertlesebilen §jenoliin toksik
etkilere yol agabilecegi bildirilmistir (Matsumoto ve ark., 1989; Araki ve ark., 1993;
Economides ve ark., 1995; Mittal ve ark., 1995).

Eldeniz ve arkadaglar1 (2007) yaptiklar1 bir ¢aligmada insan gingival fibroblastlar1 ve
L-929 fare fibroblast hiicrelerini kullanarak bes yeni kok kanal patin1 (RC Sealer,
Epiphany, EndoREZ, GuttaFlow ve Acroseal) rutin olarak kliniklerde kullanilan {ig
pat ile(AH Plus, Roekoseal, Apexit) karsilastirarak ex vivo olarak sitoktoksik
etkilerini degerlendirmislerdir. Caligmanin sonucunda rezin-bazli (Epiphany,
EndoREZ) kok kanal dolgu patlari ve kalsiyum hidroksit-bazli (Apexit, Acroseal)
kok kanal dolgu patlart diger patlardan anlamli olarak daha sitotoksik bulunmustur.
Bu calisma Real Seal kok kanal dolgu pat1 ile ayni igerige sahip Epiphany ve bir
diger rezin igerikli kok kanal dolgu pat1 olan EndoREZ’ in AH Plus kok kanal dolgu
patindan daha fazla sitotoksik etki gostermesi yoniiyle bizim c¢alismamizla paralellik

gostermektedir.

Al-Hiyasat ve arkadaslarimin (2010) ¢esitli kok kanal dolgu patlarinin

sitotoksisitelerini  degerlendirdikleri ¢alismada materyallerden elde ettikleri
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eliisyonlar1 Balb C 3T3 fibroblastlar1 iizerinde 48 saat bekletip MTT analiz yontemi
ile degerlendirmislerdir. AH Plus’1 en biyouyumlu materyal olarak, EndoREZ’i ise
orta derecede sitotoksik olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglar1 bizim

calismamizi desteklemektedir.

Ames ve arkadaglarimin (2009) c¢esitli kok kanal dolgu materyallerinin
sitotoksisitelerini MTT analiz yontemi ile rat osteosarkom hiicreleri tizerinde, 5 hafta
boyunca degerlendirdikleri ¢alismada bizim ¢alismamizda orta derecede sitotoksik
bulunan EndoREZ ve Real Seal kok kanal dolgu patlari, yerlestirildikten hemen
sonra siddetli sitotoksik bulunmustur. Bu farkliligin sitotoksisite degerlendirme
yontemindeki ve kullanilan hiicre tipinin farklilifindan kaynaklandigini
diistinmekteyiz. Biz kok kanal dolgu patlarinin ekstraksiyon sivisini kullanirken
Ames ve arkadaglar1 (2009) patlarin hiicrelerle direkt temasini saglayarak hiicre

canliligini degerlendirmislerdir.

Lodiene ve arkadaglar1 (2008) AH Plus, EndoREZ, RoekoSeal ve Epiphany
patlarinin toksisitelerini Milipor Filtre Diflizyon testi ve MTT analiz testini
kullanarak karsilastirmislardir. Filtre difiizyon testi sonuglarina gére AH Plus ilk
karistirildiginda sitotoksik bulunmus fakat 24 saat sonra ¢alismamizda da oldugu gibi
toksik olmadigi gozlenmistir. EndoREZ, 1sinlamadan hemen sonra ve 24 saat sonra
test edildiginde her iki durumda da sitotoksisite gostermemistir. RoekoSeal da ilk
karistirildiginda ve 24 saat sonra toksik bulunmamaistir. Epiphany ilk karistirildiginda
siddetli sitotoksik, 1sinlandiktan hemen sonra ve 24 saat sonra orta derecede
sitotoksik bulunmustur. MTT testinde 24 saat sonra AH Plus ve RoekoSeal hafif
sitotoksik olarak degerlendirilmistir. EndoREZ sitotoksik olarak degerlendirilmezken
Epiphany siddetli sitotoksik bulunmustur. Bu c¢alisma AH Plus kok kanal dolgu
patinin sitotoksik cevabi yoniinden bizim c¢alismamizi desteklemektedir. EndoREZ
kok kanal dolgu patinin sonuglari degerlendirildiginde bu c¢alisma ile bizim
calismamizin bulgular arasindaki bu farkliligin EndoREZ kok kanal dolgu patinin
hazirlanmasi1 asamasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz. Bizim ¢alismamizda kok
kanal dolgu patin1 sertlestirmek i¢in 151k kullanilmamistir. Bundan dolay1 ¢6ziinen

bilesiklerin toksisiteye neden olabilecegini diisinmekteyiz. Real Seal kok kanal
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dolgu pat1 ile aym igerige sahip Epiphany kok kanal dolgu patinin sitotoksisite

sonuglar1 da bizim ¢alismamiz bulgular ile paraleldir.

Karapinar-Kazandag ve arkadaslarmin (2011) yaptiklar1 ¢alismada AH Plus,
RoekoSeal, EndoREZ, Epiphany ve Activ GP kok kanal dolgu patlarmin
sitotoksisitesi, L-929 fare derisi fibroblasti ve insan dental pulpa hiicreleri lizerinde
MTS analiz yontemi kullanilarak 24 ve 72 saatlik dilimde degerlendirilmistir. AH
Plus sitotoksik bulunmamasi yoniiyle bizim ¢alismamizi desteklemektedir. EndoREZ
kok kanal dolgu pati ise bizim calismamizdan farkli olarak sitotoksik etki
gostermemistir. Bu farkliligin deney kosullari, materyallerin hiicrelerle temas sekli,
ekstraksiyon sivilarmin elde edilis yonteminin farkliligindan kaynaklandigim
diisiinmekteyiz. Real Seal ile ayni icerige sahip Epiphany sitotoksik bulunmasi

yoniiyle bizim ¢alismamizi desteklemektedir.

Bouillaguet ve arkadaslar1 (2004) farkli kok kanal dolgu patlarinin sitotoksisiteleri ve
ortlculik ozelliklerini inceledikleri ¢alismada, sitotoksisite ¢alismasi i¢in 24, 48 saat
ve 1 haftalik zaman periyotlarinda MTT testi ile degerlendirme yapmislardir.
Calisma sonucunda EndoREZ kok kanal dolgu patinin Balb/c 3T3 fare fibroblasti
tizerinde sitotoksik etkisi oldugu belirtilmistir. Kullanilan hiicre tipinin farkl

olmasina ragmen bulgular bizim bulgularimizla paraleldir.

Scarparo ve arkadaslar1 (2009) kanal dolgu patlarini ratlarin derialti bag dokusu igine
yerlestirerek 7, 30 ve 60 giinlik zamanlarda patlarin sitotoksik etkilerini
incelemislerdir. EndoREZ ve Endofill’in AH Plus’tan daha gii¢lii enflamatuar cevap
olusturdugunu ve AH Plus’m olusturdugu enflamatuar cevap zamanla azalirken
EndoREZ ve Endofill’in sitotoksik etkilerini devam ettirdiklerini bildirmislerdir. Bu
caligmada kok kanal patlarinin sitotoksik etkilerinin degerlendirme yontemi ve

stirelerinin farkli olmasina ragmen bulgular bizim ¢alismamizla benzerdir.

Gengoglu ve arkadaglarinin (2010) albino Wistar ratlar tizerinde yaptigi in vivo
calismada Guttaflow, EndoREZ ve Pulp Canal Sealer kok kanal dolgu patlarinin

sitotoksik etkilerini 24 saat, 7 ve 10 giin sonra degerlendirmislerdir. Calisma
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sonucunda bizim ¢alismamiz bulgularindan farkli olarak EndoREZ ve Guttaflow’ un
biyouyumlu oldugu bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizda 24 saat sonunda orta derecede
sitotoksik bulunan EndoREZ’in bu ¢alismada biyouyumlu bulunmasinin sebebinin
bizim ¢alismamizda in vitro degerlendirme yapilirken, Gengoglu ve arkadaslarinin
calismalarini konak¢inin savunma mekanizmalarinin devrede oldugu in vivo sartlarda

gerceklestirmelerinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

EndoREZ kok kanal dolgu patinin yapisinda bulunan {iretan dimetakrilat (UDMA),
bu patin sitotoksik etkisinden sorumlu tutulabilir. UDMA’nin toksik bir ajan oldugu
daha 6nceki ¢aligmalarda da One siiriilmiistiir (Mohsen ve ark., 1998; Hikage ve ark.,
1999; Chang ve ark., 2010). UDMA’nin diisiik konsantrasyonda ve ¢ok kisa zaman
periyotlarinda bile sitotoksik tahribatlarin baglamasindan 6nce goriilen bir reaksiyon
olan intraseluler glutatyon seviyesinde azalmaya neden olarak hiicrede hasara yol

acabilecegi one stiriilmiistiir (Volk ve ark., 2006).

Scelza ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 ¢alismada Sealapex, Root Canal Sealer EWT,
Real Seal ve MTA Fillapex kok kanal dolgu patlariin sitotoksik etkilerini insan
osteoblastlar1 lizerinde XTT analizi, nétral kirmiz1 ve kristal viyole boya testlerini
kullanarak degerlendirmislerdir. 24 saat sonunda biitlin patlarin siddetli sitotoksik
etkileri oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda ise 24 saat sonunda Real Seal ve
MTA Fillapex kok kanal dolgu patlar1 orta derecede sitotoksik etki gostermistir. Bu
farkliligin sitotoksisiteyi degerlendirme yontemlerinin ve kullanilan hiicre tipinin

farkliligindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Gomes-Filho ve arkadaglar1 (2011) MTA Fillapex kdk kanal dolgu patinin sitotoksik
etkilerini, Wistar ratlarda subkutan doku reaksiyonlari olarak 7, 15, 30, 60 ve 90
gunlik periyotlarda in vivo olarak incelemislerdir. Calisma sonucunda bizim
calismamizda farkli zamanlarda degisik derecelerde sitotoksik etki gosteren MTA
Fillapex’in biyouyumlu oldugunu ve mineralizasyonu stimiile ettigini bildirmiglerdir.
Bu farkliligin c¢aligmalardaki yontem ve zaman farkliligindan kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.
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MTA Fillapex, MTA’nin biyolojik 6zelliklerinden yararlanmak i¢in, zayif fiziksel
ozelliklerinin gelistirilerek (Ber ve ark., 2007, Parirokh ve Torabinejad, 2010) kok
kanal dolgu pati olarak kullanilmas1 amaciyla piyasaya siiriilmiistiir. Iceriginde
MTA, salisilat rezin, ndétral rezin, bizmut ve silika vardir. MTA Fillapex’in
fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri hakkinda ¢ok az literatiir bilgisi vardir. Bizim
yaptigimiz calismada MTA Fillapex ortadan hafife dogru degisen derecelerde
sitotoksik bulunmustur. Bu sitotoksik etkinin sebebinin igeriginde bulunan rezin

komponentlerden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Xu ve arkadaglar1 (2010) AH Plus ve Real Seal kok kanal dolgu patlarinin, insan
osteoblast benzeri MG63 hucreleri tzerindeki sitotoksisitelerini 72 saatlik zaman
periyodunda, MTT analizi ile inceledikleri ¢alismada Real Seal kok kanal dolgu
patint AH Plus’tan daha sitotoksik bulmuslardir. Bu sonuclar bizim ¢alismamizla

paralellik gostermektedir.

Susini ve arkadaglar1 (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada kok modeli ile Epiphany ve
Resilon’un sitotoksisitesini degerlendirmislerdir. MTT testi kullanilarak 1-929 fare
fibroblast hiicreleri iizerinde yapilan deneyde Resilon ve Epiphany, Sealite ve giitta-
perka, RoekoSeal ve gutta-perka  kombinasyonlarinin  sitotoksisiteleri
degerlendirilmistir. 1. ve 2. gilinlerde Epiphany-Resilon en sitotoksik materyaller
olarak bulunmustur. Epiphany’den ayri1 olarak Resilon ISO 10993-5 standartlari
dogrultusunda test edildiginde sitotoksik bulunmamistir. Bu ¢alismanin sonuglari
Real Seal kok kanal dolgu pat1 ile aymi igerige sahip Epiphany kok kanal dolgu
patinin 1. ve 2. gilinlerde sitotoksisite gdstermesi yoniinden bizim g¢aligmamizi

desteklemektedir.

Real Seal kok kanal dolgu pati UDMA, PEGDMA, Bis-GMA ve benzeri rezin
icermektedir. Real Seal’in %60’1 rezin kompanentlerden olusmaktadir (Xu ve ark.,
2010). Real Seal kok kanal dolgu patinin sitotoksisitesi yiiksek rezin igerigine ve
patin tamamen polimerize olmamasina baglanabilir (Bouillaguet ve ark., 2006). Real
Seal genellikle anaerobik ortamda 30 dakikada sertlesirken, ortamda hava varliginda

kok kanal dolgu patinin yiizeyi bir hafta sonra sertlesmektedir (Nielsen ve ark.,
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2006). Cunki oksijen rezinlerin polimerizasyonunu inhibe etmektedir (Rueggeberg
ve Margeson, 1990). Bizim ¢aligmamizda, kok kanal pati islem gérmeden dnce 24
saat 37°C’de saklanmig fakat hava ile tamamen temasi kesilmemistir. Bu yiizden kok
kanal dolgu patinin ylizeyi tamamen sertlesmeyip, polimerize olmamis toksisiteye

neden olabilecek asidik monomerler agiga ¢ikmis olabilir.

Polimerizasyon reaksiyonu sonucu sertlesen kok kanal dolgu patlari, kok kanali igine
taze karistiritlmis olarak yerlestirilmektedir ve bu patlarin bir¢ogu doku hasarina
neden olmaktadir. Polimerizasyon islemi ilerledikge, toksik serbest radikaller,
reaksiyona ugramamis metakrilatlar ve askida kalan metakrilatlar azalmaktadir
(Santerre ve ark., 2001). Bu durum materyallerin sitotoksik etkisinin zamanla
azalmasinin sebebi olabilir (Brackett ve ark., 2008; Brackett ve ark., 2010; Brackett
ve ark., 2012). Calismamizda kullandigimiz kok kanal dolgu patlarinin 72. saatte

sitotoksik etkilerinin azalmis olmasi da bu duruma baglanabilir.

Calismamizin ikinci bolimiinde ise AH Plus, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA
Fillapex ve Real Seal kok kanal dolgu patlarinin antimikrobiyal etkinlikleri

karsilastirilmistir.

Dis  hekimliginde kullanilan  materyallerin  antibakteriyel etkinliklerinin
degerlendirilmesinde ADT (agar diifuzyon testi), DCT (direkt temas testi) ve in vitro
enfekte dentin yontemi gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (Heling ve Chandler,
1996; Weiss ve ark., 1996; Fuss ve ark., 1997; Fuss ve ark., 2000; Sukuwat ve
Srisuwan, 2002; Cobankara ve ark., 2004).

Kok kanal dolgu patlarinin antibakteriyel 6zelliklerini degerlendirmede en yaygin
olarak kullanilan yontem ADT yontemidir. Ancak bu yontemin bazi dezavantajlari
vardir. En biliyiilk dezavantaji bakteriyostatik etki ile bakterisidal etkiyi ayirt
edememesidir. Yart nicel olup, ¢06ziinebilir komponentlerin aktivitesinin
degerlendirilebilmesi i¢in uygundur, fakat sinirlidir. ADT agar viskozitesinde, ortam
iceriginde, test edilecek materyallerin yogunlugunda, agar plagi basina diisen

orneklerin sayr ve hacminde, plaktaki Orneklerin yerlestirilmesinde ve
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diizenlenmesinde, Ornekler ile agar arasindaki uygun kontakt saglanmasinda,
inkiibasyon zamani ve 1sida dikkatli bir standardizasyon gerektirmektedir (Tobias,
1988; Tobias ve ark., 1988). ADT’nin bu dezavantajlarindan dolayr Weiss ve
arkadaslar1 (1996) DCT yontemini tanimlamiglardir. DCT’de test mikroorganizmasi
ile test materyalinin direkt ve tam temasi saglanarak mikroorganizmanin yasamin
stirdiiriip siirdiirmedigi tespit edilir. Calismamizda da direkt temas testiyontemi tercih

edilmistir.

Calismamizda test mikroorganizmasi olarak Gram (+) fakiiltatif anaerob
Enterococcus faecalis’i  kullanmay1 tercih ettik. Aerobik ve fakiiltatif
mikroorganizmalar genellikle primer enfeksiyonlara nazaran uzun sureli tedaviler,
flare-up ve basarisiz tedavilerin oldugu vakalarda daha sik izole edilirler (Matusow,
1995; Siren ve ark., 1997). Normalde oral floranin bir parcasini olusturan
Enterococcus faecalis yapilan ¢aligmalara gore kok kanal tedavilerinde basarisizliga
en ¢ok neden olan bakteri tiirii olarak saptanmistir (Sundqvist ve ark., 1998; Love,
2001; Siqueira, 2001; Figdor ve ark., 2003). Tek bir mikroorganizma olarak da
hayatini devam ettirebilmektedir ve direncli periapikal patolojilere sebep
olabilmektedir (Sundqgvist ve ark., 1998; Siqueira, 2001). Bu bakterilerin diisiik
beslenme sartlaria sahip ortamlarda canliliklarini koruyabildikleri ve kok kanal
tedavisi esnasinda standart kemomekanik islemler sonrasinda dahi ¢ogalabildikleri
bildirilmistir (Siqueira ve ark., 2002). Evans ve arkadaglar1 (2002) da Enterococcus
faecalis’in Ca(OH)2’¢ karsi kritik pH degeri olan 11,1 ile 11,5’¢ kadar direngli
oldugunu bildirmiglerdir. Enterococcus faecalis dentin tubtllerinde ilerleyebilme
yetenegine sahiptir (Portenier ve ark., 2003). Tiim bunlara ek olarak kolay kiiltiir ve
caligma sartlarina da sahip olmasindan dolay1 antimikrobiyal etkinlik ¢aligmalarinda
sik¢a tercih edilen bir bakteridir (Chong ve ark., 1994; Estrela ve ark., 2000; Siqueira
ve ark., 2002; Stowe ve ark., 2004).

Fuss ve arkadaslar1 (2000) yaptiklari bir calismada karistirma oranlarina gore
endodontik patlarin antibakteriyel ve fiziksel 06zelliklerinin degistigini 1ileri
siirmiislerdir. Bu sebeple ¢alismamizda kullanilan kok kanal dolgu patlarinin

hazirlanmas tiretici firma Onerilerine uygun olarak yapilmistir.
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Calismamizda pat varliginda (Grup A) ilk 6 saatlik siirede; AH Plus, Tubli Seal
EWT, EndoREZ, MTA Fillapex antimikrobiyal etkinlik gosterirken, Real Seal kok
kanal dolgu pat1 herhangi bir antimikrobiyal etkinlik gostermemistir. Son 6 saatlik
sirede ise AH Plus, EndoREZ ve MTA Fillapex antimikrobiyal etkinliklerini
strdiiriitken, Tubli Seal EWT 14. saatten itibaren antimikrobiyal etkinligini
kaybetmeye baslamistir. Real Seal kok kanal dolgu pati bu siirede de herhangi bir
antimikrobiyal etki gostermemistir. Pat olmadiginda (Grup B); ilk 6 saatlik siirede
tim kok kanal dolgu patlari antimikrobiyal etki gosterirken, 13-18 saatlik dilimde

antimikrobiyal etkinliklerini kaybetmislerdir.

Saleh ve arkadaglar1 (2004) AH Plus ve Grossman patt ile yapilan kanal dolgusunun
in vitro sartlarda yaklasik 300 um’lik alanda Enterococcus faecalis ile enfekte edilen
dentin tdbulleri icindeki bakterileri elimine ettigini gostermislerdir. Bu ¢alisma AH
Plus’in Enterococcus faecalis lizerinde antimikrobiyal etkisinin olmasi yoniiyle

bizim ¢alismamizi desteklemektedir.

Slutzky-Goldberg ve arkadaslart (2008) ¢alismalarinda direkt temas testini
kullanarak AH Plus, Apexit Plus, Epiphany ve Roekoseal’in Enterococcus faecalis
tizerine antimikrobiyal etkinliklerini taze karistirtlmis ve 1, 2, 7 ve 14 giinliik zaman
periyotlarinda degerlendirmislerdir. Epiphany’de 7 giin bakteri artis1 gozlenmistir.
AH Plus ve RoekoSeal’in antimikrobiyal etkisi olmadigi sonucuna varilmistir. Bu
calismanin sonug¢lart AH Plus kok kanal dolgu pati g6z Oniine alindiginda bizim
calismamiz bulgular ile ortiismemektedir. Bu farkliligin kok kanal dolgu patlarinin
donmast icin beklenen siirenin farkli olmasindan kaynaklanabilecegini
diistinmekteyiz. Fakat Real Seal ile ayni igerige sahip Epiphany agisindan

degerlendirildiginde sonuglar bizim ¢alismamizla paralellik gostermektedir.

Nawal ve arkadaslar1 (2011) Guttaflow, Epiphany ve AH Plus kok kanal dolgu
patlarinin  antimikrobiyal etkinliklerini ve akicilik &zelliklerini aragtirdiklart
caligmalarinda antimikrobiyal etkinlik degerlendirmesi igin agar diflizyon testi ile
direkt temas testi ve mikroorganizma olarak ise Enterococcus faecalis’i

kullanmiglardir. Arastirmacilar 1 ve 24 saatlik zaman araliklarinda antimikrobiyal
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etkinligi degerlendirmislerdir. Calisma sunucunda her iki test metodunda ve her iki
zaman diliminde de Epiphany ve AH Plus’in antimikrobiyal etki gdsterdigi sonucuna
varmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen AH Plus kok kanal patina ait
bulgular bizim ¢alismamizla paralellik gosterirken Real Seal kok kanal dolgu pati ile
ayni igerige sahip Epiphany g6z Oniline alindiginda bizim c¢alismamizla
ortismemektedir. Bu farkliligin bizim ¢alismamizda 1 saat siire ile saglanan
mikroorganizma ve kok kanal dolgu pati direkt temasinin, bu calismada 24 saat

boyunca saglanmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Siqueira ve arkadaglarinin (2000) ¢esitli kok kanal dolgu patlarinin agar diflizyon
testini kullanarak 5 glinlik zaman periyodunda antimikrobiyal etkilerini ve bu kok
kanal dolgu patlarinin akicilik oranlarmi degerlendirdikleri caligmalarinda AH
Plus’in Enterococcus faecalis tizerinde etkili oldugu sonucuna varmislardir. Bu
calismanin bulgulart yontem ve zaman farklilifina ragmen bizim sonuglarimizla

paraleldir.

Gomes ve arkadaslar1 (2004) cesitli kok kanal dolgu patlarinin antimikrobiyal
etkinliklerini 24 saat, 48 saat ve 7 giinliikk siirelerde, farkli mikroorganizmalar
kullanarak agar difuizyon ve direkt temas testiile incelemislerdir. Calisma sonucunda
tiim zaman periyotlarinda AH Plus’in Enterococcus faecalis (izerinde antimikrobiyal
etkisi oldugunu belirterek bizim c¢alismamiz bulgularina benzer sonuglar

bildirmislerdir.

Ozcan ve arkadaslar1 (2011) yaptiklar1 ex vivo bir ¢alismada Enterococcus faecalis
ile enfekte edilmis dentin bloklarini1 kullanarak, Guttaflow ve AH Plus kok kanal
dolgu patlarinin farkli kok kanal dolgu teknikleri kullanilarak, bakteri oldiirme
potansiyellerini degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda AH Plus’in, Guttaflow kok
kanal dolgu patindan daha etkili bir sekilde Enterococcus faecalis’in 6limune neden
oldugu, dolgu tekniklerinin ise kok kanal dolgu patlarinin antimikrobiyal etkinliginde

cok az rolii oldugunu bildirmiglerdir.
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Eldeniz ve arkadaslarinin (2006) cesitli kok kanal dolgu patlarinin antimikrobiyal
etkisini 3 farkli mikroorganizma {izerinde agar difiizyon (24, 48 saat ve 7, 10 giin) ve
direkt temas testi (16 saat) kullanarak degerlendirdikleri ¢alismalarinda, EndoREZ’in
agar difuzyon testi sonucunda herhangi bir antimikrobiyal etki gdéstermedigi
belirtilmiglerdir. Direkt temas testiile degerlendirdiklerinde taze karistirilmis ve 24
saat beklemis o6rnekler P. aeruginosa, Enterococcus faecalis ve S. aureus Uzerinde
antimikrobiyal etki gOstermistir. Bu ¢alisma taze karistirilmis EndoREZ kok kanal
dolgu patinin Enterococcus faecalis’in ¢ogalmasii inhibe etmesi yoniiyle bizim

calismamizi desteklemektedir.

Kont Cobankara ve arkadaslar1 (2004) ADT (24 saat, 7 glin) ve DCT (19 saat)
yontemini kullanarak Enterococcus faecalis itizerindeki farkli kok kanal dolgu
patlarinin  antimikrobiyal etkinligini incelemislerdir. ADT sonuglarina gore
RoekoSeal kok kanal dolgu patinin antimikrobiyal etkinligi olmadigini, AH Plus,
Sealapex ve Sultan kok kanal dolgu patlarinin ayni antimikrobiyal etkiyi
gosterdikleri, Ketac-Endo’nun ise en zayif antimikrobiyal etkiyi gosterdigi sonucuna
varmiglardir. DCT sonuglarina gore ise Ketac-Endo, Sultan ve AH Plus’in Sealapex
ve RoekoSeal’dan daha fazla ancak birbirleriyle benzer antimikrobiyal etkiye sahip
olduklarini ileri siirmiislerdir. Bu ¢alisma AH Plus kok kanal dolgu patinin her iki
antimikrobiyal etkinlik degerlendirme yonteminde de Enterococcus faecalis Gzerinde
antimikrobiyal etki gostermesi yoOniiyle bizim sonug¢larimizla paralellik

gOstermektedir.

Kayaoglu ve arkadaslar1 (2005) filtre kagidi kullanarak yaptiklari diskleri
Enterococcus faecalis siispansiyonu igine daldirmis ve taze karistirilmig farkli kok
kanal dolgu patlarinin iizerine arada filtre membran oldugunda ve filtre membran
olmadan yerlestirmislerdir. Mikroorganizmalarin ¢ogalmasi i¢in 24 saat bekledikten
sonra bakteri dl¢iimii yapmiglardir. AH Plus membran varliginda da, yoklugunda da
Enterococcus faecalis iizerinde antimikrobiyal etki gostermistir. Bu ¢alisma AH
Plus’in Enterococcus faecalis tizerinde antimikrobiyal etkinliginin oldugunu

gostermesi yoniiyle bizim ¢alismamizla paralellik géstermektedir.
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Pizzo ve arkadaslar1 (2006) direkt temas testiyontemini 7 saatlik zaman periyodunda
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada AH Plus, Endomethasone, Pulp Canal Sealer,
Vcanalare kok kanal dolgu patlarinin antimikrobiyal etkinligini Enterococcus
faecalis iizerinde degerlendirmislerdir. Calisma sonunda taze karistirtlmis tiim kok
kanal dolgu patlarinin bakteriyel biiylimeyi inhibe ettigi sonucuna varmiglardir. AH

Plus kok kanal dolgu patina ait bulgular, ¢aligmamiz bulgulari ile drtiigmektedir.

Mickel ve arkadaglar1 (2003) agar difiizyon test yontemi kullandiklar1 ¢caligmalarinda
AH Plus’in Enterococcus faecalis iizerinde antimikrobiyal etkinligi olmadigini
bildirerek bizim calismamiz bulgularindan farkli sonuglar rapor etmislerdir. Daha
Once yapilan ¢alismalar ayn1 materyal, mikroorganizma ve siire kullanilsa bile ADT
ve DCT’inden elde edilen verilerin arasinda farklilik olabilecegini gdstermistir
(Shalhav ve ark., 1997; Kont Cobankara ve ark., 2004). Sonuglarimiz arasindaki bu

farkliliga kullanilan yontemler arasindaki farkliligin neden oldugunu diisiinmekteyiz.

Epoksi rezin bazli kdk kanal dolgu pat1 olan AH Plus’in antimikrobiyal etkinligi,
daha 6nceden mutajenik bir komponent oldugu ileri siiriilen (Heil ve ark., 1996)
bisfenol-A diglisidil etere veya polimerizasyonu esnasinda salinan diisiik miktardaki
formaldehite baglanabilir (Leonardo ve ark., 1999). Ayrica, polimerize olmamis
iceriginde bulunan epoksi rezinin toksik oldugu ileri siiriilmiistiir (Schweikl ve ark.,
1995; Schweikl ve Schmalz, 2000). Bir bagka ¢alismada hem Pat A (epoksi rezin
igerikli), hem Pat B (amin igerikli) ve hem de karistirilmis hallerinin hiicre canliligini
azalttigr bildirilmistir (Schweikl ve Schmalz, 2000). Bu durumun antimikrobiyal

etkinligini arttirdig1 diisiiniilebilir.

Literatiir arastirmasinda Tubli Seal EWT kok kanal dolgu pati ile ilgili
antimikrobiyal etkinligine bakildig1 herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu kok
kanal dolgu patinin antimikrobiyal etkisinin igeriginde bulunan &jenolden
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Tubli Seal EWT gibi ¢inko oksit &jenol-bazli
patlarin benzer caligmalar sonucunda 7 giinli asan gii¢lii antimikrobiyal etkileri
oldugu bildirilmistir (Gomes ve ark., 2004; Bodrumlu ve Semiz, 2006; Aal-Saraj ve
ark., 2012). Savioli ve arkadaslar1 (2006) daimi disler i¢in kullanilan ¢inko oksit
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6jenol-bazli bir kok kanal dolgu patinin (Grossman’in pati) ve komponentlerinin
antimikrobiyal etkisini degisik mikroorganizmalar {izerinde arastirmislar ve 6jenol
bileseninin K. rhizophila, E. faecalis, S. mutans, E. coli ve S. aureus Uzerinde

antimikrobiyal etkisi oldugunu bulmuslardir.

Sipert ve arkadaslar1 (2005) yaptiklar1 ¢alismada gesitli kok kanal dolgu patlart ve
retrograd dolgu materyallerinin Mdller-Hinton agar test yontemini kullanarak,
iclerinde Enterococcus faecalis’in de bulundugu farkli mikroorganizmalar tizerindeki
antimikrobiyal etkisini 24 saat sonra degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda
EndoREZ kok kanal dolgu patinin herhangi bir mikroorganizma {izerine
antimikrobiyal etkisi bulunmamistir. Bu sonug¢ bizim bulgularimizla g¢elismektedir.
Buna neden olarak, ¢alismalarda kullanilan yontem farkliligini séyleyebiliriz. ADT
sonucunda EndoREZ’in antimikrobiyal etkisinin gdzlenmemesi, EndoREZ’in
cozlinemeyen ve agar ortamina diffliz olma yetenegi olmayan bilesenlerinden

kaynaklanabilir (Eldeniz ve ark., 2006).

Zhang ve arkadaglarinin (2009) yaptig1 bir calismada farkli 7 kok kanal dolgu
materyalinin antimikrobiyal etkinlikleri karsilastirilmistir. Karsilagtirma yapilirken
modifiye direkt temas testive mikroorganizma olarak Enterococcus faecalis
kullanilmistir. Degerlendirmeyi taze karistirilmis kanal dolgu patlar i¢in 2, 5, 20, 60
dakika, donmus kanal patlar i¢in 1, 3 ve 7 giin sonra yapmiglardir. Caligmalar
sonucunda antimikrobiyal etkinligi olan kok kanal dolgu patlarinin bakteri 6liimiine
neden olabilmeleri i¢in minimum 20 dakikaya ihtiyaclar1 oldugu ve taze karistirilmis
AH Plus ve EndoREZ’in Enterococcus faecalis (zerinde antimikrobiyal etkinligi
oldugu, Epiphany’nin ise antimikrobiyal etkinligi olmadig1r sonucuna varmiglardir.

Bu sonuglar bizim ¢alismamizi desteklemektedir.

EndoREZ karistirildiktan 7 giin sonra bile nemli ve yapiskan bir yiizeye sahiptir. Bu
durum kok kanal dolgu patinin hala tam olarak donmadigin1 gostermektedir. Yavas
donmasi, reaksiyona girmemis monomerlerin ayrilmasi ve diisik pH’sinin
EndoREZ’in  gosterdigi  antimikrobiyal etkinliginde Onemli rol oynadig

diistiniilmektedir(Zhang ve ark., 2009).
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Morgantel ve arkadaslarinin (2011) MTA-bazli kok kanal patlarinin antimikrobiyal
etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda agar difilizyon testi (48 saat sonunda) ve direkt
temas testi(l, 6, 15 ve 60. dakikalarda oOl¢tim alinarak) kullanilmistir.
Mikroorganizma olarak ise Enterococcus faecalis segilmistir. Taze karigtirilmig
patlart degerlendirdikleri agar difiizyon testi sonucunda MTA Fillapex kok kanal
dolgu patinin Enterococcus faecalis iizerinde antimikrobiyal etkinligi oldugunu
bildirmislerdir. Donmus patlarin degerlendirildigi direkt temas testiydonteminde ise
aralarinda MTA Fillapex’in de bulundugu patlarin herhangi birinin antimikrobiyal
etki gostermedigini bildirmiglerdir. Arastirmacilar kullanilan ydntemlerin farkli
olmasina ragmen bizim g¢alismamiz bulgulan ile benzer bulgular elde etmislerdir.
Direkt temas testi sonucu ise bizim ¢alismamiz bulgulan ile ¢elismektedir. Bu
farkliligin sebebi ise, bizim ¢alismamizda taze karistirilmis kok kanal dolgu patlarini
degerlendirirken, Morgantel ve arkadaglarinin Orneklerini 7 gin bekleterek

degerlendirmesi nedeniyle olabilir.

Farkli yontemlerle yapilan birgok ¢alisma MTA’nin Enterococcus faecalis (izerinde
farkli zaman periyotlarinda antimikrobiyal etkisi oldugunu belirtmektedir (Sipert ve
ark., 2005; Ribeiro ve ark., 2006; Tanomaru-Filho ve ark., 2007; Dennis ve ark.,
2007; Zhang ve ark., 2009a). MTA Fillapex kok kanal dolgu patinin ana bileseni de
MTA’dir. Patin sahip oldugu antimikrobiyal etkisinin igeriginde bulunan MTA’dan

kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Pinheiro ve arkadaglar1 (2009) farkli kok kanal dolgu patlarimin antimikrobiyal
etkinligini  Enterococcus  faecalis  Uzerinde agar diflzyon testi ile
degerlendirmislerdir. Degerlendirme sonucunda Real Seal kok kanal dolgu pat1 ile
ayni igerige sahip Epiphany kok kanal dolgu pati herhangi bir antimikrobiyal etki
gostermemistir. Bizim calismamizda kullanilan yontem ile bu c¢alismada kullanilan

yontem farkliligina ragmen bulgular paraleldir.

Real Seal genellikle anaerobik ortamda 30 dakikada sertlesirken, hava varliginda kok
kanal dolgu patinin yiizeyi bir hafta sonra sertlesmektedir (Nielsen ve ark., 2006).

Bizim calismamizda kullandigimiz direkt temas testi turbidometrik degerlendirme
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yapilan bir yontemdir (Weiss ve ark., 1996). Yani test edilen 6rneklerin bakteriyel
blylmeye izin vermesi sonucu artan bulaniklik belirlenmektedir. Grup A igin, Real
Seal kok kanal pati tamamen sertlesmedigi i¢in ¢oziinerek bulanikligi arttirmis ve
yanlis yorumlamaya neden olmus olabilir. Grup B’de pat olmadigindan bulaniklik

olugmamig ve bu nedenle optik densitometresi daha diisiik 6l¢iilmiis olabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Kok kanal tedavilerinde kullanilan kanal dolgu patlarindan AH Plus, Tubli Seal
EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal’in L-929 hicre kulturinde MTT
yontemi ile sitotoksisitelerini ve Enterococcus faecalis Uzerinde direkt temas testi ile
antimikrobiyal etkilerini incelemis oldugumuz ¢alismamizda asagidaki sonuglar elde

edilmistir:

1. Calismamizin birinci boliimiinde Mosmann’in siniflamasina gore elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde; AH Plus kok kanal dolgu pat1 24, 48
ve 72 saatlik zaman dilimlerinde herhangi bir sitotoksik etki
gostermezken, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal’in
24. ve 48. saatlerde orta, 72. saatte ise hafif derecede sitotoksisite

gosterdigi bulunmustur.

2. Calismamizdaki deney ve kontrol gruplarina ait MTT testi ile elde edilen
ortalama optik densitometre degerlerinin istatistiksel olarak analiz
edilmesi sonucunda AH Plus grubuna ait canli hiicre oram1 24. ve 48.
saatlerde diger kok kanal dolgu patlarindan 6nemli Olgude yiksek
bulunmustur (p<0,05). Diger kok kanal dolgu patlar1 arasinda fark
olmadig1 tespit edilmistir (p>0,05). 72 saatlik degerlendirmede ise AH
Plus grubuna ait canli hiicre orani yine diger kok kanal dolgu patlarindan
anlamli derecede daha yiiksek bulunurken (p<0,05), Tubli Seal EWT
grubuna ait canli hiicre oraninin Real Seal grubundan 6nemli 6l¢iide daha
yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0,05). Diger gruplar arasinda ise herhangi
bir fark olmadig1 saptanmistir (p>0,05).

3. Her kok kanal dolgu pat1 grubuna ait 24, 48 ve 72 saatlik degerlendirme
sonucu elde edilen canli hiicre oranlari istatistiksel olarak analiz
edildiginde AH Plus grubunda her 3 zaman dilimi arasinda istatistiksel
olarak fark goézlenmemistir (p>0,05). Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA
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Fillapex ve Real Seal grubunda 72. saatte elde edilen canli hiicre oranlari
24. ve 48. saate gore anlamli derecede daha yiiksektir. Ayrica Real Seal
grubunda 48. saatte elde edilen canli hiicre orani diger saatlere gore

anlamli derecede daha diistiktir.

4. Calismamizin ikinci bolimiiniin sonuglart degerlendirildiginde; pat
varliginda (Grup A) 1-6 saatler arasinda AH Plus, Tubli Seal EWT,
EndoREZ, MTA Fillapex kok kanal dolgu patlar1 antimikrobiyal etki
gosterirken, Real Seal kok kanal dolgu pati bu siirede antimikrobiyal
etkinlik gostermemistir. 13-18 saatler arasinda ise AH Plus, EndoREZ ve
MTA Fillapex antimikrobiyal etkinliklerini strdururken, Tubli Seal
EWT’nin antimikrobiyal etkisi zamanla azalmistir. Real Seal kok kanal

dolgu pat1 antimikrobiyal etkinlik gostermemistir.

5. Pat olmadiginda (Grup B) 1-6 saatler arasi tiim kok kanal dolgu patlar
antimikrobiyal etkinlik gosterirken, 13-18 saatler arasinda antimikrobiyal

etkinliklerini kaybetmislerdir.

Kok kanal dolgu patlari, kok kanallarin1 hermetik bir sekilde doldurmada yetersiz
kalan kat1 kok kanal dolgu maddelerini desteklemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu
materyallerin kok kanalini {i¢ boyutlu olarak doldurma becerilerinin yaninda olumlu
biyolojik 6zelliklere de sahip olmalari istenir. Bu materyaller ¢evre dokularla direkt
temas edebildiginden dolay1 tam bir iyilesme saglanmasi i¢in biyouyumlu olmali,
ayrica preparasyon ve irrigasyon islemleri ile kok kanalindaki mikroorganizmalarin
tam eliminasyonu miimkiin olmadigindan dolayr enfeksiyonlarin tekrarlamasi
acisindan antimikrobiyal etkiye de sahip olmalidir. Ancak genellikle materyallerin

sitotoksik etkisi arttikca antimikrobiyal etkisi de artmaktadir.

Yaptigimiz bu c¢alismada, sitotoksik ve antimikrobiyal etkilerini inceledigimiz 5
farkli kok kanal dolgu patindan sadece AH Plus kok kanal dolgu patinin bu deney
sartlarinda sitotoksik etki gostermeksizin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. Tubli Seal EWT, EndoREZ ve MTA Fillapex kok kanal dolgu patlar
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ortadan hafife degisen oranlarda sitotoksik etki gosterirken, antimikrobiyal
etkinlikleri deney periyodu boyunca devam etmistir. Sadece Real Seal kok kanal

dolgu patinin antimikrobiyal etkinligi yetersiz bulunmustur.

Ancak, bu c¢alismadaki gerek sitotoksisite gerekse antimikrobiyal etkinlik
degerlendirme yontemleri in vitro sartlarda smirli olarak gergeklestirilmistir.
Materyallerin sitotoksisite ve antimikrobiyal etkinliklerinin degerlendirilebilmesi
icin, daha uzun sureli in vivo ve klinik kosullarda da incelenmesi ve daha fazla sayida

aragtirmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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OZET

Farkhh Kok Kanal Dolgu Patlarimin Sitotoksisite ve Antimikrobiyal Etkinlik
Yoniinden Karsilastirilmasi

Bu calismanin amaci, kok kanal tedavilerinde kullanilan AH Plus, Tubli Seal EWT,
EndoREZ, MTA Fillapex, Real Seal kok kanal dolgu patlarimin L-929 hicre
kiltirinde MTT testi ile sitotoksik etkilerinin ve ayrica Enterococcus faecalis
Uzerinde direkt temas testi ile antimikrobiyal etkilerinin incelenmesidir.

Calismanin birinci boliimiinde, 6 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna farkl
kok kanal dolgu pat: 1 cm alan1 kaplayacak sekilde yerlestirilmistir. Ornekler iizerine
DMEM ilave edilerek, 24, 48 ve 72 saat bekletilmistir. Elde edilen ekstraksiyon
stvilart, L-929 hiicre stispansiyonu igeren 96 kuyucuklu plaklarin her bir gdziine 100
ul yerlestirilmigtir. 48 saatlik inklibasyondan sonra plaklardan ekstraksiyon sivilar
uzaklagtirllmig ve her bir goze 25 pul MTT soliisyonu ilave edilerek 4 saat siire ile
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda spektrofotometrede 570 nm’de absorbanslari
Olciilmiistiir.

Calismanin ikinci boliimiinde, kok kanal dolgu patlar1 karistirilarak 96
kuyucuklu plaklarin yan duvarma yerlestirilmis ve 10 pl bakteriyel siispansiyon
eklenerek, bakteri ve patin direkt temasini saglamak i¢in 1 saat beklenmistir. Patin
bulundugu kuyucuklara taze besiyeri eklenmis ve bu kuyucuklardan 15 pl besiyeri
alinarak sadece besiyeri bulunan kuyucuklara ilave edilmistir. Bakteriyel biiylime, 18
saatlik zaman periyodunda ilk 6 saat ve son 6 saat her saatte bir spektrofotometre
kullanilarak 620 nm’de 6l¢lilmiistiir.

Mosmann’in siiflamasina gére AH Plus her 3 zaman diliminde de
sitotoksisite gostermezken, Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal
24. ve 48. saatlerde orta, 72. saatte ise hafif derecede sitotoksisite gdstermiglerdir.
MTT testi sonuglarina gore ise, 24, 48 ve 72 saatlik degerlendirmede hiicre canlilik
oranlar1 bakimindan AH Plus ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gozlenmezken (p>0,05), diger kok kanal dolgu patlart ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Kontrol
grubuna ait hiicre canlilik oranlar1 Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex ve
Real Seal kok kanal dolgu patlarinin hiicre canlilik oranlarindan anlamli derecede
daha yuksektir.

Direkt temas testi sonuclarina gore, Grup A (pat var)’da ilk 6 saatlik surede
Real Seal hari¢ diger tiim kok kanal dolgu patlar1 antimikrobiyal etki gosterirken, son
6 saatlik surede EndoREZ, MTA Fillapex ve Real Seal antimikrobiyal etkilerini
devam ettirmislerdir. Tubli Seal EWT 14. saatte antimikrobiyal etkisini kaybetmeye
baslamis, Real Seal antimikrobiyal etkinlik géstermemistir. Grup B (pat yok)’de ilk 6
saatlik stirede biitiin kok kanal dolgu patlar1 antimikrobiyal etki gdsterirken, son 6
saat tim patlar antimikrobiyal etkilerini kaybetmislerdir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal etki, direkt temas testi, Enterococcus faecalis,
kok kanal dolgu patlari, MTT testi, sitotoksisite
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SUMMARY

Comparision of cytotoxicity and antimicrobial effects of different root canal
sealers

The aim of this study was evaluate the cytotoxicity of root canal sealers AH Plus,
Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex and Real Seal on L-929 cells with the
MTT assay and the antimicrobial effects on Enterococcus faecalis using the direct
contact test.

In the first part of this study, sealers were placed in six-well plate. Every
sealers placed at the bottom of each well to cover an area of 1 cm diameter. Placed
DMEM on samples for 24, 48 and 72 hours. 100 ul of eluate was transferred to a 96-
well plate containing L-929 cell suspension. After 48 hours incubation the extracts
were removed from the wells, 25 pl MTT solution was added to each well and
waited for 4 hours. Subsequently, the spectrophotometric absorbance was measured
at 570 nm using a spectrophotometer.

In the second part of this study, sealers were mixed and placed on the side
walls of 96-well plate well and 10 pl bacterial suspensions were allowed to directly
contact with the sealers for 1 hour. Fresh media were added to wells which including
sealers and 15 ul were transferred from this wells to another wells containing fresh
medium. Bacterial growth was then measured using spectrophotometer at 620 nm
first six and last six hours at one hour periods over 18 hours.

According to Mosmann’s scala AH Plus was non-cytotoxic, Tubli Seal EWT,
EndoREZ, MTA Fillapex and Real Seal had moderate cytotoxicity at 24 and 48 hour
evaluation and slightly cytotoxicity at 72 hour evaluation. According to the MTT
assay, in the rates of cell viability there was no statistically significant difference
between AH Plus and control group at 24, 48 and 72-hour evaluation (p>0.05), but
there was statistically significant difference between the other sealers and control
group (p<0.05). The control group had significantly high rates of cell viability than
Tubli Seal EWT, EndoREZ, MTA Fillapex and Real Seal.

The results of the direct contact test showed that, in Grup A (paste present) at
first six hours except Real Seal all sealers had antimicrobial effect, at last six hours
AH Plus, EndoREZ and MTA Fillapex continue their antimicrobial effect, Tubli Seal
EWT started to loose its antimicrobial effect at 14. hour and Real Seal had no
antimicrobial effect. In Grup B (paste absense) at first six hours all sealers had
antimicrobial effect, but they lost their antimicrobial effect at last six hours.

Key Words: Antimicrobial effect, cytotoxicity, direct contact test, Enterococcus
faecalis, MTT assay, root canal sealers
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