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Adult Periodontitisli ve Gingivitisli Hastalarin Gingival Cep
Sivilart ve Tiikiiriik Orneklerinde Psodokolinesteraz Aktivitest

Pseudocholinesterase Activity in the Gingival Crevicular
Fluid and Saliva from Patients with Adult Periodontitis and
Gingivitis

Tamer YILMAZ!

Oreet

Bu ¢aligmada adull periodontitisli ve gingivitisli has-
talardan alinan cep sivist (GCF) ve stimule tikirik or-
neklerindeki pseudokolinesteraz aktivitelerinin tam koy-
durucu defieri aragtinldi . Bu amagla Ankara Universitesi
Dis hekimligi Fakiiliesi Periodontoloji Anabilim Dal kh-
nigine bagvuran adult periodontitis ve gingivitis teghisi
konmus hastalardan tedaviye baglamadan Gnce Rudin
ylintemi ile cep sivist tmeklert ve stimule tilkirik  top-
lanarak her iki Grnckte kinetik spektrofolometrik yontemle
pseudokolinesteraz aktivilesi dlguldi.

Bulunan degerler varyans analizi ile degerlendirilip so-
nuglur lartigild: .

Anshtar kelimeler : Pseudokolinesteraz , GCF | (-
kllriik .

Abstract

In this study , the diagnostic value of pseudo-
cholinesterase activity were determined in gingival cre-
vicular fluids (GCF) and stimulated saliva collected from
patients with adull periodontitis and gingivitis . The sam-
ples were collected from paents diagnosted with adult
periodontitis and gingivitis who applied to the Department
of Periodontology. Ankarn University Faculty of Dentistry.
Before starting to treatment gingival crevicular fluids were
collected using Rudin's Method . The pseudocholinesterase

activity was determined spectrophotometrically in GCF
and stimulated saliva .
The values obtained were analyzed using varians anal-

ysis and the results were discussed for their clinical sig-

nificans .
Keywords : Pscudocholinestersse , GCF, saliva.

GIRIS

Enzimler, hastaliklarin ~ pa-
togenezinde aldiklan rol nedeni ile uzun yillardir
hiiyiik ilgi ¢ekmiglerdir (1-4). Pekgok aragurmaci
tarafindan belirtildigi gibi periodontitisli hastalarin
gingival cep sivilan (GCF), tikrikleri ve gingivalari
pekgok enzim iermektedir (2, 5-7). Ancak en-

periodontal

zimlerin afhz hastaliklannda oynadiklan rol heniz
tam olarak agiklanms defildir (7).

Psidokolinesteraz (PCE, EC 3.1.1.8), diger adiyla
serum kolinesterazi, esas olarak karacierde sen-
tezlenerek kana verilen, substrat 6zgiilligd ve tercihi
ile gergek kolinesterazdan (sinir dokusu, alyuvarlar)
aynlan bir enzimdir. Asetil-P-metilkolin digmda
hemen tim kolin esterlerini hizla pargalayabilen bu
enzim, muhtemelen yabaner kaynakl kimyasallar
(ilag, zehir v.b.) ortadan kaldirmakla girevlidic (8).
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PCE aktivite tayini, Klinisyenler ve Klinik bi-
yokimyacilar tarafindan karaciger fonksiyonlarin
belirlemek  ve karaciger hastahiklarini izlemek ama-
ciyla kullaniimaktadir (9). Akut hepatit, siroz ve ka-
racifer metastazlannda kolinesteraz seviyeleri diy-
mektedir. PCE aym zamanda u;gunul'usl'ul se-
hirlenmelerinin saptanmasi  igin  Onemli  bir in-
dikatordiir (9),

Cesitli viicut sivilaninda PCE akuviteleri be-
lirlenmistic, Enzim  aktivitesiiter, ghzyasi sivisi,
idrar ve parotis bezin de tiikiiriik bezi salgilanna ol-
dukga yakin degerlerdedir. Ancak bu bolgelerdeki
aktivite plazma akuvitesinin 1/1500'G kadardir (6).
PCE aktivitesinin periodontal ceplerdeki durumu ve
¢nzimin periodontan hastaliklardaki rolii hakkinda
bilinenler ise gok azdir.

Bu galismanin amaci, adult periodontitis (AP) ve
gingivitis hastalikh kigilerin wikriik ve periodontal
cep sivisi (GCF) Grneklerindeki pstdokolinesteraz
(PCE) aktiviiesini saptamak ve PCE dlgumleri ile
hasianhklar arasindaki olasi iligkivi aragurmaktir.

YONTEM VE GERECLER

Bu ¢aligma, Ankara Universitesi Dig Hekimligi
Fakiiliesi polikliniklerine bagvuran hastalardan ali-
nan orncklerle yapildi.

Hasta segimi: Denckler, khinik ve radyoloiik yon-
den AP veya gingivitis olduklan saptanmey ve en az
bir vildir highir periodontal tedavi girmemis veya
antibiyotik kullanmamug ve Wim maksiller amerior
digleri tamam olan kisilerden olugturuldu. Sistemik
bir bozuklugu olanlar teste alinmadi. Her hasta grubu
10 hastadan olusturuldu. Ortalama yaglar; AP grubu
igin 46.3 £ 8.6, Gingivitis grubu igin 32.6 + 10.2,
kontrol grubu igin ise 22.0 % 1.1 idi, GCF ve wikiiriik
trnekleri clde cdilmeden tnee, periodontal hastalifin
tinem derccesini saptamak amaciyla cep derinligi 8l-
gildi. Tim denekler drnek wplama iglemi ve ga-
ligmanin amaci hakkinda bilgilendirildi. GCF ve ti-
kiirdk 8mekleri de periodontal tedavi Gncesinde alin-
di,

Cahigmada kullanilan kimyasal maddeler analiuk
saflikta olup Sigma Chemical, Co. (ABD) fir-

masindan saglandi. Cahigmada: santrifugasyon igin
Eppendorfl 5417R model sogutmah mikrofiy, speki-
rofotometrik dl¢iimler igin ise Milton-Roy Spectronic
3000 Diode Array Spectrophotemeter kullamild,

GCF ve tikiiriik Srneklerinin toplanmas : GCF
tirnegtinin  ahnmasinda Rudin'in yontemine gére,
standardize (15 mm uzunluk x 2 mm geniglik) kagn
seritler kullamldi (10), Kagil seritlenin uglarinda
standart bir igaret vardir. Kafndin ucu cebe yer-
lestirilmis ve igarct daha derine girmeyi engellemck
amagci ile kullamlmignr, GCF drnekleri wikinik ile
kontaminasyon riskini dnlemek anaciyla maksiller
anterior diglerin vestibuler ylizlerinden ahindi. Ornek
alum pamuk tamponlarla izole edildi ve yavagga ha-
valandinldi. GCF miktarlan Valazza ve ark.nn (11}
metodlarina gire saptandi. Belieli bir zaman aralig
iginde toplanan GCF mikian 1arum ile hesaplandi,
sivi emilen seril alamm saptama yoluna gidilmedi.
Kagit genitler plastk tiiplerde kullamim bneest tar-
ulds, Grnek alimimn hemen ardindan 1arum tek-
rarlandh. Ornek toplama suresi de aynca Slgiildi. Bu
yolla da sivi akisimn mg/dakika cinsinden lgumu
saflandi, Ornekler duha sonra aliiminyum folyoya
sanlarak analiz zamamna kudar -86°C'de sakland:.
Her kisiden 5 ml uyanbmis tikiirik drnegi toplandi.
Titktiriik Srnckleri 15 dakika 3000 xg'de santriftije
edildi. Enzim akuvesi Slgiimil ve protein tayim 10l-
kiiruk supernataminda gergeklestinildi.

Depolama stiresinin PCE akuvitesine olan etkisi,
ayni deneklerden alinan Smekler kullunilarak de-
nendi. Bu irneklerdeki PCE aktiviteleri farkh za-
manlarda diglilmiis ve depolama siiresince bir ak-
tivite kaybr olmadigi saptand.

Kagit geritlerden GCFnin ckstraksiyonu: GCF
ornekleri emdinlmis kagit seritlerin saklandiklun
Eppendorf tiiplere 400 pl tampon ( 0.1 mol/l. NaCl
igeren 25 mM morpholinoethansilfonik asit / NaOH,
pH=7.4) tamponu eklendi. Ekstruksiyon, tiiplerin da-
kikada 120 devir vapan bir calkalavicida gor-
geklestirildi. Ekstraksiyon islemi baglangigta 10, 15,
30, 45 ve 60 dokika sireyle yapildi. Onuncu ve ve 15
dakikalarda ckstrakte edilen PCE enzim aktvitesi
giderek artarken 30. dakikada en yiliksek degere ula-
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sildi. Bu nedenie 30 dakikabk zaman rutin olarak
kullanilds. 30 dakika galkalanarak geritlerdeki en-
zimlerin ve proteinlerin tampona gegmesi sagland,
Kagit serit gikanldiktan sonra afizlan kapatilan
tipler mikrofijde 13500 rpm'de 5 dakika sant-
rifiijlendi. Siipernatan almarak PCE aktivitesi ve
protein miktan tayini igin Kullanildi,

Hastalardan alinan tikirilk drmekleri mikrofiijde
13500 rpm'de santrifiijlendi ve siipernatanlar enzim
aktivitesi ve protein miktan dlglimlerinde kullamlda.

Orneklerde PCE aktivitesinin saptanmasi : PCE
aktivitesi Ellman'in ySntemine (12) gére 500 pl
olgiim ortamu ile yapilmigur, Olglim ortamu 250 pl
0.2 molfT. morpholinoetansilfonik asit /KOH tam-
ponu (pH=7.2) ve 50 pl 1.25 mM 5-5-dithiobis-2-
nitrobenzoic asit igermekteydi. Bu kangima 100 pl
GCF veya tiikrik eklendi ve hacim distile su ile 450
ul've tamamlandi. Sicakhigin dengelenmesi igin Or-
nekler 37°C'de 3 dakika tninkiibasyon uygulands,
Enzim aktivitesi Slgtimii 50 pl 5 mM  butyry-
lthiocholine iodide (BTCI) ilasvesi ile baslauld: ve
412 nm'deki absorbans arug izlendi. Bir enzim iini-
tesi, hir dakikada bir pmol BTCl'yi hidrolize eden
enzim aktivite miktart olarak kabul edildi. He-
saplamalar, seyreltme fakttril ve molar sogurganhik
katsayisi (€ =13600 M1} dikkate alinarak yapildi.

Protein_miktarimn _tayini: Orneklerdeki protein
miktarlar1, Bradford yontemine goire dlgaldi (13).

Gruplar arasindaki farklar varyans analizi ile de-
perlendiriidi (14).

BULGULAR

Tiim gruplann gingival cep sivilan (GCF) ve
tiikiriik drneklerinde dlgiilen PCE aktivitelerinin da-
gilim Sekil 1'de gosterilmistir. 1k dikkau geken
nokta, tikirik drocklerindeki aktivitelerin GCF Gr-
neklerinin yaklasik 1/10' kadar olmasidir. Gin-
givitis, AP ve kontrol gruplanndan alinan GCF dir-
neklerinde  6lgiler PCE  aktiviteleri;  swrasiyla
27.28=23.87, 36.34+29.09 ve 8.78+4 .84 U/mg pro-
tein olarak saptandi. Aym gruplardan alinan tiikiriik
drneklerindeki  PCE  akuviteleri ise  sirasiyla;
4194311, 2.1122.20 ve 0.4640.22 U/mg protein
olarak hesapland.
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Sekil 1. CanEivins ve Adull Penodoniiisl Hastalann 1a-
kiirik ve Gingival Cep Sivilannda {GCF) Psi-
dokolinesteraz Aktivitesi Daglim:

Her iki gruptan alinan GCF Grmeklerindeki PCE ak-
tiviteleri kontrol grubundakilerden istatisuksel olarak
fnemli dizeyde farkl bulundu (sirasiyla p<0.05 ve
p<0.05). Her iki hastalik grubu arasinda ise istatistiksel
clarak bir fark bulunamadi (p=>0.05) (Sekil 2)..
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Sekil 2. Gingivitis ve Adult Pericdontitisli Hastalarin
Gingival Cep Sivilan ve Tukuriklerinde Psg-
dokohnesteraz Aktvitelen
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AP ve gingivitis gruplanindan alinan tiikirik or-
neklerinde de PCE  aktivitelerinin kontrol  gru-
bundakilerden istatistiksel olarak Gnemli duzeyde
farkl oldugu saptandi (sirasiyla p<0.05 ve p<0.03).
Her iki hastalik grubu arasinda ise istatistiksel olarak
hir fark bulunamadi (p>0.05)

TARTISMA

Bu caligmada her iki hasta grubunda da gingival
cep sivist ve tilkrilk PCE aktiviteleri kontrollerden
yilksektir. Ancak Adult Periodontitis ve gingivitis
argsindaki farklar istatistiksel yéinden énemsizdir, Bu
durum rnckleme alammn simrch olusunun sonucu
olabilir, Zira tikrilkle olugabilecek kontaminasyonu
engellemek igin, gingival cep sivist sadece maksillar
anterior diglerden toplanmigtir ki, bu digler AP ve
gingivitis hastalannda gok etkilenen digler degildir.

GCF'deki PCE aktivitesi tiikiiriikien yitksektir. Bu
bulgy GCFnin tikiirikteki enzim konsanirasyonu
iizerine ctkili olabilecegine igaret etmektedir. Bu
bulgularimiz daha Gnceki ile uyumludur. Daha dnce
yapilan bir gahgma da tiikriikteki PCE aktivitesinin
plazmadan  Jegil, fakar tikrik  bezleri, mik-
roorganizmalar,  lékositler ve GCFden  kay-
naklandiini gostermistir (6). PCE, bakeeriler ta-
rafindan da olusturulabildigine gore tiikrik ve
GCFdcki PCE aktivite arug periodontal  has-
taliklarda bol mikiarda karsilagilan bakterilere bagh
olabilir (1,6). Alternatif olarak bu artig ayrca pe-
riodontal hastalik sirasinda olusan enflamasyon so-
nucu goriilen esteraz sonucu da olabili. PCE pe-
riodontal dokularda bilhassa kan damarfan cirafinda
ve yangisal hiicre yiginlan ile iligkili olarak sap-
tanmuglir (15},

Daha énceki bir gahgmada klinik gingivitis has-
talarinda ortalama PCE degerlen saghkl kigilere ki-
yasla Snemli bir yikseklik péstermemektedir (6).
Ancak bizim gahgmamizda hem gingivitis grubunda,
hem de AP grubunda GCF érneklerindeki PCE ak-
tivitesi dnemli olarak yiksektir, Bu iki ¢aligmanin
sonuglanina gire; baglangiy gingivitis fazinda PCE
aktivitesi Snemli bir artig gistermeyebilir. Ancak
bakterivel flora komplekslestikge ve yang alt do-
kulara vayildikca PCE aktivitesi daha yiiksek defere
ulagabilir yorumu yapilabilir,

Pericdontal hastahiklarda enzim aktivite artsi
ayrica Nakamura ve Slots (3), Zambon (16) ve
Winer'in (7} caligmalari ile de gosterilmigtir. Ancak

gerek daha tince yapilan ¢abgmalarin sonuglan, ge-
rekse bizim bulgulanmizdan yola gikarak, klimk
muayene yapilarak tiplendirme ve evrelendirme ya-
pilmaksizin, yalmzea enzim akuivitelerden ayinci bir
tan1 araci olarak  kullanmanuz  olanaksiz  gi-
rillmektedir.
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