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OZET

ENDODONTIDE KULLANILAN FARKLI iRRIGASYON AJANLARININ
HUMAN OSTEOBLAST VE HUMAN GINGIVAL FIBROBLAST
HUCRELERINE SiTOTOKSISIiTE VE GENOTOKSISITE ETKINLIGININ
iN VITRO OLARAK DEGERLENDIRMESI

Dt. Zeliha UGUR
Endodonti Anabilim Dah
Sivas
2016

Endodontik tedavide kullanilan irrigasyon soliisyonlar1 periapikal dokularla temas
halindedir. Bu maddelerin olas1 sitotoksik ve genotoksik etkileri ile periapikal

dokulara verecekleri hasar acisindan degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir.

Bu calismanin amaci, endodontik tedavide irrigasyon solisyonu olarak
kullanilan ¢esitli materyallerin XTT testi yontemi ile human gingival fibroblast hiicre
hatt1 ve human osteoblast hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkilerini degerlendirmek,
olabilecek olasi genotoksik etkiyi ise 8-OHdG kiti kullanarak tespit etmektir.
Calisgmamizda, 4 farkli irrigasyon soliisyonunun Sitotoksik ve genotoksik etkisi
degerlendirilmistir. Bu materyaller NaOCI, kitosan, propolis ve humik asit tir.
Calismada kullanilan her bir kimyasal i¢in hazirlanan 6rnekler 24 kuyucuklu hiicre
kalturd plaklarina yerlestirilmis ve tzerine 1 ml (mililitre) kiltiir ortam1 DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) ilave edilmistir. Elde edilen drnekler 4. ve 24.

saatlerde toplanmis, hiicre canlilik testi i¢in spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.

Sitotoksisitelerinin degerlendirilmesinde XTT test yontemi, genotoksisitenin

degerlendirilmesinde ise 8-OHdG test yontemi kullanilmistir.

Human gingival fibroblast hiicreleri ve human osteoblast hiicreleri Uzerine
uygulanan her bir solisyonun kendi icerisinde 4 ve 24 saatlik uygulama sonrasi

olusan sitotoksisite karsilastirilmasinda kontrol grubu haric uygulama siresi



arttiginda sitotoksik etki de anlamli derecede artmustir. Iki hiicre hatt1 iizerinde de en

sitotoksik materyal NaOCl olmustur.

Human gingival fibroblast hiicre hatt1 {izerinde yapilan genotoksisite
karsilastirilmasinda dort soliisyonun olusturdugu etki arasinda istatistiksel olarak
anlamli  bir fark bulunmustur. Yapilan genotoksik hasar siralamasinda
NaOCI>Humik asit> Kontrol>Propolis>Kitosan seklinde bir siralama olugmustur.
Bu sonuca goére NaOCI en genotoksik soliisyon olarak bulunurken Kkitosan ve
propolis kontrol grubundan da diisiikk etki gostererek antigenotoksik bulunmustur.
(p<0.05)

Human osteoblast hiicre hatti {izerinde yapilan  genotoksisite
karsilagtiritlmasinda dort soliisyonun olusturdugu etki arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamustir.

Anahtar Sozcukler: Fibroblast, Humik Asit, Kitosan, Osteoblast, Propolis,

Sitotoksisite.



ABSTRACT

THE ASSESSMENT OF CTYOTOXIC AND GENOTOXICITY ACTIVITY
OF DIFFERENT IRRIGATION AGENTS USING IN ENDODONTICS ON
HUMAN OSTEOBLAST AND HUMAN FIBROBLAST CELL AS IN VITRO

Dt. Zeliha UGUR
Department of Endodontics
Sivas
2016

Root canal irrigation solutions using in endodontic treatments are in close contact
with periapical tissues. It is worth to examine the proable cytotoxic and genotoxic

effects of these materials to periapical living tissues.

The aim of this study is to evaluate the cytotoxic effects of various materials
used as irrigation solutions in endodontic treatment on the humangingival and human
overblast cell line with the help of XTT method and diagnosing probable genotoxic
effect of 8-OHdG kit. These solutions were NaOCI, Chitosan, Propolis and Humic
acid. 4 samples from each solution were taken and put into sterile cylindirical
polyethelene containers in aseptic conditions as per the instructions by the producer.
The discs prepared for each tested chemical were placed in 24 chamber cell culture
plates and 1 ml culture medium, DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), was
added on each of them. The obtained samples were collected after 4. and 24. hours
and spectrophotometric measurement for cell vitality was conducted. XTT test

method was used for the evaluation of the cytotoxicities.

The purpose of this study is to examine the cytotoxic effect of different irrigation
solutions with XTT assay on human gingival fibroblast cell line and human
osteoblast cell line and to determine the probable genotoxic effect on same cells lines
using 8-OHdG methods.

In the genotoxicity comparison of the human gingivalfibroblast cells line statistically
meaningful differences were found among the effects of these four solutions. In the



genotoxic damage grading such a sequence as NaOCl >Humic Acid >Control>

Propolis> Citosan was obtained.

According to this result NaOCI was found as the most genotoxic solution while it

was found antigenotoxic for it showed less effect than citosan and propolis group.

In the genotoxicity comparison done on the human osteblast cells line any
statistically meaningful difference wasn’t found among the effects of these four

solutions.

Keywords: Fibroblasts, Humic Acid, Chitosan, Osteoblasts, Propolis,
Cytotoxicity.
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1. GIRIS

Endodontik tedavinin hedefi; periapikal bolgede patoloji olusumunu 6nlemek ya da
olusan problemin tedavisi olup, daha da Onemlisi kok kanal sisteminde gozlenen
mikrobiyal bir enfeksiyonu elimine etmek veya enfeksiyondan korumaktir. Bu

nedenle nihai basar1 daima iyi bir enfeksiyon kontroliine baglidir (1).

Endodontik tedavinin en O©nemli safhalarindan birisi kok kanallarinin
temizlenmesi ve sekillendirilmesidir. K6k kanal sisteminin karmasik anatomisi
nedeniyle sadece mekanik  sekillendirme ile  kok  kanali tamamen
temizlenememektedir. Bu nedenle kok kanallarinin irrigasyonu tedavinin

vazgegcilemez bir pargasi haline gelmistir (2, 3).

Kok kanalinin preparasyon oncesi ve preparasyon sirasinda, sik araliklarla
nekrotik ve vital dokuyu c¢ozucu, antimikrobiyal ozellikli bir veya daha fazla
irrigasyon soliisyonu ile yikanmasi gerekmektedir (4, 5). Kok kanal tedavisinde
kullanilan bu soliisyonlar yikama islemi sirasinda apikal foramen yolu ile periapikal
dokularla temas edebilmektedir. Endodontik tedavinin basarisindaki en 6nemli kriter
tedavi sonrasi periapikal dokularin normal saglikli durumlarmni korumasidir. Bu
nedenle irrigasyon soliisyonlarinin periapikal dokular ile temas ettiginde,

biyouyumlu olmalar1 biiyiik 6nem tasumaktadir (6, 7).

Gilinlimiize kadar irrigasyon soliisyonlar: ile ilgili yapilan caligmalar bu
soliisyonlarin smear tabakasinin kaldirilmasindaki etkinlikleri ve antibakteriyel
oOzelliklerini inceleme yoninde yogunlagsmistir. Fakat bunun yaninda endodontik
tedavinin basarisina biiylik olc¢lide etkili olan materyalin biyouyumlulugu {izerine

yapilmis arastirma sinirli sayida bulunmaktadir.

Bu sebeple ¢alismamizda; kok kanal irrigasyonu amaciyla Onerilen, ancak
sitotoksisitelerinin ve genotoksisitesinin hiicre kultiri yontemiyle birbirleriyle
karsilagtirildiklar1 ¢alisma bulunmayan Kitosan, Propolis, Humik asit ve NaOC’in

biyouyumluluklarini in vitro olarak incelemeyi amagladik.



2.GENEL BILGILER

Kok kanal tedavisinde giincel goriis, kok kanallarmin mekanik olarak
temizlenmesinin ardindan biyouyumlu bakterisit ilaglarla yikanmasi ve toksik

olmayan dolgu patlari ile ttkanmasidir (8).

Kok kanal sistemini etkileyerek enfekte eden mikroorganizmalar iltihapsal bir
sire¢ olan apikal periodontitisin olusumuna ya da mevcut iltihabi durumun
ilerlemesine neden olabilmektedir. Bu nedenle kok kanal tedavisi sirasinda, etken
mikroorganizmalarin,  toksinlerin ve  enfekte dentinin  uzaklastirilarak
dezenfeksiyonun etkin bir bigimde yapilmasi, apikal periodontitisin énlenmesinde ve

tedavi edilmesinde énemli bir role sahiptir (9, 10).

Kok kanal sistemi ana kok kanali, dentin kanallar1, aksesuar kanallar, kanal
ramifikasyonlari, apikal deltalar ve transvers anostomozlar gibi mikroorganizmalarin
kolayca barinabilecegi ve mekanik temizlemenin tek basina ulagmakta sinirli kaldigi
anatomik yapilara sahip olabilmektedir. Kok kanal anatomisinin bu karmasik yapisi,
mekanik preperasyonu tek basina kok kanalinin i¢ boyutlu olarak temizlenmesinde
ve dezenfekte edilmesinde yetersiz kilmaktadir. Bu nedenle mekanik preperasyon ile

kimyasal irrigasyonun es zamanli kullanimi gereklidir (11).

2.1. Endodontide irrigasyon

Kok kanallarinin temizlenip sekillendirilmesinde kanal aletlerinin tek basina
mekanik kullaniminin yetersiz kalmasi nedeniyle iglemin tamamlayict bir boliimii
olan irrigasyon islemi de yapilmaktadir (8). Arastirmacilar mekanik preperasyonun
mikroorganizma sayisini belirgin 6l¢iide azalttigini, ancak tek basina tamamen steril
bir kok kanali elde etmek i¢in yetersiz oldugunu bildirmislerdir (9). Bu nedenle
mekanik preperasyona ilave olarak irriganlar ve diger kanal ici ilaglar
kullanilmaktadir (1).



Endodontide kok kanal tedavisinin ayrilmaz bir parcasi olan irrigasyon
soliisyonlar1 biiyiik 6nem tasimaktadir. Irrigasyon soliisyonlarmm endodontide

kullanim amaglar1 genel olarak su sekilde siralanabilir (12, 13);

-Kok kanallarindan organik ve inorganik debrisleri, enfekte materyalleri,
yumusak ve sert doku artiklarint hem fiziksel hem de kimyasal olarak uzaklastirmak,
bu sayede bu materyallerin apikal boliimde birikmesi, apikali tikamasi ve bu

bolgenin ulasilamaz hale gelmesine engel olmak,

-Antibakteriyel Ozellikleri sayesinde kok kanalindaki mikroorganizmalari

uzaklastirmak,

- Kok kanallarini slatip kayganlastirarak mekanik preparasyonunun daha

rahat yapilmasina olanak saglamak,
- Kanal aletlerinin ulasamadigi bolgeleri temizlemek ve dezenfekte etmek,

- Kok kanal dezenfeksiyonu icin ara seanslarda kullanilan medikamentlerin

etkisini arttirmak,
-Smear takasini uzaklastirmak,

- Agartici ozellik tasiyarak renklesmis dislerin beyazlatilmasina yardimci

olmaktir.

Bu amaglara ulasabilmek i¢in kullanilacak ideal bir irrigasyon soliisyonunda

bulunmasi gereken 6zellikler ise su sekilde siralanabilir (13-15) ;
-Ko6k kanalindaki artik organik, inorganik doku ve debrisleri eritebilmeli,
-Disin ¢evre dokularina antijenik, toksik ve karsinojenik etki gostermemeli,

- Diisiik ylizey gerilimi gostererek mekanik preparasyonla ulasilamayan kok

kanal yiizeylerine etki edebilmeli,

-Lubrikasyon 6zelligi ile kanal aletlerinin kanalda rahat ¢alismasini1 saglamali,



- Mikroorganizmalar (zerinde antimikrobiyal etki gosterebilmeli ve bu

Ozelligini kullanim sonrasi kok kanallarinda bir siire daha devam ettirebilmeli,
- Endotoksinleri etkisiz hale getirebilmeli,
- Smear tabakasimi kaldirabilmeli,
- Dentin dokusuna olumsuz etkisi olmamali,
- Kanalda kolay nétralize olmamal,
- Kanal dolgu maddesine olumsuz etkisi olmamali,

- Daimi restorasyonlarin pulpa odasi duvarina baglanma kuvvetine olumsuz

etkisi olmamall,
- Disin rengini degistirmemeli,
- Kolay elde edilebilmeli,
- Maliyeti diisiik olmali,
-Raf 6mrii uzun olmali.

Kok kanal sisteminin sekillendirilmesinde kullanilan kanal aletlerinin devamli
olarak gelistirilmesine karsin, kok kanal sisteminin kompleks anatomik yapisi
nedeniyle kanal aletleri kanal yiizeyinin tamamina temas edememekte ve mekanik
preperasyon esnasinda sekillendirilip temizlenmemis alanlar kalabilmektedir (9).
Yapilan bir ¢alismada kok kanalinin yaklasik olarak %35’ inin mekanik preparasyon
ile sekillendirilmeden birakildig1 belirtilmistir (16). Bu konu iizerine yapilmis diger
caligmalarda ise tek basina yapilan mekanik temizleme ile kanal duvarlarinda genis
alanlarin, apikal Ucliniin bir kismmin ve oval kanallarin yeterli dizeyde
temizlenemedigini ve mikroorganizmalarin bu dokunulmamis alanlarda yagamlarini
sirdirmeye devam ettigi belirtilmistir (16-18). Bununla birlikte mekanik
preparasyon ile irrigasyon soliisyonlarin es zamanli kullanilmasi, dentin tiibillerine
ve kok kanal sisteminde bulunan isthmuslara, ramifikasyonlara ve apikal delta gibi

bolgelerde yasayan bakteri veya mantarlara soliisyonun ulasarak etki etmesi ile kanal



tedavisinin basarisin1  artirmaktadir  (19). {irrigasyonun kok kanal tedavisinin
basarisina olan etkisini degerlendirmek igin yapilan gesitli ¢calismalarda ise irrigan
olarak serum fizyolojik soliisyonu kullanildiginda bile bakteri sayisinda belirgin bir
diisiis gozlendigi bildirilmistir (19, 20). Kok kanallarinin yalnizca mekanik
sekillendirme ile istenilen Slglide temizlenememesi, irrigasyon soliisyonlaria olan
ilginin artmasii saglamistir ve ideal irrigasyon soliisyonu arayisini hep giindemde

tutmustur (8, 9, 21).

Farkli ozelliklerde ve farkli irrigasyon amaci i¢in kullanilan mevcut
irrigasyon materyallerinin higbiri tek basina ideal bir irrigasyon materyalinden
beklenen tim bu Ozellikleri saglayamamaktadir. Bu nedenle bir yandan ideal
soliisyona ulagma ¢abalari devam ederken bir yandan da mevcut irrigasyon
soliisyonlarinda ideal 6zelliklere ulasma adina farkli irrigasyon uygulama metotlari
(elektro-kimyasal olarak aktive edilmis su, ultrasoniklerle kullanim, ozonlu su,
lazerler, oksidatif potansiyelli su, fotodinamik terapi, Endox sistemi gibi)
gelistirilmektedir (15, 22-24).

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilan irriganlar su sekilde siralanabilir (25);
e Sodyum hipoklorit (NaOCI)

e Iyodin soliisyonlar

e Klorheksidin glukonat (CHX)

e Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)

e Sitrik asit

e MTAD

e Elektrokimyasal aktive edilmis su (ECA)

e [sikla aktive olan dezenfeksiyon



2.1.1. irrigasyon Soliisyonlarmin Siiflandirilmasi
2.1.1.1 Kimyasal Ajanlar

2.1.1.1.1. Doku Co6zlcu Ajanlar

2.1.1.1.1.1. Sodyum Hipoklorit (NaOCI)

Sodyum hipoklorit’in (NaOCI) tip alaninda uzun bir ge¢misi vardir. NaOCl’in
‘Dakin soliisyonu’ olarak bilinen tamponlanmis % 0.5’lik konsantrasyonu ilk kez I.
Diinya Savas1 sirasinda kimyager Henry Drysdale Dakin ve Alexis Carrel tarafindan
kontamine olmus yaralarin temizlenmesi amaciyla kullanilmistir (12). NaOCI’in
endodontide kullanimi ise, ilk defa Walker tarafindan 1936 yilinda 6nerilmistir (26).
Ozellikle antibakteriyel etkinligi, nekrotik dokular1 ¢dzebilmesi ve kanal aletlerine
kayganlastirict  etki ~ gostermesi  sebebiyle  endodontik  tedavide  farkli

konsantrasyonlar1 uzun yillardan beri kullanilmaktadir.
Sodyum Hipoklorit’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri:

NaOCl yesilimsi sar1 bir soliisyondur, geleneksel olarak klor gazi (Cl,) ile
sodyum hidroksit (NaOH) solusyonunun, tuz (NaCl) ve su (H,O) agiga ¢ikarmak

amaciyla reaksiyona girmesi ile olusur.
Cl, + 2(NaOH) —NaOCI + NaCl + H,0

NaOCl’ye su ilave edildiginde hipoklordz asit (HOCI) meydana gelir. HOCI
aktif klor igeren giiclii bir okside edici ajandir. Hipoklordz asit mikroorganizmalarin
hiicresel fonksiyonlarini bozarak hiicre Olimiine neden olur ve solisyonun

antibakteriyel etkinliginde 6nemli bir rol oynar (21).

Ortaya ¢ikan aktif klor, bakteri hiicresindeki onemli enzimlerin stilfidril
gruplarinda irreversibl oksidasyona neden olarak hiicrenin metabolik fonksiyonlarini

bozmaktadir (27).

NaOCl + H,O — NaOH + HOCl — Na*+ OH =+ H* + OCI1 ~



NaOCI gugcli bir antimikrobiyal ajan olup, direkt temasi1 gogu bakterinin ani
Oliimiine neden olmaktadir. Yapilan cesitli ¢alismalarda vejetatif bakterilere, spor
formlu bakterilere, funguslara, protozoa ve viriislere kars1 da oldukea etkili oldugu

bulunmustur (28) .

Ayrica NaOCl’nin, organik ve yag ¢6ziicli oldugu, yag asitlerini ylizey
gerilimini azaltan sabun ve alkole doniistiirdiigii, aminoasitleri de notralize ederek su

ve tuza doniistiirdiigii bildirilmistir (29).

NaOCIl smear tabakasinin sadece organik kismina etki eder ve tek basina
smear tabakasini ortadan kaldirmakta yetersizdir. Bu nedenle smear tabakasini
kaldirmak i¢in ilave olarak Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ya da sitrik asit gibi
inorganik dokular1 ¢6zecek ek soliisyonlara ihtiya¢ vardir (26). NaOCI, ideal bir
irriganin tiim gereksinimlerini kargilayamasa da, giiniimiizde en iyi proteolitik etkiye
sahip irrigasyon solusyonudur (26). Organik artiklara karsi iyi bir ¢6ziicli olmasi,
diisiik yiizey gerilimi sayesinde dentin tiibiillerine niifuz edebilmesi, kolay temin
edilebilmesi ve ucuz olmasi nedeni ile giinimiizde en yaygin kullanilan irrigasyon

soliisyonu haline gelmistir (30).

Fakat keratinize epitelyum disinda tiim canli dokulara toksik etki
gostermesi, metaller tizerinde korozif (asindirici) etkiye sahip olmasi, organik
maddelere bagli olarak stabilitesini kaybetmesi ve kotii tadi O6nemli olumsuz

oOzellikleridir (31).

NaOCl’'nin endodontik tedavide kullanilan konsantrasyonu iizerine bir fikir
birligi bulunmamaktadir. NaOCIl dis hekimliginde yaygin olarak %0,5 ve %6’lik
konsantrasyonlarda kullanilmaktadir (21). Klinisyenler genellikle ticari olarak satilan
%S5,25’lik NaOCl soliisyonunu su ya da salinle dilue ederek kok kanal

irrigasyonunda kullanmaktadir.

Konsantrasyon artist NaOCI’nin doku ¢oziicii ve antibakteriyel 6zelliginin
artmasina neden olmakta ancak soliisyonu daha toksik hale getirmektedir. NaOCI

sollisyonlarina borik asit, asetik asit gibi spesifik asitler ekleyerek pH’1 6.75 yapip



antimikrobiyal etkinlik artirabilmektedir. Bu durum solisyonun doku c¢oziicl
etkinligini azaltabilmektedir (32).

Pashley ve ark.(33) %5.25 NaOCl’nin 1:1000 oraninda seyreltilmis halinin
bile kirmiz1 kan hiicrelerini %100’tinde hemoliz yaptig1; 1:100’liikk soliisyonun ise
kirmiz1 kan hiicrelerinden disar1 ¢ikan hemoglobini de tahrip ettigini bildirmislerdir.
Bu ¢alismanin in vivo kisminda deney hayvanlarina uyguladiklarinda ise ciddi
derecede enflamatuar reaksiyonlar gelistigini bildirmislerdir. Bu durum NaOCI
sollisyonunun osmotik basincinin serum fizyolojik ile yakin olmasina karsin hemoliz

meydana getirmesini sollisyonun oksidatif 6zelliklerine baglanmistir (33, 34).

Ayrica NaOCI’nin toksisitesi ile ilgili ¢esitli klinik olgu bildirimleri de vardir.
Solisyonun periapikal dokular, g6z, maksiller sinis gibi ¢cevre doku ve organlarla
temast sonucu gelisen, dayanilmaz agrilarla karakterize siddetli doku yikimlart rapor

edilmistir (30, 35-38).

NaOCI kullanimi sirasinda enjektore asirt basing uygulanmasi ve irrigasyon
ignesinin kanal icerisinde sikismasi sonucu soliisyonun periapikal dokulara tagmasi
ile ¢evre bag dokusuna yayilan 6dem meydana gelebilmektedir (39). Bunu takiben
periapikal dokularda siddetli bir kanama ve agr1 olusmaktadir. Bag dokusu igerisine
yayilan kanama sebebiyle ekimoz olusabilir. Siddetli agri, yanma hissi, 6dem,
hematom, periapikal dokularda nekroz ve abse olusumu en sik goézlenen klinik

bulgulardir (35, 40, 41).

Cesitli arastirmacilar NaOCI sollisyonuna karsi alerjik reaksiyonlarin da
gelisebilecegini bildirmislerdir (42, 43). Olusan doku cevabinin, irritanin hacmine ve

konsantrasyonuna bagli olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (30, 44, 45).

Arastirmacilar, istenmeyen bu etkileri en aza indirme ¢abasi ile soliisyonun
etkili oldugu bilinen % 2,6 -% 5.25 arasindaki konsantrasyonlar1 yerine ¢ok daha
kiicik konsantrasyonlarini kullanmiglardir (21). Ancak diisiik konsantrasyonlarda
sitotoksik ve irrite edici 6zellikleri yaninda, kendisinden beklenen doku ¢ozicl ve

antibakteriyel etkilerinin de belirgin bigimde azaldig1 gézlenmistir (46).



NaOCl’nin belirtilen tim bu dezavantajlar1 yeni irrigasyon sollisyonu

arayisina neden olmaktadir (47, 48).
2.1.1.1.1.2. Klorin Dioksit (ClOz2)

ClO: bilesiginin gaz formu ilk olarak Humphrey Davy tarafindan 1811 yilinda
hidroklorik asit ile potasyum klorat’in reaksiyonu ile iiretilmis ve iiriin “euklorin”
olarak isimlendirilmistir. ClO2, NaOCl’¢ benzeyen ve i¢gme suyu dezenfeksiyon
isleminde, veterinerlikte ve yiizey dezenfeksiyonunda kullanilan antibakteriyel
Ozellige sahip bir materyaldir (49, 50). NaOCI ve ClO2’nin organik doku ¢6zme
kapasitesini arastiran bir ¢alismanin sonucunda her iki sollisyonunda organik doku

¢bzme yeteneginin esit oldugu gosterilmistir (51).
2.1.1.1.2. Asitler ve Selasyon Ajanlari

Asitler ve selasyon ajanlart 1790’lerden sonra demineralizasyon amactyla
kullanilmaya baglanmistir (12). Selasyon yapici ajanlar, dentini kostik ajanlardan
daha fazla yumusatmakta ve yumusak dokulara daha az zarar vermektedir. Selasyon
ajanlar1, dentindeki Ca*? iyonlariyla birleserek selat tuzlari olusturmaktadir. Bu
etkilesimin kanal duvarlarinin enstrimantasyona daha az direng gostermesini

saglayacag disiiniilmiistir (30).
2.1.1.1.2.1. Etilendiamin Tetraasetik asit (EDTA)

1957 yilinda Nygaard-Ostby tarafindan endodontide kullanilmaya baslanmistir.
EDTA, dentin yapisindaki Ca*? ile selasyon yaparak kok kanalinda bulunan
inorganik dokunun uzaklastirilmasina yardimci olmaktadir. Dentinin inorganik
komponentinin ana bilesenleri olan fosfat ve kalsiyum suda ¢oziinebilmektedir.
Cozinmis halde bulunan kalsiyum iyonlart EDTA’ya baglanarak c¢ozeltiden
uzaklagsmakta ve dentinden yeni kalsiyum iyonlariin ¢oziinmesine neden
olmaktadir. Bu siire¢ dentinin demineralizasyonu ile sonuglanmaktadir (52).
EDTA’nin % 10 - % 17 aras1 konsantrasyonlarda kullanilabildigi bildirilse de en

siklikla kulanilan konsantrasyonunun % 17 oldugu belirtilmistir (8, 53).



2.1.1.1.2.2. REDTA (EDTA-SETREMIT)

EDTA’ya setremit eklenerek yiizey gerilimini azaltmak ve sollsyonun

penetrasyonunu arttirmak amaciyla kullanilan irrigasyon soliisyonudur (54).
2.1.1.1.2.3. EDTA-T

EDTA ile katyonik bir deterjan olan %0,2’lik lauryl sodyum siilfatin
kombinasyonudur. Icerigindeki deterjan dentin tiibiillerine difiizyonunu ve etkinligini
arttirmaktadir (55).

2.1.1.1.2.4. Sitrik Asit

Sitrik asit EDTA’dan daha giiclii bir selasyon ajanidir. EDTA gibi serbest klorin
miktarin1 azaltarak NaOCl’in etkinligini azaltir. Endodontide smear tabakasini
kaldirmak i¢in EDTA’dan sonra gelen en iyi ajan olarak bilinmektedir. Ayrica
antimikrrobiyal etkinligi de mevcuttur. Fakat endodontide tek basina kullanimi

yetersiz bulunmustur (56, 57).

2.1.1.1.2.5. HEBP (Etidronik Asit)

HEBP etidronik asit veya etidrona olarak bilinmektedir. NaOCl ile ¢ok kisa siireli bir

reaksiyona girdigi igin ve toksik olmadig i¢in EDTA ve sitrik asite alternatiftir (12,
49).

2.1.1.1.3. Antimikrobiyal ajanlar
2.1.1.1.3.1. Klorheksidin (CHX)

Dishekimliginde bir¢ok ¢alismaya konu olan klorheksidin (CHX), ilk olarak 1954
yilinda antiviral bir ajan tretmek igin ¢alisan bilim adamlar1 tarafindan katyonik
polimerlerin  aktivitesini arastirmak i¢in polibisguanidlerden sentez edilip

tanimlanmustir (58).
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CHX, aerop ve anaeroplar da dahil olmak Uzere gram (+) ve gram (-)
bakterilere, mantarlara, dermofitlere ve bazi lipofilik virlislere karsi etkili genis

antimikrobiyal etkinlige sahiptir(59).
2.1.1.1.3.2. Mixture Of Tetracycline, Acid, Detergent (MTAD)

Torabinejad ve ark.(60) tarafindan selasyon ve antibakteriyel ozellikleri olan bir
irrigasyon soliisyonu elde etmek icin gelistirilmistir. MTAD’nin igerigi doksisiklin,
sitrik asit ve yizey aktif bir deterjan olan Tween-80 den olusmaktadir ve pH’1
yaklasik 2.15°tir. Dentini dezenfekte ettigi ve smear tabakasini uzaklastirdigi
belirtilmistir (61).

2.1.1.1.3.3. Tetraclean

Tetraclean demineralizasyon isleminde kullanilan ajanlardan biridir. Bu soliisyon
bakteriostatik ozelliklere sahip asidik bir soliisyon olmasi bakimindan endodontik
irrigan olarak da disiiniilmiistir (62). Tetraclean MTAD gibi antibiyotik, asit ve
deterjan karisimi bir soliisyondur. MTAD’den farkli olan tarafi igerigindeki
antibiyotik konsantrasyonu ve deterjanin tipidir. 50 mg/ml doksisiklin ve poliprolen
glikol i¢cermektedir. Oldukga diisiik yiizey gerilimine sahiptir ve biyofilm tabakasina
kars1 yiiksek derecede etkiye sahiptir (63).

2.1.1.1.4. Oksitleyici Soltusyonlar
2.1.1.1.4.1. Elektromekanik Olarak Aktive Edilmis Soliisyonlar (ECA)

Elektromekanik olarak aktive edilmis soliisyonlar Rus bilim adamlari tarafindan
gelistirilmistir. ECA’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri tam olarak bilinmemektedir.
Musluk suyu ve diisiik konsantrasyonda tuz ¢ozeltisinden iiretilmektedir (64). iki

cesit solusyon Uretilmektedir;

Anolit solusyon; yuksek oksidasyon potansiyeline sahiptir, antimikrobiyal
etki gosterir. Katolit soltsyon; alkalidir, gucli temizleme ve deterjan etkisine

sahiptir. Her iki solusyon da uretilmelerinden sonra sadece 48 saat aktif kalirlar (65).
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2.1.1.1.4.2. Ozonlu Su

Ozon ii¢ oksijen atomunun dongiisel yapida bir araya gelmesiyle olusan ve dogal
olarak bulunan bir gaz bilesiktir (66). Bakterisit etki, debridman (yikama) etkisi,
anjiyogenez stimulasyon kapasitesi ve ylksek oksitleme guct gibi biyolojik
Ozellikleri ile ozonun endodontide irrigasyon sollsyonu olarak kullanimi giindeme

gelmistir (67).
2.1.1.1.5. Dogal Ajanlar

Endodontide irrigasyon soliisyonu olarak kullanilan dogal ajanlar arasinda herbal,

yesil ¢ay, morinda sitrifolia, kitosan, propolis, humik asit yer almaktadir.

Endodontik tedavide ge¢misten bugiine irrigasyon soliisyonu olarak salin gibi
inert maddelerden, son derece toksik ve alerjik ozellik tasiyan maddelere kadar
cesitlilik gosteren birgok bilesik kullanilmistir. Fizyolojik tuzlu su (FTS), cesitli
anestezik soltsyonlar, sodyum hipoklorit (NaOCI), klorheksidin (CHX), MTAD,
Tetraclean, klorindioksit (ClO), hidrojen peroksit (H202), doksisiklin, ve
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), REDTA, Rc-Prep, SmearClear (SC) gibi
selasyon ajanlari, asitler ve lubrikantlar farkli 6zellikleriyle tek baslarina veya birkagi

bir arada kullanilmis olan 6nemli soliisyonlar arasinda sayilabilir (68-70) .

Fakat bu soliisyonlarin hicbiri tam anlamiyla ideal soliisyon ozelliklerini

tasimadigindan yeni soliisyon arayislar1 da devam etmektedir.

Son yillarda saglik sektoriinde sentetik kimyasal {iriinler yerine dogal
tirlinlerin tercih edilmesi yoniinde bir yaklasim giderek artmakta ve dogal {iriinleri
kullanmak aranan Ozelliklerden biri haline gelmektedir. Dolayisiyla tipta ve dis
hekimliginin diger alanlarinda oldugu gibi endodontide de yeni irrigasyon soliisyonu

tizerine yapilan ¢aligmalarda bu yonde bir arayis s6z konusudur.

Calismamizda dogal materyaller grubunda bulunan antimikrobiyal
antiinflamatuar ve rejeneratif etkilerinin yani sira immiinomodiilator, antioksidan
antimutajenik, karsinojenik etkilere ve diisiik toksisitiye sahip oldugu bilinen, kolay

bulunabilen propolis, kitosan ve humik asit sollsyonunun endodontide yaygin
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kullanilan fakat toksik oldugu bilinen NaOCI’ye alternatif bir tedavi segenegi olup
olamayacag1 sorusuna 1s1k tutmak istenmistir. Bu dogal materyallerin daha iyi bir
tedavi secenegi sunacaginin kanitlanmasi durumunda tibbi ve akademik faydalarin

yaninda, ulusal kazanimlarin da saglanabilecegi diistiniilmektedir.
2.1.1.1.5.1. Kitosan

Kitosan, ilk kez 1811 yilinda Henri Bracannot tarafindan kesfedilmistir. Bracannot,
mantarlarda bulunan kitini stlfiirik asitte c¢ozmeye c¢alismis ancak basarili
olamamistir. 1894’de Hoppe-Seyler, kitini potasyum hidroksit icerisinde 180°C’de
isleme girmis (deasetilasyon) ve asetil igerigi azaltilmis bir {iriin olan “kitosan1 elde

etmistir (71, 72).
Kitosanin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kitosan, yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz tirinlerinin dis iskeletlerinde,
kelebeklerin kanatlarinda, mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan dogal bir
polisakkarit olan Kkitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif
fonksiyonel amino gruplarina sahip; kimyasal yapi olarak seliloza benzeyen ve
dogada seliilozdan sonra en sik rastlanan biyopolimerdir (73). Kabuklu hayvanlarin

dis iskeletindeki kuru agirligin yaklasik %15-20'sini kitin olusturmaktadir (74).

Kitosan beyaz renkte, kokusuz ve tatsiz, yar1 seffaf partikiil veya toz halinde
bir maddedir. Sadece asidik ¢ozlcilerde (<6.0 pH) ¢ozinir. Cézme isleminde asetik
asit, formik asit, laktik asit gibi organik asitler kullanilir. Inorganik asitlerde
¢oziinme sinirhidir (%1 hidroklorik asitte ¢ozuntr; sulfirik ve fosforik asitte
¢oziinmez). Kitosan sollisyonlarmin pH 7.0 ve iizerinde stabilitesi bozulur. Aym
sekilde oda sicakliginda uzun siire muhafaza edilmesi kitosan soliisyonlarinin

stabilitesini olumsuz etkilemektedir (75).

Bir biyopolimer olan kitin, esas olarak poli-[p-(1,4)-2-asetamid-2-deoksi-f-
D-glukopiranoz] yapisinda olup ¢ok diisiik oranda 2-amino-2-deoksi-p-glukopiranoz
monomerlerini de icermektedir (72).
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Sekil 2. 1: Sirastyla seliiloz, kitosan ve kitinin kimyasal yapilari.

Kitosanin  kimyasal yapist ise  poli-[-(1,4)-2-amino-2-deoksi-B-D-
glukopiranoz] seklindedir. Seltlozda, ikinci karbon atomuna bagli hidroksil (-OH)
grubu bulunurken, kitinde asetamid (-NHCOCH3), kitosanda ise amin (-NH2) grubu
bulunmaktadir (72).

Kitosan, her tekrarlayan birimdeki primer (C-6), sekonder (C-3) hidroksil
gruplar1 ve amin (C-2) grubu olmak Uzere toplam g tane reaktif gruba sahiptir. Bu
reaktif gruplar kolayca kimyasal modifikasyona ugrayabilmekte ve kitosanin

mekaniksel ve fiziksel dzellikleri ile ¢oztniirliigiinii degistirmektedir (71).

Kitinin diisiik derecede deasetilasyonu yoluyla elde edilen kitosan (1—4)-2-

amino-2-deoksi-D-glukoz (glukozamin) olarak da bilinmektedir (73).
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Sekil 2. 2: Kitinin deasetilizasyonu.

Kitinin elde edildigi kaynaga gore 3 degisik kristal formu ( o-, B-, v-)
bulunmaktadir. En ¢ok a- formu kullanilmaktadir ve kolay elde edilebilir olmasindan
dolay1 kitosan ¢ogunlukla o- kitinden hazirlanmaktadir. B- kitin, zayif molekdl igi
kuvvetlere sahiptir. a- kitine gore ¢Oziculere daha hassastir ve yilksek reaktiviteye
sahiptir. Bununla birlikte kitosanin kitinden daha reaktif bir materyal olmasi toz, jel,

fiber, film gibi degisik formlarda elde edilmesine olanak saglamaktadir (76).
Kitin ve Kitosamin Dis Hekimliginde Kullanim Alanlart:

Gecmisten gilinlimiize teknolojinin ilerlemesi, kitin ve kitosanin kullanim
alanlarin1 artirmistir.  Kitosan gilinlimiizde tiptan gidaya, ziraatten kozmetige,
eczaciliktan atik su aritimma ve tekstil sektoriine kadar sayisiz alanda
kullanilabilmektedir (77-79). Ozellikle yumusak ve sert doku iyilesmelerinde,
kolestrol kontroliinde, oftalmolojide, yanik tedavisinde, kolesteroliin kontroliinde,

fazla lipitlerin atiliminda kullanimi yaygindir (77, 80, 81).

Dis hekimliginde ise hem kitin hem de kitosan bir¢ok alanda kullanilmaktadir
(82, 83). Dis ¢iiriigiine kars1 koruma ve agiz kokusunu 6nlemek bu kullanim alanlar

arasindadir. Kitosan tuzlart ayrica dis macunlarina silikon oksitin kotii tadini
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maskelemek icin, kitosan tozlar1 ise graniiler yapisini korumak amaciyla
eklenmektedir. Kitin dolgu materyali olarak da kullanilabilmektedir. Kitin ve
kitosan, protezlerde mantar enfeksiyonlarina karsi gelistirilen temizleme Urtinlerine
ilave edilebilmektedir (77). Van der Mei ve ark. (84) tarafindan yapilan ¢aligmada
kitosanin dental plak iizerinde etkisinin olabilecegi belirtilmistir. Jel formundaki
kitosan bu nenenle, periodontal ceplerin azaltilmasi ile ilgili cerrahi islemlerde de
kullanilmaktadir (85-87). Kitosan ¢esitli ¢alismalarda smear tabakasini kaldirmak
icin de kullanilmig ve basarili sonuglar elde edilmistir (88-91).

Kitin turevlerinin yapisal 6zellikleri glikozaminoglikana benzedigi igin yara
iyilesmesinde de kullanilmaktadir (92, 93). Kitin tiirevlerinin yara iyilesmesini
etkiyebilecekleri diisiiniilen mekanizma makrofajlarla ilgilidir. Kitin tlrevleri in vivo
sartlarda oligomerlere hidrolize olurlar ve bu oligomerler makrofajlarin interferon,
timor nekrotize edici faktor ve interlokin-l olusturmasini aktive ederler. Bu
mekanizmalarla kitosan ve tirevlerinin; doku rejenerasyonu ve reorganizasyonu
sirasinda iyilesmeyi hizlandiric1 ve bakterisidal etkileri oldugu da gosterilmistir. Bu
ozelligi ile dis hekimliginde yara iyilesmesinde kullanilarak basarili sonuglarin elde

edildigi ¢alismalar mevcuttur (77, 94).

Kitosan, oral yumusak dokulari organik asitlerin zararl etkilerinden korumasi
ve belirli patojenlere kars1 bakterisit etki gostermesi nedeniyle de 6nem tasimaktadir

(85).

Kitosan ayrica hemostatik 6zellikte bir polimerdir. Hemostatik mekanizmasi
klasik pihtilagmadan bagimsiz olup eritrosit hiicre membrani ile kitosan arasindaki
etkilesmeye baglidir. Yapilan bir ¢alismada tavsanlarin dillerinde yapilan kesiklerde
kitosan iceren ¢Ozelti uygulanan grupta, kitosan icermeyen ¢ozelti uygulanan gruba
gore kanama zamaninda azalma oldugu gosterilmistir. Kitosana sulfat ve karboksil
gruplart eklenmis kitosan siilfat tiirevlerinin ise heparine benzer yapi gostermeleri
nedeniyle koagulan 6zellikte olan kitosanin aksine antikoagiilan etkisi bulunmaktadir
(72, 95, 96).
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2.1.1.1.5.2. Propolis

Propolis bal arilarinin bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden topladigi regineleri, bal

mumu ve tiikiiriik salgilari ile karistirarak elde ettikleri bir tiriindiir (97).

Propolis iiretimi icin arilar tarafindan kullanilan materyal, bitkilerin yara
bolgelerinden salgilanan maddeler olabildigi gibi, yapraklardaki lipofilik materyaller
ile regine, bal mumu, miisilaj, zamk gibi maddeler de olabilmektedir. Arilar bu
salgiya daha sonra gesitli enzimler ile polen kaynakli maddeler de katmaktadirlar
(98). Yillar boyunca propolis insanlar tarafindan degisik hastaliklarin tedavisinde

kullanilmastir.

Cesitli ¢alismalarla propolisin etanolik 6zitiinin antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antiprotozoal, antienflamatuar, antikarsinojenik, antioksidan lokal anestetik
ve immiinostimiilator 6zellikler gosterdigi tespit edilmistir(99-101). Farkli orijine
sahip propolis orneklerinin biyolojik aktiviteleri ile ilgili olarak cok sayida galigma
yapilmustir.  Glinlimiize degin, Tiirk propolisinin antibakteriyel, antifungal,
antioksidan, antikarsinojenik gibi ¢ok sayida biyolojik aktivitesi gosterilmistir (99,

102-104).

Propolis kimyasal icerik bakimindan zengindir. Igerisinde flavonoidler ve
cinnamic (hidroksil) asit gibi bilesiklerin oldugu disiiniilmektedir (105). Propolisin
icerdigi mineral maddeler sunlardir; mangan, ¢inko, barit, titan, bakir, kursun, nikel,
kobalt, vanadyum, krom, kalay, kalsiyum, fosfor, potasyum, kukurt, sodyum, klor,
demir, magnezyum, molibden, aliminyum, silisyum, civa, selen, zirkonyum, flor ve
antimondur. Mangan ve g¢inkonun  miktarlarimin  bagka  elementlerle
karsilagtirildiginda ¢ok daha yiiksek miktarlarda oldugu ifade edilmistir. Propoliste
vitaminlerin miktarlar1 diisiiktiir ve bulundugu yere gore degiskenlik gosterirler.
Propolis B1, B2, B6, C, E, nikotinik ve pantotenik asit vitaminlerini igermektedir
(106).

Propolisin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Propolis genel olarak %50 regine, %30 bal mumu, %10 ugucu yag, %5 polen

ve %S5 diger organik bilesiklerden olugmaktadir. Propolisin kimyasal bilesimi ve
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fiziksel Ozellikleri toplandigi bolgenin cografik yapisina, iklimine bagli olarak
degisim gosterir. Genel olarak propolis koyu sari, yesil ve koyu kahverengiye dogru
degisen renklerde bulunabilir. Ayrica zamana baglh olarakta propolisin rengi

koyulagmaktadir.

Yaklagik olarak 60—70°C arasinda erime noktasina sahip olan propolis diisiik
sicakliklarda sert veya donmus olarak bulunabilir, 0°C’de ise kirilgan ozellige
sahiptir  (107). Son yillarda propolisin biyoaktif 6zelliklerinden daha iyi
yararlanabilmek icin kritik ekstraksiyon yontemleri uygulanarak sulu c¢ozeltileri elde
edilebilmektedir (107).

Propolisin Dis Hekimliginde Kullanim Alanlar

Propolisin antimikrobiyal etkinligine ve dis hekimligi malzemelerine secenek
olabilme ihtimaline bagli olarak iilkemizde ve yurt disinda bircok c¢alisma

yapilmustir.

Cerrahi yaralarin tamirinde Magro-Filho ve de Carvalho (108) propolis
igerikli gargaray1 kulanmis ve ¢aligma sonucunda cerrahi yaranin epitelizasyonuna

katki sagladig1 tespit edilmistir.

Moradi ve ark. (109) direkt pulpa kaplamast igin kullanilan biyolojik
bilesiklerin sayisin1 artirmak amaciyla propolis solisyonunu kullanmiglardir.
Calisma sonucunda propolisli soliisyonun sekonder dentin olusturdugunu tespit

etmislerdir.

Kayaoglu ve ark. (110) iki farkli bolgeden alinan propolis 6ziiniin E. faecalis
ile enfekte olmus dentin tiibiillerindeki antibakteriyel etkinligini kalsiyum hidroksit
ve klorheksidinle karsilastirarak degerlendirmislerdir. Caligmalarinin sonucunda her
iki propolis 6ziintin de kalsiyum hidroksit ve klorheksidine benzer antimikrobiyal

etkinlik gosterdigini bildirmislerdir.

Toker ve ark. (111) propolisin dentin hassasiyetini oénlemedeki etkinligini
fluoridle karsilastirarak degerlendirmislerdir. Propolisle tedavi edilen deney grubu ile
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fluoridle tedavi edilen deney grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadigini

bildirerek propolisin floura alternatif basgka bir segenek oldugunu savunmuslardir.
2.1.1.1.5.3. Humik asit

Humik asit bircok farkli maddeden meydana gelebilen, dogada yaygin olarak
bulunan ve dogadaki karbon rezervlerinin biydk bir béliminiu meydana getiren
dogal bir maddedir (112). Humik maddeler vanillin asit, resorkinol, ferulik asit,

protokatesik asit ve benzoik asit gibi degisik fenolik asitler icermektedirler (113).

Bir tek yapisal formiil humik maddeleri tanimlamaya yeterli gelmeyecektir.
Fakat humik maddeler amino asitli, amino sekerli, peptidli ve aromatik gruplarla bag
kurmus alifatik  bilesikli kompleks aromatik  makromolekiller  olarak
diistiniilmektedir (114).

Tablo 2. 1: Humik maddelerin siniflandirilmasi ve kimyasal 6zellikleri.

HUMIK MADDELER

Fiilvik Asit | Humik Asit Humin

Acik Sari Sar1-
Kahverengi

Renk yogunlugu artar.
Polimerizasyon derecesi artar
Molekiiler agirhg artar.
Karbon icerigi artar.

Oksijen icerigi azalir.

Asit derisimi azalir.

Coziiniirliik azalr. |
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Sekil 2. 3: Humik asit modeli

Kimyasal 0zellikleri olusma siiresine, fonksiyonel grubuna ve humifikasyon

derecesine bagli olarak farklilik gostermektedir (113).

Ziraat alanindaki yaygin kullaniminin yaninda humik maddeler tibbi alanda da
kullanilmaktadir. Humik asit tipta antibakteriyel, antiviral, antitoksik,
antitlserojenik, antiartrik, antialerjik, immunomodulator ve antiinflamatuar 6zellik
tasimasi nedeniyle kullanilmaktadir (115, 116). Humik maddelerin insanlar ve
hayvanlarda bir¢gok biyokimyasal etkileri daha Once yapilan arastirmalarla
kanitlanmistir. Bunlar protein sentezinin artmasi, Ostrojenin uyarilmasi, arasidonik
asitin azaltilmasit ve l0kotrienler, prostaglandinler ile tromboksanlar gibi iltihabi
reaksiyonda yer alan medyatorlerin saliniminin engellenmesini icermektedir. BUtin
bu ozelliklerin yaninda kollajen sentezini indiikleyerek de yara dokusunun
iyilesmesinde yardimci rol oynadigr bilinmektedir (117, 118). Yapilan bazi
arastirmalarda ise humik asidin ve fulvik asidin antimikrobiyal ve anti-HIV 6zelligi

gosterilmistir (119-121).

2.2. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, bir materyalin canli dokular ile temas halindeyken, herhangi bir
cevap olusturmamasi, lokal veya sistemik olarak karsinojenite gdstermemesi, konak

tarafindan yikima ugratilmamasi anlamina gelmektedir (122, 123). Genel olarak bir

20



materyalin biyouyumlulugu, materyalin allerjenitesi, sitotoksisitesi, genotoksisitesi,
olusturdugu sistemik  cevaplar ve Kkarsinojenik  6zellikleriyle  birlikte
degerlendirilmektedir (124, 125).

Bir materyalin biyouyumlu olarak kabul edilebilmesi i¢in konakg¢1, materyal
ve materyalin fonksiyonu uyumlu olmalidir. Biyouyumluluk dinamik bir olay olup
bu faktorden herhangi birinde degisiklik meydana geldiginde bozulmaktadir (123).
Biyouyumluluk icin yalnizca materyal degil aymi zamanda materyalin ¢evre
dokularla arasindaki etkilesimde de oOnemli rol oynamaktadir (126). Kisaca
biyouyumluluk igin konak, materyal ve materyalin fonksiyonu arasindaki etkilesimin

birlesimi en 6nemli noktadir (123).
2.2.1. Dental materyallerde biyouyumluluk

Biyouyumluluk, diger tip alanlarinda oldugu gibi dis hekimliginde de herhangi bir
dental restoratif materyallerin tasimasi gereken temel Ozelliklerden birisi olarak
kabul edilmektedir (123).

Birgok materyal dzellikle de restoratif materyaller oral mukoza, dentin, pulpa,
periodontal ve periapikal dokular gibi canli dokularla uzun siire temas halindedir. Bu
nedenle klinik kullanima gecilmeden Once bu materyallerin ve/veya
komponentlerinin  agiz dokulart {izerindeki potansiyel zararli etkilerinin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Materyaller bu degerlendirme sonrasi elde edilen
bilgiler dahilinde klinik kullanima siiriilmelidir (127).

Dental materyallerin biyouyumluluklarinin ~ degerlendirilmesi, biyolojik
faktorleri, hasta risk faktorlerini, klinik deneyimleri ve mihendislik Uzerine

caligmalar1 igeren kompleks bir alandir (123).

Endodontide kok kanal tedavisinde kok kanallarinin yikanmasit ve
doldurulmasi sirasinda farkli igerikli bir¢ok materyal kullanilmaktadir. Kullanilan
materyaller ¢evre yumusak ve sert dokularla temas etmektedir. Bu materyallerin
biyouyumlu olmamasi, temasta oldugu boélgede bulunan hiicrelerin yapisinda,

proliferasyonunda, adezyonunda, enzim sistemlerinde ve dolayisiyla tiim yasamsal
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fonksiyonlarinda dejenerasyonlarin meydana gelmesi ihtimalini de beraberinde
getirmektedir(128). Ayrica kullanilan bu materyallerin yapisal 6zellikleri tedavinin

basarisin1 6nemli él¢lide etkilemektedir (127).

Dis hekimliginde kullanilan malzemeler biyouyumluluk

degerlendirilmesinde bes ayr1 grupta incelenmektedir (129):

1.Ag1z disinda bulunan ancak viicudun diger boliimleri ile yutma, soluma

veya dokunma yoluyla temasta olan malzemeler,
2. Ag1z i¢inde bulunan ve yumusak dokularla temas halindeki malzemeler,
3. Pulpanin sagligini etkileyebilecek malzemeler,
4. Kanal dolgu malzemeleri,
5. Dig sert dokularinin sagligini etkileyebilecek malzemeler.

Dental materyallerin biyouyumluluk degerlendirmeleri, istenmeyen doku
reaksiyonlarmin ¢ok g¢esitlilik gostermesi nedeni ile karmasik ve kapsamli bir
konudur. Materyallerin biyouyumluluk agisindan incelenmesinde ¢ok sayida teknik
mevcuttur (130).

1982 yilinda Uluslararas1 Dis Hekimligi Birligi (FDI), Uluslararasi
Standardizasyon Organizasyonu “International Organization for Standardization”
(ISO) ve Amerikan Dis hekimleri Birligi [American Dental Association (ADA)]
tarafindan ortak goriis ile yaymlanan klavuzda; biyolojik testler birincil testler,

ikincil testler ve kullanim testleri olarak ii¢ grupta siniflandirilmistir (131).
1.Birincil Testler (In vitro testler):
- Sitotoksisite
- Genotoksisite
- Ostrojenite bu grupta yer alan testlerdir.

2.ikincil Testler (In vivo hayvan deneyleri):
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- Sensitizasyon

- implantasyon

- Mukozal irritasyon bu grupta yer alan testlerdir

3.Kullanim Testleri (Insanlarda Klinik Uygulamalar):

- Pulpa ve dentin testleri

- Pulpotomi testleri

- Endodontik kullanim testleri bu grupta yer almaktadir.

Schmalz biyouyumluluk degerlendirilmesinde uygulanacak test yontemlerinin

secimini ise asagidaki tablo ile 6zetlemistir (130).

Tablo 2. 2: Biyouyumluluk g¢alismalarinda uygulanan test yontemleri.

Sistemik Lokal Alerjik Diger
reaksiyonlar reaksiyonlar reaksiyonlar reaksiyonlar
In vitro Hiicre klturu Hiicre kalturu Hiicre kiltard Mutajenite
testleri spesifik | testleri modelleri Ames testi
problemler icin | Agar Ustu testler | gelistirilmektedir | Mikroniikleus
kullanilir. MTT testi testi
Dentin — bariyer HPRT testi
testi Fare lenfoma
testi
Hayvan Akut LDso(Oral | Implantasyon Modifikasyonlu | Mikroniikleus
deneyleri uygulamalar) testleri Maksimizasyon | testi
Kronik Kullanim testi Teraojenite
LDso(Oral testleri Lokal lenf nodu | Ureme
uygulamalar) Endodontik testi Uzerindeki
testler toksisite
Pulpa/dentin
testleri
Implantasyon
testleri
Hasta Klinik ¢aligsmalar
A >
Diger \

Mesleki temas, zehirlenme
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1.In vitro testler (éncil testler, eleme testleri, baslangic testleri): Test
malzemesinin, uygun hiicre Kkiiltiirlerindeki hiicre biiylime orani ve hiicrelerin
morfolojik 6zellikleri tizerine etkisinin negatif ve pozitif kontrol gruplari kullanilarak

degerlendirildigi yontemdir (132).

Bu testler, hiicre ve dokuda olusan yaralanmalarin dejeneratif (reversible) ve

nekrotik (irreversible) asamalarinda ortaya ¢ikan spesifik olaylar1 inceler (129).

Dental materyallerin olast toksik etkilerinin, geleneksel in vivo metotlarla
degerlendirilmesindeki kisitlamalar, in vitro test metotlarinin gelistirilmesini zorunlu

kilmistir (133).

Bu tlr testler, test tiipleri, hiicre kiiltiir plaklari, flask veya diger tasiyici
kaplarda yapilabilmektedir. Memeli hiicreleri, organeller, dokular, bakteri veya bazi
enzim tiirleri, biyolojik sistem olarak kullanilabilmektedir. Test edilecek materyal
veya bu materyalden elde edilen 6ziit, biyolojik sistemle temas edecek sekilde test

kabina yerlestirilir (134).

Biyolojik sistemle materyal arasindaki temas, direkt veya indirekt
olabilmektedir. Direkt temasta biyolojik sistem, materyal ile dogrudan temas halinde
iken, indirekt temasta biyolojik sistemle materyal veya 0ziit arasindaki etkilesim
agar, filtre membranlar veya dentin gibi bariyer sistemleri sayesinde olmaktadir (127,

134)

In vitro biyouyumluluk testlerinin amaci; viicut dokular1 iizerine veya igine
yerlestirildiklerinde, malzemelere kars1 olusacak biyolojik reaksiyonun test

ortaminda olusturulmasidir (127, 135).

Bu testler, sitotoksisite, hemolizis, agiz veya damar yolu ile kullanim sonucu
sistemik toksisite, inhalasyon toksisitesi, teratojenite, karsinojenite tahmin testleri,
Ames mutojenite testi, Styles hiicre transformasyon testi gibi, bir seri yontemi
kapsamaktadir (136).
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In vitro testlerinin avantajlart su sekilde siralanabilir (127, 136);

1. Diger metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasinda spesifik

bir fonksiyonun degerlendirilmesi,

2. Cok sayida Ornegin kisa zamanda ve ekonomik olarak

degerlendirilebilmesi,
3. Kantitatif ve karsilastirilabilir sonuglara ulasilabilmesi,
4. Test yontemlerinin standardize edilebilmesi,

5. Kullanim testlerine oranla toksik maddenin daha  hassas

degerlendirilebilmesi,

6. Hassasiyetlerinden dolay1, toksik materyalin hayvan deneylerine gegmeden

elimine edilmesine imkan tanimalari,

7. Hayvan ve kullanim testlerine gore daha genis kullanim alanina sahip

olmalaridir.
In vitro testlerin dezavantajlart ise sunlardir (131, 133):
1.Her test icin bir tiir hiicre kullanilmast,
2. Kiiltiir hiicrelerinin konak hiicrelerinden farkli olmasi,

3. In vitro ortamin organizmada bulunan immiin sistem, inflamatuar sistem ve

dolasim sistemi gibi karmasik koordinasyon mekanizmalaria sahip olamamasi.

Bir¢ok in vitro sistemde tek tiir hiicre kullanilmasi bu tiir etkilesimlerin
olusmasini engellemektedir. Bu durum, in vitro test sonuglarinin in vivo sartlarla

uyumlulugunu tartigmali hale getirmektedir.

Tum sitotoksisite testlerinde, test sisteminin nontoksik, steril ve

tekrarlanabilir olmas1 6nemlidir.

2-In vivo hayvan deneyleri (ikincil testler): Test edilecek materyal, fare, rat,

koyun, kedi, kopek ve domuz gibi baz1 deney hayvanlarina implante edilmektedir
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(134). Bu sekilde materyal ile biyolojik g¢evre arasinda olusabilecek karmagik
iliskilerin gézlemlenmesi hedeflenmektedir. Test materyali klinik kullanima en yakin
sekilde deney hayvanina yerlestirilir. Biyolojik cevap, kisa (7+/-2 giin) veya uzun (70

+/-5 giin) takip siireleri sonunda alinmaktadir.

Fakat biyolojik cevabin karmasik yollarla olugmasi, sonuclarin kantitatif
olarak degerlendirilmesini zorlagtirmaktadir. Hayvan testlerinde degiskenlerin
kontrolli genellikle zordur. Etik ilkeler ve hayvan haklar1 gibi konularin 6nem
kazanmas1 bu testlerin kullanilmasini giderek azaltmaktadir (134). In vivo test
cesitleri bag dokusu veya kemik dokuya implantasyon, oral mukoz membran

irritasyon testleri ve sensitizasyon testlerini icermektedir.

3-Klinik kosullarda kullanima dayanan testler: Klinik kullanim testleri
herhangi bir materyalin insanlarda veya hayvanlarda klinik olarak kullanilmasi
hedeflenen alana yerlestirilmesi sonrasinda, materyale verilen cevaplarin gézlenmesi
esasina dayanmaktadir (137). Klinik kullanim testleri, hayvan veya insanlar (izerinde
yapilabilmektedir. insanlar iizerinde yapilan testlere “klinik deneme” denilmektedir.
Klinik kullanim testlerinin insanlar tizerinde yapilabilmesi i¢in bir materyalin klinik
uygulamaya gecebilecek dlzeye geldigine ait yeterli ¢alisma ve veri olmasi
gerekmektedir. Bu testlerde materyal kullanilacak son haliyle goniillii bir insana
yerlestirilir. Insanlar iizerinde yapildiginda bu testlerin klinik tabloyu yansitma

potansiyeli oldukca yiiksektir (138).

In vivo testler hayvanlar Uzerinde, klinik kullanim testleri ise malzemenin
subkutan (deri alt1), kas ya da kemik igerisine yerlestirildikten sonra doku cevabinin
incelenmesine dayanir. Kullanim testleri en 1iyi degerlendirme sonuglarini
vermektedir, fakat oncesinde in vitro ve in vivo testlerin yapilmasi gerekmektedir
(139).

Yaptigimiz bu c¢alisgmada in vitro sitotoksisite testi uygulanmistir. Dental
materyallerin sitotoksisitelerini degerlendirmek i¢in g¢ogunlukla biyolojik sistem

olarak hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir (139, 140).
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2.3. Hicre Kultdrd

1885’te Wilhelm Roux, tavuk embriyosunun meduller tabakasini alarak salin

sollisyonu icinde giinlerce canli tutarak hiicre Kiiltiiriiniin temellerini atmistir (141).

Hicre kaltard bir dokudan spontan migrasyonla ya da mekanik veya
enzimatik yontemlerle ayrilmis, in vitro sartlarda yasatilan ve ¢ogaltilan tek tip hiicre
toplulugudur. Hiicre kiiltiirleri, canli dokularin viicut disinda yasatilmasini, siirekli
cogalmasini ve gelisimini ifade etmektedir. Canli yapilardan elde edilen dokular,
viicut 1s1sinda kiiltiire edilmekte ve viicudun 6zgiin fizyolojik durumunu taklit eden
besleyici sivilarda beslenerek ¢ogaltilmaktadirlar. Besleyici sivilar hayvan embriyo
ekstraktlarini, plazma-serum aminoasit ve minerallerini, seker ve tuzlari, vitamin ve

antibiyotikleri icermektedir (142).

2.3.1. Hiicre Kiiltiirii Cesitleri
Farkl1 dokulardan iiretimi saglanabilen hiicre kiiltiirleri genel olarak:
1. Primer hucre kalttrleri
2. Diploid hticre kultdrleri

3. Devamli hiicre kiiltiirleri, olarak ii¢ siifta gruplandirilmaktadir.
2.3.1.1. Primer hcre kalttrleri

Orijinal dokudan yeni izole edilen kaltirler ilk pasajlamaya kadar primer kulttr
olarak bilinir. Dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicrelerin genotipi ve
fenotipi, orijinal doku hiicresi ile ayn1 6zellikleri tasir (143). Primer kilturden sonra,
pasajlama ile hiicre hatt1 olarak tanimlanan alt kiiltiir elde edilir. Yeni Uretilen hiicre

kiiltiirleri ayn1 fonksiyonel 6zelliklere sahip hiicre hatlarini olusturmaktadirlar (143).
2.3.1.2. Diploid Hucre Kalturleri:

Primer kiiltiirlerin subkiiltiirlerinin yapilmasindan elde edilmektedirler. Tekrarlanan
pasajlar sonucu orijinal dokunun karyotipini blylk oranda kaybetmemis olan hiicre

dizileri olarak tanimlanir.
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2.3.1.3. Devamh Hiicre Kiiltiirleri:

Subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri alindiklar1 dokulardan farkli
olarak gelistirilmis kiltlirlerdir. Herhangi bir kiiltiiriin, devamhi doku kiiltiirii
olabilmesi i¢in en az 70 kere subkiiltiiriiniin yapilmas1 gerekmektedir. Bu hiicreler,
strekli ~ transformasyona  ugramalari1  nedeniyle  fizyolojik  ozelliklerini
koruyamamaktadirlar. Devamli hiicre hatlari, embriyonik veya kanserli dokulardan
kodlanarak kullanima sunulmustur. Standardize edilerek ve kodlanarak kullanima

sunulmustur (144, 145).

Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde primer hiicrelerin devamli hiicrelere
oranla daha etkili olduklar1 bilinmektedir. Bununla birlikte, primer ve devamli hiicre
kiiltiirlerinin  sitotoksik maddeye verdikleri metabolik cevaplar arasinda bazi

farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir (135, 146).

Dental materyallerin toksisitelerinin degerlendirilmesinde primer, sekonder

ve devamli hiicre kiilttirlerinin U¢u de kullanilmaktadir (147, 148).
Hicre Kultir Calismalarimin Avantajlari (135, 149) ;

1. Hiicre kiiltiirii ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagli olarak
fizyolojik kosullar daha iyi kontrol edilebilir. Sicaklik, pH, osmotik basing gibi

kosullar hiicre kiiltiirtinde daha kolay saglanabilir.

2. Homojenite kontrolii saglanabilir. Doku ornekleri ¢ogunlukla heterojendir.
Yapilan pasajlar sonrasinda, kiiltiire edilmis hiicreler homojen hale gelirler.

Hicrelerin homojenitesi elde edilen iiriinlerin kalitesi agisindan 6nemlidir.

3. Hiicre kiiltiirleri ekonomiktir. In vivo sistemlerde, test igin canliya verilen
maddenin bir kismi ¢esitli yollarla disariya atilacak, bir kismi da organizmanin
bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilacaktir. Bu kosullarda, canli bir
organizmada, verilen maddenin ancak %10’una bir cevap almabilirken, hiicre

kiiltiirlerinde bu oran %90’lara kadar ¢ikabilmektedir.

28



Hucre Kultlr Calismalarimin Dezavantajlar: (149);

1. Primer kiiltiir ile baslandiginda, birbirini izleyen pasajlarda hiicreler

farklilasir ve bir miktar 61iim her zaman gergeklesir.

2. Hucre kaltarlerinde hijyen ¢ok 6nemli oldugu i¢in, primer kiiltiirlerin elde

edildigi doku ve bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini etkiler.

3. Deneyim ¢ok &nemli bir faktdrdiir. In vitro calismalarda sterilite,

kalturlerin hazirlanmasi ve mikroskobik inceleme uzmanlik gerektirir.

4. Hiicre kiiltiirleri ekonomik olmasina ragmen, kullanilan hiicre iiretme
araglart ve diger malzemeler son derece pahalidir. Buna karsilik elde edilen {iriiniin
saf olmas1 ¢ok 6nemli bir avantajdir. Ancak son yillarda bu teknolojinin gelismesi,
kullanilan malzemelerin de gelistirilmesine ve giderek daha da ucuzlamasina olanak

tanimaktadir.
2.3.2. Hucre kaltara test yontemleri

Dis hekimligi materyallerinin sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde kullanilan hiicre
kiiltiirii test yontemlerinin ¢ogu ilaglarin sitotoksisitesinin degerlendirilmesi i¢in
kullanilan tekniklerden uyarlanmigtir. Ancak ilag ve dental materyaller ¢ozunurlik
konusunda ayni degildir. Dental materyaller ilaglara gore daha diisiik ¢oziinirliik
gosterirler. Bu nedenle dental materyallerin sitotoksisite testleri yapilirken test

yontemi metodunda ve degerlendirme Olgiitlerinde bir takim modifikasyonlar

yapilmaktadir (136).

Dis hekimliginde sitotoksisite degerlendirmesinde kullanilan test diizenekleri

baslica su sekilde 6zetlenebilmektedir (150);
1.Ekstraksiyon yontemi
2. Bariyer yontemi

3.Direkt temas yontemi
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1.Ekstraksiyon yontemi: Kati materyalleri degerlendirmek igin kullanilir.
Kanal patinin biyouyumluluk degerlendirmesi i¢in uygun olan test yontemidir.
Biyouyumlulugu test edilecek olan kanal pati test igin belirtilen uygun miktarda
hazirlanip hiicre besiyerinde belirlenen bir siire boyunca bekletilir. Bu islemin amaci
materyale ait sitotoksik bilesenlerin ¢oziilerek besiyerinde birikmesidir. Elde edilen
kat1 materyale ait ekstraktlar hiicre Uzerine uygulanarak secilen test yardimi ile
materyalin sitotoksik aktivitesi saptanir. Bu yontemde besi yerinde tam olarak
coziinme gostermeyecek materyaller olabileceginden etanol, alkol gibi farkli

cozlciilerin kullanilmasi gerekebilir (151) .

2.Bariyer yontemi: Kanal dolgu patlar1 gibi kat1 ve irrigasyon soliisyonlar1
gibi sivi materyallerin degerlendirilmesinde kullanilir. Bu yontem uygulanirken in
vivo ortam kosullar1 yaratmak icin degerlendirilecek materyal ve ilgili hiicre arasinda
bariyer vardir. Bariyer olarak agar veya agrose ya da degisik boyutlarda porlar i¢ceren
polikarbonat membranlar kullanilir. Degerlendirilecek materyal sivi ise filtre
kagitlara emdirilip agar/agarose icerisine yerlestirilerek degerlendirme yapilir.
Degerlendirilecek materyal kat1 ise membranli 6zel hiicre kiiltiirii kullanilarak
degerlendirilir. Her iki yontemde de materyaller uygun bariyer tizerine yerlestirilerek

test stresinin sonunda hticre aktivitesi tzerinden sitotoksik etkileri belirlenir (152).

3.Direkt temas yontemi: Bu test yontemi kati ve sivi materyallerin
degerlendirilmesinde kullanilir. Degerlendirilmesi yapilacak kati materyal uygun
miktarda hazirlanarak daha oOnceden kiiltiir kaplarina ekilmis hiicreler iizerine
yerlestirilir ya da materyal hazirlanip direkt kiiltiir kabina yerlestirildikten sonra
uzerine hucreler ekilir (152). Bu yontemle test edilecek uygun konsantrasyona
ayarlanan sivi materyaller ise daha oOnceden Kkiiltiire edilmis hiicreler iizerine
dogrudan uygulanir. Yapilan ¢alismalarda irrigasyon soliisyonlar1 sulandirilirken

hiicre besiyeri ve distile su kullanildig: belirtilmistir (150, 153, 154).

Materyallerin hiicre kaltlrtu ile sitotoksik etkilerini degerlendirmek igin
birgok test vardir. Bu testlerden her biri hiicreye ait farkli bir durumu

degerlendirmektedir. Bu testler (155);

1. Canlilig1 degerlendiren testler,
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2. Yasami degerlendiren testler,

3. Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler,
4. Hiicre metabolizmasini degerlendiren testler.
1. Canlilig1 degerlendiren testler:

Bu test ile belirli bir uygulama ve zaman sonrasinda canli hiicrelerin oraninin
Olciilmesi ile kisa donemde olusan toksik reaksiyonlarin etkileri incelenir. Canlilik
testlerinde, hiicre icerisine giren eritrosin, tripan mavisi ya da naftalin siyahi gibi
boyalarin alinimiin veya normalde canli hiicreler igerisine giren diasetil florasan,
noral kirmizi gibi boyalarin saliniminin 6lgiimiine dayali olarak hiicrelerin membran

biitiinligiiniin degerlendirilmesi esas alinir (155).
2. Yasami degerlendiren testler:

Hizli ve kolay uygulanabilen bir test olmakla birlikte sadece test esnasindaki
0lU hiicreleri gostermesi dezavantajidir. Fakat toksik etkilere maruz kalan hicreler
ginler veya daha fazla sire etki goOsterebilmektedir. Bu nedenle yasam
degerlendirme testleri gibi kisa donem testleri yerine uzun donem testleri daha ¢ok

tercih edilmektedir (155).
3.Hucre proliferasyonunu degerlendiren testler:

Hucre hasarmi belirlemek i¢in proliferasyon oraninin kullanimi esasina
dayanan test yontemidir. Proliferasyonun degerlendirilmesinde 3H-timidin testi ve
bromodeoksiuridin immiinohistokimyasal teknik kullanilir. Hiicre sayimi bu test ile
direkt olarak yapilirken, dlen hiicrelerin disarida birakilmasi amaciyla vital boya

uygulanmasi ile beraberde uygulanabilmesi avantajidir (156).
4.Hlcre metabolizmasin degerlendiren testler:

Hiicrelerin metabolik degisimlerinin tespit edilebildigi testlerdir. Hiicre
metabolizmasini degerlendiren testler uzun donemde olusacak zarari anlamak igin
hicrelerin metabolik veya proliferatif kapasitelerini 6lgerler(156). Toksik materyaller

solunum ile glikolizis metabolizmasinda tliketilen oksijen ve uretilen karbondioksit
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miktarini degistirmektedir, bu testte bu degerler manometre ile olgulir. MTT, XTT,
NR ve LDH testleri bu grup icgerisinde yer alan yaygin olarak kullanilan enzimatik
testlerdir (157).

2.4. Sitotoksisite

Sitotoksisite molekiiler olaylar sonucunda hiicrede c¢esitli makromolekiilerin
sentezlenmesinin engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve
yapisinda belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanmaktadir(156).
Sitotoksisite testlerinden hiicrenin yasayabilirligi ve hiicrenin proliferasyonu gibi
farkli parametreler degerlendirilerek veri elde edilir. Bu parametrelerden en
onemlileri metabolik aktivite ve DNA sentezidir (158, 159).

XTT (2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-stlfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid)
testi: Yaptigimiz ¢alismada kullanilan sitotoksisite test yontemidir. XTT Paull ve
arkadaslari tarafindan 1988 yilinda sentezlenen bir tetrazolyum tuzudur. Tetrazolyum
tuzlar1 histokimyasal lokalizasyon g¢aligmalarinda ve hiicre biyolojisi deneylerinde
belirleyici reaktifler olarak uzun yillardir kullanilmaktadir (160). Hiicre biyolojisi ve
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda sitotoksite gosteren yapilarin elenmesi ve biiylime

faktorlerinin tespit edilmesinde siklikla kullanilan kimyasallardan biridir.

XTT bulunmadan ©6nce bu amaclar icin oncelikle icerisinde radyoaktif
atomlar bulunan DNA etiketli BrdU kullanilmis ama hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda
yanlis sonuglara yol actigindan kisa slirede kullanimindan vazgecilmistir. 1950
yilindan sonra tamamen hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda XTT kullanilmistir. XTT DNA
sentezi ve metabolik aktivite lizerine temel degerlendirme saglayacak bir test
yontemidir. XTT htcre proliferasyonu, sitotoksisite ve apoptoz deneylerinde etkili
bir sekilde kullanilabilir (160).

XTT renksiz ya da hafif sar1 renkli bir bilesik olup indirgendiginde parlak

portakal rengine donlismektedir.
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Sekil 2. 4: XTT’ nin formazana doniigiimii.

Aktif olarak prolifere olan hiicrelerde XTT doniisiimiindeki artis
spektrofotometrik olarak degerlendirilmektedir. Bu degerin herhangi bir isleme tabi
tutulmamis kontrol grubu ile Kkarsilastirilmasi sonucunda hucresel proliferatif
aktivitenin goreceli artis1 belirlenir (160). XTT 6l¢imden 6nce ¢ozme gerektirmez.

Bununla birlikte XTT’nin indirgenmesinin hassasiyeti de oldukca yuksektir.

2.5. Genotoksisite

Genotoksisite, DNA ve DNA bilesenlerinin olusumunda meydana gelen hasarlarla
birlikte mutasyonu da igine alan genis kapsamli bir terimdir. Genetik bilgiyi
tasiyarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA {izerinde devamli olarak
hasarlar olugsmakta, olusan hasarlar DNA tamir sistemleri tarafindan onarilmaya
calisilmakla birlikte, hasarin ¢ok biiyiik boyutta oldugu veya DNA onarim
sistemlerinin  yetersiz kaldigt durumlarda DNA iizerinde olusan hasarlar
birikmektedir. Bu birikme zamanla mutasyonlara ve hiicre 6limine neden
olmaktadir (161). Kimyasallar DNA (zerinde direkt etki gosterebilir. Bu etki
genotoksisite olarak adlandirilir. Genotoksik etkiyle degisen DNA gelecek nesillere
aktarilabilir. Bu etki ise mutojenite olarak adlandirilir. Bu etki subtoksik

konsantrasyonlarda gorulir. Mutojenite ile kanserojenite arasinda da bir ilgi soz
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konusudur (162). Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iliski pek ¢ok galismada
incelenmis ve insanlar i¢in karsinojen olan pek c¢ok bilesigin genotoksik oldugu
bulunmustur. Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri
arasinda kuvvetli bir iligkinin oldugunun gdsterilmesi, genotoksisite testlerinin
endiistri  kuruluslar1 tarafindan kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin
arastirtlmasinda tarama testleri olarak kullanilmasi sonucunu dogurmustur (163,
164). Pek ¢ok kimyasalin, gelecek nesiller {izerine, kanser riski de dahil olmak iizere
olas1 genetik hasara sebep olabilecek mutajenik 6zellikler tasidigr bilinmektedir. Bu
nedenle bu tiir kimyasallarin tanimlanmasi ve insan maruziyetinin sinirlandirilmasi

gerekmektedir.
Genotoksisite Testleri

Genetik toksisite testleri, gelistirilmekte olan kimyasallarin potansiyel
kanserojenitelerinin arastirilmasi, genetik etki spektrumunun karakterize edilmesi ve
toksisite ve kanserojenite test sonuclarinin yorumlanmasma yardimei olarak

kullantlir (163).

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin
karsinojenik ve mutajenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmasini saglayan ve en
yaygin olarak kullanilan standart in vitro ve in vivo mutajenite testleri; Ames testi,
Comet testi, Kromozom anormallikleri (KA) testi, Kardes kromatit degisimi (KKD)
testi ve Mikronukleus (MN) testidir (164).

DNA ¢ift sarmal yapida uzun ipliksi bir molekiildiir. Bu sarmal guanin,
sitozin, timin ve adenin niikleik asitlerinden olugsmaktadir. Niikleik asitlerin riboz ya
da deoksiriboz sekerleri ile Dbirlesmesiyle deoksiadenozin, deoksitimidin,
deoksisitidin ve deoksiguanozin adi verilen niikleozidler olusur. Son yillarda, olusan

DNA hasarinin belirlenmesinde DNA baz hasarlar1 da analiz edilmistir (165).
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3.GEREC VE YONTEM

Cumbhuriyet Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar  Etik  Kurulu
Bagkanligi’ndan 15.05.2015 tarih ve 2015-05/30 sayili etik kurul onay1 alindiktan
sonra calismaya baslanmistir. Bu ¢alisma Cumhuriyet Universitesi Bilimsel

Aragtirmalar Projeleri tarafindan Dis-167 nolu proje kapsaminda desteklenmistir.

Calismada  kullanmilan solusyonlar: Soliisyon olarak %5.25’lik NaOCI,
%15’lik propolis, %0,2’1lik kitosan ve %10’luk humik asit kullanilmistir. Deneyde
kullanilacak soliisyonlar aseptik sartlarda hazirlandiktan sonra deneyin diger

asamalarina gegilmistir.

Hiicre Hatlari: Calismamizda kullanilan  irrigasyon soliisyonlarinin
sitotoksisite ve genotoksisite etkinligini degerlendirmek i¢cin human gingival
fibroblast (HGF1 (ATCC® CRL2014™)) hiicre hattt ve human osteoblast
(hFOB 1.19 (ATCC® CRL 11372™)) hiicre hatt1 olmak {izere iki ayri hiicre tipi

kullanilmistir (American Type Culture Collection, Manassas VA).

Kimyasallar: Deneylerde kullanilan DMEM- Low-Glucose (Sigma -
Aldrich),FBS (Sigma—Aldrich), Tripsin (Applichem), L-Glutamin Streptomisin
(Sigma —Aldrich), RPMI 1640( Sigma —Aldrich) XTT Kiti (Applichem A -1080), 8-
OHdG kiti (Applichem A -1080) temin edilmistir.

Cihazlar: Deneylerde CO. inkibator (NUAIRE), laminar-flow kabin
(BIOHAZARD) buzdolaplar1 (BOSCH), santrifiij (MSE Mistral 1000) ve Elisa-
reader (THERMO-SCIENTIFIC-Multiskan FC) kullanilmistir.

3.1. Hicre kulttr

Deneylerimizde kullanilan hiicre hatlarinin tamami kontaminasyonun 6nlenmesi igin
dondurularak gonderilmistir. Bunun i¢in ¢alismamiza ilk olarak bu hiicre hatlarim

¢Ozdiirerek baglanilmistir.
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3.1.1. Hucre Cozdirme Protokoli

Donmus halde Cryo tiipte bulunan hicreler su banyosunda ¢ozdiraldd.
Hicreler falkonlara aktarilarak tizerlerine 20 ml DMEM konuldu. Ardindan falkonlar

5 dakika 800 rpm de santriftj edilip santrifiij sonunda iistte kalan sivi kisim atildi.

Sekil 3.1: Deneyde kullanilan sogutmal1 santrifij.

Falkonda kalan hiicrelerin tzerine 15 ml DMEM eklenerek ortam flasklara
aktarildi. Flaskin icerisine 5 ml FBS ve birka¢ damla antibiyotik konularak flaskin

kapag1 kapatilip inkiibatore kaldirildi.
3.1.2. Hiicrelerin yikanmasi

Flasklarin igerisinde biiyiiyen ve sayilari artan hiicrelerin besiyeri azaldigi
i¢in hiicre 6liimiiniin 6niine gegmek amaciyla hiicrelerin yikanmasi islemi yapildi. Bu
islem flow kabinde gerceklestirildi. Flaskta bulunan ortam bosaltildiktan sonra
icerisine 15 ml DMEM konuldu. Ardindan flaskin igerisine 5 ml FBS ve Uzerine
birka¢c damla L- Glutamin eklenerek inkiibatore kaldirildi.
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Sekil 3. 2: Deneyde kullanilan inkiibator.

3.1.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler flaskin biitlin yiizeyini kapladigi anda yeni bir flaska pasajlanmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde hiicreler besin yetersizligi ve alan darligi nedeniyle
kontamine olmaya baslayacak ve kisa bir siire sonra da 6leceklerdir. Bunun 6niine

gecmek icin hicreler pasajlanmistir.

Flaskta bulunan ortam bosaltildiktan sonra 5 ml Tripsin konuldu. Ardindan
Tripsinin tlizerine 15 ml DMEM konuldu. Bir flask yeni bir flask olacak sekilde
pasajlama yapildi. Flaskin igerisinde toplam 20 ml ortam bulundugundan eski flastan
10 ml plateyt yardimiyla alinarak flaska aktarildi.

Butun flaskin igerisine 8 ml DMEM, 4 ml FBS eklenip ve iglerine birkac

damla L-glutamin konularak flasklar inkiibatore kaldirildi.
3.1.4. Hucrelerin 96 Kuyucuklu Platelere Ekilmesi

Pasajlama durumuna gelen flasklar secilerek ekim islemine baslandi. Bu

islem flow kabinde ger¢eklestirildi.
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Sekil 3. 3: Deneyde kullanilan Laminar Flow.

Ekim i¢in tercih edilen flasklarin ortami bosaltildi. Flaska yapisan hiicrelerin
kaldirilmas1 amaci ile ortama 5 ml Tripsin eklendi. Bu flask 3 dk inklbatorde
bekledildikten sonra, tizerine 15 ml DMEM eklendi ve pipetaj yapilarak flasklarin

icerisinin iyice yikanmasi saglandi.

Flasklar daha sonra bir flask bir falkon olacak sekilde falkonlara aktarildi.
Falkonlar 800 rpm hizda 8 dakika santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra hiicreler

falkonlarin alt kisminda toplandi.

Ust kisimlarinda kalan ortam dokiildi. Falkonlara vurularak hicreler
kaldirild1 ve hiicrelerin Uzerine besiyeri eklendi. 96 kuyucuktan her birine 200 pl lik
karisim konuldu. Islem bitiminde 96 kuyucuklu plateler inkiibatdre kaldirilda.

3.1.5. Hucrelere Soliisyon Uygulanmasi

Steril herhangi bir falkonun icerisine 40 ml DMEM ve 10 ml FBS konularak

hazirlanan karigimin pipetaj yapilarak homojen dagilimi saglanda.

Deneyde kullanilacak soliisyonlar uygulanarak 96 kuyucuklu platelere ekilen
hiicrelerin ortam1 bosaltildi. Vorteks sonucunda elde edilen homojen karigimlar
hacimleri 10-6,10-7,10-8,10-9 M olacak bicimde kuyucuklara yiiklendi. Islem
bitiminde 96 kuyucuklu plateler inkiibatore kaldirildi.
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3.1.6. Hiicrelere XTT Uygulanmasi

Besiyeri ortam1 bulunan plate bosaltildi. Kuyucuklara 100 ul besiyeri, 100 pl XTT
solusyonu uygulanarak 4-24 saat 37°C’de inkiibasyonda birakildi.

XTT yontemi: Soliisyonlarin sitotoksik etkisi XTT yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Hiicreler 4. ve 24. saatlerde 2 kuyucuk olacak sekilde 96’lik
mikroplatelerde XTT (2,3,- bis[2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrozolium-5
kaboksanilit tuzu) soliisyonu kullanilarak spektrofotometrik ELISA yontemi ile
degerlendirilmistir. Reaktifler 50/1 (isaretleme ajani/aktivasyon ajani) oraninda
olacak sekilde karistirilarak hazirlanmistir. XTT suda ¢dziinen bir tetrazolium tuzu
olmakla beraber canli hiicrede mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimi ile
parcalandiginda ¢oziilebilir formazana doniismektedir. Formazandan kaynaklanan
turuncu rengin yogunlugu metabolik olarak aktif hiicrelerin sayist ile orantilidir.
Reaksiyon ELISA cihazinda okunup kantite edilmistir. ELISA cihazinda 490 nm
dalga boyunda ve 630 nm referans aralifinda her bir kuyucugun absorbans degeri
(OD) okunmustur. Hiicre canliligi yiizdesi her bir kuyucukta olguilen optik dansite

degerinin kontrol optik dansite degerine bdliinmesi ve yiiz ile carpilmasi ile

hesaplanmuistir.

Sekil 3. 4: XTT uygulamasinin ardindan platelerde renk degisimi.
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Plateler 490 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ELISA okuyucuda okundu.

Sekil 3. 5: Platelerin eliza okuyucuya yerlestirilmesi.
3.1.7. Genotoksisite i¢in 8-OHdAG ELISA Kiti uygulanmasi

Calismada kullanilan soliisyonlarin hiicre hatti lizerinde olusturdugu genotoksisik

hasarin belirlenmesinde 8-hidroksi-deoksiguanozin ELISA kiti kullanildi.

64, 32, 16, 8, ng/mL standart cozeltileri hazirlandi. Kuyucuklardan bir
kismma 50uL standart, 50 pL streptomycin-HRP eklendi. Diger kuyucuklara da
40uL ornek, 10 uL VEGF antibodisi, 50 pL streptomycin-HRP eklendi. 37°C’de 60
dk. inkube edilen playt, 5 defa PBS ile yikandi.Yikanan kuyucuklara 50 pL
kromojen reagent A, 50 pL kromojen reagent B ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 10 dk.
inkiibasyona birakildi. Tepkimeyi durdurmak igin iizerine 50 pL stop ¢ozeltisi
eklendi. Renk aniden maviden sariya dondii. Plateler 490 nm’de spektrofotometrik

olarak okundu.
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Sekil 3. 6: Durdururucu (stop) Materyalinin Uygulanmasinin Ardindan Saridan
Maviye Renk Degisimi.

3.1.8. Sonuclarn Istatistiksel Yontemlerle Degerlendirilmesi

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS programinda yapildi. Tanimlayici
istatistikler ortalama * standart sapma seklinde gosterildi. Gruplar igerisinde ve 4
saat ile 24 saat Ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin olup olmadigi
Bagimli t testi ile degerlendirildi. Absorbans ve konsantrasyon diizeyleri yoniinden
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin olup olmadig: Tek Yonlii Varyans
Analizi (One-Way ANOVA) ile 1:1 ve 1:5 oranlar1 (diliisyon yapilmadan ve 5 kat
diliisyon ile) arasindaki farkin onemliligi ise Student‘s t testi ile arastirildi. Tek
Yonli Varyans Analizi sonucunun 6nemli bulunmasi halinde anlamli farka neden
olan grup/gruplari belirlemek amaciyla post hoc Tukey testi kullanildi. p<0.001 i¢in

sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

Human gingival fibroblast ve human osteoblast olmak tizere iki farkli hiicre
tipine dort farkli irrigasyon soliisyonunun uygulandigi bu calismada XTT test
yontemine ait sitotoksisite verilerine ve 8-OHdG test yontemine ait genotoksisite

verilerine ait bulgular belirtilmistir.

4.1. Sitotoksisite Test Sonuclarina Ait Bulgular

4.1.1. Human gingival fibroblast hiicre hatt1 iizerine uygulanan soliisyonlarin

sitotoksik etkinligine ait bulgular

Deney gruplari ve kontrol grubuna ait XTT yontemi ile 4. ve 24. saatler
sonunda elde edilen verilerin ortalama absorbans diizeylerinin bulgular: tablo 4. 1.

de verilmistir.

Tablo 4. 1: Human Gingival Fibroblast Hiicre Hatt1 Uzerinde gruplar arasinda
zamana gore absorbans diizeylerinin dagilim1

Human Gingival Fibroblast Hiicresi

Sitotoksisite

Kontrol 1,1400+0,8832" 1,237+0,7564" > 0,001

Propolis 0,7925+0,03096" 0,6375+,02208° <0,001
Humik asit 0,8375+0,2986" 0,7425:0,2309" < 0,001
NaOCl] 0,4425+0,04113° 0,2475+0,02217 <0,001
Kitosan 0,8425+0,2210° 0,38250,01708" <0,001

<0,05 <0,05

1 Gruplar igerisinde 24-48 saat arasinda yapilan karsilastirmalar (Bagimli t testi
p<0,001 Anlamli kabul edilmistir). 2 Gruplar aras1 karsilastirmalar (Tek Yonli
Varyans Analizi p<0,05 Anlamli kabul edilmistir). au: Absorbans unit
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Biitiin gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasi sonucunda deney gruplari
(propolis, humik asit, NaOCI, kitosan) ile kontrol grubu arasinda hem 4 hem de 24
saat grubunda olusan sitotoksik etki arasinda anlamli farkliliklarin oldugu tespit
edilmistir. Tek yonlii varyans analizi ile yapilan degerlendirmede tablo 4. 1 de
goriildiigli lizere, kontrol grubuyla deney gruplari arasindaki farklilik istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0,05).

Tablo 4. 1 gorildigi tizere 4 saatlik incelemede kontrol grubundan sonra en
fazla hiicre canliligi kitosanda iken, en disiik hiicre canliigt NaOCI| grubunda
gozlenmistir (p<0,05).

Deneyimizin 24. saate ait bulgularinda, en fazla hiicre canlilig1 kontrol grubu

ve humik asitte iken en diisiik hiicre canliligi NaOCI grubunda izlenmistir (p<0,05).

Her bir soliisyonun 4 ve 24 saatlik sitotoksisitesine bakildiginda ise kontrol
grubu haricindeki tim gruplarda uygulama siiresi arttiginda olusan sitotoksik etkinin

de anlaml derecede arttig1 goriilmiistiir (p<0,001).

4.1.2. Human osteoblast hiicre hatti {izerine uygulanan soliisyonlarin

sitotoksisite etkinligine ait bulgular

Tablo 4. 2: Human Osteoblast Hiicre Hatt1 lizerinde gruplar arasinda zamana goére
absorbans diizeylerinin dagilimi.

Human Osteoblast Hiicresi

Kontrol 1,1400+0,8832 1,237+0,7564 >0,001

Propolis 0,9225 +0,01708 0,5625+,02945 <0,001
Humik asit 0,8275+0,2363 0,4125+0,2363 <0,001
NaOCl 0,3875+0,01713 0,3375+0,00957 <0,001
Kitosan 0,6205+0,4546 0,2225+0,00708 <0,001

P <0,05 <0,05
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1 Gruplar igerisinde 24-48 saat arasinda yapilan karsilagtirmalar (Bagimli t testi
p<0,001 Anlamli kabul edilmistir). 2 Gruplar aras1 karsilagtirmalar (Tek Yonlii
Varyans Analizi p<0,05 Anlamli kabul edilmistir). au: Absorbans unit

Tablo 4. 2 de goriildiigii iizere Human osteoblast hiicre hatt1 iizerine
uygulanan deney soliisyonlarinin sitotoksisitesi 4 saat gurubunda incelendiginde
kontrol grubundan sonra en fazla hiicre canlilig1 propoliste iken, en diisiik hiicre

canliligi NaOCI grubunda gézlenmistir (p<0,05).

24 saat grubuna ait bulgularda ise en fazla hiicre canliligi kontrol grubu ve
propoliste iken en diisiik hiicre canliligt NaOCI grubunda izlenmistir. Tek yonlii
varyans analizi ile yapilan degerlendirmede tablo 4.2 de goriildiigii tizere, kontrol

grubuyla deney gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir(p<0,05).

Tablo 4. 2 de gorildigi tizere her bir solusyonun 4 ve 24 saatlik
sitotoksisitesine bakildiginda ise kontrol grubu haricindeki tiim gruplarda uygulama
stiresi arttiginda olusan sitotoksik etkinin de anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir

(p<0,001).

4.2.Genotoksisite Test Sonuclarina Ait Bulgular

4.2.1. Human gingival fibroblast hiicre hatti iizerine uygulanan sollsyonlarin

genotoksik etkinligine ait bulgular

Fibroblast hiicre hatti {izerinde 4 farkli soliisyon uygulanarak genetoksisite
degerlendirilmesi yapilmigtir. Solusyonlar arasinda anlamli bir farklilik olup
olmadigini belirlemek icin elde edilen degerler p(sig.):0,935>0,001 oldugundan
normal dagilim varsayimini saglamistir. Bununla birlikte Levene varyanslarin
homojenligi testine gore p(sig.):0,232>0,001 oldugundan varyanslarin homojenligi
varsayimi da saglanmistir. Bu nedenle farkilig1 test etmek i¢in Anova varyans analizi

testi kullanilmastir.
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Tablo 4. 3: Human gingival fibroblast hiicre hatt1 {izerinde soliisyonlarin genotoksik
etkisinin degerlendirilmesi

Human Gingival Fibroblast Hiicresi

Solusyon Absorbans Degerleri

Kitosan 1,0001+0,371522
NaOCI 0,5090+0,25932°
Humik Asit 0,5276+0,05730P
Propolis 0,8760+0,301232P
Kontrol 0,7210+0,23229%P
0,002*

p<0.05anlamli kabul edilmistir. N: 8

P(sig.):0,243<0,001 oldugundan human gingival fibroblast hiicre hatt1
tizerinde olusan genotoksisite de soliisyonlar aras1 anlamli bir fark bulundugundan
Tukey testine gore 2 grup olusmustur. 1.ci grupta sirastyla NaOCI, humik asit,
propolis soliisyonlar1 ve kontrol grubu yer almaktadir. Buna gore en yuksek
genotoksisiteye sahip NaOCl uygulanan grup olmustur. 1.ci gruba gore daha yiliksek
ortalamaya sahip diisiik toksisiteli 2.ci grupta kontrol, propolis ve kitosan
solusyonlar1 yer almaktadir. 2. grup veri sonuglarina gore ise en diisiik genotoksisite

kitosan uygulanan grup olmustur.

4.2.2. Osteoblast hiicre hatti iizerine uygulanan soliisyonlarin genotoksik

etkinligine ait bulgular

Osteblast hiicrelerde 4 farkli solusyon kullanilarak genetoksisite degerlendirilmesi
yapilmistir. Solusyonlar arasinda anlamli bir farklilik olup olmadigi belirlenmek
istenmistir. Elde edilen degerler p(sig.):0,112>0,001 oldugundan normal dagilim
varsayimini  saglamistir.  Levene varyanslarin  homojenligi  testine  gore

p(sig.):0,00033<0,001 oldugundan  varyanslarin ~ homojenligi  varsayimi
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saglanmamistir. Bu nedenle farkiligi test etmek igin Kruskall-Wallis testi

kullanilmustir.

Tablo 4. 4: Human osteoblast hiicre hatti {izerinde soliisyonlarin genotoksik etkisinin
degerlendirilmesi

Human Osteoblast Hicresi

Solisyon Absorbans degerleri

Kontrol 0,71438+0,271567

Kitosan 0,48888+0,329378

NaOCI 0,81388+0,135818
Humik asit 0,66925+0,091819

Propolis 0,64975%0,291657
0,133

p<0.05anlamli kabul edilmistir. N: 8

Osteoblast hiicre hatt1 iizerinde olugan genotoksisite degerlendirilmesinde

sollisyonlar arasi anlamli bir fark bulunmamastir.
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5. TARTISMA

Endodontik tedavide basariy1 yakalamak i¢in kok kanal sisteminde bulunan enfekte
organik pulpal bilesenlerin, inorganik dokular, periapikal dokular agisindan
enfeksiyon riski tasiyan tiim mikroorganizmalarin ve toksik {iriinlerinin
uzaklagtirllmasi ve ardindan kok kanalinin ideal olarak sekillendirilip {i¢ boyutlu
olarak sizdirmaz bir sekilde doldurulmasi gerekmektedir (8, 10). Bunun saglanmasi
icin uygun bir irrigan ve irrigasyon sisteminin kullanilmasi da tedavinin onemli

prosediirleri arasinda yer almaktadir (166).

Endodontik tedavide kullanilan irrigasyon soliisyonlarinin bir kismi, eskiden
beri kullanilan soliisyonlar olmakla birlikte en iyi klinik ve biyolojik yanit1 alabilmek
amaciyla ideal kok kanal irrigasyon soliisyonu arama siireci glinimiuizde hala devam

etmektedir.

Modern tibbin ve dis hekimliginin bugiin {lizerinde en cok calistigl
konulardan biri, tedavide kullanilabilecek en dogru materyalleri bulmak ve
organizma lizerinde en uygun bi¢cimde kullanimimi saglamaktir. Bu baglamda
endodontik tedavide kullanilan materyallerin biyouyumlulugunun degerlendirilmesi
biiyiikk bir dnem tasimakta olup, biyouyumluluk, herhangi bir dental restoratif
materyalin klinik uygulamada kullanilmas i¢in gerekli temel sartlarindan biri olarak

kabul edilmektedir (167, 168).

Biyouyumluluk kisaca, belirli bir uygulamada bir materyalin uygulandig
bolgede uygun bir konak cevabi olusturabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir

(169).

Kok kanal tedavisinde kanallarin irrigasyonunda farkli icerige sahip bircok
soliisyon kullanilmaktadir. Kullanilan irrigasyon soliisyonlarinin kanal boslugu
icerisinde sinirli kalmayip apikal foramen araciligi ile sement, periodontal ligament
ve alveolar kemikten olusan periapikal dokular ile temas ettigi bilinmektedir.
Irrigasyon soliisyonlar1 ayrica mine, dentin/pulpa, periodonsiyum, yanak, dil ile de

lokal olarak karsi karsiya gelebilmektedir (170-172).
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Ayrica cesitli ¢calismalarda, kemomekanik preparasyon esnasinda irrigasyon
ignesinin ucu apekikale yaklastik¢a irrigasyon soliisyonunun apikalden tagtifini ve
egeleme islemi sirasinda kanal aletinin piston gorevi yaparak soliisyonu apeks

gevresine pompaladig belirtilmistir (37, 173-177).

Bu durum degerlendirildiginde irrigasyon soliisyonlarinin ¢evre dokularla
temas etmesi durumunda bolgedeki hiicrelerin yapisinda, proliferasyonunda,
adezyonunda, enzim sistemlerinde ve dolayisi ile tiim yasamsal fonksiyonlarinda

dejenerasyon meydana getirmemesi, biyouyumlu olmasi istenmektedir (168, 178).

Dental materyaller biyouyumlu olmadiginda uygulama alanindaki dokularda
pek cok muhtemel yan etkileri olusturma potansiyeli tasirlar. Bunlar toksik,
enflamatuar, allerjik ve mutajenik etkiler olarak siniflandirilabilir. Dental
materyallerin klinikte kullanilmasindan 6nce bu olasi yan etkilerin incelenmesi ve

mevcut yan etkilerin derecesinin belirlenmesi biiylik 6nem tasimaktadir (168, 179).

Walton ve Torabinejad (180) kok kanal tedavilerinin basarisini etkileyen
faktorleri siniflandirdiklart bir arastirma yapmislardir. Calismalari sonucunda kok
kanal tedavilerinde elde edilen basariyr kullanilan materyallerin biyouyumlulugunun
onemli derecede etkiledigini bulmuslardir. Bu nedenle yeni materyal gelistirme
stirecinde, kimyasal ve mekanik 6zelliklerin yaninda materyalin biyouyumlulugu da

g0z oniinde bulundurulmasi gerektigini belirtmislerdir.

Schwarze ve ark.(157) periapikal bolgeye dogrudan temas eden veya kok
kanal1 igerisinde olup periapikal dokulara zamanla salinan bilesiklerin biyouyumlu
olmadiginda, periapikal lezyonun iyilesmesine olumsuz etkide bulunabilecegini ya

da yeni bir periapikal enflamasyon olusumunu indiikleyebilecegini bildirmislerdir.

Bu konuda yapilmis bir diger g¢alisma sonucunda ise c¢evre dokularla
biyouyumlu olmayan materyallerin periapikal dokulara temas ettiginde iltihap,
nekroz ve beraberinde agri olusturabilecegini, devam eden siiregte ise ilgili bolgenin
tyilesmesi ve fonksiyonun saglanmasinda gecikme veya yapilan endodontik tedavide

basarisizlik riski olusabilecegi belirtilmistir (181).
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Endodontik tedavi sirasinda kullanilan irrigasyon soliisyonlarinin tedavi
boyunca periapikal dokularla temasi soz konusudur. Bu materyallerin cevre
dokularla uyumlu olmadiginda periapikal bolgedeki hiicreler tizerinde sitotoksik ve

genotoksik hasar olusturabilecegi ¢esitli arastirmalarda vurgulanmistir (182-184).

Bu bilgiler dahilinde bu calismada endodontide en yaygm kullanilan
irrigasyon soliisyonu olan NaOCl’e alternatif olabilecegini diislindiigiimiiz propolis,
kitosan ve humik asitin sitotoksik ve genotoksik etkinligi karsilastirilmali olarak

degerlendirilmistir.

Yeni gelistirilen materyallere karsi gelisebilecek pek ¢ok muhtemel yan etki
mevcuttur. Materyallere ait bu yan etkilerin klinik kullanim 6ncesi degerlendirilmesi
gerekmektedir. Glinlimiizde yeni gelistirilen hemen hemen her materyal igin
degerlendirilen ilk yan etki toksisitedir (168, 179). Bizim ¢alismamizda da toksik etki

sitotoksik etki ve genotoksik etki olarak iki alt grupta incelenmistir.

Sitotoksisite; materyallerin dokularla temasi sonrasinda hiicrede c¢esitli
makromolekiilerin sentezlenmesinin engellenmesi, buna bagli olarak hiicrenin
fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanir
(185, 186). Sitotoksisite testlerinden hiicrenin yasayabilirligi ve hiicrenin
proliferasyonu gibi farkli parametreler degerlendirerek veri elde edilir. Bu

parametrelerden en 6nemlileri metabolik aktivite ve DNA sentezidir (158, 159).

Genotoksisite; ise genel anlamda materyallerin hiicreye ait genetik yapida
degisiklik olusturmasi, materyalin ¢evre hiicrelerin DNA sekansinin bir boliimiini
degistirmesi olarak ifade edilebilir. Bu durum, materyal ile DNA’nin dogrudan veya

dolayli yoldan etkilesmesiyle meydana gelmektedir (187).

Hiicreler sahip olduklar1 bazi mekanizmalarla, genetik hasarin bir
sonraki nesle aktarilmamasi igin programlanmis hiicre Oliimleri (apoptoz) gibi
mekanizmalarla meydana gelen genotoksik hasar1 onarabilirler. Ancak genetik hasar

onarilmaz ve bir sonraki nesle aktarilirsa mutajenite meydana gelir (186).

Medikal ve dental materyallerin biyouyumluluklarini degerlendirmek igin

simdiye kadar ¢ok ¢esitli test yontemleri gelistirilmistir. ilk olarak hiicre kiiltiirlerinin

49



kullanildigr in vitro testler ile degerlendirilen materyaller, tatmin edici sonuclar elde
edildigi takdirde hayvan testleri ile (in vivo) ve ardindan son basamak olan klinik
testlerle degerlendirilmektedir (169). Kisaca bir materyalin biyouyumlulugunun
arastirtlmasi i¢in; in vitro hiicre kiiltlir testleri, in vivo hayvan testleri ve klinik
kullanilim testlerinin sirasi ile uygulanmasi1 materyalin hasta tizerinde rutin kullanimi

oncesi degerlendirmesi i¢in izlenecek en dogru yoldur (188).

In vivo testlerde materyallerin toksisitesinin degerlendirilebilmesinde hayvan
deneyleri kullanilmaktadir. Ancak, deneyler sirasinda hayvanlara bagl faktorlerin
deney sonuglarinit ve c¢aligmanin giivenilirligini etkilemesi s6z konusudur. Ayrica
hayvanlar ve insanlardaki fizyolojik reaksiyonlar birbirinden farkli olabilmektedir.
Deney sirasinda hayvanlara bagli bu faktorler, farkli biyolojik etkilesimler meydana

getirmekte ve anlamli sonuglar elde edilmesini engelleyebilmektedir (133).

Ayrica bilimsel aragtirmalarda hayvan deneklerin kullanimi, hayvan haklar
acisindan giderek artan sekilde sorgulanmakta ve sinirlandirilmaktadir. Bunun yani
sira hayvan deneylerinin pahali ve zaman alic1 olusu, hayvanlarin beslenme ve
bakimlarinda ortaya g¢ikabilecek sorunlar in vivo ¢alismalarin kullanimin

zorlastirmaktadir (129).

Klinik kullanim testleri ise standardize edilmis yontemler seklinde goniilli,
saglikli insanlarda ya da primatlarda uygulanmaktadir. En ¢ok kullanilan primatlar

kopek tiirleri, maymun tiirleri, tavsanlar ve farelerdir (189).

Gecmiste materyaller sitotoksisite ve genotoksisite agisindan insanlar
tizerinde yapilan klinik kullanim testleri ile degerlendirilmekteydi. Ancak
gunimuizde bir materyalin biyolojik dokular (zerine etkilerini incelemek igin,
insanlarin denek olarak kullanilmasi, etik olmamasimin yani sira, yasal olarak da
kabul edilmemektedir. Bu nedenle materyallerin biyouyumlulugunu belirlemek igin
insanlarda uygulanmadan Once genis kapsamli in vitro ve in vivo testler ile
degerlendirilmesi gerekmektedir (190). Aymi sekilde agiz igerisinde kullanilacak
materyallerin de olusturacagi biyolojik cevabin onceden in vitro ve in vivo test
yontemleri ile degerlendirildikten sonra klinik kullanim testine bagvurmak

gerekmektedir.
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In vivo ve klinik kullanim testlerine ait biitiin bu olumsuz etkilerin yaptigimiz
bu c¢alisma sonucunun etkilenmemesi ve daha dogru bir sonug¢ alinabilmesi igin
kullanilan irrigasyon soliisyonlarinin toksik etkilerini degerlendirmek ve olusabilecek
biyolojik reaksiyonlar taklit edebilmek i¢in ¢alisgmamizda in vitro biyouyumluluk

testleri kullanilmigtir (129).

Bir materyalin toksisitesini belirlemek amaci ile yapilan arastirmalarda
yayginlikla kullanilan in vitro hiicre kiltiir testleri, canli dokularin fizyolojik

durumunu taklit etmektedir (157).

In vitro calismalar; kontrol edilebilen sartlarda vyiiriitiilen ve hiicresel
toksisitenin olusum mekanizmasini1 agiklayan, uygulanmasi kolay arastirma test
yontemleridir. Bu testlerde hiicresel olaylar tek basina, karmasik hiicreler arasi

iligkilerden bagimsiz olarak degerlendirilmektedir (191).

Hicre kiltir test yoOntemleri ayrica materyaller arasinda parametrik
karsilagtirmalara  imkan  verirler, tekrarlanabilirler, bireysel faktorlerden
etkilenmezler ve ¢alisma kosullar1 standardize edilebilirler (131, 133, 186). Ayrica
hiicre kiltiir test yontemleri, hayvan deneylerine kiyasla uygulamasi daha kolay,
daha az zaman alan ve daha ekonomik testlerdir (192).

Birgok arastirmaci, gesitli alanlarda kullanilan materyallerin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in hiicre kiiltlirii yontemininin hayvan
calismalarindan ve klinik ¢alismalardan {istiin oldugunu belirtmis olup ¢aligsmalarini
hiicre kiiltiirii tizerinde gerceklestirmistir. Endodontide ¢esitli irrigasyon ajanlarinin
biyouyumlulugunu degerlendirmek i¢in in vitro hiicre kiiltiir yonteminin kullanildigi

birgok ¢aligma mevcuttur (144, 153, 193-195).

Prado ve ark. (196) fosforik asit ve diger endodontik irrigasyon ajanlarinin
sitotoksik ve antimikrobiyal etkinliklerini karsilagtirdiklari, Marins ve ark. (197)
NaOCl, EDTA, MTAD ve sitrik asitin sitotoksisitesini ve genotoksisitesini
degerlendirdikleri ¢alismada, Alkahtani ve ark.(198) Qmix in sitotoksisitesini
degerlendirdikleri ¢aligmada, Zhang ve ark. (199) MTAD’in sitotoksisitesini

inceledikleri caligmada ve Chan ve ark.(200)yeni nano partikiilli bir irriganin
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sitotoksisitesinin ~ degerlendirdikleri ¢alismada in vitro hiicre  kiiltiiriini

kullanmislardir.

Biitiin bu bilgiler ve yaptigimiz diger literatiir taramalar1 bizi in vitro sartlarda

hilicre kiiltiirii test yontemi tizerinden ¢alismamizi yiirtitmeye yonlendirmistir.

Dental materyallerin sitotoksisitelerinin incelenmesinde en ¢ok kullanilan
hiicreler insan ve farelerin ¢esitli dokularindan alinanan hiicrelerdir. Bununla birlikte
tavsan, domuz ve baska pek cok sayida hayvandan da hiicreler elde edilerek
materyaller test edilebilmektedir. Ancak insan ve hayvan hiicre fizyolojisinin farkl
olmasi nedeniyle ¢alismadan elde edilen verilerde insan hiicresi {izerinde yapilar

kadar emniyetli olmamaktadir.

Hicre Kdltiir testlerinde en ¢ok kullanilmis hiicre tipleri ise; fibroblastlar,
makrofajlar, odontoblast hucreleri, gingival fibroblastlar, ndron hicreleri,

keratinositler, osteoblast benzeri MG63 hiicreleri ve osteoblastlardir (189).

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin sitotoksik 6zelliklerinin incelendigi
deneysel bazi ¢alismalarda ise diseti dokusundan izole edilen epitel veya fibroblast
hiicrelerinden olusan primer hiicre kiiltiirleri de kullanilmistir. Ancak, kullanilan
primer hiicre kiiltiirlerinin birka¢ pasajlamadan sonra degisime ugramasi, testlerde
elde edilen biyolojik cevaplarda varyasyonlara neden olarak toksisite bulgularinin
karsilastirilmas1  ve  standardizasyonu agisindan Onemli bir dezavantaj

olusturmaktadir (135, 168).

Cesitli irrigasyon soliisyonlarinin in vitro test yontemi ile sitotoksisitesini ve
genotoksisitesini incelemeyi amacladiimiz bu ¢alismamizda tim bu bilgiler
dahilinde, kullanim alaninin genis olmas: ve standart biyolojik cevap elde
edilebilmesi amaciyla ve klinik duruma yakin bir ortam hazirlayabilmek igin,
endodontik materyallerinin klinik olarak yerlestirildigi bolge ve yakin temas halinde
olduklari hiicreler de géz oniinde tutularak, human gingival fibroblast hicreleri ve
human osteoblast hiicreleri kullanilmistir. Human gingival fibroblast hiicreleri ve
human osteoblast hiicreleri apikalde endodontik materyaller ile reaksiyona katilan

major hiicrelerdir (201).
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Fibroblastlar, periodontal bag dokusunun yapim siirecinde bircok énemli rol
iistlenmektedirler. Bu hiicreler periodontal hastalik siirecinde ekstraselliiler matriksi
yikmakla ve enflamatuvar sitokinleri salgilamakla gorevlidir. Osteoblast hiicreleri ise
kemik yapimindan sorumlu ana hiicelerdir (202, 203). Ayrica ¢alismamizda iki farkl
tipte hiicre hatt1 secgilerek hiicre hatlarinin test edilen irrigasyon soliisyonlarina
verecekleri cevaplar1 belirleyip karsilastirilarak bu materyallerin = sitotoksisite,
genotoksisite ve rejenerasyon etkinligi hakkinda daha kapsamli sonu¢ elde edilmesi

amaglanmstir.

Endodontide ¢esitli amaglarla kullanilan, birbirinden kimyasal agidan farkl
cok cesitli materyalin degerlendirildigi bir¢ok ¢aligmada in vitro hiicre kiiltiirtinde
bizim c¢alismamizda oldugu gibi insana ait hiicreler kullanilmistir. Alhaktan1 ve ark.
(204) NaOCl'in farkli konsantrasyonlarnin sitotoksisitesini degerlendirdikleri
calismada, Barnhart ve ark. (205) endodontide kullanilan ¢esitli irrigasyon
sollisyonlarinin  sitotoksisitesini  degerlendirmek i¢in yaptiklar1  ¢aligsmada,
Konjhodzic-prcic ve ark. (206) dort farkli kok kanal patinin sitotoksisitesini
karsilastirdiklar1 ¢alismada, Parirokh ve ark. (207) ile Zhou ve ark. (208) farkli kanal
patlarin1 degerlendirmek i¢in yaptiklart ¢alismada, Jung ve ark. (209) MTAD,
biodentin, amalgam ve kompozit materyallerinin toksisitesini inceledikleri
caligmada, Chen ve ark. (210) kalsiyum silikat bazli simanlarin endodontide

kullanimu ile ilgili yaptiklari in vitro ¢alismada insan hiicrelerini kullanmislardir.

Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismalarla benzer olarak human gingival

fibroblast ve human osteoblast hiicreleri tercih edilmistir.

Calismamizda soliisyonlarin hiicreler iizerinde olusturdugu sitotoksisite

etkinliginin belirlenmesinde ise XTT test yontemi kullanilmistir.

Bu test suda eriyebilir bir bilesik olan XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-
5sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)’nin canli hiicrelerce turuncu renkli
formazan bilesenlerine indirgenme diizeyinin, metabolik aktivite gostergesi olarak

ol¢iildiigi kolorimetrik bir goriintiileme yontemidir (211).
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XTT testi, standart yonteme gore daha kisa siirede sonu¢ verme avantaji
sunmaktadir. Ayrica ¢ok sayida 6rnegin hizla ¢alisilip sonuglarin degerlendirilmesine
de olanak saglamaktadir (212). Endodontide yapilan ve ¢alismamizla benzer
Ozellikler tasiyan birgok ¢alismada da sitotoksisitenin degerlendirilmesinde XTT test

yontemi tercih gormiistiir.

Reichl ve ark. (213) geleneksel kok kanal patlarinin DNA hasarina etkilerini
inceledikleri ¢alismada, Lee ve ark. (214) yeni gelistirilen MTA bazli kok kanal
patinin sitotoksisitesini inceledikleri ¢alismalarinda, Petel ve ark. (215) iyodoform
icerikli kok kanal patlarimin proliferatif ve sitotoksik etkilerini inceledikleri
calismalarinda, De-deus ve ark. (216) bioseramik esasli kaide materyallerinin
sitotoksisitesini degerlendirmek iizere yaptiklari ¢aligmalarinda XTT test yontemini

kullanmislardir.

Bu arastirmada da benzer olarak kullanilan irrigasyon soliisyonlarinin

olusturdugu sitotoksisiteyi degerlendirmek amaciyla XTT yontemi tercih edildi.

Calismada kullanilan soliisyonlarin kullanilan hiicreler {izerinde olusturdugu
toksisite, sitotoksisite testine ilave olarak periapikal dokularda meydana gelen
genotoksik etkinin derecesi ve olusabilecek diger yan etkileri belirlemek agisindan
genotoksisite testi ile de degerlendirildi. Endodontik tedavide periapikal dokularda
genotoksik etki gosteren bir¢cok materyallerin varligi cesitli calismalarda belirtilmis

olup bu alandaki ¢aligmalar 6nem tasimaktadir (217-219).

Genotoksisite testleri kanserden korunmada, cevresel etkenlerin (UV, iyonize
radyasyon), endiistriyel kimyasallarin etkisini arastirmada, ilaglarin piyasaya
siriilmeden oOnce toksik etkilerini ve giivenilirligini arastirmada etkin bir sekilde

kullanilmaktadir (165).

Calismamizda da kullanilan irrigasyon sollisyonlarinin kullanilan hiicreler
tizerinde olusturdugu genotoksisite, DNA tzerinde gosterdigi hasar 8-OHdG belirteci

kullanilarak degerlendirilmistir.

DNA da Cu* iyonlar1 en ¢ok G-C den zengin bdlgelerde bulunmasi, bu

iyonlarin polianyonik karakterde olan DNA’nin 6zellikle guanin bazlarina yiiksek
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afinite ile baglanip H»O: ile etkilesime girerek DNA hasarini baglatmasi nedeniyle en

fazla hasara guanin bazinin maruz kaldig1 belirtilmistir (220).

8-OHdG en sik karsilagilan ve mutajenitesi en iyl bilinen DNA hasar
triiniidir ve ¢alismamizda da genotoksisiteyi degerlendirmede 8-OHdG
kullanilmistir (221). Normal sartlarda, insan dokularindaki 8-OHdG ve diger okside
baz olusumu ile bunlarin onarim hizi, kisiden kisiye degismekle birlikte, neredeyse
birbirine esittir. DNA iizerindeki 8-OHdG bilesikleri 8-oksoguanin glikozilazlar
tarafindan kesilerek uzaklastirilir. Fakat onarim yetersiz oldugu kosullarda hasar

kalict hale gelir ve mutajenite olusur (222-224) .

8-OHdG DNA’da meydana gelen hasar1 deney ortaminda belirlemek igin
kullanilan en yaygin iriinler arasinda yer almaktadir (184, 225-227) . Ayrica 8-
OHdG, birgok c¢alismada tek basina DNA hasarinin  gostergesi olarak da
kullanilmistir (228). Dis hekimliginde bir¢ok alanda da g¢alismamizda oldugu gibi
DNA hasarini tespit etmek amaciyla 8-OHdG bilesenine bakilmistir.

Atalayin ve ark. (229) ¢esitli bonding ajanlarinin olusturdugu DNA hasarini
tespit etmek icin hticre kultirt Gzerinde 8-OHdG bilesenine bakmislardir. Kurgan ve
ark. (230) kronik periodontitis nedeniyle meydana gelen DNA hasarimni belirlemede
tikarik icersindeki 8-OHAG bilesenini baz almiglardir. Agha-hosseini ve ark. (231)
liken planus ve skuamoz hiicreli karsinomaya bagli olarak gelisen genotoksisiteyi
tukardk icerisinde yer alan 8-OHdG markirina bakarak degerlendirmislerdir. Volk ve
ark. (232) TEGDMA’nin oral keratinokistler iizerinde olusturdugu genotoksik etkiyi
degerlendirmek i¢in 8-OHdG degerine bakmuslardir. Buljan ve ark.(233)braketlerin
olusturdugu strese bagli olarak gelisen DNA hasarini belirlemek i¢in yaptiklar

calismada ayn1 yonteme bagvurmustur.

Yaptigimiz tiim bu literatiir taramalarindan elde edilen veriler ve dental
materyallerin genotoksisitesi tizerine yapilmis bir¢ok calismada belirtilen bilgiler
tarafimizdan degerlendirilerek bu ¢alismada da genotoksisitenin belirlenmesinde 8-

OHdG belirtecinin kullanilmasina karar verilmistir.
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NaOCl endodontide en yaygm kullanilan irrigasyon soliisyonu olmasina
karsin yiiksek bir toksisiteye sahiptir. Bu nedenle giiniimiizde hala NaOCI’ye
alternatif olabilecek irrigasyon soliisyonu arayisi devam etmektedir (234).
Yaptigimiz bu calismada alternatif olabilecek diger soliisyonlar ile NaOCl’in

sitotoksisitesi ve genotoksisitesi karsilastiriimisgtir.

NaOCl’in en 6nemli dezavantajlarindan birini olusturan toksisitesi lizerinde
literatiirde birgok ¢alisma mevcuttur. Botton ve ark. (218) siit dislerinde pulpektomi
isleminde kullanilan irrigasyon soliisonlarinin toksisitesi ve farmakolojik agidan
degerlendirmesini yaptigi NaOCI (%1 ve% 2,5), %2 klorheksidin,% 6, sitrik asit ve
%17 oraninda EDTA’nin karsilastirildig tiim irriganlarin bazi derecelerde toksisite
gosterdigini bulmuslardir. NaOCI’nin diger li¢ gruba gore daha toksik oldugunu

bulmuslardir.

Ok ve ark. (235) %5.25’lik NaOCI ve %2’lik CHX’in sitotoksik etkilerini
human gingival fibroblast hiicreleri iizerinde degerlendirmis ve c¢alisma sonucunda

NaOCl CHX’e gore daha sitotoksik bulunmustur.

Bajrami ve ark. (236) farelere ait gingival fibroblast hicrelerinde %3 NaOCI,
%2 CHX ve MTAD’1n sitotoksisitesini degerlendirmis, ¢alisma sonucunda NaOCI

diger soliisyonlara gore daha sitotoksik bulunmustur.

Navarro-escobar ve ark. (237) %2,5’1ik NaOCl, %15’lik sitrik asit ve %5’lik
fosforik asitin sitotoksisitesine in vitro hiicre kiiltliriinde bakmistir. Calismalarin

sonucunda NaOCl diger gruplara gore daha sitotoksik bulunmustur.

Serper ve ark. (238) %5 NaOCI, %17 EDTA ve oksidatif potansiyele sahip
suyun sitotoksik etkilerini in vitro hiicre kiiltliriinde karsilagtirmistir. OPW, EDTA ve

NaOCl ye gore kullanilan konsantrasyonlarda daha az sitotoksisite gostermistir.

Mirhadi ve ark. (239) hidrojen peroksitle farkli konsantrasyonlarda kombine
edilmis CHX ve NaOCI in toksik etkisine yaptiklar1 in vitro hiicre kiiltiirii ile
bakmislardir. Calisma sonucunda NaOCI daha toksik bulunmustur. Bizim yaptigimiz

calismanin sonucunda ise NaOCI’ nin 4. ve 24. saatlerde hem human gingival

56



fibroblast hiicresi, hemde human osteoblast hiicresi Uzerindeki sitotoksik etkisi deney

grubundaki diger soliisyonlara gore istatistiksel olarak daha fazla olmustur(p<0.05).

Bu c¢alismalarin sonucunda deney grubundaki diger sollsyonlara gore
toksisitesi daha fazla bulunan NaOCl bizim c¢alismamizda da en yiiksek
sitotoksisiteye sahip olmustur. Yaptigimiz c¢alismanin sonucunun belirtilen bu

calismalarla uyumlu oldugunu diisiinmekteyiz.

Tiim bu ¢aligmalarda ve bizim ¢alismamizda da karsilastirma gruplarina gore
daha toksik oldugu bildirilen NaOCl’e kars1 alternatif olarak propolis, kitosan gibi
fitoterapik icerikli iki sollisyonu ve dogal bir materyal olan humik asiti ¢calismamiza

dahil ederek bu alana yeni secenekler getirmeyi amacladik.

NaOCl’e alternatif olabilecegini diisiindiiglimiiz  soliisyonlardan ilki
propolistir ve apiterapik bir tirtindiir. Dogal ar1 {irlinlerinin insan sagligini koruma ve
tedavi etme amaciyla tipta kullanimi apiterapi olarak adlandirilmaktadir (240).
Apiterapik uygulamalarin son yillarda tip alaninda oldugu oldugu gibi dis

hekimliginde de kullanimi1 artmaktadir.

Propolis arilar tarafindan iretilen regine iceren, bircok biyolojik aktiviteye
sahip dogal bir tirundur (241). Propolisin antibakteriyel, antiinflamatuar, antioksidan,
antiviral etkiye sahip oldugu daha 6nceden bu konularda yapilmis ¢aligmalarda
belirtilmektedir (242-244).

Propolis dis hekimliginde farkli amaglarla farkli alanlarda kullanilmistir.
Kuafajda kaide materyali olarak, dentin hipersensivitesini dnlemek icin, kok kanal
irrigasyon soliisyonu olarak, endodontik kanal patinin igerisinde, periodontal
hiicrelerin canliligin1 korumak i¢in avulse dislerde, periodontolojide yonlendirilmis
doku rejenerasyonunda, oral mukozal iilserasyonlarin iyilestirilmesinde ve diger

bir¢ok alanda propolis etkin sekilde kullanilmigtir (245-250).

Endodontide irrigasyon solisyonu olarak da propolisin  kullanildigi
antibakteriyel ve antifungal etkilerinin arastirildigi ¢alismalar mevcuttur (242, 251,
252).
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Tyagi ve ark. (242) yaptig1 bir ¢alismada C.albicansa kars1 propolis, Morinda
citrifolia, Azadirachta indica ve %S5’lik NaOCl’nin antifungal etkinligi
karsilagtirilmistir. Calisma sonucunda NaOCI ve propolis en yuksek antifungal etkiyi
gostermis olup, bu iki sollisyon arasinda ise istatiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir.

Saxena ve ark. (251)yaptiklart bir ¢alismada propolis ile birlikte bes adet
bitkisel icerikli solisyonun E.Faecalis e kars1 antimikrobiyel etkisini arastirmiglardir.
Calisma sonucunda NaOCl ile birlikte propolis en yuksek antimikrobiyel aktiviyeyi
gotermis olup, bu iki materyal arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamastir.

Jolly ve ark. (253) bir c¢alismada endodontik aerobik ve aneorobik
mikroorganizmalara karsi klorheksidin ve propolisin antimikrobiyel etkinligi
karsilastirmistir. Calisma sonucunda klorheksidin aneorobik grupta en yuksek
antibakteriyel etkiyi gostermistir. Fakat aerobik mikroroganizma grubuna karsi

klorheksidin ve propolis esit seviyelerde antimikrobiyal etki géstermistir.

Bununla birlikte literatiir taramalarinda propolisin sitotoksisitesi tizerine
yapilmis daha smirh sayida calismaya rastlanilmistir. Bu nedenle yaptigimiz bu
calismada propolisin sitotoksik ve genotoksik etkileri ile ilgili veri elde etmek ve

literatiire bu yonde katki saglamak amaglanmistir (254).

Al-shaher ve ark. (255) pulpada yer alan fibroblast hicrelerinde ve
periodontal ligamentte yer alan fibroblast hticrelerinde 0-20 mg/ml propolisin ve 0—
250 mg/ml kalsiyum hidroksitin 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda sitotoksik etkisini
degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda propolisin uygulandigi hiicrelerde gorilen
sitoksisite kalsiyum hidroksit grubuna gére anlamli derecede daha az bulunmustur.
Bizim c¢alismamizda degerlendirilen propolis NaOCI grubuna goére her iki saat
grubunda da daha az sitotoksisite olusturmustur. Yaptigimiz ¢alismanin sonucunun

bu ¢alisma sonucu ile bu nedenle ortiistiigiinii diistinmekteyiz.

Singla ve ark. (256) ratlara viicut kitle indeksine gére ayarlanan propolisi oral

yoldan verdikten sonra 12, 13 ve 14. ginde ratlarin karaciger hiicresinde olusan
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sitotoksik etkiye bakmigslardir. Calisma sonucunda propolisin bizim g¢alismamizin
sonucundan farkli olarak sitoksik etki gostermedigini bildirilmislerdir. Bu farkliligin
nedeninin ¢alismada sitotoksisiteyi degerlendirmede enzimatik assay testinin
kullanilmasinin, ayrica uygulanan hiicre tipi, uygulanan konsantrasyon ve uygulama

sliresinin ¢alismamizdan farkli olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Grenho ve ark. (257) 3T3-L1 fare fibroblast hucreleri lzerinde %25°1lik
brezilya propolisinin sitotoksik etkilerini MTT test yontemi ile 1. 3. ve 7 glinde
degerlendirmiserdir. Ug¢ zaman dilimde de hiicre canlihiginda anlamli bir fark
olmayip propolisin sitotoksik etki gostermedigini bildirmislerdir. S6nmez ve ark.
(258) human gingival fibroblast hiicrelerinde %10’luk propolisin gosterdigi
sitotoksik etkiyi 4 saat sonrasinda MTT test yontemi ile degerlendirip ayni sekilde
calisma sonucunda propolisi sitotoksik bulmamiglardir. Caligsmamizin sonucundan
bu iki g¢alismanin sonucunun farkli olmasinin nedeninin, MTT ve XTT test

yontemlerinin hassasiyet farkliligindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Tyszka-Czochara ve ark. (259) cilt fibroblast hiicreleri {izerinde %0.01°lik
propolisin sitotoksik etkisini 24 saat sonrasinda MTT test yontemi kullanarak
degerlendirmislerdir. Caligmalar1 sonrasinda propolisin uygulanan konsantrasyonda
sitotoksik etki gostermedigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmanin sonucunda uygulanan
propolis konsantrasyonunun bizim ¢alismamizda uygulanan konsantrasyondan
oldukca diisiik olmasindan dolayr c¢alisma sonuglarmin farkli  oldugunu

diistinmekteyiz.

Ayrica belirtilen bu ¢aligmalarin sonucunun, bizim yaptigimiz ¢aligmanin
sonucundan farklilik gostermesinde farkli yorelere ait propolislerin igerik ve etki

olarak da farklilik gostermesinden kaynaklandigini da diistinmekteyiz.

Propolisin, ¢alismamizda kullanilan NaOCI solusyonuna gore daha diisiik
sitotoksisiteye sahip olmasinda ise igeriginde yer alan flavanoidler ile kafeik asit
esterlerinin 6nemli bir roliiniin oldugunu disiinmekteyiz. Propoliste bulunan bu iki
bilesen antioksidan mekanizmasindan ve immunomodulatér mekanizmasindan
sorumlu en oOnemli kilit maddedir (260, 261). Ayrica igeriginde yer alan

hidroksisinnamik asit, ferulik asit, ellajik asit, kuersetin, tokoferol gibi diger
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bilesenlerin sagladig1 diger faydali biyolojik etkilerin propolisin daha az toksik etki

gostermesini sagladigini diistinmekteyiz.

Calismamizda degerlendirilen bir diger etki olan genotoksisite ile ilgili

propolis iizerine yapilmis ¢esitli ¢alismalarda ise farkli sonuglar elde edilmistir.

Ali Yazicioglu ve ark. (262) %25, %50 ve %75 konsantrasyonda Turk
propolisinin genotoksisitesini dermal fibroblast hiicre hatlar1 iizerinde comet assay
test yontemi kullanarak degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda H>O- tarafindan
indlklenen genotoksisiteyi propolisin azalttigi belirtilmistir. Bu ¢aligmanin
sonucunda yaptigimiz c¢alisma sonucu ile uyumlu olarak propolis genotoksik etki
gostermemistir. Bunda daha oncede belirttigimiz gibi aymi yorelere ait propolisin

kullanilmasimin biiyiik etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.

Fu ve ark. (263) fare ilik hiicre hatt1 iizerinde %20’lik propolisin genotoksik
etkisine ames test yontemi ile bakmislardir. Calismalart sonucunda, bizim
calismamizla uyumlu olarak propolisin  genotoksik etkisinin  olmadigin

belirtmislerdir.

Montoro ve ark. (264) 48 saat slresince, insana ait lenfosit hiicre hatti
Uzerine %10 konsantrasyona sahip propolis uygulamasinin ardindan giemsa boyama
teknigi ile genotoksisiteyi degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda propolisin
genotoksik etkinliginin olmadigi belirtilmistir. Santos ve ark.(265) yaptiklart
calismada fare over hiicre hatt1 iizerinde gama 1511 uygulananrak hasar meydana
getirmislerdir. Ardindan hiicrelere 24 saat siiresince %5 konsantrasyona sahip
propolis uygulamiglardir. Calismada genotoksisiteyi belirlemek igin mikronikleus
test yontemi kullanilmistir. Calisma sonucunda propolisin DNA hasarin1 azaltarak
genotoksisiteyi de azalttigi belirtilmistir. Bizim ¢aligmamizin sonucunda ise human
gingival hiicre hatti iizerinde 8-OHdG test yontemi ile degerlendirilen propolis
kontrol gurubu ile es deger bir sonug vererek genotoksik hasar olusturmamistir. Yine
calismamiz kapsaminda degerlendirilen human osteoblast hiicre hatti iizerinde de
propolisin genotoksik etkisinin olmadigi sonucunu elde ettik. Yaptigimiz ¢alismanin
sonuglarinin yukarida sundugumuz benzer igerikli ¢alismalarin sonuglari ile uyumlu

oldugu goriilmektedir.
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Yaptigimiz bu c¢aligma kapsaminda degerlendirilen bir diger irrigasyon
solisyonu olan kitosan ise genellikle yenge¢, karides, midye gibi bazi deniz
kabuklularinin ve ¢ekirge, oriimcek gibi bazi1 boceklerin kabuklarinda yer alan kitinin
deasetilasyonu ile elde edilen, dogada yaygin olarak bulunan bir biyopolimerdir
(266).

Dishekimliginde periradikiiler cerrahide hemostatik ajan (267), endodontide
selasyon ajan1 (268),dolgu materyali (269), periodontal doku rejenerasyonu (270),
kanal icerisindeki kalsiyum hidroksitin uzaktastirmasi (271), bond ajan1 (272) gibi
bircok alanda kullanilmustir.

Yapilan bir¢ok calismada kitosanin gesitli hiicre ve dokular tizerindeki

sitotoksitesi degerlendirilmis ve farkli sonuglar elde edilmistir.

Jena ve ark. (273) insana ait makrofaj hiicre hattina giimiis nano partikiilii ile
kapli kitosan uygulamasindan 24 saat sonra sitotoksisiteyi MTT test yontemi
kullanarak degerlendirmistir. Calisma sonunda kitosanin bakterisidal dozda
sitotoksisiteyi indiiklemedigi belirtilmistir. Bizim yaptigimiz bu ¢alismanin
sonucunda ise kitosan her iki hiicre hattinda da kontrol grubuna gore anlamli
derecede daha sitotoksik bulunmustur. Bu iki calisma sonucunda ki farkliligin
nedeninin kullanilan hiicre hatti ve test yontemi oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica bu
calismada calismamizdan farkli olarak kitosan ile birlikte glimiis nano partikiil
iceriginin kullanilmasinin kitosanin toksisitesini azalttigini diisiinmekteyiz. Kitosanin
calismamizda sitotoksik etki gostermesinde kitosani soliisyon haline getimekte

kullandigimiz asetik asidin etkisinin de oldugunu diisiinmekteyiz (274).

Calismamizda degerlendirilen bir diger etki olan genotoksisite ile ilgili

kitosan {lizerine yapilmis ¢alismalarda ¢esitli sonuglar bildirilmistir.

Fernandes ve ark. (275) insan lenfosit hiicre hatti {izerinde kitosanin
genotoksisitesine bakmiglardir. Calisma sonucunda 0.07mg/mL ve daha diisiik

dozlarda kitosanin genotoksik etkisinin olmadigi belirtilmistir.

Hu ve ark. (276) kitosan1 greft modellerle kombine ederek genotoksisitesine

ames test yontemi kulanarak bakmiglardir. Calisma sonucunda kitosanin
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genotoksisite olusturmadigi belirtilmistir. Bizim ¢alismamizin sonucunda ise human
gingival hiicre hatt1 {izerinde 8-OHdG test yontemi ile degerlendirilen kitosan kontrol
grubuna ve diger soliisyonlara gore degerlendirildiginde en iyi etkiyi géstermis olup
Cantigenotoksik etkili bulunmustur. Yine ¢alismamiz kapsaminda degerlendirilen
human osteoblast hiicre hatt1 {izerinde de propolisin genotoksik etkisinin olmadigi
sonucunu elde ettik. Calismamizda elde edilen bu sonuglarin yukarida belirtilen

caligmalarin sonuglari ile uyumlu oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamiz dahilinde degerlendirilen bir diger materyal olan humik asit
organik bilesiklerin ayrismasi ile olusan dogal bir materyaldir. Humik asit ile ilgili
bu yaygin tanima ragmen humik asitin biyolojik etkileri bu konuda yapilan

caligmalarin smirli olmasi nedeniyle tartigmalidir (112).

Humik asit medikal bircok alanda kullanilmaktadir fakat dis hekimligi
alaninda kullanimi tizerine yaptigimiz literatiir ¢alismasinda sinirli sayida ¢aligmaya

rastlanmistir.

Calisir ve ark. (277) ratlar lizerinde olusturulan periodontitis tizerine humik
asitin etkisini incelemislerdir. Calisma sonrasinda humik asit uygulanan gruptaki
alveolar kemik kaybi ve inflamasyon kontrol grubuna gore anlamli dercede daha

diisiik bulunmustur.

Humik asidin sitotoksisitesi iizerine yapilan gesitli ¢aligmalarda ise farkli

sonuglar bildirilmistir.

Kihara ve ark. (278) human vaskuler endotelyal hiicre hattinda humik asitin
sitotoksik etkisini degerlendirmislerdir. Calismalar1 sonucunda humik asidin uzun
donemde bu hiicreler iizerinde sitotoksik etki gdsterdigini ve buna bagli kronik
vaskiiler hastaliga neden olabilecegini belirtmislerdir. Yaptigimiz bu calismanin
sonucunda ise bu caligma ile uyumlu olarak humik asitin kontrol grubundan daha
sitotoksik oldugu bulunmustur. Ayrica 4.saat uygulamasinda sitotoksisitesi
NaOCl’den daha diisiik bulunurken 24. saat Olgiimiinde sitotoksisite ag¢isindan

NaOCl ile arasinda fark bulunmamastir.
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Hseu ve ark. (279) humik asidin eritrosit hiicre hattinda izerine sitotoksik etki
etttigini ve endemik bir rahatsizlik olan blackfoot hastalifinda predispozan faktor
oldugunu bildirmistir. Yaptigimiz ¢alimanin sonucu bu c¢alisma sonucu ile

ortiismektedir.

Calismamizda degerlendirilen bir diger etki olan genotoksisite ile ilgilili

humik asit (izerine yapilmis ¢alismalarda ¢esitli sonuglar bildirilmistir.

Cheng ve ark. (118) bu hastalik kapsaminda human primer fibroblast hiicre
hattinda humik asidin etkisini incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda humik asidin
oksidatif hasara bagli olarak genotoksisite olusturdugu, fibroblast hiicrelerinin

biiylimesini ve canliligini olumsuz etkiledigi bildirilmistir.

Bizim calismamizin sonucunda ise human gingival hiicre hatt1 iizerinde 8-
OHdG test yontemi ile degerlendirilen humik asit NaOCl’den sonra en genotoksik
materyal olarak bulunmustur. Bu sonucun yukarida belirtilen ¢alisma sonuglart ile

uyumlu oldugunu diisiinmekteyiz.

Yine c¢alismamiz kapsaminda degerlendirilen human osteoblast hiicre hatti
tizerinde de humik asidin ise genotoksik etkisinin olmadigi sonucunu elde ettik. Bu

farkliligin kullanilan farkli hiicre hattina bagli oldugunu diistinmekteyiz.

[rrigasyon soliisyonu segiminde etkili olan tek faktdr biyouyumluluk degildir.
Ideal irrigasyon soliisyonunun biyouyumlu olmasimin yani sira genis antibakteriyel
etkinlige ve smear tabakasini kaldirma ozelligine sahip, nekrotik ve vital pulpa

dokusunu ¢6zmesi agisindan yeterli olmasi gerekmektedir.

Bu caligmada elde edilen sonuglarda irrigasyon soliisyonlarinin in vitro test
yontemi Uzerinde sitotoksisite ve genotoksisite etkinligi degerlendirilmistir. Ancak
bu sonuglar kullanilan bu maddelerin endodontik tedavideki basarisin1 6ngoérmede
tek baslarina yeterli degildir. Bu maddelerin klinik basarilar1 hakkinda daha kapsamli
yorum yapilabilmesi i¢in kok kanal irrigasyon soliisyonlarna karst dokularda
olusabilecek yanitlarin incelendigi in vivo caligmalar ile uzun siireli kullanim

testlerinin sonuglarinin beraber degerlendirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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Bu nedenlerden dolay1 endodontik tedavilerde kullanilmak iizere iiretilen yeni
maddelerin biyolojik uyumlulugu, giivenli kullanimlar1 ve basariya olan etkileri
hakkinda yargiya varilabilmesi i¢in in vivo hayvan caligmalarinin sonuglarinin
olduk¢a Onemli oldugu ve bu g¢aligmalarin yaninda kullanim testleri gibi klinik
caligmalarin sonuglarinin da degerlendirildigi ¢alismalarin da yapilmasi gerektigi
kanisina varildi. Bu ¢alismanin ileride yapilacak klinik ve deneysel ¢caligmalara temel

olusturabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Human gingival fibroblast hiicrelerinin kullanildigi XTT deney sonuglarina gore hem
4 hemde 24 saatlik degerlendirmelerde irrigasyon soliisyonlar1 kontrol grubuna gore
daha sitotoksik bulunmustur. Ayrica irrigasyon soliisyonlarinin sitotoksisite

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir.

XTT sonuglarina goére human gingival fibroblast hiicre hatti tizerine 4 saat suresince
uygulanan irrigasyon soliisyonlarina ait absorbans diizey dagilim1
degerlendirildiginde en disiik sitotoksisiteyi kitosan gosterirken en yiiksek
sitotoksisiteyi NaOCl gostermistir.(p<0.05)

XTT sonuglaria gore human gingival fibroblast hiicre hatt1 lizerine 24 saat siiresince
uygulanan irrigasyon soliisyonlarina ait absorbans diizey dagilimi
degerlendirildiginde en diisiik sitotoksisiyeti humik asit gosterirken en ylksek
sitotoksisite yine NaOCI grubunda gézlenmistir. (p<0.05)

Human osteoblast hiicrelerinin kullanildigi XTT deney sonuglarina gére hem 4
hemde 24 saatlik degerlendirmelerde irrigasyon soliisyonlar1 kontrol grubuna gore
daha sitotoksik bulunmustur. Ayrica irrigasyon soliisyonlarinin sitotoksisite

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir. (p<0.001)

XTT sonuglarina gore human osteoblast hiicre hatti izerine hem 4 saat hemde 24 saat
stiresince uygulanan irrigasyon soliisyonlarina ait absorbans diizey dagilimi
degerlendirildiginde en diisiik sitotoksisiteyi propolis gosterirken en yiiksek

sitotoksisiteyi NaOCl gostermistir.(p<0.05)
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Human gingival fibroblast hiicrelerinin kullanildigi 8-OHdG deney sonuglarina gore
degerlendirilen irrigasyon soliisyonlarinin genotoksisite degerlendirmesinde
irrigasyon sollisyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmistir.
Genotoksisite degerlendirilmesinde en genotoksik materyal NaOCI bulunurken,
kitosan kontrol grubundan da daha iyi etki gostererek antigenotoksik bulunmustur.
(p<0.05)

Human osteoblast hiicrelerinin kullanildig1 8-OHdG deney sonuglarina gore
degerlendirilen irrigasyon soliisyonlarinin genotoksisite degerlendirmesinde ise
irrigasyon soliisyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gbzlenmemistir.

Kullandigimiz dort farkli irrigasyon solusyonu degisik derecelerde sitotoksisite
gostermistir. Calismamizin sonuglari materyallerin sitotoksisiteleri hakkinda fikir

verse de konu ile ilgili daha fazla in vitro ve in vivo ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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