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OZET

. DERMABOND™ TheraCal LC® ve MTA’nIn
Sitotoksisitelerinin ve Genotoksisitelerinin invitro Olarak
Karsilastirnlmasi

Amac:Bu calismanin amaci; fare fibroblast hiicre hattinda pulpa kaplama
materyallerinden Kerr Life, TheraCal LC® ve BioMTA+ ile tipta doku yapistirict
olarak kullanilan DERMABOND™’un olusturdugu sitotoksik ve genotoksik
etkilerin karsilagtirilmasidir.

Gere¢ ve yontem: Bu calismada, pulpa kuafaj tedavilerinde kullanilan TheraCal
LC®®, BioMTA+, Kerr Life ve doku yapistirict olan DERMABOND™’un fare
fibroblast  hiicrelerindeki  sitotoksik  etkileri  3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile, genotoksik etkileri ise tek hiicre jel
elektroforezi (Comet) yontemi ile degerlendirildi. Bunun i¢in 24 kuyucuklu hiicre
plakalarinin igine iiretici talimatlarina gore hazirlanan test materyalleri tizerine hiicre
kiiltiirii medyasi ilave edildi. Elde edilen ekstratlari uygun diliisyonlarda hazirlanarak
sitototoksisite deneyi i¢in 1929 fare fibroblast hiicreleri iizerine eklendi. Sitotoksik
etkiler 24 saat, yedi giin ve ondort giin sonra degerlendirildi. Tek hiicre jel
elektroforezi icin ise test materyallerine magruz birakilan hiicreler agar ile kaplanmis
lamlara yayild1 ve lising ¢ozeltisinde bekletildi. Daha sonra elektroforez tankinda
25V 300 mA akim yrimi dakika siireyle uygulandi. Lamlar daha sonra floresan
mikroskobunda genotoksisite agisindan degerlendirildi.
Bulgular:3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
sonuglarina gore hicbir kuafaj materyali sitotoksik bulunmamakla beraber deney
gruplart  kargilagtirildiginda TheraCal LC®, BioMTA+, Kerr Life ve
DERMABOND™ arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
TheraCal LC® 24 saatlik (%86, 21), 1 haftalik (%66, 70) ve 2 haftalik (%88, 20)
degerlendirmelerde hiicre canlilik oranlar1 karsilagtirildiginda diger materyallerinden
daha fazla sitotoksik etki gostermistir. Buna karsin BioMTA+ ve
DERMABOND™un sitotoksik etkili olmadiklart gézlemlenmistir. Calismanin tek
hiicre jel elektroforezi (Comet) testi sonuglarina gére TheraCal LC®’nin 24 saat, 1
hafta ve 2 haftalik maruziyetlerde diger materyallere daha ¢ok genotoksik 6zelliklere
sahip oldugu goriilmistiir (p<0.05).

Sonuclar: Elde edilen verilerle; BioMTA+, Kerr Life, DERMABOND ve vital
endodontik tedavilerde kullanilabilecegi, DERMABOND™’un ise sitotoksik ve



genotoksik etki gostermedigi gozoniine alindiginda pulpa kuafaj materyallerine
alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira DERMABOND™’un dentin
olusumunu uyarip uyarmadigi ile ilgili ilave ¢aligmalar yapilmalidir. Theracal LC®
materyali kullaniminda ise sitotoksik ve genotoksik etkileri yoniinden dikkatli

olunmalidir.

Anahtar kelimeler: Siyanoakrilat, MTA, TheraCal LC®, DERMABOND™, Pulpa
Kuafaj Materyalleri, Sitotoksisite, Genotoksisite.



ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to compare cytotoxic and genotoxic effects of
various pulp capping materials such as TheraCal LC®,BioMTA+ DERMABONDTM,
and Kerr Life in mouse fibroblast cell lines.

Materials and methods: In this study, the cytotoxic effects of pulp capping
materials TheraCal LC® BioMTA+, Kerr Life and tissue adhesive
DERMABOND™  were determined in mouse fibroblast cells using 3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and genotoxic
effects were determined by Single Cell Gel Electrophoresis (Comet) assay. For this
purpose whole test materials were prepared according to manufacturer’s instructions
and placed into 24-well cell culture plates then incubated with cell culture media.
Elutions were then added onto L929 mouse fibroblast cells. Cytotoxicity was
evaluated at 24 hours, seven days, and fourteen days, respectively. For the Single cell
gel electrophoresis assay, cells were embedded in agarose, lysed and slides were
transferred to the electrophoresis tank filled with electrophoresis solution.
Electrophoresis was proceeded at 25V 300 mA for twenty minutes. Cells were
analyzed with a fluorescence microscope by means of genotoxicity.

Results: None of the test materials showed cytotoxicity. Nevertheless, there were
statistically  difference among Theracal LC®, BioMTA+Kerr Life, and
DERMABOND™ (p<0.05). By means of cell viability rates, TheraCal LC® showed
more cytotoxic effects than other materials in 24-hour (86.21%), 1-week (66.70%)
and 2-weeks (88.20%). Single Cell Gel Electrophoresis (Comet) assay revealed that
TheraCal LC® was more genotoxic pulp capping material than the other materials at
24 hours, one week, and two weeks exposures (p< 0.05).

Conclusion: With the limitation of this study, although BioMTA +, Kerr Life,
DERMABOND, TheraCal LC®

materials might be used in vital pulp therapies safely, due to its more cytotoxic and
genotoxic effect TheraCal should be used precautiously. DERMABOND™ might be
considered to an alternative to pulp capping material, but further studies need to be

performed to clarify whether it might be promote dentin formation.

Keywords: Cyanoacrilate, MTA, Theracal LC®, DERMABOND™, Pulp Capping



Material, Cytotoxicity, Genotoxicity.
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1. GIRIS

Tiim diinyada koruyucu dis hekimligi uygulamalar1 giderek yayginlasmasina
ragmen, ¢ilirik nedeniyle erken donemde dis kayiplar1 olusmaktadir. Dislerin erken
kayb1, malokluzyonlara, ¢igneme fonksiyonlarindaki kayiplar nedeniyle beslenme
bozukluklarina, psikolojik problemlere ve konusma bozukluklarina yol
acabilmektedir. Bu nedenlerle, oral dokularin biitiinliigliniin korunmasi amactyla
koruyucu dis hekimligi uygulamalarina gereksinim vardir.

Direkt pulpa kuafaji, enfekte olmamis pulpanin travmayla veya kavite
preperasyonu sirasinda perfore edilmesi veya yaralanmasi halinde doku dostu bir
kimyasal maddeyle ortiilerek canliligmmi korumasini saglamak amaciyla yapilan
tedavidir. Islem, bu yoniiyle koruyucu ve rejeneratif bir tedavi yontemidir.

Tedavide kullanilan kalsiyum hidroksit, Mineral Trioksit Agregat (MTA) ve
TheraCal LC® ozellikle diisiik toksisiteleri nedeniyle tercih edilmektedir; fakat bu
materyallerle ilgili olarak literatiirde ¢ok sayida toksisite ¢alismast mevcut degildir.
Ayrica siyanoakrilatlarin direkt pulpa kuafaji i¢in kullanimlar ic¢in ¢alismalarin
cogunda farkli siyanoakrilat tiirevleri kullanilmis olmakla birlikte 2-Oktil
Siyanoakrilat ile ilgili ¢alisma yoktur. Bu nedenle bu ¢aligma 2-Oktil Siyanoakrilatin
direkt pulpa kuafaji igin kullaniminda olusabilecek sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin diger kuafaj materyalleri ile karsilastirmasi agisindan 6nemlidir.

Bu ¢alismada, Cerkamed BioMTA+(Cerkamed, Stalowa Wola, Polonya),
TheraCal LC® (BISCO, INC., Schaumburg, Illinois, ABD), DERMABOND™
(Ethicon Inc., Somerville, New Jersey, ABD) ve Life (Kerr, California, ABD)
sitotoksisiteleri MTT testi ile degerlendirildikten sonra, genotoksik etkileri Comet

testi ile karsilastirilmstir.


https://www.google.com/search?q=Somerville,+New+Jersey&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MC0xyMlV4gAxK4qzTLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYxYLzc1OLyjJzclJ1FPxSyxW8gMKplQB4yFDzXAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj91f6fhOzhAhUywMQBHVZpC-sQmxMoATATegQIDBAK

2. GENEL BILGILER

Pulpa hastaliklarinin tedavisinde asil amag, travmaya ugrayarak veya ¢iiriikk
sebebiyle agiga ¢ikmis olan (minimal orandaki (1mm’den <)) ve iyilesme yetenegine
sahip pulpa dokusunun canliligin1 koruyarak, pulpa-dentin kompleksinin saglikli bir
sekilde fonksiyonlarmi siirdiirebilmesinin saglanmasidir. Direkt pulpa kuafaji,
lyatrojenik veya travma gibi sebeplerle aciga c¢ikan pulpa dokusunun bazi
biyomateryallerle kapatilmasiyla yapilan konservatif ve rejeneratif bir tedavi
yontemidir (1).

2.1 DENTIN
Dentin, disin en fazla alana sahip yapisidir. Kron kisimda mine ile, kok kisminda
sementle kapli olan dentin i¢ kisimda pulpa odasi ve kanallar1 gevreler (2). Dentin;
hacim olarak %40-45 mineral matriks, %30 organik matriks ve %20-25 sudan olusan
bir dokudur (3).

Gelisimi tamamlanmig bir dentinin agirlik olarak % 70’i inorganik madde, %
20’si organik madde ve % 10’u sudan olusmaktadir (3). Dentinin ana inorganik
bileseni kalsiyum hidroksiapatittir (Caio(PO4)s(OH)2). Organik matriks boliimii ise
protein igermektedir ve i¢erdigi proteinin bityiik kism1 Tip | kollajendir. Az miktarda
da Tip V kollajen ihtiva etmektedir. Kollajendz olmayan proteinler ise dentin
fosfoprotein (DPP), dentin matriks protein 1 (DMP1), dentin sialoprotein (DSP),
osteopontin (OPN), osteokalsin (OCN) ve kemik sialoprotein (BSP)’dir (4).

Dentin dokusunun mineye oranla daha yumusak ve esnek olmasinin sebebi,
inorganik igeriginin daha az ve hidroksiapatit kristallerinin boyutlarinin daha kiiciik
olmasidir(2). Mine dokusunun mikrosertligi 343 Knoop Sertlik Degeri (KHN) ve
elastisite modiilii 84 Gigapaskal (Gpa) iken, dentinin mikrosertligi 68 KHN ve
elastisite modiilii 13-17 GPa’dir (5,6). Dentin igerisindeki hidroksiapatit kristallerinin
boylar1 200-1000 Angstron (A), genislikleri ise 30A civarmdadir (2). Dentinde
bulunan hidroksiapatit kristallerinin boyutlar1 sementteki ve kemiktekilerle yakin
degerlere sahip olsa da, inorganik yapi1 oraninin farklilifindan dolay1r dentin bu
dokulardan daha serttir (2,7).

Dentin dokusu, olusumu ve 6zelliklerinden dolayi {i¢e ayrilarak incelenebilir:

Primer, sekonder ve tersiyer dentin.



2.1.1 Primer Dentin

Disin gelisiminden disin siirmesine kadar olusan dentin tipi primer dentindir
(4). Ik olusan dentine manto dentin denilmektedir. Primer dentinde dentin kanallari
oldukca diizgiindiir. Primer dentin tabakasinin en {istiinde, altinda kalan dentine gore
daha az mineralize olan, konumuna gdre mine veya sement tabakasinin hemen

altinda yer alan manto dentininin kalinlig1 ancak 150 um kadardir (4,8).

2.1.2 Sekonder Dentin

Disin gelisimini tamamlamasindan sonra, ¢ok daha yavas bir hiz ile hayat
boyu yapilan dentindir (4,8). Fizyolojik sekonder dentin, pulpa-dentin sinir1 boyunca
giinde yaklasik olarak 0,5 pum kalinliginda salgilanir (9). Sekonder dentin, primer
dentin ile birincil odontoblastlar tarafindan salgilanmaktadir. Olusma hiz1 farklidir;
sekonder dentin primer dentine gore, daha yavas olusmaktadir (10). Primer ve
sekonder dentin arasindaki en biiyiik fark morfolojileridir ve sekonder dentinin
tiibiillerinin S-egriligi daha belirgindir (3). Sekonder dentinin veya heniiz olugsmamis
ise primer dentinin pulpaya ile komsu oldugu tarafinda heniiz tam kire¢lenmemis bir

tabaka vardir. Bu tabakaya predentin ad1 verilir (11).

2.1.3 Tersiyer Dentin

Kuttler, dig etkenlere karsi dentinin bolgesel olarak salgilanmasina tersiyer
dentin adinm1 vermistir (12). Ancak bu tersiyer dentin, primer ve sekonder dentinden
cok az farki olan tiibiiler bir matristen tamamen displastik, hatta atiibiiler bir yapiya
kadar uzanan tiim dokular1 kapsayabilmektedir. Tersiyer dentin, kendi iginde tepkisel
(reaksiyoner) ve tamir dentini olarak iki alt siifta degerlendirilmektedir. Burada
ayrim i¢in dis etkenin siddeti ve ona kars1 gelisen biyolojik olaylar etkilidir (10).

Tersiyer dentinin olusmasiyla, etken ile pulpa dokusu arasindaki mesafe
artmaktadir (13). Iritasyon olusturan etken hafif ya da orta siddette ise primer ve
fizyolojik sekonder dentini yapan odontoblastlar hayatta kalir. Odontoblastik aktivite
ile dentin olusumu hizlanir. Reaksiyoner dentin yapim hizi, fizyolojik sekonder
dentin yapim hizinin yaklasik {i¢ kat1 olarak bildirilmistir. Cok siddetli iritasyonlarda
ise odontoblastlar 6lmekte ve pulpadaki farklilasmamis mezenkimal hiicreler yeni

sekonder odontoblastlara farklilasarak daha az tiibiiler ve daha diizensiz yapidaki



reparatif tersiyer dentini olusturmaktadir. Reaksiyoner veya reparatif dentin pulpa-
dentin kompleksinin ¢ok 6nemli bir savunma mekanizmasidir. Lokal tersiyer dentin;
primer ve sekonder dentine gore daha diizensiz, daha az mineralizedir. Ayrica primer
dentine gore daha yiiksek bir organik icerige sahiptir. Sekonder dentin ile tersiyer
dentinin birlesim yerindeki dentin tiibiilleri yabancit maddelerin pulpaya gecisinde bir
bariyer gorevi gormektedir (7,14-16).

2.2 PULPA

2.2.1 Pulpa histolojisi ve fizyolojisi

Pulpa, disin dentinle cevrili olan boslugunu dolduran hiicreler, lifler, damarlar ve
sinirlerden olusan mukoz tipte gevsek bir bag dokusudur. Dekalsifiye edilmis bir
disten kesit aldigimizda distan ige dogru dentin, predentin, odontoblast tabakasi,
hiicreden fakir tabaka (Weil tabakasi), hiicreden zengin tabaka goriilmektedir.
Hiicresiz tabakada kapiller pleksuslari ve sinir lifleri dallara ayrilir. Pulpa dokusunun
biiytik kismini hiicreli tabaka olusturmaktadir (13,17).

Pulpa, igerik olarak %25°1 organik yap1 ve %75°1 ise sudan olusan 6zellesmis
bir bag dokusudur. Bag dokularina benzer olarak pulpa dokusunda da kan ve lenf
damarlari, sinir lifleri, kollajen lifler ve hiicrelerin igerisinde bulundugu bir ana
madde mevcuttur (18). Ana maddenin %901 sudan, %10’u ise glikoproteinler,
mukopolisakkaridler ve diger proteinlerden olusur. Pulpaya etki eden olaylarda,
kollajen fibrillerle desteklenmis olan bu ana madde etkili olup, bir iletisim arac1 rolii

tistlenir(19).

2.2.2 Pulpamin Tabakalar

2.2.2.1 Odontoblast tabakasi

Saglikli pulpa dokusunda dentine komsu olarak tek sira halinde dizilmis ve
odontoblast hiicreleri tarafindan olusturulmus bir tabakadir. Odontoblastik tabaka
icerisinde hiicreden fakir tabakadan uzanan miyelinsiz sinir lifleri de bulunur. Bu

liflerin bir kism1 odontoblast uzantilari ile beraber dentin kanallar1 igerisine ilerler

(4).



2.2.2.2 Hiicreden fakir tabaka (Weil Zonu)

Odontoblast tabakasinin altinda yer alir. Bu tabaka subodontoblastik tabaka
veya weil tabakasi olarak adlandirilir. Geng pulpalarda ve pulpada dentin olusumu
devam ettigi zamanlarda bulunmayan, pulpa yaslandik¢ca daha fazla goriilen
hiicreden zengin tabakada, myelinsiz sinirlerin ve kan damarlarinin pleksuslar1 ve

fibroblastlarin silindir seklindeki sitoplazmik uzantilar1 bulunur (4,20).

2.2.2.3 Hiicreden zengin tabaka

Weil Zonu’nu, hiicre yogunlugunun fazla oldugu hiicreden zengin tabaka
takip eder. Bu tabakada, fibroblast ve farklilasmamis mezenkimal hiicreler pulpanin
merkezine gore daha yogun olarak bulunur. Bu hiicreler kron pulpasinda kok
pulpasina gore daha belirgindir. Genel olarak bu tabaka hasar gérmiis odontoblast
hiicrelerinin yerlerine yeni odontoblast hiicreleri yapimindan ve tersiyer dentin

olusumundan sorumludur (4,21).

2.2.2.4 Santral tabaka

Pulpa dokusunun en i¢ tabakasidir. Biiyiik kan damarlar1 ve sinirler bulunur.

Bu tabakada bag dokusu hiicreleri de mevcuttur (4).

2.2.3 Pulpa hiicreleri

2.2.3.1 Odontoblastlar

Pulpada odontoblastlar farklilagma sonucunda boliinme yeteneklerini
kaybetmis ©6zel hiicrelerdir. Bu hiicrelerin temel gorevi dentin matriksi yapimidir.
Odontoblastlarin morfolojik olarak disin farkli bolgelerinde yapist degisiklik
gostermektedir. Kronda yliksek silindirik olan odontoblastlar, kokiin orta kisminda
silindirik, kokiin u¢ kisminda ise kisa ve az ¢ok kiibik sekilde bulunmaktadir.
Odontoblastlar tam kok ucunda diizlesir ve fibroblastlara benzer bir goriiniim
kazanirlar. Doku kesitlerinde odontoblastlarin goriiniisii fiksasyon yapilan kisma,
boyamaya ve kesit diizlemine gore degisir. Cogu kez yalmz hiicre ¢ekirdegi

goriilebilir (13,17).



2.2.3.2 Fibroblastlar

Dis pulpasinda en yogun olan hiicreler fibroblastlardir. Pulpa i¢indeki baglica
gorevleri Tip | ve Tip III kollajenlerin sentezlenmesidir. Fibroblastlar pulpanin
kollajen liflerinin yapimmin yam sira bu lifleri ¢ozdiikleri i¢in kollejenin
dontigiimiinden sorumludurlar. Pulpanin her tarafinda goriiliirler. En ¢ok hiicreden
zengin tabakada bulunurlar (13,17) Normal 1s1k mikroskobunda rutin preparatlarda
fibroblast hiicrelerinin govdesi goriilmez, yalniz uzun elips sekilde ¢ekirdek goriiliir.

Cekirdegin uzunlugu 10-12 mikron kadar olup birkag tane ¢ekirdekgik igerir (22).
2.2.3.3 Makrofajlar

Pulpa bag dokusunun makrofajlari, kapiller disina ¢ikmis monositlerdir.
Fagositoz yaparlar. Bag dokusu liflerine tutunarak sabitlenmis olanlarina histiyosit
denir (22). Cesitli alt populasyonlara farklilagsmislardir. Bunlar immunohistokimyasal
caligmalarla antijenik 6zelliklerine bakilarak gézlenebilmektedir. Makrofajlar iltihabi
uyaranlarla uyarildiklarinda interlokin 1 (IL-1), tiimor nekrozis faktér (TNF),
biiylime faktorleri ve diger sitokinleri iceren genis ¢esitlilikte ¢oziinebilir faktorlerin
tiretimini saglayabilirler (23).

2.2.3.4 Dentritik Hiicreler

Antijen sunucu olan dentritik hiicreler pulpa dokusundaki en fazla goriilen
immun sistem hiicreleridir (24). Langerhans hiicrelerine benzer olarak; yabanci
antijenleri tutarak T hiicrelerine tasirlar (19,23). Normal pulpada genelde koronal
pulpanin periferinde predentine yakin yerdedirler, fakat antijenik durumlar sonrasi
pulpanin merkezine go¢ ederler (23). Dentritik hiicrelerin sayisi makrofajlarindan
dort kat fazladir. Buna karsin pulpada bulunan makrofaj ve dentritik hiicre sayisi

pulpanin toplam hiicrelerinin %8’ini olusturur (19).

2.2.3.5 Lenfositler

T lenfositler normal pulpada az sayidadirlar. Yaralanma veya immiin cevap
sonucu sayilari artar. B lenfositler uyarildiklarinda antikor iireten plazma hiicrelerine

(plazmosit) doniisiirler. Saglikli pulpada bulunmazlar (22,25).
2.2.3.6 Mast Hiicreleri

Genellikle kronik iltihapl pulpa dokusunda bulunan mast hiicreleri saglikl

dokuda nadir olarak goriiliir. Bu hiicreler enflamatuvar reaksiyonlarda 6nemli rol



iistlenir (4). Sitoplazmik graniilleri enflamasyon esnasinda salgilanan histamin ve
heparin igerir (22).
2.2.3.7 Notrofiller

Saglikli pulpada bulunmayan nétrofiller pulpa enflamasyonu sirasinda en
yaygin goriilen polimorfoniikleer 16kositlerdir. Eozinofil ve bazofiller nadir goriliir
(22).

2.2.3.8 Schwann Hiicreleri

Schwann hiicreleri pulpadaki sinirlerin aksonlarin1 sarar ve miyelini

olustururlar. Pulpadaki miyelinli ve miyelinsiz sinirlerin tiimiinde bulunurlar (22).

2.2.3.9 Perisitler (perivaskiiler hiicreler)

Pulpanin damarlarini saran hiicrelerdendir. Bu hiicreler Rouget hiicreleri,
adventisyal hiicreler, reserve hiicre veya pluripotent hiicre olarak da adlandirilir.
Aktin ve miyozin filamentlerini barindirirlar. Bu yiizden kasilma 6zelliklerine
sahiptirler. Protein salgis1 yapan hiicrelerin sahip oldugu organelleri vardir.

Pulpadaki doku onarimlarinda rolleri vardir (22).
2.2.3.10 Endotelyal Hiicreleri
Bu hiicreler tek katli epitel hiicrelerdir ve damar liimenini ddserler. Tip IV
kollajen iireterek bazal laminaya katki saglarlar (22).
2.2.3.11 Farkhlasmams Mezenkim Hiicreleri
Pulpada, biitiin bag dokularinda oldugu gibi diferansiye olmamis mezenkim
hiicreleri vardir ve bu hiicreler pulpadaki hiicreden zengin tabakanin cogunu

olusturmaktadir. Bu hiicreler yaralanma oldugunda makrofajlara doniistiikleri gibi,

fibroblastlara, odontoblastlara ve osteoklastlarda dontigebilirler (17).

2.2.4 Pulpa Lifleri

2.2.4.1 Kollajen lifler

Pulpada az miktarda kollajen lif bulunur. Bunlar pulpanin apikal bolgesinde,

koronal tarafta dizilmis sekilde, kalin ve yogun bir goriiniime sahiplerdir. Pulpanin



orta ve koronal bolgelerinde ise, rasgele dizilmis sekilde, ince ve daha az yogun

olarak goriiliirler (20,26).
2.2.4.2 Retikiiler lifler

Kollajenin degisimi ile olan lifler kan damarlarinin ve odontoblastlarin
etrafinda bulunur. Liflerin biiyiik bir kism1 yalmiz giimiisle boyanan preparatlarda
gorilebilir. Dentine yakin yerlerde daha siktir ve bunlara Von Korff lifleri denir.
Dentin yapiminda rol oynarlar ve mineralize olmamis dentinde bulunurlar. Dentin
yapimi devam ettigi miiddetge Von Korff lifleri odontoblast tabakasinin hemen
altinda goriiliir. Pulpa hiicrelerinden ince lifler halinde ¢ikarak pulpanin ¢evresinde
gittikge kalinlasir ve odontoblast hiicrelerinin arasindan gegerek predentin tabakasina

ulagirlar. Spiral sekilde demetler yaparlar (13).
2.2.4.3 Olgun elastik lifler

Tip IV kollajen i¢eren ve pulpada damar gevresinde bulunan liflerdir (10).

2.2.4.4 Oksitalan lifler(Sarmal lifler)

Oksitalan lifler Tip VI kollajen olup predentinin odontoblastlarin
farklilasmas1 asamasinda aralarinda bulunur. Bunlarda Von Korff liflerinin kalintilari

olarak tanimlanabilmektedir (10).

2.2.5 Pulpanin kan damarlar

Pulpa kan damarlar1 agisindan zengin bir dokudur. Damarlar pulpaya
genellikle apikal foramenden girerler. Bazende lateral ve aksesuar kanallardan kok
kanalina ulagirlar. Bir arter ve iki ven vardir. Arter buraya ulastiktan hemen sonra
bircok dala ayrilarak kani pulpa odasina tasir. Venler de dallara ayrilarak buradan

kani toplayip foramen apikalede daha genis venlere tasirlar (27).

2.2.6 Pulpanin sinirleri

Olgunlagsmis bir diste, miyelinli Aa(delta) ve miyelinsiz C olmak iizere iki
cesit duyu siniri vardir. Aa lifleri, impulslar1 C liflerinden daha hizhi ilettikler. Aa
lifleri hizli agn1, C lifleri ise yavas agri ile ilgilidir (28).



2.3 DENTIN TAMIiR MEKANIZMASI

Dis pulpasi tamir dentini olusturarak, dogal bir doku onarimi yapabilme
yetenegine sahiptir. Tamir dentinogenezisi sirasinda, maruz kalan alanindaki orijinal
odontoblastlar yerini yeni farklilasmis odontoblast benzeri hiicrelere birakirlar (29—
32). Pulpa hasarina sebebiyet veren mikrobiyal, fiziksel ve kimyasal uyaranlar
ortadan kaldirildiktan sonra, tamir siireci baslar ve bu sliregte kollajen sentezi
hizlanir (10).

Dentin kopriisiiniin olusumu iki asamada gergeklesmektedir. Dentin kopriisii
olusumunda erken donemde pulpa kuafaj materyaline yakin olan sinirin
(demarkasyon hatt1) altinda oncii hiicreler mezenkimal hiicre sayisinda artiga neden
olurlar ve odontoblast hiicrelerine farklilasma sinyalleri gonderilir. Iki-ii¢ giinde
arjirofilik lif sayisindaki artis ile beraber organize olmamis, kalin ve saglam bag
dokusu lifleri, pulpa kuafaj materyalinin altinda, ona paralel olarak uzanirlar (16).

Kollajen sentezindeki artig 3-7. giinler aras1 devam eder. Zamanla arjirofilik
lifler organize olup, kollajenin sekillenmesiyle birlikte; mevcut olan hiicreden zengin
tabakanin altindaki mezenkimal hiicreler ve fibroblastlarin sayisi artar ve zamanla bu
tabakadaki hiicreler preodontoblastlara ve prizmatik sekilli odontoblastlara doniisiir.
Daha alttaki arjirofilik liflerin sayisi artarak demarkasyon hattina dik bir sekilde
organize olurlar. Sonrasinda Von Korff lifleri adini alan bu lifler, yayilmaya ve
kollajenin 6zelliklerini almaya baglarlar. Von Korff lifleri matriks i¢inde yayilimina
diizensiz kollajen formasyonu ile birlikte devam eder. Yedi giin sonra yiizeyel ve
fonksiyonsuz kapillerlerin bir boliimii veya tamami tikanmaya baglar. Boylece
matriks daha da kalinlagir (10,33-35).

Predentin olusumu sonrasi dentin kopriisiiniin kalsifikasyonu meydana gelir.
Bazi dislerde tiibiiler yap1 olusmaz, bu alanlarda primitif matriks diizensiz dentin
seklinde kalsifiye olur. Fakat daha sonra tiibiiler dentin sekillenir (30).

Dentin koprisii olusumunda bir komplikasyon meydana geldiginde, bu
durum tiinel defektleri ve dentin kopriisii olusumunun tamamlanamamasi ile
sonuglanabilir. Bu da bakteriyel mikrosizintiya ve pulpal nekroza ortam hazirlar.
Arastirmacilar bu tiir komplikasyonlarin gelismemesi ve dentin kdpriisii olusumunun

tamamlanmasi i¢in pulpa kuafaj materyalinin dogru secilmesi, bu tedavinin sadece



kiiglik pulpa ac¢ilmalarinda tercih edilmesi ve kavitedeki debrisin mutlaka
uzaklastirilmasi gerektigini belirtmislerdir (36).

Baz1 arastirmacilar dentin kopriisii olusumunu direkt pulpa kuafaji igin basari
kriteri olarak goriirken Karsit goriislii arastirmacilar saglikli pulpa i¢in dentin kopriisii

olusumunun zorunlu olmadigin1 savunmuslardir (33,36).

2.4 VITAL PULPA TEDAVILERI

Dis ciirligli, en sik goriilen dis hastaligidir. Dis ciiriigiiniin dentindeki
ilerlemesi durdurulamazsa pulpal nekroz meydana gelebilir ve bu nekroz ile dis
kayiplari olusabilir. Bu durum daha ileri tedaviler olan kanal tedavisi veya dis ¢ekimi
sonras1 yapilacak olan implant tedavisini gerektirebilir. Bu sonug¢ hasta ve hekim
konforunu olumsuz etkiler. Bu sebeple derin dentin giiriiklerinin tedavisinde dis
vitalitesini korumak 6nemlidir (37).

Vital pulpa tedavileri;
e indirekt pulpa kuafaji
® Direkt pulpa kuafaji

® Vital pulpotomi
o Parsiyel pulpotomi
o Tam koronal pulpotomi olarak siniflandirilmaktadir(38).
. 2.4.1 Indirekt pulpa kuafaj
Indirekt pulpa kuafaji, pulpa odasinin agilmadig derin ¢iiriiklii dislerde dentin
yapimini uyarmak i¢in yapilan bir tedavi yontemidir. Bu tedavinin uygulanabilmesi

icin klinik olarak pulpa dejenarasyonu ve radyografik olarak patolojik bulgular
olmamalidir (39).

2.4.2 Direkt pulpa kuafaji
Direkt pulpa kuafaji, herhangi bir nedenle pulpa odasi agilmis olan disin

canliligint koruyabilmesi i¢in, dentin olusturma yetenegini kaybetmemis pulpanin
izerinin dentin olusumunu uyaracak bir madde ile ortiilmesini kapsayan bir tedavidir

(13). Direkt pulpa kuafaji; travma sonucu veya iyatrojenik olarak olusan pulpa
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perforasyonlarinda, kok gelisimini tamamlamis veya tamamlamamis dislere
uygulanabilir (40).
2.4.2.1 Direkt pulpa kuafaji endikasyonlari

e Dis vitalite testlerine olumlu yanit vermelidir.

e Spontan agr1 olmamalidir.

e Disteki doku harabiyeti vital pulpa tedavisinden sonra restore
edilebilecek diizeyde olmalidir.

e Perkiisyon ve palpasyon uygulamalarinda agri olmamalidir.

e lleri diizeyde periodontal doku kayb1 olmamalidr.

e Radyografik muayenede, intraradikiiler ve periradikiiler dokular
normal izlenmelidir.

e Girisim sonucu pulpaya ait kanama 3-5 dakika i¢inde durmalidir ve pii
icermemelidir (40).

2.4.2.2 Direkt pulpa kuafaji kontrendikasyonlari

e Spontan agr1 s6z konusu oldugunda,

¢ Diste mobilite gozlendiginde,

e Dis vitalite testlerine ge¢ yanit verdiginde veya hi¢ yanit
vermediginde,

e Radyografik muayenede periodontal araligin geniglemis oldugu,
pulpada veya periapikal dokuda yikimin gézlendigi vakalarda,

e Perforasyon bolgesindeki kanama kontrol altina alinamayacak kadar
¢ok oldugunda,

e Perfore olmus pulpadan ser6z veya piiriilen eksiida ¢iktiginda vital
pulpa tedavisi endike degildir (40).

2.4.2.3 Direkt pulpa kuafajinda dikkat edilmesi gereken faktorler

Direkt pulpa kuafajinda basariy1 etkileyen ve dikkat edilmesi gereken
faktorler;
e Pulpanin kontamine olmamasi
Direkt pulpa kuafaji tedavisinde prognozu etkileyen en 6nemli faktorlerden

biri pulpanin bakteriyel kontaminasyonudur. Bu duruma ¢iiriik, tikirik
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kontaminasyonu ve dolgu ile dis dokusu arasinda g¢esitli nedenlerle olusan
mikrosizint1 neden olabilmektedir (40).
e (Cevresinde ¢liriik dentinin ya da eski restorasyonun bulunmamasi
Direkt pulpa kuafajinda kullanilan materyaller agilan pulpayr sizdirmaz bir
sekilde Ortmelidir. Tamir dentini olusumunu saglamalidir. Direkt pulpa kuafaji
yapilirken, perforasyon alani yakininda c¢iiriik dentin varsa temizlenmeli ve eski
restorasyon kaldirilmalidir ki sizint1 olmasi engellenebilsin (13,41).
e Bireyin yas1
Genellikle, pulpa kuafajlarinda iyilesmenin yagh insanlara oranla geng
bireylerde daha 1iyi oldugu bilinmektedir. Bazi arastirmacilar, yaptiklari
calismalarinda bireyin yasmin tedavinin basarisinda 6nemli bir faktér oldugunu
vurgulamiglardir. Yagh bireylerde pulpa hiicrelerinin azalmasi, kan damarlarinin ve
odontoblastlarin sayis1 ve kalitesinde olumsuz etkiler yarattigini belirtmisler (40,42);
buna karsilik baska bir aragtirmaya gore ise 25-50 yaslar1 arasinda olan bireylerde
yapilan klinik bir caligmanin sonucunda yasin Onemli bir faktér olmadig
bildirilmistir (43).
e Uygulama yapilan disin siit ya da siirekli dig olmasi
Stit dislerinde direkt pulpa kuafaji Onerilmemektedir. Bunun nedeni
pulpalarindaki farklilasmamis mezenkim hiicrelerinin ¢iiriige ve direkt pulpa kuafaji
materyaline kars1 yanit olarak, odontoklastik hiicrelere doniismeleridir. Bu doniistim
sonucunda, i¢ kok rezorpsiyonu, kronik pulpa enflamasyonu veya nekroz meydana
gelebilir (44).
e Kanamanin kontrolii
Pulpanin perforasyonu odontoblast tabakasinda harabiyete ve altinda yer alan
pulpa dokusundaki kapillerde kanamaya neden olur. Kanama miktar1 agilan kan
damarlarinin sayisina ve yaranin genigligine baglidir (45). Yapilan bir arasgtirmada,
kanamanm olmadigi tedavilerin kanamanin oldugu tedavilere gore daha basarili
oldugu gosterilmistir (45).
e Kuafaj materyalinin a¢ilan pulpa yiizeyi ile olan temasi
Direkt pulpa kuafajinda kullanilan ajanlarin uygulama bdolgesine hafifce
yerlestirilmesi pulpa dokusunun igerilere itilmemesi acisindan Onemlidir. Bdylece

tamir dentini olusumu olumsuz etkilenmez (46).
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e Ozel dentinojenik cevabi uyaracak materyalin secimi
Direkt pulpa kuafajinda kullanilan materyaller tamir dentin kopriisii
olustururken, pulpayr sizdirmaz sekilde kapatarak bakteri kontaminasyonundan
korumalidir. Birgok caligmada materyallerin tamir dentini olusturma 0Ozellikleri
incelenmistir (17,43).
e Kavite dezenfeksiyonu
Direkt pulpa kuafajinin basarisi, tamir dentininin olusumu ile pulpanin
kendisini bakteriyal iritasyondan koruyarak canliligini devam ettirmesine baglidir.
Bunun icin kavitenin dezenfeksiyonu saglanmali ve bakterilerin pulpaya ulagsmasi

engellenmelidir (17).

2.5 PULPA KUAFAJ MATERYALLERI

Ideal bir pulpa kuafaj materyali su 6zelliklere sahip olmalidir;
- Reperatif dentin formasyonunu stimiile etmeli,

- Pulpa canliliginin idamesini saglamali,

- Sekonder ciirtikleri 6nlemek i¢in flor salinimi yapmali,

- Bakterisidal veya bakteriostatik olmali,

- Dentine tutunmals,

- Restoratif materyale tutunmali,

- Restorasyonun yapim asamasinda ve sonrasinda olusan kuvvetlere karsi

dayanikli olmali,
- Steril olmali,
- Radyoopak olmali,
- Bakteriyel sizintiy1 6nlemelidir (47).

Gecmisten giinlimiize kadar acik pulpali dislerin tedavisi i¢in ¢ok cesitli
maddeler kullanilmistir. Uygulandig bilinen ilk vital tedavi Phillip Pfaff’in 1756°da,
kiigiik bir altin yapragini, pulpasi agilmis olan vital bir dise uygulamasidir (48).
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2.5.1 Pulpa kuafajinda kullanilan materyaller ve 6zellikleri

2.5.1.1 Kalsiyum Fosfat Simam

Kalsiyum fosfat simani, biyouyumlu olmasi, yiiksek sikigsma direnci ve
hidroksiapatite doniisebilmesi nedeniyle, uygun bir tedavi segenegi olarak

onerilmistir (47).
2.5.1.2 Kalsiyum hidroksit

Direkt pulpa kuafajinda pek ¢ok pulpa kuafaj materyali kullanilmustir.
Kalsiyum hidroksit, uzun yillardir pulpa kuafaj tedavisinde altin standart olarak
kullanilmaktadir (49). Ik kez 1920'i yillarda kullanilmaya baslayan kalsiyum
hidroksit pulpa kuafajinda en gok tercih edilen materyal olmustur (50,51).

Kalsiyum hidroksit, yaklasik 12,5-12,8 pH’ya sahiptir. Kimyasal olarak gii¢lii
baz olan kalsiyum hidroksit, dis hekimliginde direkt pulpa kuafajinda, indirekt pulpa
tedavisinde, apeksogenezisde, apeksifikasyonda, kok rezorpsiyonunda, iyatrojenik
kok perforasyonunda, replante edilen dislerde ve kok kanallarinin dezenfeksiyonunda
kullanilmaktadir (52).

Kalsiyum hidroksitin yiiksek alkali pH’s1 antimikrobiyal 6zellikler agisindan
avantaj saglamaktadir. Bakteriyel triinlerinin asidik etkilerini notralize ederek bu
Ozelligini gostermektedir. Harap olmus pulpa dokusunun savunma ve tamirini
uyarmaktadir. Ayrica, kalsiyum hidroksitin biiyiime faktorlerini ve mineralize
dentinden biyoaktif dentin matriks komponentlerini ortaya c¢ikarmas1 dentin
rejenerasyonunu uyarmaktadir (53,54).

Kalsiyum hidroksit patinin pulpayla temasiyla ii¢ tabaka olusur (55);

- Obliterasyon zonu: Uygulama sirasindaki basing sonucu olusan bu tabaka
kalsiyum hidroksite en yakin tabakadir ve kalsiyum hidroksit pargalari, kan

pigmentleri, kan pihtisi igerir.

- Likefaksiyon(Erime) nekrozu zonu: Kimyasal etkiler sonucu olusan bu
tabakada plazma proteinleri, hidroksil iyonlari tarafindan parsiyel olarak noétralize
edilmistir. Boylece derin dokularda daha az kimyasal etki gozlenir ve bu tabakanin

altinda koagiilasyon nekrozu zonu olusur.
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- Koagiilasyon nekrozu zonu: Kalsiyum hidroksitin etkisi burada iyice
azalmis olup, koagiilasyon nekrozuyla birlikte tromboz goriiliir. Distrofik
kalsifikasyon olusumuyla mineralizasyon baslar. Mineral artis1, canli dokularda yeni

kollajen formasyonunu saglar (56).

Kalsiyum hidroksitin yiiksek pH’s1 antibakteriyel etki gostermesini saglar. Bu
Ozelligi yapisindan salinan hidroksil iyonlarina baghdir. Hidroksil iyonunun
bakteriler iizerindeki etkisi bakteriyel sitoplazmik membranin parcalanmasi,

proteinlerin denatiirasyonu ve DNA'nin pargalanmasi seklinde olur (57).

Kalsiyum hidroksit temas ettigi ylizeyde gegici bir koagiilasyon nekroz
tabakas1 olusturmakta ve pulpa hiicrelerini uyararak yeni osteodentin tamir
dokusunun olusumunu saglamaktadir. Nekroz tabakasi altindaki farklilasmamis
mezenkim hiicreleri odontoblaslara doniismektedir ve 21 giin sonra kalsifiye dentin
kopriisit meydana gelmektedir. Koprii olusumu 12 ay boyunca siirmekte ve pulpa

canli kalmakta, enflamasyon goriilmemektedir (56,58,59).

Biyoaktif molekiillerin salinmasi dentinogenezisi indiikler. Dentinogenezis
boyunca dentin matrikste gesitli kompleks proteinler mevcuttur. Burada iki protein
onemlidir. Kemik morfojenik protein (BMP) ve Transforme edici biiylime faktorii
beta-1 (TBF- B1) pulpa tamirini uyarir. Dentindeki bu proteinleri dentinden ¢6zmesi
ile bilinen kalsiyum hidroksit, bu biyoaktif molekiillerin salinmasini saglar. Bu
molekiiller pulpa kuafajinin yapilmasindan sonra pulpa tamirinde 6nemli rol oynayan
mediatorlerdir. Pulpa tamirini stimiile ederek dentin remineralizasyonunu saglarlar
(37,49).

Kalsiyum hidroksitin vital pulpa tedavi uygulamalarindaki basarisizlik
nedenlerinden en Onemlisi olusan dentin kopriisiiniin genellikle poréz yapida
olmasindan ve dentin ylizeyine baglanmamasma bagli olarak uzun vadede
mikrosizinttya  direng  gosteremeyip pulpayr yeterince koruyamamasindan
kaynaklanmaktadir (60,61).

Kalsiyum hidroksitin olusturdugu reperatif koprii formasyonu ‘tiinel
defektlerle’karakterizedir. Bu defektler, histolojik olarak hiicrelerdeki sitotoksiteyi
gosterir. Tiinel defektlerin meydana gelmesi; sadece kalsiyum hidroksitin varligiyla

ilgili degildir, pulpada olusan herhangi bir travma perforasyona sebep olur ve kan
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golctikleri goriintir. Tiinel defektlerde olusan bu kan golciikleri nekrotik dokulara
kalsiyum saglar. Nekrotik tabakada bulunan kalsiyum iyonlar1 ‘distrofik
kalsifikasyonu’saglar. Ancak sert doku bariyer olusumundan sonra kalsiyum
hidroksitin ¢6ziilmesiyle mikrosizinti gézlenir. Bu durum mikroorganizmalarin

girisine neden olur ve kalsifiye koprii defekti olusur (37).

2.5.1.3 Cinko Oksit Ojenol (ZOE) Simam

Agi1z igerisinde hizla bozuldugu, derin kavitelerde pulpal iyilesmeyi uyardigi,
analjezik ve antiseptik etkisi oldugu bildirilmistir. Dentin kanallarin1 iyi tikama
kapasitesine sahiptir. Bakterilerin pulpaya gegcisini azalttigi belirtilmistir. Ancak
dokulara direkt temas ettirildiginde irritan oldugu, diisiik dayanikliliga sahip oldugu,
abrazyona kars1 diisiik direng gosterdigi ve parcalanma gibi dezavantajlari oldugu
bildirilmistir (62).

2.5.1.4 Kortikosteroidler ve Antibiyotikler

Hidrokortizon, klindamisin, kortizon, Ledermix [prednizol eklenmis
Ca(OH);], penisilin, neomisin, Keflin (sephalotin sodyum) gibi kortikosteroidler;
pulpa enflamasyonunu engellemek ve azaltmak i¢in kalsiyum hidroksit ile beraber

uygulanmislardir (47).
2.5.1.5 Polikarboksilat Siman

Polikarboksilat simanin antibakteriyel etkisinin olmadigi, ayrica kalsifik
koprii olusturma yeteneginin olmadigi bildirilmistir (63).

2.5.1.6 Inert(tepkimeye girmeyen, etkisiz) Materyaller

Bhaskar ve ark., Heys ve ark., isobiitil siyanoakrilat ve trikalsiyum fosfat
seramigini direkt pulpa kuafaji materyali olarak aragtirmigtir. Pulpal yanit
enflamasyonda azalma, ongoriilemeyen dentin kdpriisii olusumu seklinde olsa da, bu
malzemelerin hig¢biri uygulanabilir bir teknik olarak dis hekimligine tanitilmamistir

(50,64).

2.5.1.7 Kollajen

Dick ve Carmichael, kollajen liflerin kalsiyum hidroksite gore daha az
irritasyon yarattigini ve mineralizasyonu destekledigini ancak kalin bir dentin

kopriisii olusturmadigini bildirmistir (47,65,66).
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2.5.1.8 Adeziv Rezinler ve Bonding Ajanlar

Kalsiyum hidroksit ile kiyaslandiginda pulpa kuafaj 6zelligi zayif olan adeziv
rezinler ve bonding ajanlar ayrica pulpa hiicreleri igin sitotoksiktirler. Bakteriyel

kontaminasyonu yeterli 6l¢iide engelleyecek Ortiinmeyi saglayamazlar (37).

2.5.1.9 Cam Iyonomerler/Rezin Modifiye Cam iyonomerler

Cam iyonomerlerin bakteriyel kontaminasyon ve biyouyumluluklar: direkt
pulpa iizerine uygulanmadiklarinda miikemmeldir. Dentine yakin elastisiteleri ve flor
salmimlar1 vardir. Direkt pulpayla temaslarinda rezin modifiye cam iyonomerler;
cam iyonomerlere gore daha toksiktir, kdprii formasyonunda eksiklige ve kronik

inflamasyona sebep olurlar (47).

2.5.1.10 Biiyiime Faktorleri

Dokularin yenilenmesini indiikleyerek pulpa sagliginin korunmasina yardimci

olurlar. Ancak reperatif dentini uyarmada basarisizdirlar (47).

2.5.1.11 Enzimler, Matriks Komponentleri, Hormonlar

Pulpa hiicrelerindeki nitrik oksit (NO) ve inflamatuvar sitokinlere karsi
hemoksijenaz-1 ve simvatatin gibi ajanlar koruyucu rol oynarlar. Hiicreleri, hidrojen
peroksit(H202) kaynakli olusan sitotoksisiteden ve oksidatif stresten korurlar.
Antienflamatuvar etkilidirler. Anjiogenezisi stimiile ederler. Dentin formasyonunda
odontoblast aktivitesini saglarlar. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda pulpada hasara

sebep olabilirler (47).

2.5.1.12 Hidroksiapatit

Notral pH (pH=7)’da biyouyumlulugu iyidir. Mineralize doku formasyonu
saglamak i¢in Kullanilabilir. Pulpada orta dereceli inflamasyonla yiizeysel nekroz

olusturur (47).

2.5.1.13 Kalsiyum Silikat Esash Materyaller

Kalsiyum silikat esasli malzemeler son yillarda popiilerlik kazanmistir ve

pulpa kuafaj1 tedavilerinde kullanilabilmektedir.
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1) Biodentin

Mekanik ozellikleri dentine benzeyen biyoaktif bir simandir ve bu sayede
dentinin yerine kullanilabilmektedir. Canli pulpa hiicreleri {izerinde pozitif etkileri
vardir ve direkt ve indirekt pulpa kuafaji sonrasi sert doku olusumunu uyarmaktadir.
Bu ozellikleriyle kalsiyum hidroksite alternatif olarak gosterilmektedir (67,68).
Ayrica mekanik olarak giiclii olmasi, daha az ¢ézlinmesi ve daha sizdirmaz ortiileme
saglamasi kalsiyum hidroksite gore avantajli 6zellikleridir (69-71).

Biodentin iki komponentten olusan bir materyaldir. Tozu trikalsiyum silikat,
kalsiyum karbonat ve zirkonyum oksit; likidi su, kalsiyum klorid (hizlandirici) ve
modifiye polikarboksilat igermektedir. Biodentin, geleneksel kalsiyum hidroksit bazli

materyallere alternatif olarak tanitilmistir (67).

2) Mineral Trioksit Agregat(MTA)

Mineral Trioksit Agregat (MTA), dishekimligi alanina 1993 yilinda Loma
Linda Universitesi'nde gérev yapan Dr. Mahmoud Torabinejad tarafindan lateral
perforasyonlarin tamiri amaciyla tretilmesi ile sunulmustur. Tip 1 Portland
¢imentosunun bir ¢esidi olan MTA’nin igeriginde trikalsiyum oksit, silikat oksit,
bizmut oksit, trikalsiyum silikat, trikalsiyum aliiminat, tetrakalsiyum alimunoferrit
gibi hidrofilik partikiiller bulunmaktadir (72,73).

MTA ilk olarak kok kanal ucu dolgu materyali olarak kullanilmis (74), daha
sonra pulpa dokusunun ortiilmesi, furkasyondaki perforasyonlarin tamiri, iyatrojenik
perforasyonlarin kanal i¢i tamiri, rezorbsiyon tedavisi, apeksifikasyon sirasinda
bariyer olusturmasi gibi ¢esitli klinik uygulamalarda da kullanilmistir (75). Bu
uygulamalarin temelini MTA biyouyumlulugu, iyi 6rtme yetenegi, dental pulpa ve
periradikiiler dokularin yenilenmesini uyarma gibi 6zellikleri ile saglamaktadir (76).

Materyalin, ilk olarak gri versiyonu iiretilmis, ancak dislerde 6zellikle de 6n
dislerde renklenmeye neden oldugu igin, daha sonra dis renginde (beyaz) MTA
piyasaya siiriilmiistiir (73). Ureticiye gore beyaz ve gri MTA’larm her ikisi de;
trikalsiyum silikat (3CaO-SiO.), dikalsiyum silikat (2Ca0O-SiO2), trikalsiyum
aluminat (3Ca0O-Al203), trikalsiyum oksit(Ca20s3), silikat oksit(SiO.), kalsiyum siilfat
dihidrat (CaSO4'4H,0O, Gypsum) ana bilesenlerinden olusmaktadir. Materyale
radyoopasite kazandirmak igin, bizmut oksit (Bi2Os) katilmaktadir. Icerik olarak,

beyaz renkli MTA’da tetrakalsiyum aluminoferrit (4CaO-Al,O3'Fe203) gibi demir
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icerikli bilesenlerin olmadig1 ve beyaz MTA’nin gri renkliye gore daha kiigiik
partikiiller igerdigi bildirilmektedir (77,78). Her iki versiyonun da agirlik agisindan
kaba formulasyonu %75 Portland ¢imentosu, % 20 bizmut oksit ve % 5 alg1 tasidir
(77).

Karigimin 6zelligini etkileyen faktorler; toz/likit orani, karistirma metodu,
kondanse ederken baski uygulanmasi, ¢evrenin nemli olmasi, MTA nin tipi, ortamin
ozelligi, cevrenin pH’s1, karistiricinin tipi, karigtirma- kaviteye yerlestirme arasindaki

zaman, materyal kalinlig1 ve sicakliktir (79).

MTA’nin ortalama baslangig¢ sertlesme zamani 165+5 dakikadir (79). Ancak
materyalin nihai sertlesmesi nemli bir ortamda 96 saat sonra olur (80,81). Sertlesme
stiresi; amalgam, SuperEBA, gecici restoratif materyalden uzundur (79). Gri
MTA’nin baslangig ve final sertlesme siiresi beyaz MTA’ya gore daha uzundur. Cam
iyonomer yerlestirilmesi planlanmus ise otoriteler, beyaz MTA ’nin uygulamasindan
45 dakika sonra cam iyonomer siman yerlestirilmesi gerektigini bildirmislerdir.
Ciinkii bu siire tamamlandiktan sonra cam iyonomer siman, MTA’nin sertlesme
reaksiyonunu etkilemez (79,82). MTA’nin karistirma siiresi uzarsa, karistirma
sonrast dehidratasyon meydana gelir (83). MTA’nin karistirma siiresi diger
materyallere gére daha uzundur. Karistirma siiresinin 4 dakikadan az olmasi onerilir
(83,84). Sodyum fosfat dibazik, kalsiyum klorit gibi bazi hizlandirict maddelerin
eklenmesinin sertlesme zamanini diisiirdiigii savunulur. MTAya sertlesme siiresince
asitle miidahale yapilmamalidir (83,85). Ayrica MTA nin sodyum hipoklorit(NaOCI)
jel veya %S5°lik kalsiyum kloriir (CaClz ) ile karistirilmasi sertlesme siiresini kisaltir

ancak MTA nin basma direncini azaltir (86).

Cozuntrligi ¢ok diisiik veya ¢oziinmez olarak degerlendirilir (79). Suda
¢ozlinlirliigli; amalgam ve SuperEBA’nin ¢6ziiniirliigii ile kiyaslandiginda 6nemli
fark gozlenmemistir (72). Yiiksek likit/toz orani; MTA’nin pordzitesini ve
¢Oziintirliiglini arttirir. Fazla su kullanimi MTA’dan kalsiyum salinimimi arttirir.
MTA’daki bizmut oksit suda ¢6ziinmez ve MTA nin ¢oziiniirliigiinii azaltir. Yapilan
caligmalar beyaz MTA’nin fizyolojik soliisyona batirilmasindan yedi giin sonra

agirligimin azaldigini, 30.giin sonunda agirliginin arttifini gostermistir. Bu agirlik
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azalmasiin kalsiyum hidroksit salinimindan, sonradan agirlifin artmasinin da apatit

kristal formasyonundan kaynaklandigi diistiniilmektedir (79).

MTA karistirildiginda pH degeri 10.2’ye kadar ¢iktig1, {i¢ saat iginde pH nin
12.5’¢ yiikseldigi ve bu degerde kaldigi bildirilmistir (72). MTA ve kalsiyum
hidroksit materyallerinin benzer pH derecelerine sahip olmasi, her iki materyalin de
direkt pulpa kuafaji uygulamasindan sonra sert doku olusumunu indiikleme 6zelligini
artirdigin1 diisiindiirmektedir (72,87,88).

Kalsiyum hidroksit, SuperEBA, ZOE’den daha disiik antibakteriyel etkiye
sahip olan MTA’nin bu etkisi yiiksek alkalinite ile baglantilidir (89). Bakteriyel
sizinttyr Onlemede etkinligi yiiksek olan MTA, bazi fakiiltatif bakterilere karsi
etkindir, ancak anaerobik bakterilere kars: etkisizdir (79,83,90). Beyaz MTA ve gri
MTA benzer antibakteriyel aktivite gosterir (85).

Kalsiyum hidroksit pulpa dokusu ile temasinda kalsit kristallerini olusturur ve
depolanmasini saglar. MTA’nin kalsiyum hidroksit icermedigi, ancak sertlesme
reaksiyonundan sonra igerdigi kalsiyum oksitin doku sivilartyla birleserek kalsiyum
hidroksit olusturdugu belirtilmistir. Bu kalsit kristallerinin de hiicre adezyonu ve
farklilasmasindan sorumlu fibronektini etkiledigi bildirilmistir. Fibronektin olusumu,
sert doku olusumunda baslangi¢ asamasidir (83,91). MTA ’nin osteokalsin ve alkalen
fosfatazin; ayrica interlokin 6 ve 8’in yapiminda diizenleyici etkisi oldugu
bildirilmistir. Dentinojenik aktivitesiyle dentin dokusundan biiyiime faktorlerinin
salinimint sagladigi belirtilmistir (92).

Faraco ve ark. (93), direkt pulpa kuafaji tedavisinde MTA ve kalsiyum
hidroksit materyallerini kopek dislerinde kullanmis ve MTA kullanilan grubun
tamaminda perforasyon alanmin dentin kopriisii ile ortiildiigiinii ve higbirinde pulpa
iltihab1 goériilmedigini, ancak kalsiyum hidroksit kullanilan grubun %33’iinde dentin
kopriisii izlenirken %75’inde pulpa enflamasyonu saptandigini agiklamiglardir.

Tziafas ve ark.(92), mekanik olarak ekspoz edilen pulpa iizerine direkt temas
ettirilen MTA’nin erken donemde meydan getirdigi pulpa hiicre yanitini ve
dentinojenik aktivitesi kdpek dislerinde degerlendirdiklerinde, bu materyalin pulpa
hiicrelerinde fibrodentin ve daha sonra da reparatif dentin olusumu ile sonuglanan
sitolojik ve fonksiyonel degisiklikleri uyardiklar1 gorilmiistiir. Reparatif dentin iig

haftanin sonunda izlenebildigini bildirmislerdir.
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MTA’nin yiiksek maliyetinden dolay:r alternatif materyal arayislari devam
etmektedir. Bu nedenle MTA’nin agirlhigimin yaklagik olarak %75’ini olusturan
Portland siman1 ve MTA ile yapilan karsilagtirmali ¢alismalarda etkileyici sonuglar
elde edilmistir (94-97). MTA’nin ambalaji agildig1 seansta kullanma zorunlulugu
(87,97), sertlesmesinin uzun siirmesi, karistirmadaki giicligii, kaviteye tasima ve

yerlestirme zorlugu gibi dezavantajlar1 da oldugu belirtilmistir (98).

3) Isikla Sertlesen Trikalsiyum Silikat Siman

Bu simanin igeriginde %45 mineral materyali(tip III Portland simani), %10
radyoopak madde, %S5 hidrofilik kalinlastirici ajan (dumanl: silika -baryum zirkonat)
ve yaklagik olarak %45 rezin vardir. Rezin igerigi, hem hidrofobik monomerlerden
(UDMA, BisGMA, TriEDMA/ TEGDMA) hem de hidrofilik monomerlerden
(HEMA, PEGDMA) olusur. Sertlesmeden sonraki ti¢iincii Saat-iigiincii giin arasinda
pH 10-11 iken, 7-14. giinler arasinda pH 8-8.5a diiser (99).

Trikalsiyum silikat bazli bir materyal olan MTA ve kalsiyum hidroksite gore
daha az ¢oziindiikleri ve daha fazla kalsiyum saldiklari bildirilmistir (99).

2.6 BIYOUYUMLULUK

Biyouyumluluk bir maddenin canli dokularla temasinda alerjik, mutajenik ve
karsinojenik etki yapmayan ozelliklere sahip olmasini ifade eder (100). Toksisite ise
tam tersine bir maddenin kimyasal yollarla biyolojik sistemlerde hasar olusturabilme
yetenegini gostermektedir. Materyalin DNA yapisinda olusturdugu degisiklik
genotoksisite, bunun sonraki nesillere aktarimi ise mutajenite olarak adlanmaktadir
(102).

2.6.1 Biyouyumluluk Testleri

Dental materyallerin biyouyumluluk degerlendirmelerinde ii¢ basamak

tanimlanmistir.Bunlar:

1. Bagslangig testleri(in vitro testler)
o Sitotoksisite
e Mutajenite-Genotoksisite

e Ostrojenite
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2. Ikincil testler (hayvan testleri)
e Sensitizasyon
e Implantasyon
e Mukozal irritasyon
3. Kullanim testleri
e Pulpa ve dentin testleri
e Pulpotomi testleri
e Endodontik kullanim testleri(102—-104)

2.6.1.1 Baslangig testleri (in vitro testler)

In vitro testlerin amaci; maddenin canli organizma disinda, dokunun iizerine
veya i¢ine konulmasiyla olusabilecek biyolojik reaksiyonlari arastirmaktir. Bunun
icin genellikle hiicre kiiltiirii ve bakteriler kullanilmaktadir. Maddelerin bakteriler
tizerinde mutasyona neden olup olmadiklart degerlendirilebilir. Hiicre kiiltiirti
caligmalarinda materyalin etkisini degerlendirirken hiicre sayisi, biiylime orani,
metabolik fonksiyonu ve diger hiicresel fonksiyonlarina bakilir (100,105).

In vitro hiicre kiiltiirii testleri uygulamasi kolay, hizli, tekrarlanabilir, kontrol
edilebilir ve maliyeti daha diisiik olan testlerdir. In vitro ¢alismalarda etik problemler
yoktur. Sonuglar1 in vivo sartlarda olusan sonuglar ile karsilastirildiginda yaniltici
olabilir. Ciinkii materyale kars1 organizmada kompleks biyolojik cevaplar gelisir
(100,105).

1) Sitotoksisite

Sitotoksisite, c¢esitli molekiiler olaylar neticesinde makromolekiilerin
dretiminin engellenmesi ve bunun sonucu olarak hiicrenin yapisinda ve
fonksiyonlarinda belirgin hasarlar olusturmasidir (106,107).

Sitotoksisite ¢alismalari, bir materyalin sitotoksik potansiyelinin varliginin
belirlenmesi i¢in yapilir. Hiicre temelli sitotoksisite deneyleri, gerek pratikligi,
gerekse in vivo caligmalardan elde edilen verilerle uyumlulugu sebebiyle, hayvan
deneylerine alternatif olarak ortaya cikarak toksikoloji laboratuvarlarinda tercih edilir
hale gelmistir (108).
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Sitotoksisite testinde; hiicre kiiltiiriine direkt veya indirekt temas ettirilen
dental materyal veya yapisindan salinan bilesenlerin etkileri degerlendirilir. Direkt
temas yonteminde, hiicreler materyalin {izerinde veya yaninda gelismekte ve
biyolojik hiicre 6liimleri incelenmektedir. Suda ¢oziinebilen materyallerde hiicre ile
materyalin direkt temasi yeterli diizeyde olur. Suda ¢6ziinmeyen materyallerin hiicre
ile temas1 ekstrakt yoluyla saglanir. Indirekt temas yonteminde; hiicre ile dental
materyal arasinda agar, agaroz, dentin veya selilloz asetat filtre gibi bariyerler

kullanilir. indirekt yontemde, baz1 bilesenlerin gecisine izin veren ve dentini taklit

eden insert sistemler kullanilmaktadir (105,107,109,110).

a) Sitotoksisitenin Degerlendirilmesinde
Kullanilan Yontemler
Sitotoksisitenin ~ degerlendirilmesinde  dort  farkli  test  yOntemi

kullanilmaktadir;

i. Canhlik testleri

Kiiltiir igerisinde canli kalan hiicre oraninin belirlenmesi i¢in kolorimetrik ya
da floresans Olglim yapmaya izin veren testlerdir (111). Bu testler membran
biitiinligii bozulmus hiicre igerisine giren tripan mavisi, eritrosin ya da naftalin
siyahi gibi boyalar ile veya membran biitiinliiginii koruyan canli saglam hiicrelerin
igerisine giren diasetil florasan ya da noétral kirmizi gibi boyalarin uygulanmasiyla
yapilir (106,112).

ii. Yasam testleri

Hiicrelerin toksik etkiyle karsilagtiklari ilk birka¢ giin veya sonrasinda
goriilebilen, sadece olii hiicreleri inceleyen testlerdir (111). Bu sebeple canlilik
oraninin aragtirilmasinda, kisa donemde meydana gelen toksisite reaksiyonlarda geri
doniistim olabildiginden uzun donem testleri c¢aligilmaktadir (106,112). Hiicre
yasaminin incelenmesinde, hiicrelerin diisiikk yogunlukta koloni olusturma yetenegi
arastirtlmaktadir (111).

iii.  Proliferasyon testleri

Bu yontem az sayida Ornek varliginda uygulanir. 3H-timidin  ve

Bromodeoksiuridin ~ immunohistokimyasal  teknikleri ~ uygulanir.  Materyal
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bilesenlerinin hiicre proliferasyonuna etkisini saptamak ig¢in, kiltiirde bulunan
hiicrelerin birka¢ glin sonra yapilan sayimda bulunan biiyiime egrisinden

faydalanilmaktadir (111).

iv. Metabolizma testleri

Metabolizma testleri ¢cogunlukla daha hassas bir ¢alismay1 gerektirir. Bu
yontemde, hiicrelerin proliferatif veya metabolik kapasiteleri ve enzim aktivite
bozulmasi, mikroplaka okuyuculu spektrofotometre vasitasiyla dlgiilerek tayin edilir.
Bu yontem sayesinde uzun donem toksisite degerlendirilir. En onemlileri; MTT,
LDH ve Alamar mavisi testidir (111).

MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi; vital
bir boya olan tetrazolium bilesigi olan MTT nin, canli hiicrelerin mitokondrileri
tarafindan ¢6zlinmez mavi renkli formazan {irliniine doniistiiriilmesi esasina dayanan
kolorimetrik bir yontemdir. Olusan mavi renk direkt canli hiicre oranini verir
(113,114).

MTT olgiimii in vitro kosullarda metabolizmanin canliligmma dayanarak
sitotoksisiteyi Olgmek i¢in uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Bu
yontem, hizli, kolay ve yiiksek oranda dogruluga sahiptir. Bir tetrazolyum tuzu olan
MTT sar1 renkli olup, yasayan hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat-
dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglanmaktadir. Bu baglanmanin sonunda
suda ¢ozlinmeyen koyu mavi renkte kristaller olusmaktadir. Kristaller, dimetil
sulfoksit (DMSO) ve izopropanol gibi organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziinmektedir.
(Cozinmis olan bu boya, konsantrasyona bagli olarak spektrofotometrik yontemle
goriiniir dalga boylarinda 6lgiilebilen bir absorbans vermektedir. Boylece indirekt
olarak hiicrelerin metabolik aktivitelerini dlgmektedir. Ayrica 6lciilen deger yasayan

hiicre sayisi ile iligkilendirilmektedir (113,114).
2) Genotoksisite

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢cekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom
anormallikleri, klastojenite ve andploidi gibi hasarlar1 kapsar. DNA veya genomun
kopyasimin yapilmasinda rol oynayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona

neden olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi
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degisimlere neden olmasina genotoksik etki denir (114).

DNA molekiiliinde mutasyonlara yol acan ajanlar veya mutajenler, DNA
tizerindeki etkilerini ya dogrudan ya da genomik bilgilere gore sentezlenen
proteinlere baglanarak dolayli yolla gosterirler (114).

DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki bozukluklar ise doku
hasar1, yaglanma, kanser, infertilite ve baz1 genetik ve multifaktdryal hastaliklara yol

a¢cmaktadir. Bu nedenle genotoksisite testleri daha da 6nemli olmaktadir (114).

a) Genotoksisite Testleri

Genotoksisite testleri 1970’li yillardan beri kullanilmakta olup giiniimiize
kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini dlgebilmek
icin bir¢cok genotoksisite testi gelistirilmistir. Bu testler, g¢esitli mekanizmalarla
dogrudan veya dolayl olarak genetik materyalde meydana gelen hasarlar1 saptamak
amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusurlar (114).

Genotoksisite testleri ile mutajenlerin tanimlanmasi, insanda risk tayininin
yapilmasi: ve bu maddelere gereksiz maruziyetin dnlenmesi genetik toksikolojinin
baslica amaglarini olusturmaktadir. Genellikle kisa donem mutajenite testleri tarama
amagh kullanilirken, memeli testleri ise insanda risk tayini i¢in kullanilmaktadir
(114).

i. Mutajenite Testleri Simiflandirilmasi

e Primer DNA Hasar Testleri
e Gen Mutasyon Testleri
e Kromozom Degisimlerini Tespit Eden Testler

e Morfolojik Doniistimleri Tespit Eden Testler (114).

Genotoksik test yontemleri ile tespit edilebilecek hasar tipleri;
e Direkt DNA hasari
e Gen mutasyonlari
e Yapisal kromozom hasarlari

e Sayisal kromozom hasarlar1 (114).
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b) Genotoksik etkilerin arastirilmasi

Genotoksisite testleri genellikle DNA hasarina neden olan kimyasal
maddelere maruziyetin biyogostergesi olarak kullanilir. Alkali ortamda DNA
elektroforezinin yapildigit Comet yontemi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi/ Single Cell
Gel Electrophoresis (SCGE)) olduk¢a sik kullanilan yontemlerdendir. Comet
yonteminden elde edilen sonuglar ile saglik riskleri (kanser gibi) arasinda bugiine
kadar bir iliski kurulamamis olmasina ragmen, maruz kalinan kimyasal maddenin
genetik materyali etkileyebildigini gdstermeleri agisindan biyoizleme calismalarinda
olduk¢a sik olarak kullanilmaktadir. Comet testi, Okaryotik ve bazi prokaryotik
hiicreler olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinde in vivo ve in vitro uygulanabilen,
DNA hasarint ve onarimint belirlemek amaciyla kullanilan oldukg¢a gelismis bir
yontemdir. Bu yontem hizli, hassas, kolay goriilebilen, diger yontemlere kiyasla daha
ucuzdur. Ozellikle genetik toksikolojide ve insan biyoizlemeleri ¢alismalarinda 6nem
kazanmis ve hizla yayginlasmistir. Tek hiicre jel elektroforezi (Single cell gel
electrophoresis, SCGE) veya Comet teknigi, ilk olarak Rydberg ve Johanson (1978)
tarafindan DNA sarmal kiriklarinin 6lgiilmesi amaciyla kurulmustur. Daha sonra
Ostling ve Johanson (1984) tarafindan gelistirilen teknik nétral pH’daki lizing ve
elektroforez sartlarinda uygulanir (115,116).

Comet yonteminde hiicreler diisiik erime noktali agaroz (LMA) ile 6nceden
hazirlanmis lama yayilir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda bir deterjan madde ile
hiicreler pargalanir (Lizis). Hasarsiz bir DNA, ¢ekirdekteki matriks proteinlerle
oldukca organize bir yapiya sahipken DNA’da bir hasar meydana geldiginde bu yap:
bozulur. Hasarli DNA sarmalindaki zincirler kompakt yapilarimi kaybeder ve
gevseyerek agar icindeki bosluklara yayilir. Spesifik bir pH’da DNA sarmalinin
gevsemesinin ardindan elektroforez uygulanir (117).

Farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike sahip negatif yiiklii DNA
fragmanlari (kirik bulunan uglar) elektroforez sirasinda pozitif yiiklii anota dogru gog
ederler. Notralizasyon isleminden sonra etidium bromiir gibi DNA spesifik floresans
boya ile boyanarak mikroskop altinda incelenirler. Hasarsiz DNA’larda kuyruk
olusmazken, ¢esitli genotoksik ajanlarla hasarlanan DNA’lar tamir mekanizmalart ile
tamir edilememis, tek veya c¢ift zincir kirigr olugsmus ise kirillan DNA’lar farklhi

molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiiklerine sahip olduklarindan, DNA
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molekiilleri elektroforetik ortamda farkli hizlarda hareket floresan ederek ¢ekirdekten
disar1 dogru gocmekte ve kuyruklu yildiz goriinlimii olusturmaktadir. Boyanan
DNA’lar mikroskop altinda incelendiginde hasarin derecesine gore DNA’lar dairesel
formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar cesitli derecelerde goriintiiler
olusturduklar1 i¢in bu ydnteme kuyruklu yildiz anlamma gelen Ingilizce “Comet
Assay” adi verilmistir (Sekil 2.1). Singh ve ark. tarafindan protokolde birtakim
degisiklikler yapilarak yontem alkali lizing kosullarinda uygulanmistir. Bu protokol,
bugiin kii¢iik degisiklerle diinya genelinde en yaygin kullanilan genotoksisite
protokoliidiir (117,118).
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Sekil 2. 1 Comet testinin yapilisi

Comet testinde DNA hasarinin kantitatif saptanmasinda; kuyruk momenti,
kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu parametreleri kullanilir (117).

Alkali kosullarda yapilan Comet testi, DNA hasarlarindan c¢ift zincir
kirtlmalari, tek zincir kirilmalari, alkali isaretli bolgeler (alkali Comette tek zincir
kirigina doniisiirler), oksidatif DNA baz hasari, DNA-DNA/ DNA-protein/ DNA-ilag
capraz gegisleri tayin edilebilir, DNA onarimi dlgiilebilir. Notral Comet testinde ise
DNA’daki ¢ift zincir kiriklar1 gézlemlenebilir (117).

2.6.1.2 Ikincil testler(hayvan testleri)
Hayvan deneyleri, insanlarda olusabilecek olasi toksik etkileri onceden
tahmin edilmesine yardimci olur. Bir dental materyalin klinikte kullanilmasindan
once, sistemik ve sitotoksik kapasitelerinin degerlendirilebilmesi amaciyla,

laboratuvar  hayvanlarinin  materyale maruz  birakilarak  test  edilmesi
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gerekmektedir(107).

Biyouyumluluk i¢in uygulanan hayvan testleri, arastirilacak materyalin bir
hayvan, genellikle memeli, igerisine konulmas1 sebebiyle in vitro testlerden farklilik
gosterir. Hayvan testlerinde memeli bir canlinin kullanilmasi, materyal ile biyolojik
cevre arasindaki bir c¢ok karmasik etkilesimin meydana gelmesine olanak
saglanamaktadir. Bu sayede, in vitro testlere gore daha uygun ve genis kapsamli

biyolojik yanit alinabilmektedir (100).
2.6.1.3 Kullanim testleri

Klinik ile en iliskili testler kullanim testleridir. Kullanim testleri hayvanlar ve
goniillii insanlar iizerinde uygulanabilir. Anatomisi insana benzeyen, kopek ve
maymun gibi daha biiyiik hayvanlar kullanim testlerine dahil edilmektedir (119).

Insan sagligmi olasi zararli etkilerden korumak igin, ISO ydnergelerinde
belirtilen biyouyumluluk test kademelerinin ilk 3 bolimiinii(in vitro testler, hayvan
testleri ve hayvan kullanim testleri) basariyla tamamlayan materyaller ve tedavi
yontemleri hastalar tizerinde uygulanabilir (107).

Materyalin biyouyumluluguyla ilgili en dogru bilgilerin edinildigi test
tirtidiir. Ancak zaman gerektirmesi, pahali olmalari, goénillilerin klinik disina
cikildiginda kontrol edilebilme zorluguna baglh olarak farkli sonuglar ortaya ¢ikmasi
ve en Onemlisi etik ve yasal problemler meydana getirmesi gibi dezavantajlarindan
dolayr klinik arastirmalarin uygulamasi giictiir. Kemik i¢i implant testi, pulpa
irritasyon testleri, mukoza ve gingival kullanim testleri klinik aragtirmalarda
kullanilan yontemlerdir (100,101,107).

2.6.2 Hiicre Kiiltiarua

Hiicre kiiltiirii, canli dokulardan mekanik olarak alinan doku parcalarinin
proteolitik enzimlerle hiicrelerine ayrilarak laboratuar ortaminda kiiltiir kaplarinda
uygun besi yerinde ¢ogalmalari esasina dayanir. Besleyici sivilar; plazma ve serum
amino asit ve mineralleri, hayvan embriyo ekstraktlari, vitaminleri, seker tuzlari ve
antibiyotikleri ihtiva etmektedir. Ureme sonucunda olusan bu yapiya hiicre kiiltiirii
denilmektedir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda primer, diploid ve devamli olmak iizere

ti¢ ¢esit hiicre kiiltiird kullanilir (120).
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Primer hiicre kiiltiirleri doku ve organlardan alinan hiicrelerin 24 saatten fazla
kiiltiir edilmesiyle elde edilir. Primer hiicre kiiltiirlerinde iireyen hiicreler buradan
alinip bagka kiiltiirlere ekilip ¢ogaltilabilir. Bu yontemle elde edilen ilk alt kiiltiirlere
diploid hiicre kiiltiirleri denir. Bir seri kiiltiir islemlerinden sonra hiicre hatlar1 elde
edilir. Devamli hiicre hatlar1 siiresiz tireyebilme 6zelligine sahip donilisiime ugramis
primer hiicrelerdir ve daha stabil bir dis goriiniime sahiptirler. Devamli hiicreler
olusan transformasyon nedeniyle in vivo 6zelliklerinin tiimiinii muhafaza edemezler.
Devamli hiicre hatlar1 kolaylikla gogaltilabilir (106).

Tablo 1. Yaygin olarak kullanilan hiicre hatlari.

Devamh Hiicre Kiiltiirleri Primer Hiicre Kiiltiirleri
Fare cilt fibroblastlar1(L929) Insan cilt fibroblast:
Fare fibroblastlari(L 60T) Gingival epitelyum
Isvigre fare fibroblast1(3T3) Gingival fibroblast
Sigan osteojenik sarkom(RT) PDL fibroblasti
Hamster bobrek fibroblasti(BHK 21(C-13)) Pulpa fibroblasti
Insan cilt epitel hiicresi(NCTC 2544) Sigir pulpa fibroblasti
Insan servikal karsinom(HeLa) Domuz pulpa fibroblasti
Insan gingival karsinom(ca 9.22) Karaciger fibroblasti
Insan oral karsinom(KB) Kalp fibroblasti

Dental materyallerin sitotoksisite testleri i¢in hiicre kiiltiir testleri, agar
difizyon testi, filtre difiizyon testi, dentin bariyer testi ve hemoliz testi
kullanilir(121-123).

2.7 CALISMADA KULLANILAN MATERYALLER

2.7.1 Therecal LC®

TheraCal LC®, pulpa kuafaj tedavilerinde kullanmilmak igin tasarlanmis
kalsiyum silikat dolduruculu rezin modifiye 1sikla sertlesen, radyoopak bir
materyaldir. Kalsiyum salinimi yapma o6zelligi bulunmaktadir ve restorasyonlarin
altina Kalsiyum hidroksit, cam iyonomer siman, ¢inko oksit &jenol ve diger pulpa
kuafaj materyallerinin yerine kullanilabilmektedir. Igeriginde polimerize olabilen
metakrilat monomerleri (Bis-GMA ve polidimetilakrilat), kalsiyum oksit(CaO), tip

29



II Portland simani(kalsiyum silika partikiilleri), polietilen glikol dimetakrilat,
baryum siilfat ve baryum zirkonat vardir (47,124).

Icerisindeki trikalsiyum silikat pargalar1 kalsiyum salmimini saglar. Kalsiyum
salmimi; hidroksiapatit ve sekonder dentin kopriisii formasyonunu uyarir. Iyi bir
ortiiciidiir ve pulpa perforasyonu oldugunda kullanilabilir. Coziiniirliigii diistktiir,
derin dentin dokularina adezyonu iyidir (47).

TheraCal LC® ve MTA gibi materyallerin hizli kalsiyum salinimi yapmast,
bu materyalleri geleneksel ortiicii materyallere gore dentin tamiri ve iyilesmesinde
iistiin kilmaktadir ve yapilan calismalar pulpal iyilesmeyi daha etkin bir sekilde
uyardigini ve daha az pulpa nekrozu olusturdugunu belirtmektedir (125).

Yapilan bir arastirmada TheraCal LC®, ProRoot MTA ve Dycal
materyallerinin fiziksel ve kimyasal dzellikleri karsilastirilmis TheraCal LC®’nin;
diger materyallere oranla daha fazla kalsiyum salinimi yapabildigi ve daha az
¢oziindiigii bildirilmistir. TheraCal LC®’nin 7 giin sonunda fizyolojik pH’a yakin bir
pH olusturabildigi 6ne siiriilmistiir (99).

TheraCal LC®, dentin sivisin1 gegirebilen bir materyaldir. Bunun yaninda,
dentin sivisin1 kolayca absorbe edebilmesi sonucunda kalsiyum ve hidroksil iyonlari
salmimi yapar. TheraCal LC®’nin alt yiizeyinde, hizla hidroksiapatit olusumunun,
materyalin sizdirmazhigini arttirdigi  diigiiniilmektedir. Hidroksiapatit olusumuna
yardimcr oldugu ve biyouyumlulugu pulpa canliliginin korunmasinda 6nemli role
sahip oldugu bildirilmistir (99,126).

MTA’ya gore diisiik biyouyumluluga sahip oldugunu gosteren caligmalar
vardir. Odontoblast ve fibroblast hiicreleri {izerinde sitotoksik etkileri nedeniyle daha
fazla pulpal inflamasyona yol agtigini belirten g¢aligmalar mevcuttur. Bunun sebebi
igeriginde bulunan UDMA, TEGDMA, BisGMA gibi akrilik rezin monomerlerin
oldugu diistiniilmektedir. Bununla beraber yapilan ¢aligmalarda MTA’nin, TheraCal
LC®’ye gore yiiksek oranda uygun kalsifiye bariyer olusturdugu gdzlenmistir (127—
129). TheraCal LC®yi, MTA ve biyodentinle kiyaslayan baska bir calismada;
TheraCal LC®nin diger materyallere gére mineralizasyonun daha diisiik oldugu,
tamamlanmamis  koprii  formasyonu  gdsterdigi  bildirilmistir.  Icerigindeki
monomerlerin, dentindeki sialoprotein ve osteonektinlerin salinimini engellemesi

mineralizasyonun az olmasinin sebebi olarak gosterilmistir (127).

30



2.7.2 2-Oktil Siyanoakrilat (DERMABOND™)

Siyanoakrilatlar doku yapistiricisi  uzunca bir siiredir  Kliniklerde
kullanilmaktadirlar. 1951 yilinda Coover isimli bir arastirmacit Tennessee Eastman
sirketinde calisirken yapistirma 6zelligini bulmustur. Firma sonra Kodak sirketi ile
anlasarak ilk metil siyanoakrilati yapistirict olarak iiretip piyasaya siirmiistiir ve
Eastman 910 adimi almistir. Coover bu molekiiliin klinik uygulamalarda kullanmak
icin arastirma caligmalarina baslamistir. 1964 yilinda FDA onayr alinan materyal
klinik kullanima sunulmustur. 1970’lerde bir¢ok iilkede N-butil siyanoakrilatin
tiretimi yapilmistir. Histoacryl olan N-butil siyanoakrilat, 1980’lere kadar doku
yapistirict  olarak kullanilmistir. 1998 yilinda DERMABOND™ iiretilip FDA
onayiyla klinik kullanima sunulmustur (130). 2-oktil siyanoakrilat molekiilinden
olusan bir monomer yapida doku yapistiricisidir. Proteinli yiizeylerde hizli
polimerize olmasiyla giiclii, esnek ve resorbe olabilen bir yapismaya neden olur.
Biokompatibilitesi, i¢erigindeki formaldehit ve siyanoasetat bilesenlerinin histotoksit
etkileriyle ilgilidir (131).

Uzun zincirli siyanoakrilatlar, orjinal kisa zincirlilere gore daha az reaktif
yapidadir. Zincir molekiilii uzadik¢a yikim siiresi uzamakta bu sayede toksik etkiler
daha az oranda goriilmektedir. Daha 6nceden kullanilan N-butil siyanoakrilata oranla
kirtlma giicii ii¢ kat daha fazladir. Bu kirllma giicii 5/0 naylon siitiirlere esittir (131).

In vitro ¢aligmalarda yiiksek viskoziteli molekiil, film tabaka saglam kaldig1
stirece antimikrobiyal bariyer olarak da etkinligi bildirilmistir. DERMABOND™
klinik olarak daha cok deriyle ilgili kiiciik cerrahi islemlerde siitiirlerin yerine
kullanilmaktadir. Uygulanacak yilizey materyalin akisin1 engellemek i¢in horizontal
diizlem haline getirilmelidir. Paketin kirilip yiiksek viskoziteli yapistirict maddenin
uygulanmasindan sonra 30 saniye igerisinde ekzotermik reaksiyon olusur ve
polimerizasyon meydana gelir. Bu zaman zarfi i¢inde uygulanan bdlge iizerine

herhangi bir temas olmamalidir (132).

2.7.3 Bio MTA+

Bio MTA+ Polonya menseili bir sirket olan PPH Cerkamed tarafindan
piyasaya siiriilmiis bir MTA cesididir. Toz ve likitten olusmaktadir. Bio MTA+’nin,
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toz icerigi kalsiyum oksit, hidroksi apatit, silikon, demir, aliiminyum, sodyum,
potasyum, bizmut, magnezyum, zirkonyum oksitleri ve kalsiyum fosfattan
olusmaktadir. Likit kismui ise saf su ve kalsiyum katalizori igerir (133).

Kok kanallarmin dolgu ve reminerilasyonu i¢in kullanilir. Bio MTA+ sivisi
ile karigtirildiginda calisma siiresi yaklasik dort dakikadir ve karigim iki saat
icerisinde tamamen sertlesir. Yiiksek miktardaki kalsiyum iyonlari dis dokusunu
reminaralize eder. Silikon ve kalsiyum bilesimi perforasyon ve internal kanal
rezorbsiyonu sonra doku rejenerasyonunu destekler. Bio MTA+ kemiklerin dogal
kompanenti olan hidroksi apatit igerir. Bu da karisimi kemik yapiya miikemmel bir
sekilde birlestirir. Bio MTA+ su durumlarda onerilir;

e Kok kanal duvar derforasyonu,

e internal kanal rezorbsiyonu,

e Posterior kok apeksinin doldurulmasi,

e Direkt pulpa kapamasi,

e Pulpa amputasyonu,

e Kok gelisimi tamamlanmamis dislerin tedavisinde kullanilir (133).

Bio MTA+ kok kanal dolgusunda tek basina kullanimi uygun degildir. iki
komponenti karigtirlldiginda  kullanilan el aletinin {izerinde kalan, kolayca
ayrilmayan yogun bir plastik ve yapiskan kivama sahip olur. Bu da geleneksel MTA
ya gore kullanim kolayligi saglar. 30 saniye boyunca likit ve toz karistirilir.
Modelleme hamuru kivamma geldiginde uygulanir ve sadece kendi likiti ile
karistirtlir. 4 dakika igerisinde uygulanmalidir. Bu siirenin sonunda sertlesmeye
baglar (133).

2.7.4 Kerr Life

Kalsiyum hidroksit igeren bir baz ve bir katalizérden olusan iki tiiplii bir
pattir. Patlarin kullanilmadan hemen 6nce bire bir oraninda 10 saniye karistirildiktan
sonra uygulanmast Onerilmistir. Dis pulpasini kullanilan dolgu materyallerinin
etkilerine, 1stya karst korudugu firetici firma tarafindan belirtilmistir. Ayrica tedavi
esnasinda olusan basinglara ve asit etching uygulamasina direngli oldugu ifade

edilmistir (134).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismada sitotoksisite ve genotoksisite testi i¢in kullanilan materyallerin

icerikleri ve iiretici firmalar1 Tablo 2.’de gosterilmistir.

Tablo 2. Calismamizda kullanilan malzemelerin icerikleri ve iretici firmalari.

PULPA KUAFAJ i i URETICI
MATERYALLERI ICERIR FIRMA
Ethicon
DERMABOND™  2-Oktil siyanoakrilat-Dengeleyici-Renklendirici Inc,.
ABD
Mineral materyal(Tip 111 Portland siman) - Bisco Inc
TheraCal LC® Radyoopak kompanent - Hidrofilik ABD B
yogunlastirict ajan - Metakrilik rezin
Toz: Trikalsiyum silikat - Dikalsiyum silikat Cerkamed
MTA+ Trikalsiyum aluminat - Bizmut oksit - Gypsum Polonya
Likit: Distile su
Kalsiyum hidroksit - Cinko oksit - Cinko Stearat
Life Etil Toluen Siilfonamid - Titanum Baryum Kerr Inc.,
Siilfat — Metilsilikat Pigment - Polimetilen ABD
salisilik asid

Calismada kullanilan materyallerin fare fibroblastlar1 {izerine olan sitotoksik
ve genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde sirasiyla asagidaki islemler
gerceklestirildi:

e Test orneklerinin hazirlanmasi

e Fare fibroblast hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmas1 ve stoklanmasi

e Kullanilacak materyallerin test drneklerinin MTT testi ile fare fibroblast
hiicre kiiltiirti iizerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

e Kullanilacak materyallerin fare fibroblast hiicre kiltiirii {izerindeki

genotoksik etkilerinin belirlenmesi

3.1 Test materyallerinin hazirlanmasi

Bu c¢alismada pulpa kuafaj materyali olan BioMTA+, DERMABOND™,
Well-Root ST, TheraCal LC® ve kontrol grubu olarak da Kerr Life test edildi.

Aragtirmada kullanilan biitiin materyal 6rnekleri Steril ¢alisma kabini(Esco,
Class Il Biological safety Cabinet, Singapur) igerisinde {iretici firmalarin Onerileri

dikkate alinarak hazirlandi (Sekil 3.1). Materyallerin drnek boyutlart belirlenirken,
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yiizey/vasat oraninin 0.5-6cm?/ml olmasi ve salim asamasinda kiiltiir medyumunun
ornek ylizeyi ile tamamen temasi amaclandi. Materyaller 24°liik plakalarin tabanini

tamamen kaplayacak sekilde yerlestirildi.

=

Sekil 3. 1 Steril calisma kabini(Esco Class Il Biological Safety Cabinet, Singapur)

Sitotoksisite testleri i¢in Orneklerin baslangic sertlesme reaksiyonlarinin

tamamlanmas1 saglandi.

3.1.1 Bio MTA+ Materyalinin Hazirlanmasi

Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda MTA ile distile su steril bir metal
spatiil ile steril cam {izerinde karistirildi. Karisim homojen bir hal alincaya kadar bu
isleme devam edildi. Steril edilmis baska bir el aleti ile elde edilen karisim 24
kuyucuklu plakalara yerlestirildi ve kondanse edildi. Distile su ile nemlendirilen

karisimin sertlesmesi i¢in beklendi.(Sekil 3.2)
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Sekil 3. 2 Cerkamed BioMTA+

3.1.2 DERMABOND™ Materyalinin Hazirlanmasi

Bu materyal dogrudan kullanima hazir bir formiilasyona sahiptir. Steril

ortamda materyal 24 kuyucuklu plakalarin tabanina yerlestirildi.(Sekil 3.3)

Sekil 3. 3 DERMABOND™

3.1.3 TheraCal LC® Materyalinin Hazirlanmasi

Uretici firmanm &nerileri dogrultusunda materyal 24 kuyucuklu plakalarin
tabanina esit ve homojen bir sekilde uygulandi. 1 mm kalinlikta uygulanan materyal
led 151k kaynagi ile (Woodpecker LED-B Isik cihazi, Guilin Woodpecker Medikal
Endiistri, Ltd, Guangxi, Cin) 20 saniye boyunca polimerize edildi. Ardindan
polimerize olmus tabakanin {izerine materyal tekrar 1 mm kalinliginda uygulandi ve

20 saniye boyunca polimerize edildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3. 4 TheraCal LC®

3.1.4 Life Materyalinin Hazirlanmasi

Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda bir 6lgek baz ile bir 6lcek katalizor
steril bir metal spatiil ile steril cam {izerinde karistirildi. Karigim homojen bir hal
alincaya kadar bu isleme devam edildi. Steril edilmis baska bir el aleti ile elde edilen
karistm 24 kuyucuklu plakalara yerlestirildi ve kondanse edildi. Distile su ile
nemlendirilen karigimin sertlesmesi i¢in beklendi.(Sekil 3.5)

Ug‘t:\:m&d‘: A

Sekil 3. 5 Kerr Life.

24 kuyucuklu plakalara yerlestirilen tim ornekler sertlesmesi i¢in 37°C’,
95% nemde 24 saat bekletildi. Daha sonra sitotoksisite ve genotoksisitede
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kullanilacak ekstraktlarin elde edilmesi i¢in 6rneklerin iistiine herbir kuyucuga 2mL
gelecek sekilde DMEM eklendi. Ekstraklarin elde edilmesi igin 24 kuyucuklu plaka
37°C’de 24 saat, bir hafta ve iki hafta siireyle hiicrelere uygulama yapilana kadar
etiivde bekletildi. Bu asamadan sonra maruziyet i¢in 24. saatte, birinci haftada ve
ikinci haftada kuafaj materyalleri ile maruz birakilan DMEM, 0.22um por
bliyiikliigiine sahip filtrelerden gecirilip toplam 3ml’ye tamamlanarak MTT ve

Comet testlerinde hiicrelere uygulandi.

3.2 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii testi; 1929 hiicreleri (NCTC CLONE 929, ATCC, Almanya)
(Sekil 3.6) kullanilarak Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Toksikoloji Anabilim Dali1 Aragtirma Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

S o ’

Sekil 3. 6 Fare fibroblast hiicreleri(L929)

3.2.1 Kullanilan cihazlar:

e CO2 inkiibatrii (Sekil 3.7)

Sekil 3. 7 Karbondioksit inkiibatérii(Heal Force HF240, Cin)
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Sekil 3. 8 Santrifuj cihazi(Hettrich Rotina 90, Almanya)

v

Sekil 3. 9 pH metre cihazi( WTW pH 330i, Almanya)
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e Hiicre sayim cihazi

Sekil 3. 10 Hiicre sayim cihazi(Bio-Rad TC20, Singapur)

e Inverted mikroskop

Sekil 3. 11 inverted Mikroskop(Micros MCX 7600,Avusturya)
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e Fluoresan Mikroskop (Comet testi yazilim programi-Comet Assay 1V ile)

3 i v"

Sekil 3. 12 Floresan mikroskop(Leica PM 1000, Almanya)

e Multiplaka okuyucu (Spektrofotometre)

Sekil 3. 13 Multiplaka okuyucu(Thermo Scienific Mutiskan Co., Finlandiya)
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o Plaka calkalayici

Sekil 3. 14 Plaka ¢alkalayici( Heidolph Titramax 101, Almanya)

e Su banyosu (Boeco, Ultraterm BWT-U, Almanya)

e Derin Dondurucu (-20°C) —(-80°C),(Scancool, Almanya)

e Steril ¢alisma kabini (Esco, Class Il Biological Safety Cabinet, Singapur)
e Sterilizator (Sanyo MAC 235EX, Japonya)

e Hassas terazi (Sartorius CP225D, Tiirkiye)

e Buz makinasi1 (Hoshizaki ,Avrupa)

e Sivi azot tanki (International Cryogenics, ABD)

3.2.2 Kullanilacak malzemelerin hazirlanmasi:

J DMEM medium: Kiltiir medyasinin igerisine %10 Fetal Calf

Serum(FCS), %1 Penisilin-streptomisin (Pen Strep, Gibco/ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, ABD) ilave edildi. +4 °C’de saklandi. Deney esnasinda 37
°C’ye getirilerek kullanildi.

o MTT Cozeltisi: 5 mg MTT tartilarak steril PBS (Sigma-Aldrich,

St.Louis, Missouri, ABD) igerisinde ¢oziildii ve 5 mL’ye tamamlandi. +4 °C’de en
fazla 1 ay saklanir.

. Lizing ¢6zeltisi: 2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM Naz EDTA tartildi

41



ve distile suda ¢oziildiikten sonra pH:10’a ayarlandi. %1 sodyum lauril sarkosinat
ilave edilerek 1-2 giin karistirildi ve oda sicakliginda saklandi. Kullanilacagi giin taze
olarak %1 triton ve %10 DMSO ilave edilerek +4 °C’de sogumasi saglandi.

. Notralize lysing ¢ozeltisi: 0,4 M Tris distile suda ¢oziilerek pH:10’a

ayarlandi, oda sicakliginda saklandi.

° Elektroforez cozeltisi: 1 mM NaEDTA ve 300 mM NaOH distile

suda ¢6ziilerek pH>13’¢ ayarlandi, +4 °C’de saklandi.

. Etidium bromiir ¢dzeltisi: 200 pg/ml stok c¢ozeltinden 100 ml

hazirlandi, oda sicakliginda saklandi. Bu stok ¢ozeltiden boyama esnasinda 20 pg/ml
hazirlanarak her bir lama 60 ul damlatilarak kullanildi.

o Diisiik erime noktali agar (LMA): %0,75’lik ¢ozeltisi PBS ile

¢oziilerek hazirlandi. +4 °C’de saklandi. Deney esnasinda ¢oziilerek 37 °C’ye
getirilerek kullanildi.

o Normal erime noktali agar (NMA): %1°lik ¢6zeltisi PBS ile ¢oziilerek

hazirlandi. Cozelti heniiz sicak iken lamlar bu ¢ozeltinin igine daldirilarak agar ile
kapland1 ve kurutuldu.

Sitotoksisite testlerinde kullanilmak {izere, igeriginde Dulbecco’s Modified
Minimal Essential Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, ABD),
%10 fetal sigir serumu (FBS) (Biowest, Nuaill¢, Fransa), %2 NaHCO3 (%5,5
konsantrasyonunda), 4X penisilin (400 IU/ml)/streptomisin (400 pug/ml) olan hiicre

besiyeri hazirlandi.

3.2.3 L1929 hiicrelerinin Pasajlanmasi

Caligsma siiresince kullanilacak 1.929 hiicre serisinin devaminin saglanmasi ve
canliliginin korunmasi i¢in pasajlar yapildi. Hiicrelerin yapisarak ¢ogaldigi hiicre
kiiltiir kabindaki (flask) besi yeri aspire edildi. 2 ml steril PBS (37°C) ile yikandiktan
sonra, PBS aspire edildi. Sonra 2 ml Tripsin/EDTA soliisyonu (%0,05trypsin + %
0,02 EDTA, Biological Industries, Beit-Haemek,israil) ilave edildi. Tripsin
ilavesinden sonra 37° C’de 3 dk inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin flask yilizeyinden
ayrilmasi saglandi. Daha sonra Tripsinin ¢alismasini engellemek icin 2 ml Tripsin
notralizasyon ¢ozeltisi (TNS) ilave edildi ve hafifge ¢alkalandi. Olusan bu 4 ml’lik
hiicre siispansiyonu pastor pipet ile 15ml’ilk tiipe aktarildi. Hiicre siispansiyonu oda

sicakliginda 1000 rpm 6 - 7 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonucu tiipiin dibinde
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goriinen pellete dokunmadan {ist faz1 pastor pipet ile alinip, atildi. Pelletin {izerine bir
miktar (yaklasik 2 ml) DMEM medyum ilave edildi. Pastor pipet ile ¢ek-birak
seklinde karistirildi ve hiicre sayim1 TC-20 cihazinda yapildi. Yeni pasaj i¢cin Sml
DMEM medyum igerisinde 500.000 hiicre olacak sekilde flaska konuldu. Hiicre
kiiltiir kaplarindaki hiicre ¢cogalmasi izlenerek bu islem tekrarlandi ve hiicre kiiltiir

serisinin devamliligi saglandi.

3.2.4 Canh Hiicre Saymm (Tripan Mavisi Boya Atilim Testi)

Calismamizda kullanilan hiicrelerin canliligi ve sayimi, tripan mavisi boya
atilim yontemi kullanilarak belirlendi. Bu yontemde; hiicre siispansiyonu %0.4’liik
tripan mavisi (Biological Industries, Beit-Haemek, Israil) ile 1:1 oraninda
karistirildiktan sonra, sayim lami iizerine yliklenerek TC-20 cihazi ile hiicre sayimi

yapild.

Sekil 3. 15 a) Sayim Lami, b) Hiicre sayim cihazi TC-20, c) Tripan mavisi

3.25 MTT Testinin Uygulanmasi

Kuafaj materyallerini besi yerine maruz biraktiktan 24 saat, bir hafta ve iki
hafta sonra, flasklarda ¢ogalan hiicreler sayildi. Elde edilen 1929 hiicreleri, her
kuyucuk basma 5x10% hiicre/100ul olacak sekilde hazirlanarak 96 kuyucuklu
plakalarin her bir kuyucuguna ilave edildi. Sitotoksisitesinin 2. giinii hazirlanan %5

DMEM medyum icerisindeki kuafaj materyalleri hiicrelere uygulandi.
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Sekil 3. 16 96 kuyucuklu plakaya hiicrelerin ekimi

Kuyucuklar igerisindeki % 5 DMEM medyumlar: aspire edildi. Plakanin 1.
ve 2. Siitlinlarina hiicre igermeyen besi yeri, 3. Sitununa besi yeri (DMEM)
igerisinde hiicre konuldu. 2. ve 3. siitunlarin absorbanslarmin farki kontrol olarak
kullanildi. 180 pl DMEM eklendi. Plakanin 4. ve 5. Siitunlarina sirasiyla TheraCal
LC® ve TheraCal LC® 1:2 DMEM diliisyonu konuldu. Plakanin 6. ve 7. Siitunlarina
sirastyla BIoOMTA+ ve BioMTA+ 1:2 DMEM diliisyonu konuldu. Plakanin 8. ve 9.
Siitunlarina sirastyla DERMABOND™ ve DERMABOND™ 1:2 DMEM diliisyonu
konuldu. Plakanin 10 ve 11. Siitunlarina sirasiyla CaOHz ve CaOH. 1:2 DMEM
diliisyonu konuldu. Plakanin 12. siitununa hiicre icermeyen besi yeri konuldu (Sekil
3.16). Diliisyonlar igin test edilecek materyallerin maruz birakildig:r besi yerleri,

%35’lik DMEM ile ayn1 oranda seyreltilerek hazirlandi.

44



Tablo 3. 96 kuyucuklu plakada ekstraktlarin yerlesim semasi.

1 2 3 4 5 ) 7 8 9 10 11 12
TheraCal Deraliond

A | owew | owew [useeoven | Theracal e;aza WA | WTAL2. [oermatong | " | cah  [caom212 | owen
TheraCal Dermabond

B | ovew | ovew [wceouem | Theracal E;aza MTA | WTAL2. [oematond " | caok2 [ca0H2 L2 | owew
TheraCal Ouiaband

¢ | owm | owew |sesovem | Theracal e;;a MTA | MTAL2. {oematond " | caOH2 [caoH2 12 | Ovew

D | owew | owem [wceoven | Themca The;azca' MTA | MTAL2 |oemabond De'"fz'” | comr |caorn2 | ovew
TheraCal Dermabond

E | oven | oen [wcouen [ Teaal [0 | WA [ WTAL2 foemators | | ca0h ca0H21a | o
TheraCal Dt

Foo| ovew | owew [wceomem | Theracal Elr:a MTA | WTAL2  [oematond " | caok2 [caoH2 12 | ouew
TheraCal Dermabond

G | owew | v fwconmn | Thercal | 10 | WA | WTAL2. [oemabond [0 | a0k fcaohaz2 | owen
TheraCal abond

Hoo| owew | owew |uccomen | Theracal e;aza MTA | WTAL2  [oemabond " | ca0H2 [caoH2 L2 | owew

Boylece, test materyallerinin 1929 hiicreleri iizerindeki doza bagl sitotoksik
etkilerine ait plak diizeni olusturuldu. Tiim islemler, toplamda ii¢ adet mikroplakaya
benzer sekilde uygulandi. Hazirlanan ti¢ mikroplak, ti¢ farkli siirede (24 saat, 7 giin
ve 14 giin) 37 °C’de, %5 CO2’li ve %95 nemli ortamda inkiibe edilerek, test
materyallerinin L929 hiicreleri lizerindeki siireye bagl sitotoksik etkilerine ait
calisma diizenegi olusturuldu.

Inkiibasyonlardan sonra hiicre proliferasyonunu (gogalmasini) belirlemek
amactyla MTT testi uygulandi.

Test materyalinin eklenmedigi grup, kontrol grubu olarak kullanildi.
Kuyucuklar icerisindeki DMEM aspire edildi. Her bir kuyucuga 20 ul MTT ¢ozeltisi
(5 mg/mL PBS igerisinde) igerecek sekilde toplam 200 ul besi yerleri ilave edildi,
calkalandi ve 37 °C’lik COz inkiibatériinde 2-3 saat bekletildi.

MTT soliisyonunun, canli hiicrelerin mitokondrilerinde formazan kristallerine
dontistiiriilmesi ve formazan kristallerinin DMSO i¢inde ¢oziindiiriilerek absorbans

degerlerine bakilmas1 sonucu, hiicre canlilig1 hakkinda bilgi edinilmesi amaclandi.
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Tablo 4.Tetrazolyum tuzunun Formazan kristaline indirgenmesi

N Rediiksi R p—N
R, -~ R ediksiyon N
M ™ R
| ?/ r Hf Y
KN =N N=HN
R R;
Tetrazaolyum Formazan

Belirtilen saatin sonunda CO: inkiibatdriinden ¢ikartilan plakalar igerisindeki
medyum aspire edilip kuyucuklara 200 ul DMSO ilave edildi. Homojenligi saglamak

amactyla plakalar 10 dakika boyunca mikroplaka ¢alkalayicisinda ¢alkalandi (Sekil
3.17).

=

{ ‘.' : B N
L e e e - -

ST memm— . e —— —

Sekil 3. 17 Calkalayicida plakalarin ¢alkalanmasi.

Bu siirenin sonunda her bir kuyucuk 570nm’de spektrofotometre ile olgiildii
(Sekil 3.18).
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Sekil 3. 18 Plakalarin spektrofotometrede okunmasi

Her bir materyal ve dilusyonlar1 i¢in kullanilan ticer adet plaka
kuyucuklarindaki absorbans degerleri, kontrol kuyucuklarin absorbans degerleriyle
karsilastirildi ve test materyallerinin ve dilusyonlarinin canlilik degerleri yiizde (%)

olarak su sekilde formiile edildi:

Canluik (%) = Absorbans(6rnek) < 100
anlilik(%) = Absorbans(kontrol)

Test kimyasallarin hiicrelerin canlilig1 iizerindeki etkileri grafik yardimiyla

gosterildi.

3.2.6 Comet Testi

Kuafaj materyallarini besi yerine maruz biraktiktan 24 saat, 1 hafta ve 2 hafta
sonra, flasklarda cogalan hiicreler sayildi. 6 kuyucuklu plakalara 10° hiicre/1 mL
olacak sekilde ekildi. Hiicreler plakalardan tiiplere alindi. Her bir lamda 10.000-
20.000 arasinda hiicre olacak sekilde hesaplanarak 50 pl hiicre siispansiyonu ile
37°C’de eritilmis 100 ul % 0.5’lik LMPA, karistirildiktan sonra énceden % 1°lik
NMPA c¢ozeltisine daldirilip agar ile kaplanmis lamlara yayildi ve iizerine lamel
kapatildiktan sonra buzlu metal yiizey iizerinde yaklasik olarak 5 dakika bekletilerek
agarin katilagmasi saglandi (Sekil 3.19).
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Sekil 3. 19 Hiicrelerin lamlara yayilma asamasi

Lamlar daha o©nceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lising
cozeltisine daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi. Lamlarin iizerini
0,5-1 cm gegecek kadar olmasi saglandi (Sekil 3.20). Lising ¢6zeltisinden ¢ikarilan
lamlar agar yayillan kisimlar1 {iste gelecek sekilde elektroforez tankinin igine

yerlestirildi

Sekil 3. 20 Hiicrelerin lising solusyonunda bekletilmesi.

Elektroforez tanki soguk elektroforez ¢ozeltisi ile uygun miktarda dolduruldu.
Lamlar, 20 dakika akim uygulamadan bu ¢ozeltide bekletildikten sonra, 25 V ve 300
mA akim uygulayarak 20 dakika elektroforez uyguland (Sekil 3.21).
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Sekil 3. 21 Alkali solusyon elektroforez uygulamasi.

Elektroforez asamasi bittikten sonra elektroforez tankindan c¢ikarilan lamlar

ic kez notralizasyon ¢ozeltisi ile yikandi. Hiicreleri lamlara fikse etmek amaciyla

alkol igerisine daldirilan lamlar okuma yapilincaya kadar nemli ortamda saklandi.

Lamlarin iizerine 60ul (20 png/ml) etidium bromiir ¢ozeltisi ilave edildi ve en

az 10 dakika beklenip mikroskopta okuma yapildi. Her lamda 100 hiicre, floresan

mikroskobunda degerlendirildi ve Comet assay IV (Instem, Staffordshire, United

Kingdom) programi kullanilarak hiicreler sayildi.
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Sekil 3. 22 Hasarsiz DNA’nin floresan mikroskoptaki gériintiisii.
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¥ Comet Assay IV : System Supervisor logged in
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Sekil 3. 23 Az hasarli DNA'nin floresan mikroskoptaki goriintiisi.
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Sekil 3. 24 Hasarli DNA’nin floresan mikroskoptaki goriintiisd.
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Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatiksel degerlendirmeleri, SPSS 22.0 programi (SPSS Inc., Chicago,
lllinois, ABD)) kullanilarak yapilmistir. MTT testinden e¢lde edilen sonuglarin
degerlendirilmesinde One-Way ANOVA testi kullanildi. Comet testi sonuglarinin
degerlendirilmesinde her bir numune i¢in tim 100 sayima ait DNA kuyruk
yogunlugu (Tail Intensity) degerleri kontrol ve test kimyasallari gruplari olarak
kullanilarak Repeated Measures ANOVA testi ile degerlendirildi. Istatistiksel olarak

anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alind.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada kullanllan DERMABOND™, BioMTA+, TheraCal LC® ve
Kerr Life [Ca(OH)2] materyaller steril ortamda dretici firmanin talimatlar
dogrultusunda hazirlandi. Materyaller, sertlesme reaksiyonlarimin tamamlanmasinin
ardindan bir giin boyunca medyumda ekstraksiyona maruz birakildi. Boylece elde
edilen ekstraktlar farkli oranlarda (1:1, 1:2) seyreltildi ve 1929 fare fibroblastlari ile
farkli periyotlarda (24 saat,7 giin ve 14 giin) inkiibe edildi. MTT yo6ntemi ile analiz
yapildi, yasayabilen hiicre yiizdeleri belirlendi. Fare fibroblast hiicrelerinin canlilig
ile ekstraksiyon konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon siiresi arasindaki iliski
degerlendirildi. Kullanilan materyaller ile kiiltiire edilen 1929 hiicrelerinin, MTT
testi sonucundaki hiicre canlilik ve absorbans degerleri ortalamalart Tablo 5’de

verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan materyallerin hiicre canlilik ve absorbans dederleri ortalamalari. p<0.05 One-Way ANOVA.

24 saat 1 hafta 2 hafta
Canhlik | Absorbans | Canlihk | Absorbans | Canhhk | Absorbans
Ort. Degerleri | Ort. Degerleri Ort. Degerleri
Ort. Ort. ort.
Kontrol 100 1,3468 100 1,3468 100 1,3468
TheraCal LC® 86,41 1,1638 66,70* | 0,8983* 88,20 1,1878
TherangI LC® 98,58 1,3276 98,95 1,3327 97,65 1,3151
BioMTA 100,47 1,3531 97,00 1,3463 99,96 1,3463
BioMTA 1:2 97,12 1,3080 97,77 1,3167 96,42 1,2985
DERMABOND™ | 99,39 1,3385 95,21 1,2823 94,87 1,2777
DERM?];ONDTM 100,03 1,3471 99,25 1,3366 99,25 1,3366
Ca((-)H)z 98,59 1,3278 95,30 1,2835 99,76 1,3435
Ca(OH)21:2 97,97 1,3194 97,16 1,3085 95,52 1,2864
* p<0.05
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Sekil 4. 1 Seyreltilmemis ekstrartlara maruz kalan L929 hiicrelerinin absorbans ortalamalari. TheraCal LC® ile
kontrol grubu 1 haftalik absorbans ortalamalari dederleri  arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmustur.(* p<0.05, One-Way ANOVA)

100,0 - —
=== Dermabond
e Kontrol
50,0 |
e TheraCal
— \TA
e Ca(OH)2
0,0 T T 1

24 Saat 1 Hafta 2 Hafta

Sekil 4. 2 Seyreltilmemis ekstraktlara maruz kalan L929 hiicrelerinin 24 saatlik, 1 haftalik ve 2 haftalik hiicre
canliliklari.
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Yapilan analizler sonunda TheraCal LC® 1:2, DERMABOND™,
DERMABOND™ 1:2, BioMTA+, BioMTA+ 1:2, Ca(OH). ve Ca(OH). 1:2’nin
hiicre canliligmi kontrol ile karsilastirildiginda etkilemedigi  goriilmiistiir.
Seyreltilmemis ekstraktlardan TheraCal LC® nin birinci hafta ekstrakti haricindeki
diger ekstraktlar ile kontrolun hiicre canlilig1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli  bir fark bulunmamistir.(Sekil 4.1) Birinci haftada Theracal LC®
ekstraktlariin diger ekstraktlara gore istatistiksel olarak daha sitotoksik etki
gosterdigi belirlendi(p<0,05). TheraCal LC®de ise 24 saatlik maruziyette hiicre
canliliginin yaklasik %14 kadar azaldigi, birinci haftada yaklasik %34 kadar azaldigi,
ikinci haftada bu oranin tekrar 24 saatlik maruziyet sonucuna yakin bir sonug¢ olarak

%12 oldugu goriilmiistiir.

24 SAAT

120 4

100 1 pumm
80 - -

24 SAAT

Sekil 4. 3 Seyreltilmemis ekstraktlara 24 saat maruz kalan L929 hiicrelerinin canhlik yiizdeleri.
24  saatlik inkiibasyon siiresinde materyallerin  hiicre  canliliklar
degerlendirildiginde en yiiksek canlilik degeri % 100,47 ile BioMTA+ da, en diisiik

canlilik degeri ise % 86,41 ile TheraCal LC® ekstraktlarinda gdzlendi. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda kullanilan ekstraktlarda, TheraCal LC® ekstrakt1 diger
ekstraktlara gore daha sitotoksik etki gosterdi. BioMTA+ ve DERMABOND™
ekstraktlar1 arasinda ise hiicre canliligi acisindan fark saptanmadi. Bu {i¢ ekstrakt

TheraCal LC® ekstraktlaria gore daha yiiksek hiicre canlilig1 gdsterdi (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 4 Seyreltilmemis ekstraktlara 1 hafta maruz kalan L9239 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. *p<0.05

Yedi giinliik inkiibasyon siiresi sonunda degerlendirilen ekstraktlarda en yiliksek
canlilik degeri %99.96 ile BioMTA+ ekstraktinda gozlendi. En diisiik canlilik degeri ise
%66,70 ile TheraCal LC® ekstraktlarinda gozlendi.(Sekil 4.4) Theracal LC®

ekstraktlarinin diger ekstraktlara gore istatistiksel olarak daha sitotoksik etki

gosterdigi belirlendi(p<0,05).
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Sekil 4. 5 Seyreltilmemis ekstraktlara 2 hafta maruz kalan L929 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri.
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Ondort gilinliik inkiibasyon siiresi sonunda degerlendirilen ekstraktlarda, en

yiikksek canlilik degeri %99,6 ile BioMTA+, en diisiik canlilik degeri %88,20 ile

TheraCal LC® ekstraktlarina aittir (Sekil 4.5).

Kontrol ve H2 Oz ile DERMABOND™, BioMTA+, TheraCal LC®, Ca(OH):

ait kuyruk yogunlugu degerlerinin ortalamalar alinarak Tablo 6’de sunulmustur.

Tablo 6. Ortalama kuyruk yogunlugu dederleri.

Materyaller Ort. Kuyruk Yogunlugu
Control 24s 2,093901813
Control 1h 0,508678419
Control 2h 2,619876228
DERMABOND™ 24s 3,205169403
DERMABOND™ 1h 0,950311154
DERMABOND™ 2h 3,391258784
BioMTA+ 24s 3,391984853
BioMTA+ 1h 2,73297903
BioMTA+ 2h 3,124556281
TheraCal LC® 24s 8,501439315
TheraCal LC® 1h 9,402970074
TheraCal LC® 2h 6,649138941
Ca(OH), 24s 1,373681976
Ca(OH). 1h 4,054984868
Ca(OH), 2h 2,356619832
H20: 44,4831488
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CaOH2, Komet testi sonuglari
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Kuyruk Yogunlugu

Sekil 4. 6 Comet testinde kullanilan negatif kontrol ve pozitif kontrol [Ca(OH)2] ortalama kuyruk yogunlugu
degerleri.Negatif ve poztif kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur(p>0.05, Repeated
Measures ANOVA).

Comet testi uygulanarak Ca(OH)2’in 24 saat, 1 hafta, 2 haftalik maruziyetler
ile elde edilen kuyruk yogunluklari ortalama degerleri Tablo 6’de verilmistir.
Ca(OH)2 elde edilen kuyruk yogunluklari degerleri, negatif kontrol ile elde edilen
kuyruk yogunluklar1 degerleri; Repeated Measures ANOVA ile karsilastirilmustir.
Elde edilen sonuglara gore, Ca(OH)2, 24 saat, 1 hafta, 2 hafta maruziyetlerinde
negatif kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde DNA hasari

yaratmadig1 bulunmustur (Sekil 4.6).

Sekil 4.7°de Comet testtinin toplu olarak sonuglart goriilmektedir. Buna gore
pozitif kontrol olan Ca(OH)2’nin 24 saat, 1 hafta ve 2 haftalik maruziyetlerde diger
materyallerle elde edilen kuyruk yogunluklari degerleri; Repeated Measures
ANOVA SPSS 22(SPSS Inc., Chicago, Illinois, ABD) paket programi kullanilarak
karsilastinlmistir. TheraCal LC®’nin 24 saat, 1 hafta ve 2 hafta maruziyetlerinde
pozitif kontrol grubu ile karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur(p< 0.05 ). Diger materyallerin DNA hasar1 yaratmadigi bulunmustur.
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Sekil 4. 7 Comet Testinin toplu sonuglari. *TheraCal LC® 24 saatlik, 1 haftalik ve 2 haftalik maruziyetlerde kuyruk
yogunluklari degerleri ile pozitif kontrole ait kuyruk yogunluklari degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir(p>0.05 Repeated Measures ANOVA).

Dermabond, Komet test sonuclari

4,5
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2,5
2
15
1
0,5
0

CaOH2 24s CaOH2 1h CaOH2 2h Dermabond Dermabond 1h Dermabond 2h
24s

Kuyruk Yogunlugu

Sekil 4. 8 DERMABOND™ 24 saat, 1 hafta ve 2 hafta maruziyetleri elde edilen ortalama kuyruk yogunlugu
degerleri. DERMABOND™a ait kuyruk yogunlugu degerleri ile pozitif kontrollere ai kuyruk yogunluklari degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur(p>0.05, Repeated Measures ANOVA).
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Sekil 4.8°de Comet testi uygulanarak DERMABOND™’un 24 saat, 1 hafta, 2
haftalik maruziyetler ile elde edilen kuyruk yogunluklari ortalama degerleri
verilmigti. DERMABOND™ elde edilen kuyruk yogunluklari degerleri, Comet
testinde negatif kontrol ve pozitif kontrol olarak kullanilan Ca(OH): ile elde edilen
kuyruk yogunluklari degerleri Repeated Measures ANOVA ile karsilastiriimistir.
Elde edilen sonuglara gore, DERMABOND™, 24 saat, 1 hafta ve 2 hafta pozitif
kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde DNA hasari

yaratmadig1 bulunmustur.

MTA, Comet testi sonuglari

.JIIII[

CaOH2 24s CaOH2 1h CaOH2 2h MTA 24s MTA 1h MTA 2h

Kuyruk Yogunlugu
o N w »
[ (9] N (6] w (6] H (9]

o
[S2]

Sekil 4. 9 MTA 24 saat, 1 hafta ve 2 hafta maruziyetleri ile elde edilen ortalama kuyruk yogunlugu degerleri.
MTA’ya ait kuyruk yogunlugu dederleri ile pozitif kontrole ait kuyruk yogunlugu dederleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur(p>0.05, Repeated Measured ANOVA).

Sekil 4.9°da Comet testi uygulanarak MTA’nin 24 saat, 1 hafta, 2 haftalik
maruziyetler ile elde edilen kuyruk yogunluklari ortalama degerleri verilmistir. MTA
elde edilen kuyruk yogunluklar1 degerleri, Comet testinde negatif kontrol ve pozitif
kontrol olarak kullanilan Ca(OH): ile elde edilen kuyruk yogunluklari degerleri
Repeated Measures ANOVA ile karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, MTA,
24 saat, 1 hafta ve 2 hafta pozitif kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlaml sekilde DNA hasar1 yaratmadigi bulunmustur.
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TheraCal LC® Comet testi sonuglari
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Sekil 4. 10 TheraCal LC® 24 saat, 1 hafta ve 2 hafta maruziyetleri ile elde edilen ortalama kuyruk yogunlugu
degerleri. TheraCal LC®'ye ait kuyruk yogiinlugu dederleri ile pozitif kontrole ait kuyruk yogunlugu degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir(*p<0.05, Repeated Measures ANOVA).

Comet testi uygulanarak TheraCal LC® 24 saat, 1 hafta ve 2 haftalik
maruziyetler ile elde edilen kuyruk yogunluklari ortalama degerleri Sekil 5.10°da
verilmistir. TheraCal LC® elde edilen kuyruk yogunluklar: degerleri, Comet testinde
pozitif kontrol olarak kullanilan Ca(OH): ile elde edilen kuyruk yogunluklar
degerleri; Repeated Measures ANOVA ile karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, TheraCal LC®, 24 saat, 1 hafta, 2 hafta pozitif kontrolle karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli sekilde DNA hasarini artirdigi bulunmustur.
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5. TARTISMA

Ciirik ve travma nedeni ile olusan dis kayiplari ciddi bir saglik sorunu
olusturmaktadir. Hastalanmis ya da zarar gOrmiis dislerin rejenerasyonunun
saglanmast en Onemli konservatif tedavi segeneklerinden birini olusturmaktadir
(135).

Pulpa, disin dentinle c¢evrili olan boslugunu dolduran hiicreler, lifler,
damarlar, ve sinirlerden olusan ve mineralize doku olusturabilme yetenegine sahip
gevsek bir bag dokusudur. Tamir dentinogenezi sirasinda, maruz kalan alandaki
orijinal odontoblastlar yerini yeni farklilasmis odontoblast benzeri hiicrelere
birakirlar. Gegmiste agilan dis pulpasinin kayip bir organ olarak kabul edildigi ve
onarimin olanaksiz oldugu diisiiniilmekteyken, simdi artik pulpa hasarina sebebiyet
veren mikrobiyal, fiziksel ve kimyasal uyaranlar ortadan kaldirildiktan sonra, tamir
slireci bagladigi ve bu siiregte kollajen sentezi hizlandigi belirtilmektedir. Bu nedenle
patolojik veya mekanik olarak gelisen agilmalarda uygun yontem ve materyal
kullanildiginda iyilesme gosterebilecegi belirtilmistir.

Tarih boyunca pulpa agikligimi kapatmak i¢in altin, kalsiyum hidroksit,
kortikosteroidler, inert maddeler, biiylime faktorleri, hidroksiapatitler ve kalsiyum
silikat esasli malzemeler gibi cesitli materyaller kullanilmistir. Son zamanlardaki
gelismelerin 1s181nda uygulanan tedavilerin basar1 orani artmistir. Dishekimliginde
pulpa biyolojisi ile ilgili daha fazla bilgi edinilmesi sayesinde yeni materyallerin
uygulanmasina ve basar1 orani yiiksek tedavi yontemleri gelistirilmesine olanak
saglanmistir.

Pulpa tedavilerinin temel amaci ¢iirlik disindaki nedenlerle aci§a cikan
minimal orandaki pulpa dokusunun canliliginin korunmaya c¢alisilmas1 ve devam
ettirilmesidir. Direkt pulpa kuafaji, mekanik olarak veya travma nedeniyle agiga
c¢ikan pulpa dokusunun ¢esitli biyomateryallerle rtiilmesi esasina dayanir (136).

Kalsiyum hidroksit bilinen en yaygin direkt kuafaj ajanidir. Uygulandiginda
dentin kopriisii olusumunu tetikledigi bildirilmektedir. Kalsiyum hidroksit,
¢ozlinmenin ardindan hidroksil(OH) ve kalsiyum(Ca) iyonlarini serbest birakma
kabiliyeti verildiginde, direkt ve indirekt pulpa kuafaji ve pulpa canliliginin

korunmast i¢in en popiiler ajandir (137-139). Hem klinik hem de histolojik olarak,
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direkt ve indirekt pulpa kuafaji basliklarinda tatmin edici sonuglar verdigi
bulunmustur, ¢iinkii pulpa tarafindan tersiyer dentin olusumunu uyarabilmektedir.
Bu, direkt pulpa kuafaji i¢cin% 80'den fazla rapor edilen basari oranlari ile temel
arastirma ve klinik ¢aligmalarla belgelenmistir. Su anda, kalsiyum hidroksit tirtinleri
direkt pulpa kuafaji i¢in en iyi belgelenmis ve en giivenilir malzemeler olabilecegi ve
yeni malzemelerin test edilmesi gereken “altin standart” olarak hizmet edebilecekleri
bildirilmistir (137,140).

Bununla birlikte, kalsiyum hidroksitin bazi sakincalar1 vardir. Dentine zayif
baglanma, malzeme yeniden emilimi, yiiksek ¢Oziiniirliik ve mekanik kararsizlik
bunlardandir. Ek olarak, onarict dentin olusumu, materyalin biyolojik olarak indiiktif
kapasitesine bagli degil, kalsiyum hidroksitin tahris edici dogast ile indiiklenen pulpa
tarafindan bir savunma mekanizmasi nedeniyle olabilir (137,141,142); yiiksek
pH(12.5) kalsiyum hidroksit siispansiyonlari, pulpa ara yiizeyinde nekrotik bir tabaka
olusumu ile pulpa yiizeyinde likefaksiyon nekrozuna neden olur (137).

Pulpanin canliligmin korundugu tedavilerde kullanilan materyallerin
biyouyumlu olmalar1 materyallerde aranan en 6nemli ozelliklerdendir. Ozellikle
direkt pulpa kuafaji tedavilerinde uygulanan materyalin canli pulpa dokusu ile temasi
uzun siire olmaktadir. Bundan dolayr materyalin dokularla olan uyumu oldukca
onemlidir. Biyouyumlu materyaller yaralanma sonrasi ekspoze olan dental pulpanin
tamirinde ve diglerin rejenerasyonunun saglanmasinda énemli rol oynamaktadir.

Gegmisten giiniimiize kadar yapilan caligmalara birgok geleneksel pulpa
kuafaj tamir materyalleri konu olmustur. Son zamanlarda kalsiyum silikat esash
materyallerin kullanimindaki artis, bu materyallerle yapilan c¢alismalara hiz
kazandirmistir. Dis hekimliginde c¢esitli alanlarda kullanilan MTA materyali son
yillarda adindan ¢okca s6z ettirmistir. MTA nin direkt pulpa kuafajinda iyi bir ortiicii
olmasina karsin uzun sertlesme siiresi ve manipiilasyon zorlugu gibi dezavantajlar
nedeniyle vital endodontik tedavilerde c¢esitli sorunlar meydana gelmektedir. Bu
nedenle sertlesme siiresi kisa olan kalsiyum silikat esasli materyallerin kullanimi
daha da artmistir. Son zamanlarda piyasada bulunan TheraCal LC® ve Cerkamed
BioMTA+ materyallerinin biyouyumlulugu ile ilgili de literatiirde smirli sayida
calisma bulunmaktadir. Ayrica DERMABOND™ tibbin c¢esitli alanlarinda ve dis
hekimliginde kullanilmislar fakat biyouyumlululart ile ilgili fazla bir g¢alisma
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bulunmamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada; TheraCal LC®, DERMABOND™ ve
BioMTA+ materyalleri ile kalsiyum hidroksit esasli Kerr Life’in biyouyumlulugunun
in vitro olarak degerlendirilmesi amaglanmustir.

Uygun maliyetli ve basit olan in vitro caligmalar bize degerli bilgiler saglar.
Deney kosullar1 kontrol altindadir. Malzemelerin sitotoksisite mekanizmasini dahi
aciklayabilirler (143,144). Deneylerin ayni sartlarda ve ayni kosullarda tekrar
edilebilmesi, sonuglarin olabildigince standart hale getirmektedir. Ayrica bu
yontemin kullannominin  yayginlasmasinda deneylerin tekrarlanabilmesi énemli bir
etkendir. Bu calismalarda elde edilen sonuglar in vivo calismalardaki toksisitenin
belirlenmesinde  yol  gosterici  olmaktadir  (102,145).  Sitotoksisitesi  ve
genotoksisitesinin degerlendirilmesinde hiicre kiiltiiri ¢aligmalar1 siklikla kullanilir
(146).

In vitro sitotoksisite testlerinde, materyal ve test hiicreleri olabilecekleri en
fazla yakinlikta olmalarindan dolay: klinik olarak kullanimlarina gore gereginden
daha cok sitotoksik sonuclar verebilmektedir. Ancak in vitro metotlar, klinik olarak
uygunlugu aym1 olmasa da tarama ve degerlendirme testleri olarak kabul
edilmektedirler (103).

MTT testinin, in vitro kosullar altinda sitotoksisite ve hiicre canliliginin
belirlenmesi igin dogru ve etkili bir test oldugu bildirilmistir (147,148). MTT testi
kolorimetrik bir testtir. Canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenaz enziminin suda
¢Oziinlir sar1 tetrazolium tuzunu mor formazan kristallerine doniistiirebilme
kabiliyetine gore sonuglar vermektedir. Uretilen formazan kristallerinin miktari canli
hiicrelerin sayis1 ile dogrudan iligkilidir (144). Baska bir deyisle, bu test, hiicrelerin
mitokondriyal aktivitesine dayanan canli hiicre sayisimi 6lger (149). Uygulama
kolaylig1, yiiksek hassasiyeti, ucuz ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle 6ne ¢ikan
MTT testinde; hiicre canliligit mikroplak okuyuculu spektrofotometre ile tespit
edilmektedir (150).

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin sitotoksisitelerinin incelenmesi i¢in
bugiine kadar pek ¢ok in vitro hiicre kiiltiir calismas1 yapilmustir. In vitro sitotoksisite
testleri planlanirken, test edilecek materyallerin pratikteki kullanimimin(direkt ve
indirekt temas) taklit edilmesi amaglanmalidir. indirekt temasin olusturulmasinda

materyaller ve hiicreler arasinda milipor filtre, dentin bariyer veya agar overlay gibi
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sert bir bolim konulmasi onerilmektedir (151). Direkt temas yonteminde ise
materyallerden elde edilen ekstraktlarin hiicrelere uygulanmasi veya materyallerin
dogrudan hiicre tizerine yerlestirilmesi ile yapilmaktadir (151,152). Bu tez
caligmasinda ekstraksiyon metodu kullanilarak materyallerin pratikteki kullaniminin
taklit edilmesi amag¢lanmistir.

Farkli ekstraksiyon siireleri hiicre kiiltlirii caligmalarinda materyallerin
sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda 6nemlidir (153). ISO 10993-5 numarali
“Sitotoksisite testleri-in vitro yontemler” boliimiinde inkiibasyon i¢in en az 37°C’de
24 saatlik siire 6nerilmektedir. Bazi ¢calismalarda hiicresel adezyonun daha iyi olmasi
icin inkiibasyon siiresinin uzatilmasimin avantaj saglayabilecegini bildirilmistir
(154,155). Camilleri ve arkadaslar1 (156) calismalarinda beyaz ve gri MTA nin 1
glinliik inkiibasyon siiresi sonundaki ile 28 giinliik inkiibasyon siiresi sonundaki
biyouyumlugun farkli oldugunu bildirmislerdir. 1 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
biyouyumlulugun yiiksek oldugunu, 28 giinlik inkiibasyon siiresi sonunda ise
biyouyumluluk degerlerinde diisiis goriildiigiinii belirtmislerdir. Calismamizda
materyallerin 1.929 fibroblast hiicreleriyle olan inkiibasyon siiresi 1 giin, 7 giin ve 14
giin olarak secilmistir.

Calismamizdaki test materyallerine ait kontrol grubu orneklerinin hiicre
canlilik ortalamas1 %100 olarak belirlenmistir ve buna gore diger 6rneklerin canlilik
oranlarn ylizdelik deger olarak hesaplanmstir.

Devamli hiicre hatlar1 (HeLa, 3T3 veya 1929 hiicreleri ) ve insan hiicreleri
sitotoksisite deneylerinde kullanilmaktadir (157). Fibroblastlar bag dokunun temel
hiicreleridir. Devamli hiicre hatlarinin tercih edilmelerinin sebebi sonuglarin
tekrarlanabilmesidir (158).

L929 devamli hiicre kiiltiir hatlar;; dental malzemelerin sitotoksisite
testlerinde standart olarak kullanilan fibroblast hiicre kiiltiirleridir (159,160).

Schedle ve arkadaslar1 (161) ve Taira ve arkadaslart (159) dental
materyallerin sitotoksisitelerinin belirlenmesinde hiicre tipleri igerisinde en duyarl
ve glivenilir sekilde kullanilabilecek hiicre kiiltiirii ortaminin L-929 fare fibroblastlari
oldugunu belirtmislerdir. ISO 10993-5 sitotoksisite testleri, in vitro ydntemler

standartlarina gore; in vitro ¢alismalarda dental materyallerin sitotoksik etkilerinin
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aragtirtlmasinda standart olarak L-929 ya da Balbc 3T3 fibroblast kiiltiirlerinin
kullanilmasini 6nermektedir.

Saw ve arkadaslar1 (162) yaptiklar1 sitotoksisite ¢alismalarinda gegerliligi ve
in vitro kosullarda ¢ogalabilmesi sebebiyle L929 hiicrelerini tercih etmislerdir. Biz
de bu nedenlerden dolayr calismamizda hiicre grubu olarak 1929 hiicrelerini
kullandik.

Yillardir arastiricilar, kaybolan veya zarar goren dis dokularinin tamirini
anlamak i¢in ¢alisma yapmaktadir. Bir ¢alismada pulpa amputasyonu tedavisinde
kalsiyum hidroksitin kullanilmasi, rejeneratif tedaviye ait ilk girisim olarak ifade
edilmistir (163). Kalsiyum hidroksit esasli patlar pulpanin agiga ¢iktigr durumlarda,
fibroz dokuyu uyararak, odontoblast hiicreleri tarafindan dentin olusumunu
saglamaktaydi. Kuafaj tedavileri esnasinda pulpa dokusu iizerine siklikla kalsiyum
hidroksit iceren patlar yerlestirilmektedir. Fakat kalsiyum hidroksit iceren patlarin
dentin ylizeyi ile baglar1 zayif oldugu, mikrosizintiyr 6nleyemedikleri ve zamanla
restorasyon altinda ¢6ziinmeleri gibi dezavantajlar1 goriilmiistiir (164,165). Ayrica,
dentin kopriileri olusurken tiinel defektleri olabilecegi de belirtilmistir (166).

Bu nedenlerle kalsiyum hidroksite alternatif olabilecek materyaller
arastirilmaya baslanmistir. Arastirmacilar ideal bir pulpa kuafaj materyalinin
yaralanmis pulpanin reperatif dentin olusumunu tegvik edici dentinojenik 6zelliginin
bulunmasi  ve  bakteriyel kontaminasyonunu  Onleyebilmesi  gerektigini
belirtmektedirler (167).

Siyanoakrilatlar tipta ve dis hekimliginde artan bir popiilerlikte
kullanilmaktadir.  Siyanoakrilatlar ~ bakteriositatik  etki, = hemostatik  etki,
biyodegredasyon ve biyouyumluluk gibi 6zelliklerinden dolay1 yara kapatmasinda
cerrahi kullanimlar1 kabul gormiistiir. Siyanoakrilatlar giiclii etki gdsteren, solvent
icermeyen ve doku adeziv olarak tipta ve dis hekimliginde genis olarak kullanilan
maddelerdir. Insan dokularinda kullanilan adezivlerin ilk sentetik organik
bilesimleridir. Farkli kimyasal formlarda bulunabilirler. Dis hekimliginde dis ¢ekim
sonras1 pansumanlarda, aftoz iilserler iizerindeki koruyucu kaplamalar ve biyopsi
alanlarim1 ortmek i¢in kullanilirlar. Ayrica periodontal fleplerin yaklastirilmasi,
immobilizasyonu i¢in kullanilirlar. Dis eti greftleme islemlerinde, dentin ve sementin

hassasiyetini azaltmada ve bir pulpa kapatma malzemesi olarak kullanilir (168).
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Siyanoakrilatlar, formaldehitin alkil siyanoasetat ile reaksiyona sokulmasi
suretiyle sentezlenebilir, 1sitilarak, bir s1ivi monomer i¢inde depolimerize olan bir
prepolimer elde edilir. Siyanoakrilatlar metallerle reaksiyona girecegi i¢in genellikle
polietilen plastik tiipler kullanilir. Siyanoakrilat neme maruz birakildiginda
monomerler repolimerize olurlar ve sertlesme gergeklesir. Siyanoakrilatlar su, deri,
kan, mukoza ve kemik ile temaslarinda birkag saniye i¢inde polimerize olur. Hizli
sertlesir ve 2 saat i¢inde tam sertligine ulasir (168).

Siyanoakrilatlar genel cerrahide cerrahi yara tamiri, kanama kontrold, cilt
greft fiksasyonu; acil tibbi ve genel uygulama travmatik yara tamiri, tirnak onarimu;
endoskopi varis kanamasmin kontrolii ve O6zofagogastrik varisteki obliterasyon;
oftalmoloji kornea perforasyonlarinin giincel tamiri; gogiis cerrahisi pulmoner
sizintilarin kapatilmas1 gibi bircok bdliimde c¢ok fazla kullanim alan1 bulmaktadir
(168).

Daha iyi biyouyumluluk 6zelligi nedeniyle, siyanoakrilatlar dis hekimligi
alaninda genis bir uygulama alani bulmuslardir. Reatzke(12) 1985°te palatal bag
dokusu greftinde zarf teknigi ile siyanoakrilat yapistirict kullanmistir (168,169).

Agiz, ¢cene ve yliz cerrahisi alaninda, tek tarafli ve bilateral yarik tedavisinde,
pansuman olarak kullanilirlar. Cekim bdlgeleri i¢in kullaniminda, hemen hemostaz
sagladig1 i¢in, gida artiklarinin ¢ekim bosluguna girmesini engeller, sekonder
enflamasyonu  onler (168). Ortodonti alaninda, ortodontik  braketlerin
yapistirilmasinda  kullanilan  siyanoakrilat ~ doku  yapistiricilart  kullanilir
(170).Siyanoakrilat yapistirict malzemeleri protez onarmak i¢in kullanilir (171).

Endodontide, siyanoakrilatlar, pulpanin kapatma maddesi olarak, retrograd
bir dolgu maddesi ve fissur sealent gibi kullanilir. Dentin hassasiyeti icin
kullanilirlar. Endodontik tedavi gormiis dislerde dentin, dis restorasyon arayiiziinde
oral sivinin mikro sizintisint kontrol etmek i¢in kullanilir (172).

Bu caligsmalar 1s181nda biz de bu tez ¢alismamizda 2-Oktil siyanoakrilat bazli
DERMABOND™’un L929 fare fibroblast hiicrelerine olan sitotoksik ve genotoksik

etkilerini arastirdik.

Tavsan fibroblastlar1 ile yapilan bir calismada, siyanoakrilatlarin farkl
formlar1 kullanilmistir. No6tral kirmizi yonteminin kullanildigi maruziyetin ekstrakt

yoluyla yapildig1 bu ¢alismada 2-Oktil siyanoakrilatin diger siyanoakrilatlara oranla
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daha yiiksek hiicre canliligimi sagladigi gozlenmistir. Bu ¢alisma da uzun zincirli
siyanoakrilatlar hiicre canliligt korumada kisa zincirli olanlara gore daha etkili
oldugunu gostermistir(173). Biz de bu nedenle ¢alismamizda uzun zincirli bir
siyanoakrilat olan 2-Oktil siyanoakrilat bazli DERMABOND™’y kullandik.

Mizrahi ve arkadaglar1 yaptiklart calismada alkoksietil siyanoakrilatlarin
sitotoksisitesini in vitro ve biyouyumlulugunu in vivo olarak aragtirmiglardir.
Sitotoksisite igin MTT testi ile direkt temas yontemi kullanilarak HeLa hiicrelerinin
materyalin {izerine yerlestirilmesiyle degerlendirmislerdir. Bunun sonugunda artan
karbon zincir molekiil agirligiyla hiicre canliliginin arttigmi gérmiislerdir. Indirekt
testte de benzer bulgular elde etmislerdir. DERMABOND™’un da uzun zincirli
olmasindan dolay1 bu ¢aligmadaki siyanoakrilatlar arasinda hiicre canliligini yiiksek
oranda korudugu goriilmiistiir. In vivo testlerde de zincir kisaldikca nekroz
alanlarmin olustugunu ve enflamasyon alanlar1 genisledigini belirtmislerdir.
DERMABOND™’un in vivo ¢alismada enflamasyon hafif ve nekroz alam

goriilmedigini bildirmislerdir (174).

Bhatia ve arkadaslari(175) yaptiklari in vitro sitotoksisite ¢aligmasinda 2-
Oktil siyanoakrilatin 3T3 fibroblastlara karsi yiiksek oranda sitotoksik etkileri
oldugunu gérmiislerdir. Bu ¢aligmada direkt temas yontemini uygulamislar; hiicreler
ile materyaller birebir maruz birakmiglardir. Bhatia ve arkadaslari(176) tarafindan
yapilan diger bir calismada da yine 2-Oktil siyanoakrilatin sitotoksisitesi 3T3
fibroblastlara uygulanarak degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada da siyanoakrilatin 3T3
hiicrelerinde hiicre canliligini azaltici etkilerinin oldugu sonuguna varmislardir. Her
iki caligmada da hiicreler materyaller ile direkt temas yontemi kullanilarak maruz
birakilmislardir. Bizim ¢aligmamizda 2-Oktil siyanoakrilat bazli DERMABOND™
L.929 hiicrelerine uygulanirken ekstrakt temas yontemi kullanildi. Bu ¢aligmaya gore
farkli sonuglarin ¢ikmasinin nedeni bahsi gegen ¢aligsmalarda ekstrakt yerine, direkt
temas yOnteminin uygulanmasi ve hiicre hatti olarak 3T3 hiicreleri kullanilmasi

olabilir.

Prepolimerize allil siyonoakrilat(PACA) ile 2-Oktil siyanoakrilatin 1929
fibroblast hiicrelerinde olusturabilecekleri hiicre canliliginin karsilastirildigi bir
calismada arastirmacilar WST testi ile direkt temas yontemi ve indirekt temas

yontemi kullanmiglardir. Direkt temas metodu ile hiicre canliligini 24, 48, 72 saatlik
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periyotlarda kontrol etmisler ve canlilikta zamanla artis gdzlemlemislerdir. Indirekt
temas yontemi ile her iki materyalde de hiicre canliligt %80’in iizerinde
bulunmustur(177). Bu ¢alismada da ekstrakt temas yontemi ile 24 saatlik, 1 haftalik
ve 2 haftalik degerlendirmeler yapilmis olup canlilik oranlar1 benzer sekilde sirasiyla
%99.39, %95.21 ve %94.87 olarak bulunmustur.

Siyanoakrilat bazli doku yapistiricilarin sitotoksisitesi ve kisa donemde
abdominal fitikk tedavisinde in vivo uyumlulugunun arastirildigi bir ¢alisma
yapilmistir. Siyonoakrilatlarda molekiiler agirlign arttikca  formaldehit salinimi
azalmaktadir. Oktil siyanoakrilat uzun zincirli olmasina ragmen polimerize olmamis
durumda en yiiksek sitotoksisiteyi gostermistir. Fakat polimerizasyon sonras1 diger
siyanoakrilatlara gore daha iyi sonuglar vermistir (178).

Abtahi ve arkadaslar1 2-Oktil siyanoakrilatin etkilerini arastirdiklar
calismalarinda H9C2 kardiyomiyoblast hiicrelerini kullanmislardir. Bu calismada
polimerize oktil siyanoakrilatlarin H9C2 hiicrelerine sitotoksik olmadigini kantitatif
tetrazolyum bazli kolorimetrik MTT testi ile gostermislerdir. 24, 48, 72 saatlik
periyotlarla tekrarladiklar1 deneylerinde 1:1, 1:2, 1:4 dilusyonlar hazirlamislardir.
Indirekt temas testi uygulanmistir. Oktil siyanoakrilatlarin kullanimindaki en biiyiik
kaygt insan viicuduna zararli olabilecek maddelerin salinmasi oldugunu belirten
arastirmacilar bununla birlikte oktil siyanoakrilatlarin ytliksek viskositeleri nedeniyle
direkt temas testi yapmayi da olanaksiz kildigin1 savunmuglardir. Bu yiizden oktil
siyanoakrilattan salinan maddelerin sitotoksik etkilerini ekstrakt dilusyon testi ile
degerlendirmislerdir. Polimerize siyanoakrilat ile temas halindeki hiicrelerde 72 saat
sonunda %70 canlilik goérmiislerdir. Sonuglara gore ekstrakt konsantrasyonundaki
artigla hiicre canliliginda azalma gormiislerse de oOrneklerin higbirinin  H9C2
hiicrelerine tamamen sitotoksik etki gostermedigini belirtmislerdir (179).

Aragtirmacilar  uzun  alkil = siyanoakrilat polimerlerinin in  Vitro
sitotoksisitelerini arastirmak icin bes g¢esit siyanoakrilat sentezlemislerdir. Bu
calismada diigiik alkil homologlar yiiksek alkil homologlarindan daha fazla doku
sitotoksisitesi gosterdigini degerlendirmislerdir. Oktil siyanoakrilatlarin deneyler
sonunda diisliik formaldehit salinimi yaptig1 ve yiliksek hiicre canliligi gosterdigini

ifade etmislerdir (173).

68



DERMABOND™un MTT testinin direkt temas yontemiyle L929 hiicrelerine
uygulanmasi sonugu sitotoksisitesini kisa zincirli 2-Etil siyanoakrilatin ki ile
karsilastirildigi bir ¢alismada DERMABOND™un 1929 hiicrelerine daha fazla
toksik etki yarattigini belirtmislerdir. Klinik uygulamada hastalarda herhangi bir
rahatsizlik olugsmadigini gézlemlemislerdir (180).

Aljandan ve arkadaglar1 tarafindan yapilan tavsan disleri kullanilarak
Diprogenta ve kalsiyum hidroksit, siyanoakrilat, diprogenta ve siyanoakrilat,
kalsiyum hidroksitin degerlendirildigi bir ¢alismada dort gruptada pulpa nekrozuna
rastlanmadigi ifade edilmistir. Patolojik reaksiyonlar gruplar arasinda belirgin
farkliliklar  gosterse de kullanilan tim materyallerin  biyouyumlu oldugu
degerlendirilmistir (70).

DERMABOND™ ile tibbin cesitli alanlarinda yapilan klinik caligsmalar
basarili sonuglar vermistir. Bir caligmada 2-Oktil siyanoakrilat yedi hastanin akciger
ameliyatinda hava sizintisin1 engellemek i¢in kullanilmis. Bes hastada basarili
sonuglar elde edilmis , diger iki hastadan biri 24 giin sonra kaybedilmis fakat bunun
siyanoakrilatla ilgili olmadig1 degerlendirilmis. Bir digerinde ise yara yiizeyini ¢ok
genis oldugu ve bagka bir alternatif olmadigr i¢in kullanildig1 belirtilen
DERMABOND™’dan istenen sonu¢ saglanamamis ve tek basarisiz sonu¢ bu
hastanin tedavisinde goriilmiistiir (181).

iRoot SP, AH Plus ve ProRoot mineral trioksit agregatinin(MTA)
numuneleri, Millipore filtre difiizyon testi ve. MTT testinde ekstraktlar kullanilarak
dogrudan temas yontemi ile karsilastirildigi  bir ¢alismada  toksisite
degerlendirilmeleri i¢in fare fibroblastlar1 (L929) kullanmiglardir. Filtre diftizyon
testinde AH Plus’in, iRoot SP ve MTA’dan anlamli derecede daha toksik , iRoot
SP’de MTA'dan anlamli derecede daha toksik oldugunu gozlemlemislerdir. MTT
tahlilinde ise, MTA ekstraktlar1 sitotoksik degilken, AH Plus ekstraktlar1 hafif
sitotoksik olarak degerlendirmislerdir(182). Bu ¢alismada kullandigimiz 1.929 fare
fibroblast hiicrelerinde MTT testi ile Cerkamed MTA materyalinin sitotoksitesini

degerlendirdigimizde, BioMTA+’1n sonuglari ile uyumlu oldugunu bulduk.

Bosio ve arkadaslarinin wister sicanlarina tiiplerle implante ettikleri iRoot SP,
MTA Fillapex, DiaRoot Bioaggregate, beyaz MTA’nin bag dokusu reaksiyonlarini in

vivo olarak arastirdiklart  ¢alismalarinda 7, 15, 30 ve 90 giinliikk periyotlarla
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degerlendirmeler yapmislardir. Bu c¢alismada en iyi sonuglart MTA ve DiaRoot
Bioaggregate vermistir. MTA’nin diisiik sitotoksisitesi ve biyouyumlulugunun
sebebinin igerisindeki cogu kalsiyum bileseni olan komponentlere bagli oldugu
diistinmislerdir. MTA Fillapex de her nekadar MTA bilesenleri igerse de igerisindeki
ana komponenti rezin bazli olmasi nedeniyle iRoot SP, beyaz MTA ve DiaRoot
Bioagregate’ten daha kotii doku yanitin1 gosterdigi de bu calismanin sonuglarindadir
(183).

Basak ve arkadaglar1 tarafindan 3T3 fibroblastlarda kalsiyum silikat bazli
tiriinlerin sitotoksisitesini degerlendirilmek icin yapilan bir ¢alismada hiicrelere 3T3
fibrobalstlar direkt olarak Ortho MTA, BioAggregate, Biodentin, MTA Plus, MTA
Angelus ve Cerkamed MTA ile 24 saat ve 7 giin boyunca inkiibe edilmislerdir.
Sitotoksisite MTT testi ile degerlendirildi. 24 saat sonunda Cerkamed MTA’nin,
MTA materyalleri arasinda en yiiksek hiicre canliligin1 gosterdigi ifade edilmistir. 7.
Gilin sonunda ise en yliksek hiicre canlilig1 BioAggregat, MTA Angelus ve Cerkamed
MTA’da gorillmustiir (184). Deney materyallerimizden olan BioMTA+ bu
calismamizda 24 saat, 1 hafta ve 2 hafta maruziyette hiicre canliligi sonugclari
sirasiyla % 100.47, %97 ve %99, 96 olarak elde edilmistir

Karypidou ve arkadaglar1 tarafindan MTA CAPS, MTA Angelus White,
Cerkamed MTA+, Masterdent MTA, Biodentin ve Proroot MTA nin sitotoksisitesini
degerlendirmek icin yapilan c¢alismada MRCS5  hiicreleri  kullanilmustir.
Sulforhodamine-B deneyiyle yapilan degerlendirmede 24 saat sonunda MTA
Angelus White’in digerlerinden daha yiiksek antiproliferatif etki gosterdigi
gozlemlenmistir. Cerkamed MTA+ 24 saat sonunda MTA Angelus hari¢ diger
materyallerin tiimii ile yakin sonuglar gostermistir. 72 saat sonunda tiim simanlar
hiicre canlilig1 agisindan benzer sonuglar gostermistir (185).

MTA, NeoMTA Plus ve Biodentin’in sitotoksisitelerinin karsilastirildigi bir
calismada 3T3 fibroblast hiicreleri kullanilmistir. MTT ve sulforhodamine B testleri
yapilmis ve sertlesme sonunda tiim materyaller kontrol grubuna gore daha yiiksek
hiicre canliligi gostermistir. Sertlesme 6ncesinde sulforhodamine B deneyinde MTA
ve Biodentin kontrol grubu ve NeoMTA Plus dan diisiik canlilik gostermistir. MTT
de sadece biodentin kontrol grubundan daha diisiik canlilik gostermistir. (186).

70



Tomas-Catala ve arkadaslar tarafindan yapilan in vitro bir ¢aligmada MTA
Repair HP , NeoMTA Plus ve Biodentinin sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Insan
dis pulpa kok hiicreleri kullanilmistir. Direkt temas yontemi yapilan bu ¢alismada 24
ve 48 saatlerde MTA Repair HP ve NeoMTA Plus varliginda ortalama hiicre
canlilig1 goriiliirken, 48 saat ve 72 saatte Biodentinde digerlerine gore daha yiiksek
hiicre canlilig1 gozlendigi bildirilmistir. Sonucta MTA Repair HP, NeoMTA Plus ve
Biodentin sitouyumluluk géstermislerdir (187).

MTT testi kullanilarak insan dental pulpa hiicreleri tizerinde MTA ve MTA
Plus’in sitotoksik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, her iki materyalin de
sitotoksik etkilerinin olmadigi goézlemlenmistir(188). Biz de yaptigimiz caligmada
BioMTA+ nin 1929 fare fibroblast hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisinin olmadigini
gordiik.

Yapilan bir calismada MTA ve beyaz MTA nin sitotoksisite ve genotoksisite
degerlendirmesi icin sirastyla tripan mavisi ve Comet testi kullanilmis. Fare lenfoma
hiicreleri her iki materyalinde farkli konsantrasyonlariyla maruz birakilmislardir.
Sonuglar her iki materyalde higbir konsantrasyonda genotoksisite ve sitotoksisite
gostermemis ve hiicre canliligimi etkilememistir (143). Bu c¢alismada da
kullandigimiz BioMTA+ 1:1 ve 1:2 diliisyonlarda benzer sonuglar gostermistir

Zakerzadeh ve arkadaslarinin yaptigi in vitro bir calismada biodentin,
ProRoot MTA ve TheraCal LC®’nin insan dis pulpa fibroblastlarindaki sitotoksisite
ve genotoksisite degerlendirmesinde MTT ve Comet testleri kullanmistir. MTT testi
ile yapilan sitotoksisite degerlendirmesinde farkli konsantrasyonlarda iic grubun
arasinda belirgin bir fark goriilmemistir. Comet testinde de yine gruplar arasinda
belirgin bir fark goriilmemistir (146). Bizim TheraCal LC® ile yaptigin sitotoksisite
testinde ve Comet testinde 1:1 dilusyonda diger materyallerle belirgin bir fark
bulunmustur. TheraCal LC® ile maruziyette yaklasik olarak 24 saatlik %14, 1 haftada
%34 ve 2 haftada ise %12 oraninda hiicre canliliginda azalma goriilmiistiir. Comet
testi ile yapilan genotoksisite sonuglarinda ise TheraCal LC® nin her ii¢ maruziyette
de DNA hasar1 olusturdugu goriilmiistiir. Bu ¢aligsma ile bizim ¢alismamiz arasindaki
sonuglarin uyumsuzlugu uygulama yolu ve maruziyet kosullarindaki farkliliktan

kaynaklanabilir.
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Poggio ve arkadaslan tarafindan yedi farkli pulpa kapama materyallerinden
Dycal, Calsicur, Calcimol LC, TheraCal LC®, ProRoot MTA, MTA Angelus ve
Biodentin’in sitotoksisitesini in vitro olarak degerlendirmislerdir. Alamar blue testi
kullanilarak ~ yapilan ¢alismada murin  odontoblast hiicrelerini(MDPC-23)
kullanmislardir. 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda incelemislerdir. Ayrica 72 saatte
MTT deneyi ile de sonuglar1 desteklemislerdir. Alamar blue testi ile yapilan 24
saatlik degerlendirme sonuglarina gore hiicre canliligl en yiiksek Biodentine ve MTA
Angelus materyallerinde, en diisiik Dycal materyalinde oldugu gorilmiistiir. 48
saatlik degerlendirme sonuglarina gore hiicre canlilig1 en yiiksek Biodentine ve MTA
Angelus materyallerinde, en diisiik Dycal ve TheraCal LC® materyallerinde tespit
edilmistir. 72 saatlik degerlendirme sonuclarina gore hiicre canlilifi en yiiksek
Biodentine materyalinde, en diisiik hiicre canliligi ise TheraCal LC®, Dycal,
Calcimol LC materyallerinde izlenmistir. MTA Angelus ve ProRoot MTA 72 saatte
diger zaman periyotlarina gore daha az biyouyumluluk géstermis. TheraCal LC® ve
Calcimol LC 72 saatte sitotoksik olarak degerlendirilmis ayrica bu MTT testi ile
sonuglart dogrulamiglardir (189).

Sicanlara ii¢ kalsiyum silikat bazli pulpa kuafaj materyalleri subkutan olarak
implante etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ProRoot MTA, TheraCal LC® ve prototip
bir trikalsiyum silikat simani1 kullanmiglardir. bu materyallerin olusturdugu kalsiyum
ve fosfor kalinliklarini degerlendirmisler. Calisma tamaminin biyoaktif oldugunu ve
bio mineralizasyonu sagladigini gostermisdir. ProRoot MTA en yiiksek, TheraCal
LC® en diisiik kalinliklar elde edilmis (129). Camilleri ve arkadaslarinin pulpa kuafaj
materyallerinin kalsiyum hidroksit salinimi {izerine yaptiklari bir ¢aligmada TheraCal
LC® nin yiiksek miktarda kalsiyum iyonu agiga ¢ikartabilmesine ragmen kalsiyum
hidroksit olusturmadigini ifade etmislerdir. Bunun sebebinin TheraCal LC®’nin
cevre ile iyon transferinin kisith oldugu rezin modifiye bir materyal olmasi olarak
degerlendirmislerdir (190).

Beyaz mineral trioksit agregatinin (MTA) ve % 15 bizmut oksitli beyaz
Portland simaninin genetik hasara neden olup olmadiginin degerlendirildigi in vitro
bir c¢alismada murin fibroblastlar1 kullanilmistir. Comet testinin uygulandigi
calismanin sonucunda MTA ve %15 bizmut oksitli beyaz Portland simani genetik

etki tiretmemistir (191). MTA ve Portland simaninin genotoksisitelerinin arastirildigi
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bir diger bir ¢alismada ¢in hamster yumurtalik hiicreleri kullanilmistir. Comet testi
uygulanan c¢alismada test edilen tiim konsantrasyonlardaki MTA ve Portland
simanlari, DNA'da iplik kopmasma neden olmadi goriilmiistiir (192). Baska bir
calismada da, MTA ve Portland simanlarinin genotoksik etkileri 10 goniilliiden
alinan periferal lenfositlerde degerlendirilmis. Comet deneyi kullanilmis ve MTA ve
Portland simanlarinin insan periferal lenfositlerindeki DNA lezyonlarinin seviyesini
artiran bir faktér olmadigi sonucuna ulasilmistir (193). Comet testinin uygulandigi
ve 1929 fare fibroblastlarini kullandigimiz bu ¢alismada BioMTA+"1n genotoksik bir

etkisi goriilmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismasinda, pulpa kuafajinda kullanilan ve kullanilmasi muhtemel olan
materyallerin MTT testi ile sitotoksik etkilerinin ve Comet yontemiyle genotoksik
etkilerinin sonuglar1 incelenerek degerlendirildi. Bu calismada asagidaki sonuglar
elde edilmistir:

1. Hiicre canliligin1 degerlendirdigimiz ¢alismamizin birinci béliimiinde
BioMTA+ ve DERMABOND™ gruplarinin 24 saatlik maruziyetlerinde elde edilen
sonuglara gore istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. TheraCal LC®’nin ise 24
saatlik hiicre canlilig1 sonuglart kontrol ile karsilastirildiginda %14’luk bir disiis
gbzlenmistir. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bir fark degildir.

Gruplarin 1 haftalik maruziyet degerlendirmelerin TheraCal LC®’nin hiicre
canliligint %34’e yakin bir oranda azalttif1 gozlenmistir. Negatif ve pozitif kontrol
gruplarinmn 1 haftalik maruziyetlerine gére TheraCal LC®’nin 1 haftalik maruziyeti
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir(p< 0.05). 1 haftalik
maruziyette DERMABOND™ ve BioMTA+ ekstraktlarindan elde edilen sonuglarda
ise hiicre canlilig1 degerlendirmesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur.

2 haftalik maruziyet degerlendirmelerinde ise TheraCal LC®nin hiicre
canlilik oram1 %88’e ¢ikmis, TheraCal LC® icin testlerdeki en yiiksek deger
gozlenmistir. BloMTA+ ve DERMABOND™ un hiicre canlilik oranlar1 sirasiyla
%99,96 ve %94,87 olarak gbzlenmistir.

2. Calismamizin ikinci bolimiinde materyallerin Comet testi ile
genotoksik etkilerinin inceledik. DERMABOND™ ve BioMTA+ 24 saatlik, 1
haftalik ve 2 haftalik maruziyetlerde hiicrelerde DNA hasar1 olusturmamislardir.
TheraCal LC® ise tiim maruziyetlerde DNA hasar1 olusturmustur ve istatistiksel
olarak anlamli fark vardir(p<0.05).

3. Elde edilen sonuglara gore; BioMTA+ vital pulpa tedavilerinde
kullanilabilir bir materyal olarak degerlendirmekteyiz. Bu c¢alismada sitotoksik ve
genotoksik etkisi gorillen TheraCal LC®nin klinik olarak genis pulpa ekspozu
olmayan dislerde kullanilmasini uygun olabilir.

4. Sitotoksisite ve genotoksisite testlerinde BioMTA+ ve Kerr Life ile
yakin degerler elde edilen DERMABOND™’un ise pulpa kuafaj materyallerine

alternatif olarak kullanilabileceginin degerlendirilmesi i¢in ilave in vitro ve in vivo
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klinik ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir. Boylelikle dentin yapimini indiikleyip

indiiklemedigi ve tam bir iyilesme saglayip saglamadigi ortaya ¢ikarilacaktir.
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