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ÖZET
Amaç: Bu çalışmada, klorheksidin diglukonatın

(KHG) insan periferal kan kültürlerinde antioksidan
enzim seviyeleri üzerine olan biyokimyasal
etkilerinin araştırılması amaçlandı.

Gereç ve Yöntem: Daha önce herhangi bir
toksik ajana maruz kalmamış ve sistemik olarak
sağlıklı 10 bireyden (5 erkek, 5 kadın) elde edilen
kan örnekleri ile kan kültürleri hazırlandı. Elde
edilen kültürler farklı konsantrasyonlarda KHG
(0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 mmol/L) ile muamele edildi.
Biyokimyasal etkilerin değerlendirilmesi amacıyla
glutatyon peroksidaz (GPx), süperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (KAT) enzim aktiviteleri
incelendi.

Bulgular: KHG'nin 0.1, 0.2 ve 0.4 mmol/L'luk
konsantrasyonları ile muamele edilen kan
kültürlerinde GPx, SOD ve CAT enzim
aktivitelerinde doza bağlı istatistiksel olarak
anlamlı derecede azalma izlendi (p<0.05).

Sonuç: Bu çalışma, KHG'nin insan periferal kan
kültürlerinde antioksidan enzim seviyeleri
üzerindeki etkilerini araştıran ilk in vitro çalışmadır.
Sonuç olarak, bu bileşiğin kan hücrelerindeki
antioksidan enzim aktivitelerini etkilemek suretiyle
doza bağlı sitotoksik etkilere sahip olduğu da ortaya
konulmuştur.

Anahtar Kelimeler: Klorheksidin, toksisite,
antioksidan enzim.

ABSTRACT
Objectives: In the present study, it was aimed

to investigate the biochemical effects of
chlorhexidine digluconate (CHX) on the
antioxidant enzyme levels in human peripheral
blood cell cultures.

Materials and Methods: The blood cultures
were prepared using the blood samples obtained
from 10 individuals (5 male and 5 female) who
were systemically healthy and were not exposed to
any toxic agent before. The cultures were exposed
to different concentrations of CHX (0.05, 0.1, 0.2
ve 0.4 mmol/L). Glutation peroxidase (GPx),
superoxide dismutase (SOD) and Catalase (CAT)
enzyme activities were analyzed in order to
evaluate the biochemical effects.

Results: A dose-dependent statistically
significant reduction was seen in the GPx, SOD and
CAT enzyme activities in the blood cultures treated
with 0.1, 0.2 ve 0.4 mmol/L concentrations of
CHX.

Conclusion: This is the first in vitro study
investigating the effects of CHX on antioxidant
enzyme levels in the human peripheral blood
cultures. In conclusion, it was revealed that CHX
had dose-depended cytotoxic effects by influencing
the antioxidant enzyme activities in blood cells.

Keywords: Chlorhexidine, toxicity, antioxidant
enzyme.
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GİRİŞ
Son yıllarda kimyasal plak kontrolü

amacıyla yapılan oral hijyen uygulamaları
çürük oluşumu ve periodontal hastalıklara
karşı koruyucu müdahalede önemli bir yere
sahip olmuştur. Diş fırçalama ve diş ipi
kullanma gibi bireysel olarak
gerçekleştirilen mekanik yöntemler,
özellikle dişlerin ara yüz bölgelerinde
yetersiz kaldığı için kimyasal ajanların
kullanımına ilgi artmıştır.1 Plak
kontrolünde mekanik metotlarla birlikte
antimikrobiyal solüsyonların kullanımının
oldukça etkili olduğu belirlenmiş ve
böylece ağız çalkalama solüsyonları
giderek yaygın bir kullanım alanı
bulmuştur.2

Klorheksidin diglukonat (KHG)
hekzametilen köprüsü içeren bisbiguanid
yapısında bir ağız çalkalama
solüsyonudur.3 KHG etkili bir
antimikrobiyal ajan olup uzun yıllardır
topikal antiseptik ajan olarak
kullanılmaktadır.4 Geniş spektrumlu bir
ajan olan KHG’nin Gram (+) ve (-)
bakterilere, mayalara ve virüslere karşı
etkili olduğu rapor edilmiştir.5 S. Mutans
ve P. Gingivalis sayısının azaltılmasında,6

diş çürüklerinin önlenmesinde,7 herpetik
ağız lezyonlarında,8 oral candida
enfeksiyonlarında,9 baş boyun kanserleri
ile ilgili kemoterapi ve radyoterapi alan
bireylerde kullanılmaktadır.10 HIV ve
hepatit B virüsüne karşı da etkili olduğu
rapor edilmiştir.11,12

KHG’nin antibakteriyel etkisi,
bakterilerce emilimi ile ilgili olduğu
belirtilmektedir. Nötral pH’da pozitif yüklü
KHG molekülü negatif yüklü bakteriler
tarafından absorbe edilirken asidik
şartlarda emilim azalır. Düşük

yoğunluklarda sitoplazma zarının
organizasyonunun bozulmasına sebep olur.
Böylece bakteriyi ilaca karşı geçirgen kılar
ve bakteri hücresinde önemli metabolik
olayları inhibe eder. Yüksek yoğunluklarda
ise bakterilerin sitoplazma içeriklerini
koagüle eder.13,14

KHG en yaygın kullanılan ve test edilen
ajan olduğundan, özellikle yüksek
bakterisidal yeteneği, oral bakterilerin
büyük bir kısmında  matriks
metalloproteinazları azaltması ve
proteolitik, glikosidik aktiviteleri
engelleme kabiliyetinden dolayı antiseptik
tedavide altın standart olarak kabul
edilmiştir.15 Ancak dişlerde, dilde ve
restorayonlarda kahverengi boyama ve tat
duyusunun geçici kaybı gibi yan etkileri de
söz konusudur.16 Diğer taraftan,
tekrarlayan kullanımlarda deride birikerek
kümülatif etkilere yol açtığı bilinen
KHG’nin deney hayvanlarının çeşitli
organlarında toksik etkilere neden olduğu
bildirilmiştir.17 Bu bulgulara rağmen
KHG’nin insanlarda toksik etkileri üzerine
literatürde sınırlı sayıda çalışma yer
almakta olup, bu çalışmaların sonuçları
birbirleri ile çelişmektedir.14 Kimyasal
maddelerin hücre kültürleri üzerindeki
toksik etkileri, hücrelerin genetik yapılarını
ya da biyokimyasal faaliyetlerini bozacak
şekilde meydana gelebilir. Toksik
maddelerin hücrelerde biyokimyasal
faaliyetleri sekteye uğratması sitotoksik
etkileri olarak tanımlanmaktadır. Glutatyon
peroksidaz (GPx), Süperoksit dismutaz
(SOD) ve Katalaz (KAT) hücreleri serbest
oksijen radikallerinin neden olduğu
oksidatif hasardan koruyan en önemli
antioksidanlar olup, sitotoksisite
çalışmalarında sıklıkla kullanılan
enzimlerdir. Bu enzimlerden, GPx hidrojen
peroksit, steroid ve lipid hidroperoksitler
üzerine etkili bir antioksidan enzim olup,
eritrosit ve lökosit gibi hücreleri oksidatif
hasara karşı koruyucu görev alır.18,19 SOD
süperoksit radikallerine karşı hücrenin
enzimatik antioksidan savunmasında en
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önemli rolü oynarken,20 SOD'un
antioksidan aktivitesi sonucu açığa çıkan
hidrojen peroksitin detoksifiye edilmesi
KAT veya GPx tarafından sağlanır.21 Bu
çalışmada, in vitro şartlarda insan periferal
kan kültürlerinde KHG’nin yukarıda
belirtilen antioksidan enzim seviyeleri
üzerine olan biyokimyasal etkilerinin
araştırılması amaçlandı.

GEREÇ VE YÖNTEM
Kültürlerin hazırlanması ve KHG ile

muamele edilmesi
Bu çalışmada, kan kültürlerinin elde

edilmesi amacıyla meslekleri gereği daha
önce herhangi bir fiziksel ve kimyasal
toksik ajana maruz kalmamış, sigara ve
alkol kullanmayan 27-31 yaş arası sistemik
olarak sağlıklı 10 bireyden (5 erkek, 5
kadın) alınan kan örnekleri kullanıldı.
Heparinize enjektöre alınan kan
numuneleri, Atatürk Üniversitesi Fen
Fakültesi Biyoloji Bölümü Toksikoloji ve
Doku Kültürü Laboratuarlarında yürütülen
biyokimyasal ve genetik araştırmalarda
kullanıldı. Atatürk Üniversitesi Diş
Hekimliği Fakültesinde etik kurul onayı
alındıktan sonra kan kültürleri daha önce
Evans & O’Riordan22 tarafından
tanımlanan protokole uygun olarak elde
edildi. Periferal kan hücre kültürü eldesi
için steril kültür tüpleri içerisine önceden
hazırlanmış ve 37 oC’ye getirilmiş
besiyerinden (Chromosome Medium B,
Biochrom®, Almanya) 5 ml konuldu ve
besiyerleri üzerine 0.5 ml tam kan eklendi.
Elde edilen kültürler farklı
konsantrasyonlarda KHG (0,05, 0,1, 0,2 ve
0,4 mmol/L) ile muamele edildi. Pozitif
kontrol grubu elde etmek amacıyla
Mitomisin C (10-7 M) kullanılırken,
herhangi bir ajanla muamele edilmeyen
kültür tüpleri negatif kontrol olarak
kullanıldı.

Antioksidan Enzim Aktivitelerinin
İncelenmesi

Biyokimyasal etkilerin
değerlendirilmesinde süperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim

aktiviteleri ele alındı. SOD, KAT ve GPx
enzim aktivitelerinin tayininde sırasıyla,
Misra ve Fridovich,23 Aebi24 ve Carlberg
ve Mannervik25 tarafından uygulanan
spektrofotometrik yöntemler esas alındı.

İstatistiksel Analiz
Çalışmadan elde edilen bulguların

istatistiksel yönden değerlendirilmesinde
S.P.S.S 11.5 programı kullanıldı. SOD,
KAT ve GPx enzim aktivitelerinin kontrol
ve muamele grupları arasında değişiklik
gösterip göstermediği varyans analizi
kullanılarak tespit edildi. Varyans analizi
için one way Anova testlerinden Fisher’s
Least Significant Difference (LSD) testleri
kullanıldı. Elde edilen sonuçlar 0,05 anlam
seviyeleri göz önünde bulundurularak
yorumlandı.

BULGULAR
Bu çalışmadan elde edilen sonuçlara

göre, 0,05, 0,1, 0,2 ve 0,4 mmol/L KHG ile
muamele edilen kültürlerde 0,05 ve 0,1
mmol/L konsantrasyonda her üç enzim
seviyesinde de anlamlı bir farklılık
izlenmedi (p>0,05). 0,2 mmol/L KHG
konsantrasyonu ile muamele edilen
kültürlerde GPx ve SOD enzim
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı
derecede azalma izlenirken (p<0,05), bu
konsantrasyonda KAT enzim seviyesinde
istatistiksel anlamlı bir değişiklik
izlenmedi (p>0,05). 0.4 mmol/L
konsantrasyonda KHG ile muamele edilen
kan kültürlerindeki antioksidan enzim
seviyelerinin incelenmesinde ise artan doza
bağlı olarak her üç enzim seviyesinin de
istatistiksel olarak anlamlı derecede azalma
gözlendi (p<0,05) (Tablo 1).

TARTIŞMA
Topikal antiseptik ajanlar, oral ve

periodontal sağlığın sürdürülmesi amacıyla
uzun yıllardan beri kullanılmaktadır. KHG,
yaygın olarak kullanılan ve en etkili
antiseptik ajan olmakla beraber, toksik
etkileri henüz tam olarak bilinmemektedir.
Bununla birlikte, günümüzde tüm veya
kısmi ağız dezenfeksiyon tekniği gibi
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uygulamalarda KHG derin periodontal
ceplerin subgingival periodontal mekanik
tedavi ile tedavisinde irrigasyon amacıyla
oldukça yaygın olarak kullanılmak-
tadır.26,27 Bu gibi uygulamalarda KHG'nin
dişeti oluğundan konnektif dokuya doğru

penetre olmak üzere absorbe olabileceği ve
etkilediği hücrelerde potansiyel toksik
etkilere sebep olabileceği düşünülmektedir.

Daha önce KHG'nin oral kullanımında
emiliminin çok düşük olmasından dolayı
önemli bir boyutta toksik etki

Tablo 1. İn vitro KHG muamelesi sonrasında kültürlerde tespit edilen GPx, SOD ve KAT
enzim aktivite düzeyleri.

Gruplar
GPx aktivitesi
(U/ml)

SOD aktivitesi
(U/ml)

KAT aktivitesi
(U/g Hb)

Kontrol (-) 83.7 ± 11.5 89.5 ± 7.5 260.5 ± 28.6
Kontrol (+) MMC 49.5 ± 9.8* 74.1 ± 6.8* 231.2 ± 24.5*

0.05 mmol/L KHG 80.1 ± 11.5 91.2 ± 8.0 259.0 ± 28.4
0.1 mmol/L KHG 78.9 ± 11.2 89.3 ± 7.1 258.4 ± 27.3
0.2 mmol/L KHG 74.2 ± 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*

* İstatistiksel olarak 0.05 seviyesinde anlamlılığı ifade etmektedir. MMC: Mitomisin C; KHG: Klorheksidin

oluşturmadığı belirtilmesine rağmen,28 bazı
araştırmacılar kullanılan klinik
konsantrasyonlarda KHG'nin oral
dokularda ve hücreler üzerinde sitotoksik
etkilere neden olduğunu
vurgulamışlardır.29-32 KHG üzerine yapılan
çalışmalarda bu molekülün özellikle
alveoler kemik hücre kültürleri ile epitel
hücreleri, makrofajlar, nötrofiller ve
kırmızı kan hücreleri üzerinde sitotoksik
etkilere neden olduğu bildirilmiştir.29,33

Yine KHG ile muamele edilen
osteoblastik, fibroblastik ve endotel hücre
kültürlerinde artan konsantrasyonlarda
KHG'nin kültürdeki hücrelerin canlılık
oranını azalttığı rapor edilmiştir.30 Bu
çalışmaların varlığına rağmen, daha önce
KHG'nin hücre kültürlerinde antioksidan
enzim seviyeleri üzerine etkilerini araştıran
herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Bu
çalışmada, KHG’nin sitotoksik etkilerini
değerlendirmek amacıyla insan periferal
kan kültürlerinde SOD, GPx ve KAT gibi
osteoblastik, fibroblastik ve endotel hücre

kültürlerinde artan konsantrasyonlarda
KHG'nin kültürdeki hücrelerin canlılık
oranını azalttığı rapor edilmiştir.30 Bu
çalışmaların varlığına rağmen, daha önce
KHG'nin hücre kültürlerinde antioksidan
enzim seviyeleri üzerine etkilerini araştıran
herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Bu
çalışmada, KHG’nin sitotoksik etkilerini
değerlendirmek amacıyla insan periferal
kan kültürlerinde SOD, GPx ve KAT gibi
antioksidan kapasitesi olan enzim
seviyeleri üzerine olan etkileri incelendi ve
bu bileşiğin artan konsantrasyonlarının
kültürlerde antioksidan enzim aktivitelerini
olumsuz etkilemek suretiyle hücrelerde
sitotoksik etkilere yol açtığı bulundu. Bu
çalışma bu yönüyle de literatüre katkı
sağlayacak ilk çalışma olacaktır.

Sonuç olarak KHG halen günümüzde
en etkili ağız çalkalama solüsyonu olarak
kullanılmaktadır. Özellikle antibakteriyel
etkisinden dolayı gerek plak önleyici ajan
olarak günlük kullanımda veya çeşitli
periodontal tedavilerden sonra gerekse
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periodontal tedaviler esnasında irrigasyon
amacıyla oldukça geniş bir endikasyon
yelpazesinde önerilmektedir. Bu nedenle
oral olarak kullanımında yol açabileceği
sitotoksik ve genotoksik etkilerinden
dolayı daha detaylı çalışmalarla
güvenilirliği kanıtlanıncaya kadar uzun
süreli kullanımlardan kaçınılmalıdır.
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