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Klorheksidin diglukonatin insan periferal kan kulturlerinde antioksidan enzim
seviyeleri Uzerine etkilerinin incelenmesi

Analyzing of the effects of chlorhexidine digluconate on the antioxidant enzyme levels in
human peripheral blood cultures
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OZET ABSTRACT

Amag: Bu ¢alismada, klorheksidin diglukonatin Objectives: In the present study, it was aimed
(KHG) insan periferal kan kulttrlerinde antioksidan to investigate the biochemical effects of
enzim seviyeleri Uzerine olan biyokimyasal chlorhexidine  digluconate (CHX) on the
etkilerinin arastiriimasi amaglandi. antioxidant enzyme levels in human peripheral

Gere¢ ve Yontem: Daha oOnce herhangi bir blood cell cultures.
toksik ajana maruz kalmamis ve sistemik olarak Materials and Methods: The blood cultures
saglikli 10 bireyden (5 erkek, 5 kadin) elde edilen were prepared using the blood samples obtained
kan ornekleri ile kan kilturleri hazirlandi. Elde from 10 individuals (5 male and 5 female) who
edilen kilturler farkli konsantrasyonlarda KHG were systemically healthy and were not exposed to
(0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 mmol/L) ile muamele edildi. any toxic agent before. The cultures were exposed
Biyokimyasal etkilerin degerlendirilmesi amaciyla to different concentrations of CHX (0.05, 0.1, 0.2
glutatyon peroksidaz (GPx), stperoksit dismutaz ve 0.4 mmol/L). Glutation peroxidase (GPx),
(SOD) ve Kkatalaz (KAT) enzim aktiviteleri superoxide dismutase (SOD) and Catalase (CAT)
incelendi. enzyme activities were analyzed in order to

Bulgular: KHG'nin 0.1, 0.2 ve 0.4 mmol/L’'luk evaluate the biochemical effects.
konsantrasyonlari  ile  muamele edilen kan Results: A dose-dependent  statistically
kultirlerinde GPx, SOD ve CAT enzim significant reduction was seen in the GPx, SOD and
aktivitelerinde doza bagl istatistiksel olarak CAT enzyme activities in the blood cultures treated
anlaml derecede azalma izlendi (p<0.05). with 0.1, 0.2 ve 0.4 mmol/L concentrations of

Sonug: Bu ¢alisma, KHG'nin insan periferal kan CHX.
kiltirlerinde  antioksidan  enzim  seviyeleri Conclusion: This is the first in vitro study
lizerindeki etkilerini arastiran ilk in vitro calismadir. investigating the effects of CHX on antioxidant
Sonu¢ olarak, bu bilesigin kan hicrelerindeki enzyme levels in the human peripheral blood
antioksidan enzim aktivitelerini etkilemek suretiyle cultures. In conclusion, it was revealed that CHX
doza bagl sitotoksik etkilere sahip oldugu da ortaya had dose-depended cytotoxic effects by influencing
konulmustur. the antioxidant enzyme activities in blood cells.

Anahtar Kelimeler: Klorheksidin, toksisite, Keywords: Chlorhexidine, toxicity, antioxidant
antioksidan enzim. enzyme.
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GIRIS

Son vyillarda kimyasal plak kontroli
amaciyla yapilan oral hijyen uygulamalari
curiik olusumu ve periodontal hastaliklara
karsi koruyucu mudahalede énemli bir yere
sahip olmustur. Dis fircalama ve dis ipi
kullanma gibi bireysel olarak
gerceklestirilen ~ mekanik  yontemler,
Ozellikle diglerin ara yiiz bolgelerinde
yetersiz kaldigr icin kimyasal ajanlarin
kullammina  ilgi artmistir.)  Plak
kontrolinde mekanik metotlarla birlikte
antimikrobiyal soltsyonlarin kullaniminin

oldukca etkili oldugu belirlenmis ve
bdylece agiz calkalama sollsyonlari
giderek yaygin  bir kullanim alani
bulmustur.

Klorheksidin diglukonat (KHG)
hekzametilen koprist iceren bisbiguanid
yapisinda bir agiz calkalama
solusyonudur.> KHG  etkili  bir

antimikrobiyal ajan olup uzun yillardir
topikal antiseptik ajan olarak
kullanilmaktadir.* Genis spektrumlu bir
agjan olan KHG’nin Gram (+) ve (-)
bakterilere, mayalara ve virlslere Kkarsi
etkili oldugu rapor edilmistir.> S. Mutans
ve P. Gingivalis sayisinin azaltilmasinda,®
dis cirtiklerinin 6nlenmesinde,” herpetik
ajiz  lezyonlarinda,® oral  candida
enfeksiyonlarinda,® bas boyun kanserleri
ile ilgili kemoterapi ve radyoterapi alan
bireylerde kullanilmaktadir.’® HIV ve
hepatit B virlsiine karsi da etkili oldugu
rapor edilmistir.***?

KHG’nin antibakteriyel etkisi,
bakterilerce emilimi ile ilgili oldugu
belirtilmektedir. Nétral pH’da pozitif yikli
KHG molekdllt negatif yikli bakteriler
tarafindan  absorbe  edilirken  asidik
sartlarda emilim azalir. Dusuk
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yogunluklarda sitoplazma zarinin
organizasyonunun bozulmasina sebep olur.
Boylece bakteriyi ilaca karsi gegirgen kilar
ve bakteri hiicresinde 6nemli metabolik
olaylari inhibe eder. Yiksek yogunluklarda
ise bakterilerin sitoplazma iceriklerini
koagiile eder.®**

KHG en yaygin kullanilan ve test edilen
ajan  oldugundan, ozellikle  yiksek
bakterisidal yetenegi, oral bakterilerin
buyuk bir kisminda matriks
metalloproteinazlari azaltmasi ve
proteolitik, glikosidik aktiviteleri
engelleme kabiliyetinden dolay! antiseptik
tedavide altin standart olarak kabul
edilmistir.® Ancak dislerde, dilde ve
restorayonlarda kahverengi boyama ve tat
duyusunun gecici kaybi gibi yan etkileri de
s6z  konusudur.®  Diger taraftan,
tekrarlayan kullanimlarda deride birikerek
kimalatif etkilere yol actigi bilinen
KHG’nin deney hayvanlarinin  cesitli
organlarinda toksik etkilere neden oldugu
bildirilmistir.’” Bu bulgulara ragmen
KHG’nin insanlarda toksik etkileri (izerine
literatirde sinirli sayida calisma yer
almakta olup, bu calismalarin sonuglari
birbirleri ile celismektedir.* Kimyasal
maddelerin hlcre kdltlrleri  Uzerindeki
toksik etkileri, hiicrelerin genetik yapilarini
ya da biyokimyasal faaliyetlerini bozacak
sekilde  meydana  gelebilir.  Toksik
maddelerin  hicrelerde  biyokimyasal
faaliyetleri sekteye ugratmasi sitotoksik
etkileri olarak tanimlanmaktadir. Glutatyon
peroksidaz (GPx), Superoksit dismutaz
(SOD) ve Katalaz (KAT) hcreleri serbest
oksijen  radikallerinin  neden  oldugu
oksidatif hasardan koruyan en o6nemli
antioksidanlar olup, sitotoksisite
calismalarinda sikhkla kullanilan
enzimlerdir. Bu enzimlerden, GPx hidrojen
peroksit, steroid ve lipid hidroperoksitler
uzerine etkili bir antioksidan enzim olup,
eritrosit ve l6kosit gibi hucreleri oksidatif
hasara karsi koruyucu gérev alir.®* SOD
stperoksit radikallerine karsi hiicrenin
enzimatik antioksidan savunmasinda en
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énemli  roli  oynarken,®  SOD'un
antioksidan aktivitesi sonucu agiga ¢ikan
hidrojen peroksitin detoksifiye edilmesi
KAT veya GPx tarafindan saglanir.?* Bu
calismada, in vitro sartlarda insan periferal
kan  kaltirlerinde KHG’nin  yukarida
belirtilen antioksidan enzim seviyeleri
Uzerine olan biyokimyasal etkilerinin
arastirilmasi amaclandi.

GEREC VE YONTEM

Kdaltarlerin hazirlanmasi ve KHG ile
muamele edilmesi

Bu calismada, kan kdltdrlerinin elde
edilmesi amaciyla meslekleri geregi daha
once herhangi bir fiziksel ve kimyasal
toksik ajana maruz kalmamis, sigara ve
alkol kullanmayan 27-31 yas arasi sistemik
olarak saglikh 10 bireyden (5 erkek, 5

kadin) alinan kan o&rnekleri kullanildi.
Heparinize enjektore  alinan kan
numuneleri, Atatlrk Universitesi Fen

Fakultesi Biyoloji Bolimu Toksikoloji ve
Doku Kultir Laboratuarlarinda ydratilen
biyokimyasal ve genetik arastirmalarda
kullanildi.  Atatirk  Universitesi  Dis
Hekimligi Fakuiltesinde etik kurul onayi
alindiktan sonra kan kulttrleri daha Once
Evans &  O’Riordan®® tarafindan
tanimlanan protokole uygun olarak elde
edildi. Periferal kan hicre kualtirt eldesi
icin steril kultir tapleri igerisine dnceden
hazirlanmis  ve 37 °C’ye getirilmis
besiyerinden (Chromosome Medium B,
Biochrom®, Almanya) 5 ml konuldu ve
besiyerleri tzerine 0.5 ml tam kan eklendi.
Elde edilen kaltdrler farkl
konsantrasyonlarda KHG (0,05, 0,1, 0,2 ve
0,4 mmol/L) ile muamele edildi. Pozitif
kontrol grubu elde etmek amaciyla
Mitomisin  C (107 M) kullanilirken,
herhangi bir ajanla muamele edilmeyen

kiltar  tapleri  negatif kontrol olarak
kullanildi.

Antioksidan Enzim Aktivitelerinin
incelenmesi

Biyokimyasal etkilerin

degerlendirilmesinde superoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim
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aktiviteleri ele alindi. SOD, KAT ve GPx
enzim aktivitelerinin tayininde sirasiyla,
Misra ve Fridovich,?® Aebi®* ve Carlberg
ve Mannervik®® tarafindan uygulanan
spektrofotometrik yontemler esas alindi.

Istatistiksel Analiz

Cahismadan elde edilen bulgularin
istatistiksel yonden degerlendirilmesinde
S.P.S.S 11.5 programi kullanildi. SOD,
KAT ve GPx enzim aktivitelerinin kontrol
ve muamele gruplari arasinda degisiklik
gosterip  gostermedigi  varyans analizi
kullanilarak tespit edildi. Varyans analizi
icin one way Anova testlerinden Fisher’s
Least Significant Difference (LSD) testleri
kullanildi. Elde edilen sonuglar 0,05 anlam
seviyeleri g6z o©ninde bulundurularak
yorumlandi.

BULGULAR

Bu calismadan elde edilen sonuclara
gore, 0,05, 0,1, 0,2 ve 0,4 mmol/L KHG ile
muamele edilen kultirlerde 0,05 ve 0,1
mmol/L konsantrasyonda her (¢ enzim
seviyesinde de anlamh bir farklhihk
izlenmedi (p>0,05). 0,2 mmol/lL KHG
konsantrasyonu ile  muamele edilen
kiltirlerdke GPx ve SOD enzim
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
derecede azalma izlenirken (p<0,05), bu
konsantrasyonda KAT enzim seviyesinde
istatistiksel ~ anlamli  bir  degisiklik
izlenmedi  (p>0,05). 04  mmol/L
konsantrasyonda KHG ile muamele edilen
kan kaltarlerindeki antioksidan enzim
seviyelerinin incelenmesinde ise artan doza
bagll olarak her l¢ enzim seviyesinin de
istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
go6zlendi (p<0,05) (Tablo 1).

TARTISMA

Topikal antiseptik ajanlar, oral ve
periodontal saghgin strdarilmesi amaciyla
uzun yillardan beri kullaniimaktadir. KHG,
yaygin olarak kullanilan ve en etkili
antiseptik ajan olmakla beraber, toksik
etkileri henliz tam olarak bilinmemektedir.
Bununla birlikte, glnimizde tim veya
kismi agiz dezenfeksiyon teknigi gibi
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uygulamalarda KHG derin periodontal
ceplerin subgingival periodontal mekanik
tedavi ile tedavisinde irrigasyon amaciyla
oldukca vyaygin olarak  kullaniimak-
tadir.”*?” Bu gibi uygulamalarda KHG'nin
diseti olugundan konnektif dokuya dogru

penetre olmak lzere absorbe olabilecedi ve
etkiledigi hicrelerde potansiyel toksik
etkilere sebep olabilecegi dusinilmektedir.

Daha 6nce KHG'nin oral kullaniminda
emiliminin ¢ok dustuk olmasindan dolayi
onemli  bir  boyutta toksik  etki

Tablo 1. in vitro KHG muamelesi sonrasinda kiltiirlerde tespit edilen GPx, SOD ve KAT

enzim aktivite dizeyleri.

GPx aktivitesi | SOD aktivitesi KAT aktivitesi

Gruplar (U/ml) (U/ml) (U/g Hb)
Kontrol (-) 83.7+ 115 89.5+7.5 260.5 + 28.6
Kontrol (+) MMC 495+9.8 741+6.8 231.2+245
0.05 mmol/L KHG 80.1+115 91.2+8.0 259.0 + 28.4
0.1 mmol/L KHG 789+ 11.2 89.3+7.1 258.4 + 27.3
0.2 mmol/L KHG 742 +10.5 82.7+5.9 256.6 + 25.1
0.4 mmol/L KHG 69.6 + 8.3 80.4+6.6 252.5+29.3"

" Istatistiksel olarak 0.05 seviyesinde anlamliligi ifade etmektedir. MMC: Mitomisin C; KHG: Klorheksidin

olusturmadi§i belirtilmesine ragmen,® bazi
arastirmacilar kullanilan klinik
konsantrasyonlarda KHG'nin oral
dokularda ve hcreler tzerinde sitotoksik

etkilere neden oldugunu
vurgulamislardir.?** KHG iizerine yapilan
calismalarda bu molekulin  6zellikle

alveoler kemik hucre kulturleri ile epitel
hicreleri, makrofajlar, notrofiller ve
kirmizi kan htcreleri Uzerinde sitotoksik
etkilere neden oldugu bildirilmistir.?*3
Yine KHG ile muamele edilen
osteoblastik, fibroblastik ve endotel hiicre
kiltarlerinde artan  konsantrasyonlarda
KHG'nin kalturdeki htcrelerin - canlihk
oranini  azaltigi rapor edilmistir.®* Bu
calismalarin varligina ragmen, daha 6nce
KHG'nin hicre kultirlerinde antioksidan
enzim seviyeleri Uzerine etkilerini arastiran
herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, KHG’nin sitotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla insan periferal
kan kaltarlerinde SOD, GPx ve KAT gibi
osteoblastik, fibroblastik ve endotel hicre
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kilturlerinde artan konsantrasyonlarda
KHG'nin kalturdeki htcrelerin - canlihk
oranini  azaltigi rapor edilmistir.®® Bu
calismalarin varligina ragmen, daha 6nce
KHG'nin hicre kilturlerinde antioksidan
enzim seviyeleri Uzerine etkilerini arastiran
herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, KHG’nin sitotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla insan periferal
kan kudltirlerinde SOD, GPx ve KAT gibi
antioksidan  kapasitesi  olan  enzim
seviyeleri Uzerine olan etkileri incelendi ve
bu bilesigin artan konsantrasyonlarinin
kilturlerde antioksidan enzim aktivitelerini
olumsuz etkilemek suretiyle hiicrelerde
sitotoksik etkilere yol actigi bulundu. Bu
calisma bu yonlyle de literatiire katki
saglayacak ilk calisma olacaktir.

Sonug olarak KHG halen gunimizde
en etkili agiz calkalama solusyonu olarak
kullaniimaktadir. Ozellikle antibakteriyel
etkisinden dolayi gerek plak dnleyici ajan
olarak gunluk kullanimda veya cesitli
periodontal tedavilerden sonra gerekse
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periodontal tedaviler esnasinda irrigasyon
amaciyla oldukca genis bir endikasyon
yelpazesinde Onerilmektedir. Bu nedenle
oral olarak kullaniminda yol acabilecegi
sitotoksik ve genotoksik etkilerinden
dolayi daha  detayh calismalarla
glvenilirligi kanitlanincaya kadar uzun
streli kullanimlardan kaciniimalidir.

KAYNAKLAR

1. Drisko CH. Nonsurgical periodontology
therapy. Periodontol 2000 2001;25:77-
88.

2. Ciancio SG. Site specific delivery of
antimicrobial agents for periodontal
disease. Gen Dent 1999;47:172-178.

3. Eren K, Ozmeric N, Sardas S.
Monitoring of buccal epithelial cells by
alkaline comet assay (single cell gel
electrophoresis technique) in
cytogenetic evaluation of chlorhexidine.
Clin Oral Invest 2001;6:150-154.

4. Hatipoglu H, Gilnci GN, Sengin D.
Klorheksidin iceren agiz gargarasinin
hatali  kullanimi sonucu  go6zlenen
deskuamatif lezyonlar: Olgu Raporu.
Hacettepe Dishek Fak Derg 2007;31:42-
45,

5. White RR, Hays GL, Janer LR.
Residual antimicrobial activity after
canal irrigation with chlorheksidine J
Endod 997;23:229-231

6. George AM, Kalangi SK, Vasudevan
M, Krishnaswamy NR. Chlorhexidine

varnishes effectively inhibit
Porphyromonas gingivalis and
Streptococcus mutans — an in Vvivo

study. J Indian Soc Periodontol
2010;14:178-180.

7. Autio- Gold J. The Role of
Chlorhexidine in Caries Prevention.
Oper Dent 2008;33:710-716.

8. Park JB, Park NH. Effect of
chlorhexidine on the in vitro and in vivo
herpes simplex virus infection. Oral
Surg Oral Med Oral Pathol
1989;67:149-153.

9. Semprebom AM, Isidoro  ACA,
Machado MAN, Campelo PMS,

201

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Hofling JF, Samaranayake LP, Rosa
EAR. Enhanced susceptibility of
Candida albicans to chlorhexidine under
anoxia. Braz J Oral Sci 2009;8:105-110.
Ferretti GA, Raybould TP, Brown AT,
Macdonald JS, Greenwood M,
Maruyama Y, Geil J, Lillich TT, Ash
RC. Chlorhexidine prophylaxis for
chemotherapy- and  radiotherapy-
induced stomatitis: a randomized
double-blind trial. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol 1990;69:331-338.

Harbison MA, Hammer SM.
Inactivation of human
immunodeficiency virus by Betadine
products and chlorhexidine. J Acquir
Immune Defic Syndr 1989;2:16-20.
Bernstein D, Schiff G, Echler G, Prince
A, Feller M, Briner W. In vitro virucidal
effectiveness of a 0.12%-chlorhexidine
gluconate mouthrinse. J Dent Res
1990;69:874-876.

Emilson CG. Susceptibility of various
microorganisms to chlorhexidine. Scand
J Dent Res 1977;85:255-265.

Leonardo MR, Tanomaru Filho M,
Silva LA, Nelson Filho P, Boniféacio
KC, 1to IY. In vivo antimicrobial
activity of 2% chlorhexidine used as a
root canal irrigating solution. J Endod
1999;25:167-171.

Varoni E, Tarce M, Lodi G, Carrassi A.
Chlorhexidine (CHX) in dentistry: state
of the art. Minerva Stomatol 2012;61:
399-419.

Menderes G, Athar Ali N, Aagaard K,
Sangi-Haghpeykar H. Chlorhexidine-
alcohol compared with povidone-iodine
for surgical-site antisepsis in cesarean
deliveries. Obstet Gynecol
2012;120:1037-1044.

Bartzokas CA, Corkill JE, Makin T.
Evaluation of the skin disinfecting
activity and cumulative effect of
chlorhexidine and triclosan handwash
preparations on hands artificially
contaminated with serratia marcescens.
Infect Control 1987;8:163-167.



Arabaci ve ark.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Onat T, Emerk K, S6zmen ET. insan
Biyokimyasi. Palme Yayincilik, 2002,
Ankara.

Yildirim A. intakt ve Adrenalektomili
Sicanlarin Eritrosit ve Mide
Dokularinda Oksidan ve Antioksidan
Parametrelerin  Arastiriimasi.  Atatirk
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyokimya
Anabilim Dali, Uzmanhk Tezi, 2003,
Erzurum.

Powers SK, Lennon SL..Analysis of
cellular response to free radicals: focus
on exercise and skeletal muscle. Proc
Nutr Soc 1999; 58: 1025-1033.

Eken A. Hiberbarik oksijen tedavisi,
oksidatif stres ve genetik toksisite
arasindaki iliskinin arastiriimasi.
Gulhane Askeri Tip Akademisi, Saglik
Bilimleri Enstitisu, Yuksek Lisans tezi,
2003, Ankara.

Evans HJ, O’Riordan ML. Human
peripheral blood lymphocytes for the
analysis of chromosome aberrations in
mutagen tests. Mutat Res 1975;31:
135148.

Misra HP, Fridovich 1. The role of
superoxide anion in the autoxidation of
epinephrine and a simple assay for
superoxide dismutase. J Biol Chem
1972;247:3170-3175.

Aebi H. Albrektsso Catalase in vitro.
Methods Enzymol 1984;105:121-126.
Carlberg I, Mannervik B. Purification
and characterrization of the
flavoenzyme glutathione reductase from
rat liver. J Biol Chem 1972;250:5475-
5480.

Quirynen M, Bollen CML,
Vandekerckhove BN, Dekeyser C,
Papaioannou W, Eyssen H. Full-vs.
partial mouth disinfection in the
treatment of periodontal infections:
short-term clinical and microbiological
observations. J Dent Res 1995;67:1456—
1467.

Reynold MA, Lavigne CK, Minah GE,
Suzuki JB. Clinical effects of
simultaneous ultrasonic scaling and

202

28.

29.

30.

31.

32.

33.

with
Periodontol

subgingival

chlorhexidine. J
1992;19:595-600.
Xue Y, Zhang S, Yang Y, Lu M, Wang
Y, Zhang T, Tang M, Takeshita H.
Acute pulmonary toxic effects of
chlorhexidine (CHX) following an
intratracheal instillation in rats. Hum
Exp Toxicol 2011;30:1795-1803.

Cabral MC, Costa MA, Fernandes MH.
In vitro models of periodontal cells: a

irrigation
Clin

comparative  study of long-term
gingival, periodontal ligament and
alveolar bone cell cultures in the

presence of beta-glycerophosphate and
dexamethasone. J Mater Sci Mater Med
2007;18:1079-1088.

Giannelli M, Chellini F, Margheri M,
Tonelli P, Tani A. Effect of
chlorhexidine digluconate on different
cell ~types: A  molecular and
ultrastructural investigation. Toxicol In
Vitro 2008;22:308-317.

Ribeiro DA, Bazo AP, da Silva Franchi
CA, Marques MEA, Salvadori DMF.
Chlorhexidine induces DNA damage in
rat peripheral leukocytes and oral
mucosal cells. J Periodont Res
2004;39:358-361.

Oosterwaal PHM, Mikx FHM, van den
Brink ME, Renggli HH. Bactericidal
concentration of chlorhexidine-
digluconate, aminefluoride gel and
stannous fluoride gel for subgingival
bacteria tested in serum at short contact
times. J Periodont Res 1989;24:155-
160.

Babich H, Wurzburger BJ, Rubin YL,
Sinensky MC, Blau L. An in vitro study
on the cytotoxicity of chlorhexidine
digluconate to human gingival cells.
Cell Biol Toxicol 1995;11:79-88.



