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OZET

NORMAL AKCIiGER BRONSIAL EPITELYUM HUCRESI iLE KiSTiK
FIBROZIS (KF) AKCIGER BRONSIAL EPITELYUM HUCRESINE
FARKLI GRUP ANTIBIYOTIKLERIN HUCRE ICINE GIRISLERI

ARASINDAKI FARKIN BELIRLENMESI

Giinay N. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji ve
Toksikoloji Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

Solunum sistemi diger sistemlerle karsilagtirildiginda ¢evreye agik bir giris kapist gibi
goriinmesine karsin normal bir insan her zaman solunum sistemi enfeksiyonu
gecirmemektedir. Solunum sisteminin en oncelikli koruyucu eleman1 mukosiliyer yapidir. Bu
yapt mikroorganizmalarin sisteme ulagsmasimi engelledigi gibi diger partikiilleride

uzaklastirarak sistemi korur.

Kistik fibrozisli (KF) hastalarda Kistik Fibrozis Transmembran Iletken Diizenleyici
kodlayan gende olusan mutasyon nedeniyle perisiliyer sivinin hacminde azalma olmaktadir.
Bu bozulma sonucunda akcigerin mukusu temizlenememektedir. Mukusta olusan bu
dehidratasyon ayni zamanda glikokaliks yapiya siki yapismaya neden olmaktadir. Tiim bu
degisiklikler solunum sisteminde ¢esitli bakterilerin kolonizasyonu i¢in elverisli bir ortamin

olusmasina neden olmaktadir.

Hiicre i¢ci madde transferinde sorun oldugu bilinen KF hastasi akciger bronsial
epitelyum hiicresi ile normal akciger bronsial epitelyum hiicresi farkli etki mekanizmalarina
sahip antibiyotiklerin hiicre ic¢inde etkin konsantrasyona hangi dozlar ve zamanlarda

ulasabileceginin kiyaslamali olarak arastirilmasi amaglanmistir.

Biz ¢alismamizda hiicre g¢eperi sentezini bozanlardan vankomisin, protein sentezini
bozanlardan tetrasiklinlerin semi sentetik analoglari olan Glisilsiklinlerin ilk tiyesi olan
tigesiklinin belirli dozlarinin KF hastas1 akciger bronsial epitelyum hiicresi ve normal akciger
bronsial epitelyum hiicresine giris doz cevap ve zaman cevap calismasi hiicre kiiltiirii
ortaminda yapilip, yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) ile hiicre igerisindeki

oraninin doz ve zamana bagl farkliliklart belirlenmistir.
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Caligmamizda, tigesiklin tim dozlar ile yapilan ¢aligma sonucunda 10, 30, 100 ve 300
png/ml dozlarinda IB3-1 hiicresine giris normal hiicre ile karsilastirildiginda anlamli oranda
yiiksek bulunmustur. Antibiyotiklerin hiicre i¢ine giris oranlar1 KF hiicreleri i¢in 3 pg/ml i¢in
%22.43, 10 pg/ml i¢in %25.79, 30 pg/ml i¢in %36.20, 100 pg/ml i¢in %33.09 ve 300 pg/ml
icin %18.30 iken, normal brong epitelyum hiicreleri i¢in 3 pg/ml ig¢in % 24.62, 10 pg/ml i¢in
%8.28, 30 pg/ml igin %4.57, 100 pg/ml icin %2.65 ve 300 pg/ml icin %2.71 bulunmustur.
Hiicre igine giren miktar verilen miktarlar ile karsilastirildiginda 30 pl/ml MIK degerlerine

yakin ve hiicre i¢ine optimal girisin oldugu doz belirlenmistir.

IB3-1ve BEAS hiicresi igin 30 pg/ml tigesiklin doz zaman calismas1 sonucunda 1 saat,
2 saat, 4 saat, 8 saat,16 saat, 24 saat IB3-1 hiicresine girig anlamli bulunmustur. tigesiklin 30
pg/ml dozunun zamana gore hiicre i¢ine giris oranlart KF hiicreleri i¢in 1.saat i¢in %12.57,
2.saat i¢in %23.20, 4.saat i¢in %33.23, 8.saat i¢in %45.85, 16.saat i¢in %45.29 ve 24.saat i¢in
%39.60 iken, normal brons epitelyum hiicreleri i¢in 1.saat igin %3.64, 2.saat i¢in %4.33,
4.saat i¢in %7.51, 8.saat i¢in %9.43, 16.saat i¢in %6.55 ve 24.saat i¢in %4.30 bulunmustur.

IB3-1 hiicresine en iyi giris oran1 8 saat olarak tespit edilmistir.

Vankomisin ile yapilan doz calismalarinda, hiicre i¢ine girebilen miktar standartlarda
(CLSI ve EUCAST) belirtilen MIK degerlerinin ¢ok iistiinde ve hiicre i¢ine giren miktarin
cok diisiik oranda (IB3-1 ve BEAS hiicreleri igerisine girisin sadece 300 pg/ml i¢in IB3-1 i¢in
%0,88, BEAS i¢in %1,26) oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, tigesiklinin KF akciger hiicresine girisi normal akciger hiicresine oranla
daha yiiksek bulunmustur. 30 pg/ml MIK optimal giris dozu icin KF akciger hiicresi ve
normal akciger hiicresinde tigesiklin doz zaman ¢alismasinda 1, 2, 4, 8, 16 ve 24 saatlerde KF
akciger hiicresine tigesiklinin girisi anlamli bulunmustur. KF akciger hiicresine en iyi giris
yiizdesi 8. saatte bulunmustur. Vankomisinin KF ve normal brons hiicresine girisinin yok
denecek kadar az oldugu tespit edilmistir. Bunun i¢in vankomisin doz yanit ¢aligmasi

yapilmamustir.

Bu nedenle, tigesiklinin KF ve normal akciger epitel hiicrelerine penetrasyonu

vankomisine oranla daha yiiksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kistik Fibrozis, Vankomisin, Tigesiklin



ABSTRACT

THE DETERMINATION OF THE DIFFERENCE WITHIN
PENETRATION OF DIFFERENT GROUP ANTIBIOTICS INTO
NORMAL LUNG BRONCHIAL EPITHELIUM CELLS AND CYSTIC
FIBROSIS CELLS

Giinay N. Adnan Menderes University Health Sciences Institute, Pharmacology and
Toxicology Master of Science Thesis, Aydin, 2016.

Although the respiratory system has an open gate to the environment, when compared
with other sytems, healthy human does not have a respiratory infection frequently. The most
important protective component of the respiratory system is the mucociliary construction.
This structure protects the system by preventing the approach of microorganisms as well as

other particles.

The volume of periciliary liquid decreases at patients suffering from cyctis fibrosis due
to the mutation at Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator gene. The mucus
of lung can not be cleared due to this disruption. This dehydration in mucus leads a tight
adhesion to the glycocalyx construction. All these alterations lead to form a proper

environment in respiratory system for colonization of bacteries such as P. aeruginosa.

We aimed to investigate in the cells which doses can be achieved at what time points in
order to obtain the effective concentrations of antibiotics having different mechanism of effect
at normal lung bronchial epithelium cells and lung epithelium cell in cystic fibrosis patient

known to have a problem at intracellular cell material transfer.

We used definite doses of vancomycin which disrupts cell synthesis and tigecyclin
which is the first member of semisynthetic analogs glycilcyclin that disrupts protein synthesis
for determining bronchial epithelium cell of cystic fibrosis patients and bronchial epithelium
cell of normal lung penetration dose response and time response at cell culture studies and the
diferences in cell culture due to dose and time was determined by high performance liquid

chromatography (HPLC).

When the cell penetration ratio was compared for 1B3-1 cells and normal cells with 10,
30, 100 ve 300 pg/ml doses of Tigecyclin, it was found significantly higher for IB3-1 cells.
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While the cell penetration ratio of antibiotics for cyctic fibrocis cells was found as 22.43% for
3 pg/ml dose, 25.79% for 10 pg/ml dose, 36.20% for 30 pg/ml dose, 33.09% for 100 pg/ml
dose and 18.30% for 300 ng/ml dose, it was found as 24.62% for 3 pg/ml dose, 8.28% for 10
png/ml, 4.57% for 30 pg/ml dose, 2.65% for 100 pg/ml dose and 2.71% for 300 png/ml dose for
normal broncial epitelium cells. When the cell penetration amounts was compared with the
given amounts, it was found very near to 30 ul/ml MIK value and this dose was found as the

optimal dose for cell penetration.

For dose-time studies for Tigecyclin 30 ug/ml dose performed with IB3-1 and BEAS
cells, the cell penetration amount was found significantat 1 h, 2 h, 4 h, 8 h,16 h, 24 h for IB3-
1 cells. While the cell penertaion ratio was observed as 12.57% for 1 h, 23.20% for 2 h,
33.23% for 4 h, 45.85% for 8 h, 45.29% for 16 h and 39.60% for 24 h for cyctic fibrosis cells,
it was observed as 3.64% for 1 h, 4.33% for 2 h, 7.51% for 4 h, 9.43% for 8 h, 6.55% for 16 h
and 4.30% for 24 h for normal broncial epitelium cells. The best cell penetration ratio was
observed at 8 h for IB3-1 cells.

For the dose studies of Vancomycin, the cell penetration amount in the cell was given to
be highly above MIK value determined in the standarts (CLSI ve EUCAST) and the cell
penetration amount was determined to be highly below MIK value (the permeble amount was
determined for IB3-1 cells as 0,88% and for BEAS cells as 1,26% for only 300 pg/ml doses

each).

Consequently, the cell penetration of tigecyclin into cystic fibrosis lung cell was found
higher than normal lung cell. For 30 pg/ml MIC optimal cell penetration dose, the cell
penetration of tigecyclin was found significant into cystic fibrosis lung cell and normal lung
cell for dose time study at 1, 2, 4, 8, 16 ve 24 hours. The best and higher penetration into
cystic fibrosis lung cell was obtained at 8" hour. The cell penetration of vancomycin into
cystic fibrosis and nomal bronchial cell was observed too little and insignificant. Due to that

the dose response study was not performed for vancomycin.

Therefore, the cell penetration of tigecyclin was found higher than vancomycin at cystic

fibrosis epithelium cell and normal lung epithelium cell.

Key words: Cystic Fibrosis, Vancomycin, Tigecyclin.
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1. GIRIS

Solunum sistemi diger sistemlerle karsilagtirildiginda ¢evreye agik bir giris kapist gibi
goriinmesine karsin normal bir insan her zaman solunum sistemi enfeksiyonu
gecirmemektedir. Bunun altinda yatan neden solunum sisteminin miikemmel koruyucu
sistemidir. Solunum sisteminin en 6ncelikli koruyucu elemani mukosiliyer yapidir. Bu yapi1
mikroorganizmalarin sisteme ulagsmasini engelledigi gibi diger partikiilleride uzaklastirarak
sistemi korur (Guggino, 2001; Verkman, 2001). Mukosilier yapidaki esas olusum tim
solunum sistemini orten havayolu yiizey sivisinin hacmi ve kompoziisyonudur. Bu s1vi, inhale
edilen partikiilleri tutan visk6z mukus yap1 ve epitelyum ile mukusu birbirinden ayiran
perisiliyer sivi yapidan olusur. Perisiliyer yapi1 diisiik viskozitesi ile biryandan silier darbeleri
kolaylastirirken diger yandan mukusun temizleme islemini arttirmaktadir (Puchelle ve ark,

1995; Matsui ve ark, 1998).

Kistik fibrozisli (KF) hastalarda “Kistik Fibrozis Transmembran iletken Diizenleyici
(KFTR)” kodlayan gende olusan mutasyon nedeniyle epitelyumda siklik adenozin monofosfat
(cAMP) bagimli iyon ge¢isinin bozulmasit sonucu perisiliyer sivinin hacminde azalma
olmaktadir. Bu bozulma sonucunda silialar yeteri kadar uzayamamakta ve akcigerden mukusu
temizleyememektedir (Matsui ve ark, 1998a; Tarran ve ark, 2001). Mukus da olusan bu
dehidratasyon ayni1 zamanda glikokaliks yapiya siki yapismaya neden olmaktadir (Matsui ve
ark, 1998b). Tim bu degisiklikler solunum sisteminde P. aeruginosa gibi bakterilerin

kolonizasyonu i¢in elverisli bir ortamin olugsmasina neden olmaktadir.

Biz c¢alismada hiicre duvarina etkili vankomisin, protein sentezini etkili tetrasiklinlerin
semi sentetik analoglar1 olan Glisilsiklinlerin ilk iiyesi olan tigesiklinin belirli dozlarinin KF
hastas1 akciger bronsial epitelyum hiicresi ve normal akciger bronsial epitelyum hiicresine
giris doz cevap ve zaman cevap calismasi hiicre kiiltiirli ortaminda yapilip, yliksek
performanslh sivi kromatografi (HPLC) ile hiicre icerisindeki oraninin doz ve zamana baglh

farkliliklar1 belirlenecektir.

Tim bu bilgilerin 15181 altinda hiicre i¢i madde transferinde sorun oldugu bilinen KF
hastas1 akciger bronsial epitelyum hiicresi ile normal akciger bronsial epitelyum hiicresi farkli
etki mekanizmalarina sahip antibiyotiklerin hiicre i¢inde etkin konsantrasyona hangi dozlar ve

zamanlarda ulasabileceginin kiyaslamali olarak arastirilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

KF, mortalite oran1 yliksek ¢ogunlukla beyaz irkta goriilen genetik bir hastaliktir.
Yedinci kromozomun uzun kolunda yer alan ve epitel hiicrelerinin apikal membraninda klor
kanali olarak gorev yapan KFTR proteinini kodlayan gendeki mutasyonlar sonucu olusan bir
tek gen hastaligidir. Otozomal resesif olarak kalitilan rahatsizlikta, iist solunum yollari,
akciger, pankreas, karaciger, safra kanallari, ter bezleri ve iirogenital organlari etkileyebilen

coklu sistem hastaligidir (Kristidis, 1992 ; Hodson ve ark, 2007; Accurso ve ark, 2008).

Ter ve tiikiirik bezleri, havayollari, kalin bagirsak ve pankreasa ait ekzokrin
glandlardan anormal sekresyonlarin olusumu bazi ana bozukluklardir. Kronik obstriiktif ve
stipiiratif akciger hastaligi, ekzokrin ve endokrin pankreas yetmezligi, terde yiiksek sodyum
ve klor kaybina bagli gelisen psddo-Bartter sendromu ile erkeklerde goriilen infertilite
hastaliga ait semptomlardir (Colten, 1987; Bralow, 1990).

KF hastaligina dair ilk bilgi Kuzey Avrupa folklériinde ve miiziginde Opiildiigiinde tuz
tad1 alinan ¢ocuklar ne acidir ki biiyiilenip yakinda 6leceklerdir anlamina gelen “Woe to that
child which when kissed on the forehead tastes salty. They are bewitched and soon will die”

seklinde ifade edilmistir. Hastalikla ilgili tanisinda kullanilan terdeki tuz oranin yiiksekligi ve

erken mortaliteden bahsedilmistir (Web_1, 2014)

Hastaliga ait ilk kayitlara XVI. yiizyilda rastlanmaktadir. 1595°de biiyiilendigi i¢in
0ldiigii iddia edilen 11 yasindaki bir kiz cocuguna Leiden’da Anatomi ve Botanik profesorii
olan Pieter Pauw tarafindan yapilan otopside sis, sert ve beyaz pankreas bulgularina
rastlandig1 ilk kayitlarda bahsedilmektedir. 1905 yilinda Landsteiner tarafindan mekonyum
ileus ve pankreas fonksiyon bozuklugu birlikteligini bir hastalik olarak tanimlamistir

(Quinton, 1999; Hodson ve ark, 2007; Web_1, 2014)

Fanconi 1928 yilinda erken donemde bronsit olan bir ¢olyak vakast yaymlamis ve 1936
yilinda arkadaslari ile birlikte hastaliga “Konjenital kistik pankreatik fibrozisi ve brongektazi”
ismini vermistir (Quinton, 1999).

Dr. Dorothy Anderson 1938 yilinda ayrintili olarak histopatolojik tanimlamay1 yapmis
ve hastalig1 pankreastaki fibrozis ve genislemis kanallar nedeniyle “Pankreasin fibrokistik

hastalig1” olarak adlandirmigtir. 1945 yilinda Farber sindirim ve solunum sistemlerinin miikoz



salgisinin viskoz oldugunu bulmus ve hastaligi “Mukovisidozis” olarak adlandirmigtir. 1953
yilinda hastalarin terinde tuz miktarinin artmis oldugunu ve temel patolojinin ekzokrin salgi
bezlerinde oldugunu Darling, DiSant’Agnese, Perera ve ark. bildirmislerdir. 1959 yilinda
Gibson ve Cooke, 1967 yilinda Schwachman ve Mahmoodian pilokarpin iyontoforez yontemi
ile terde elektrolit 6l¢timii ve KF’1i hastalardaki degerlerini yayinlamiglardir (Gégmen, 2002).
1980’11 yillarda Knowles ve arkadaglart solunum yolu epitellerindeki iyon transport
anormalliklerini bildirmislerdir.( Knowles ve ark, 1983; Quinton, 1983) 1985 yilinda Tsui ve
arkadaslar1 hastaliktan sorumlu olan genin 7. kromozomun uzun kolunda yer aldigini
bildirmistir. 1989 yilinda da Tsui, Riordan, Collins ve arkadaglar1 KF’de mutasyona ugrayan
geni bularak gen iriiniinii “Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator” (KFTR)
olarak isimlendirmistir (Riordan, 1987). 1990 ve sonrasinda KFTR geninin 6zellikleri, farkli

mutasyonlar ve hastaligin patogenezi ile ilgili bilgiler hizla artmistir.

Hastalikta yiiksek 6liim oranlar1 ve yasam kalitesi kotiiliigii s6z konusu iken glinlimiizde
daha etkili tedavilerinin gelistirilmesiyle KF’li hastalarin yasam siiresinde ve kalitesinde artis
goriilmistiir. KF hastalar1 1960’11 yillarda yasamlarinin ilk yilinda kaybedilirken 2009 yilinda
ortalama yasam siiresi 35,9 yas olarak belirtilmistir. Gelisen erken tani ve tedavi yontemleri
sayesinde cocukluk yaslarinda oliimciil olarak nitelendirilen hastalik erigkinleri de etkileyen
bir hastalik haline gelmigstir. Hasta bireylerin %80’ine 5 yasina gelmeden Once hastalig
belirlenmekte; ancak %10’luk bir oranda ergenlik ¢agina kadar teshis edilememektedir. Az
miktardaki hafif semptomlu olgular 40-50 yasina kadar tan1 alamayabilir (Colthen ve ark,
1987; Bralow, 1990).

KF’li hastalarda gergeklesen 6liim vakalarinin en biiyiik nedeni tekrarlayan pulmoner
enfeksiyonlardir. KF hastalarinin akciger dokulart iizerinde bakteriyolojik ¢aligmalar 1905°de
Landsteiner’in 15 KF hastasinin akciger orneginde 9 pozitif kiiltlir sonucu yayinlamasiyla
baslamustir. Izole edilen baskin mikroorganizma S. aureus olup, ayrica S. albus (muhtemel S.
epidermidis) ve S. haemolyticus izole edilmistir. KF hastalarinin yasam siirelerinin uzamasi
ile S. aureus disindaki bakteriler de enfeksiyon etkeni olarak saptanmaya baslanmistir. Bugiin

P. aeruginosa KF hastalar1 i¢in en yaygin pulmoner patojendir (Lyczak ve ark, 2002).



2.1. Epidemiyoloji ve Genetik

Otozomal resesif olarak kalitilan hastaligin, beyaz irkta 2500°de bir insidansda goriiliir
(Nussbaum ve ark, 2005; Schwarz ve ark, 2009). Hastalik biiyiik oranda beyaz irkta
goriilmekle birlikte irklar arasindaki evlilikler nedeniyle diger irklarda da diisiik insidansda
goriiliir. Hastalik daha ¢ok Avrupa kokenli kisilerde goriiliirken Amerika’li beyaz irkta
insidans 1:1900-3700°dir. Ulkemizde KF sikligi, 1973 yilinda Giirson ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada 1/3000 olarak bildirilmistir (Glirson ve ark, 1973).

KF’te komplementer DNA (cDNA) sentezi ve gapraz tiir hibridizasyon teknigi ile KF
geni (Kistik Fibrozis Transmembran ileti Regiilasyonu Geni-KFTR) elde edilmistir. KF geni
7.kromozomun uzun kolunda yer alir (7q31.2) (Bobadilla ve ark, 2002). Gen 250000 baz
ciftinden olusur ve 27 ekzon igerir. Yaklasik 6,5 kb’lik bir mRNA (mesajc1 Riboniikleik Asit)
transkriptini sifreler. Sentezlenen KFTR proteini ise 1480 aminoasitten olusur (Moskowitz ve
ark, 2005). KFTR proteini hiicre zarin1 boydan boya kat eden oniki hidrofobik parcadan
olusur. Protein, normal bir hiicrede endoplazmik retikulum organelinde salgilanmakta, golgi
cisimciginde glikolize olarak ve epitelyum hiicresinin apikal membranina yerleserek cAMP
ile aktive olmus klor kanali gorevini gérmektedir. Mutasyon tipine gore bu evrelerin herhangi
bir sirasinda KFTR nin yapimui etkilenmektedir. Bazen KFTR sentezlenemedigi gibi, bazen de
kismen fonksiyon gdren bir protein yapilabilmektedir. Solunum yolu, pankreas kanali, safra
kanali, vas deferens ve bagirsak epitellerindeki KFTR geninin mutasyona ugramis olmasi
hastaligin semptomlarinin siddetini belirler (Moskowitz ve ark, 2005; Lommatzsch ve Aris,
2009).

KF mutasyon veri tabaninda, KF genine ait 1900’den fazla mutasyon tanimlanmustir.
Bunlardan 236’s1 klinik olarak anlam1 olmayan dizi mutasyonlaridir. Amerikan Tibbi Genetik
Okulu tanimlanmis mutasyonlardan sadece 23 tanesinin belirgin KFTR fonksiyon kaybina yol
actigimi bildirmistir (Watson ve ark, 2004; Web_3, 2011). Hastalarin yaklasik %66’sinda
bulunan D (delta) F508 mutasyonu hastaliga sebep olan ve en ¢ok rastlanan mutasyondur
(Moskowitz ve ark, 2008).

KF genindeki mutasyonlarin %40,26’sin1 yanlis anlamli, %15,88’ini ¢erceve kaymasi,
%11,65’ini  kirpilma ve %8,30 anlamsiz mutasyonlar olustururken geriye kalanlar;
delesyonlar, promoterdeki degisiklikler ve dizi varyasyonlar1 seklindedir (Welsh ve ark, 2001;
Web_3, 2011).



KFTR gen mutasyonlart neticesinde meydana gelen eksikligin sentezlenen protein

tizerindeki yapisal ve fonksiyonel etkilerine gore 6 grupta incelenir.

Sinif I Mutasyonlar:

KFTR proteininin biyosentezini etkileyerek kusurlu bir protein liretimine neden olurlar
(Lommatzsch ve Aris, 2009). Anlamsiz mutasyon, gergeve kaymasi ve kirpilma mutasyonlari
sonucu kodon kayiplarina yol agar bu da eksik proteinin olusumuna neden olur (Schwarz ve
ark, 2009). Anlamsiz mutasyon nedeniyle aminoasidi kodlayan kodonun durdurucu kodonuna
dontisiimii gercekleserek zincirin erken sonlanmasina ve prematiir bir mRNA’nin olugmasina
neden olur. Olusan eksik protein apikal membrana ulasamadan yikilir. Bu grup igerisinde
Birlesik Krallik’da G542X mutasyonu yaygin olarak goriiliirken, Eskenazi Yahudilerinde en
stk goriilen mutasyon W1282X’dir (Abeliovich ve ark, 1992). Tirkiye’de ise G542X,
1677delTA, 2183AA_G, 621+1G_T bu smif i¢cinde en sik saptanilan mutasyonlardir (Gtizel
ve Gergeker, 2006).

Simf II Mutasyonlar:

Endoplazmik retikulum ve golgi organelinin proteinini etkileyen mutasyonlardir.
Normal gergeklesmeyen glikolizasyon ve katlanma nedeniyle olusan proteinler uygun iigiinciil
yapilarini olusturamaz ve bu sebeple apikal membrana taginmak yerine yikima gitmek iizere
hedeflenirler. Olusan bu proteinler hizli sekilde parcalandigindan apikal membranda ya hi¢ ya
da ¢ok az protein tanimlanabilmektedir (Lommatzsch ve Aris, 2009). Sinif I mutasyonlar
KFTR allellerinin en yaygin olan grubunu olusturmaktadir. Bu mutasyon, 6zellikle KFTR
kanal kapisini diizenleyen Membran Cevresinde Dolanan Bolgeden (Membran-Spanning
Domain, MSD) segment 4’iin C terminali ve niikleotid-baglanma bdolgesi (Nukleotide-
Binding Domain, NBD) 1’in N terminali arasindaki integral igiinciil baglantiyr etkiler
(Zielenski,2000; Serohijos ve ark, 2008; Web_2, 2015). Normal bireylerde KFTR proteininin
%75’1 yikilirken, deltaF508 mutasyonu olan bireylerde %99’u yikima ugrar (Hodson ve ark,
2007). Endoplazmik retikulum baglantili protein yikimi (Endoplasmic-reticulumassociated
protein degradation, ERAD) yolagiyla, kusurlu proteinler yikilir ve bdylece hiicre
yiizeyindeki KFTR nin miktar1 azalir (Farinha ve Amaral, 2005).



Smif IIT Mutasyonlar:

KFTR proteininin fonksiyonunun diizenlenmesinde hataya yol acan mutasyonlardir.
KFTR’nin Adenozin trifosfat (ATP) ve/veya fosforilasyonu yoluyla diizenlenmesinde
yanliglarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Translasyon gerceklesir, protein islenir, taginir ve
normal miktarda apikal membrana eklenir fakat iyon kanal aktivitesi yoktur (Lommatzsch ve
Aris, 2009). Klor (Cl) iyon kanal kapisini etkileyen kusurlu KFTR {iiretimine neden olan,
diizenleyici bolgenin (regulator domain, RD) fosforilasyonu veya ATP’nin hidrolizi ve
baglanmasini etkileyen mutasyonlardir (Web 2, 2015). cAMP ve ATP ile kanal
aktivasyonunu 6nleyen NBD1 ve NBD2’nin degisimlerinden dolay1 protein diizenlenmesinde
hasara neden olur. Bu grup i¢inde G551D, diinya ¢apinda en yaygin yanlis anlamli
mutasyondur (Zielenski,2000; Schwarz ve ark, 2009).

Simf IV Mutasyonlar:

KFTR proteini kanal iletiminde degisime yol acan mutasyonlardir. Smuf III
mutasyonlarda oldugu gibi protein sentezlenir, islenir, tasinir ve normal miktarda apikal
membrana eklenir fakat iyon kanal aktivitesi yoktur (Lommatzsch ve Aris, 2009). Sif III
basamaklarindan farkli olarak fosforilasyon ve defosforilasyon basamaklar1 gerceklesir fakat
fosforilasyon klor gegirgenliginin azalmasia neden olur (Welsh ve ark, 2001). Bu siniftaki
mutasyonlardan R347P, R117H ve R334W, KFTR’nin por olusum kismina dahil edilen
MSD1’i etkileyebilir (Akabas ve ark, 1994). R117H gibi baz1 mutasyonlar daha az klor kanal
aktivitesi gosterirken, bazi mutasyonlar daha iyi bir kanal iletimi gosterebilir ve bu

mutasyonlar siklikla daha 1liman fenotiplerle iliskilidir (McNicholas ve ark, 1996).

Simf V Mutasyonlar:

Aktif KFTR proteini sayisinda ve membran taginmasinda azalmaya sebep olan
mutasyonlardir (Lommatzsch ve Aris, 2009). Bu aktif KFTR proteininde azalmaya sebep olan
mutasyon kirpilma mutasyonlaridir ve KFTR promoterindeki degisikliklerden de
bahsedilmektedir (Welsh ve ark, 2001). Anormal kirpilma hem intronik hem de ekstronik
kirpilma motiflerinde olabilir. Intronik kirpilmaya 6rnek olarak genel popiilasyonda en yaygin
olan: 3849+ 10 kb C-T meydana gelir (Lommatzsch ve Aris, 2009). Bunun sonucunda
fonksiyonel protein miktar1 farkli hastalar arasinda ya da bir hastanin farkli organlar1 arasinda

degisiklik gosterebilir (Nissim-Rafinia ve Kerem, 2002; Nissim-Rafinia ve ark, 2004).
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Kirpilma mutasyonlar ile ilgili bu fenotipik iligkiler siddetli ya da hafif olabilir. Simif V
mutasyonlar epitelyal sodyum kanali (ENaC) ve disar1 agilabilen klor kanali (ORCC) gibi

diger iyon kanallarinin fonksiyonlarini da etkiler (Schwarz ve ark, 2009).

Simif VI Mutasyonlar:

Fonksiyonel ama kararsiz KFTR proteini iretimine neden olan mutasyonlardir.
KFTR’nin tiretimini engellemeyen fakat ¢cogunlukla C terminalde 100 baz ¢ift bir kesilme ile
sonuglanan anlamsiz veya c¢erceve kaymasi mutasyonlarindan meydana gelmektedir
(Zielenski, 2000). KFTR sentezlenir hiicre yiizeyine ulasir fakat yabanil tip proteinden bes ile
alt1 kat daha hizli olgun proteinin yikilmasina neden olur. Bu sebeple bu mutasyonlar daha

siddetli hastalikla iligkilidir (Haardt ve ark, 1999; Lommatzsch ve Aris, 2009).

2.2.1. Kistik Fibrozis’in Patogenezi
2.2.1.1. Kistik Fibrozis Transmembran Regiilator Proteini

KF Transmembran Regiilator proteini, epitel dokuda sivi ve elektrolit transferi yapan
ATP-baglayan proteinlerindendir (ATP-Binding Cassette, ABC). Bu protein cAMP bagimli
protein kinaz-A (PKA) tarafindan kontrol edilir. KFTR proteini, sitozolde yer alan 2 adet
Niikleotid Baglanma Bolgesi (Nucleotide-Binding Domain, NBD) ve 2 adet Membran
Cevresinde Dolanan Bélgeden (Membran-Spanning Domain, MSD) olusur. Iki NBD arasinda
kanalin aktivasyonu sirasinda fosforilasyona ugrayan diizenleyici bolge (regulatory domain,
RD) bulunur. Proteinin karboksi-C terminali treonin, arjinin ve lizinden olusur (Randak ve
Welsh, 2003) (Sekil 1). MSD, kloriir iyonlarina 6zgii porlarin olusmasinda, NBD, transport
icin gerekli olan enerji kaynagini olusturmak iizere ATP’nin kendisine baglanarak hidrolize
olmasina, RD’nin fosforillenmesi ise kanallarin aktif hale gelerek agilip kapanmasina neden
olur. KFTR proteininin islev gorebilmesi i¢in 6ncelikle cAMP’nin RD’deki serin artiklarinin
fosforillenmek {izere protein kinaz A’yr aktif hale getirmesi gerekmektedir (Rowe ve ark,
2005; Fanen ve Hasnain, 2002; Ersoz, 2011).
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Sekil 1. KFTR’nin yapisi (Rowe ve ark, 2005)

Kanal KFTR proteinin membrani1 gegen boélgesinde olusan mutasyonlar, kanalin anyon
seciciligini degistirir. KF olusturan mutasyonlarin biiyiik bir kism1 MSD1 ve NBD1’de ¢ok az
bir kismi ise RD’de saptanmistir. RD’de fosforilasyon bdlgesinin fazla olmasi buradaki
mutasyonlarin hastalik olusturma ihtimalini azaltmaktadir (Welsh ve Smith, 1993). KFTR
proteinin fonksiyonu ile ilgili iki hipotez ileri siiriilmiistiir. Ik hipotezde KFTR proteini bir
klor kanal1 olup mutasyona ugramasi durumunda epitel hiicrelerin apikal membranlarindaki
klor iyonlarinin gegirgenliginde kusura neden oldugu varsayilir. Ikinci hipotezde ise KFTR
proteinin bir iyonik kanal olmadig: fakat iyon kanallar ile etkileserek hiicrenin i¢inde veya
disinda klor gegisini saglayan klor kanallarimin diizenlenmesinde rol oynadigi varsayilir

(Fanen ve Hasnain, 2002).

KFTR proteini, klor kanali fonksiyonu disinda epitel sodyum kanali (ENaC), disari
acilabilen klor kanali (ORCC), bobrek sekilli ilikli disa agilabilen potasyum kanali (ROMK),
Aquaporin su kanallari, CI/HCO3; (Klor/Bikarbonat) degistiricileri gibi iyon kanallari,
transport proteinleri ve siiregleri iizerinde diizenleyici etkileri vardir (Schwiebert ve ark,

1999). Bir kanal diizenleyici olmanin yaninda ayrica ATP’nin transportunda,



endositoz/ekzositoz olayinin modifikasyonu, hiicre i¢i organellerin pH’sinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar (Fanen ve Hasnain, 2002). KFTR aktivitesinin miktari, KF hastaliginin
klinigini belirler. Fonksiyonel KFTR diizeyi %5’in altina diiserse hastalik bulgular1 ortaya
cikar ve diizey azaldik¢a daha fazla organ sistemi tutulur. Normal KFTR aktivitesinin
%]10’unu saglayabilen mutasyonlarda ter klor konsantrasyonu, akciger ve pankreas
fonksiyonlart normal olur, ancak erkeklerde Konjenital Bilateral Vas Deferens Agenezisi
(CBAVD)’ye bagl infertilite goriiliir (Davis, 2006). Sadece bir tane mutant KF aleline sahip
bireylerde (heterozigotlar) ise pankreatit, sinuzit ve alerjik bronkopulmoner aspergillosis riski
artar (Cohn ve ark, 1998; Eaton ve ark, 2002).

2.2.1.2. Ter Bezinin Fonksiyonunun Bozulmasi

Normalde, sekretuvar asiniislerde iiretilen izotonik ter, emilim kanalinda hem KFTR’ye
bagimli hem de KFTR’den bagimsiz mekanizmalarla klor geri emilimini arttirarak
intraluminal klor konsantrasyonunu azaltir. Bunun beraberinde olusan sodyum (Na) geri
emilimiyle de hipotonik ter (10-50 mmol/L) kanallardan salgilanir. KF’de ise emilim kanali
hiicrelerinin apikal membraninda KFTR’nin olmamasi intraluminal membrandan geri emilen
klor miktarinda azalmaya neden olur ve yiiksek klor konsantrasyonlu (60-120 mmol/l) ter
kanallardan salgilanir (Quinton, 1999, Ozcelik, 2004). Hastalarda azalan klor geri emilimi ile
birlikte sodyum geri emilimide azalir ve bdylece ter normalden daha tuzlu olur. Fakat baska
mekanizmalarla sodyum geri emilimi devam eder. Klor ise emilmeyerek liimende kaldigindan
dolay1 normal kisilerle karsilastirildiginda KF’li kisilerde daha fazla (yaklasik 75 milivolt) bir
transepitelyal potansiyel fark olustugu gériiliir (Ozgelik, 2004; Hodson ve ark, 2007).

2.2.1.3. Akciger hastaliginin patogenezi

KF’te en ¢ok etkilenen organ olan akcigerlerde hastaliklarin patogenezi heniiz tam

aydinlatilamamustir. Patogenez ile ilgili iki hipotez 6ne siirtilmiistiir.

2.2.1.3.1. Diisiik Voliim Hipotezi

Temel mekanizmalar; ENaC’den sodyum emilimi, KFTR ve kalsiyum (Ca") ile aktif

hale gelen klor kanallarindan klor salgilamasi ve solunum yolu yiizey sivisinin hidratasyon
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dengesinin saglanmasidir. Klor gecirgenligi toplamda sodyumdan az oldugu i¢in mukozal
yiizey daha negatif yiike sahiptir. KFTR normalde ENaC’in ¢aligsmasini engeller, ancak KF’de
bu engel ortadan kalktiginda sodyum transportunda artis olarak fazla su emilimine neden olur
(Southern, 2007). Solunum yolunu Orten sivi sisteminin st tabakasini olusturan mukus,
molekiiler agirligi fazla olan musinler tarafindan olusturulur (Erséz, 2011). Bu tabakanin
viskoelastik 0Ozellikleri musinlere, musinlerin yapistirici proteinler ile iligkisine ve bu
tabakanin hidrasyonuna baghdir. Tabakanin en altinda bulunan perisiliyer sivi katmani,
polianyonik jel tabaka 6zellikleri gosterir. Hidrasyon durumu, iki katman arasindaki iliski ve
etkin siliyer aktivite acisindan Onemlidir. KF’deki dehidrate mukus nedeniyle mukus
tabakasinin viskositesi artar, perisiliyer tabaka ¢oker ve mukus tabakasi epitel hiicre yiizeyi ile
dogrudan temas eder. Mukus plaklarindaki asir1 musin salgilanmasi plagin daha da
kalinlasmasina neden olarak hava yolu obstriiksiyonunu arttirir. Koyu ve yapigkan mukus
kalic1 biofilm nedeniyle olusur ve konsantre musin ikincil savunma mekanizmasinin
calismasini engeller. KF’de bikarbonat salgilanma bozuklugu ile mukus koyulugu artar
(Ers6z, 2011). Bu durumu kronik enfeksiyon, yogun inflamasyon ve solunum yetmezligi takip

eder (Jayaraman ve ark, 2001).

Mast hiicreleri ve makrofajlar agisindan KF ve KF olmayan solunum yollar1 arasinda
onemli bir fark oldugu gorilmistir (Hubeau ve ark, 2001). KF’li yeni doganlarin
bronkoalveolar lavaj (BAL)’larinda nétrofil ve Interlokin (IL)-8 seviyesinin arttigi
goriilmiistiir. Notrofil aktivasyonu ve lizozomal enzim salinimi ve reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artis1 bakteriyel infeksiyon savunmasi i¢in kolaylik saglamaktadir (Hodson ve ark,
2007; Carmichael ve ark, 2009).

2.2.1.3.2. Tuz Fazlahg Hipotez

KFTR’deki bozulmadan dolayr solunum yolu sivisinda sodyum ve klor degeri artar.
Hava yollarim1 déseyen sivi normalde olmasi gerekenden fazla tuz igerir. Klor emilimi
sodyum emiliminden az miktarda oldugundan mukozal yiizey hiperpolarize olur. Solunum
yolu sivisindaki beta defensin, lizozim, laktoferrin gibi antibakteriyel koruyucu proteinlerin
ozellikleri, bu sividaki tuz miktarma baghdir. KF’de solunum yolu sivisinda tuz miktar
artmis oldugu igin, antimikrobiyal peptidlerin 6zelliklerinde kayiplar olusur; bu da kronik
bakteriyel enfeksiyonlara yol agar (Sekil 2) (Heijerman, 2005; Rowe ve ark, 2005). Ayrica,

KF hastalarinda solunum epiteli, bakterilerin yapistig1 miisinleri iceren hava yolu yiizey sivisi
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(airway surface liquid, ASL) ile kapli olup patojen bakterilerin dogrudan membranla

etkilesmesi miimkiin degildir (Leir SH, ve ark, 2005).

Hastaligin erken doneminde sik karsilagilan KF patojenleri, S. aureus ve H. influenzae
olup ileri dénemde en sik P. aeruginosa enfeksiyonlari goriiliir. Daha nadir goriilen patojenler
arasinda S. maltophilia, A. xylosoxidans ve B. cepacia yer alir. KF hastalarinda fungal
enfeksiyonlara ve kolonizasyona da sik rastlanir (Schwarz ve ark, 2009). P. aeruginosa’y:
diger bakterilerden farkli kilan en 6nemli 6zelligi, dis membraninda yer alan lipopolisakkarite
ait oligosakkarit yapimin, akcigerlerdeki epitel hiicrelerin membraninda bulunan KFTR
proteinine baglanabilmesidir (Ozcelik, 2004). Bu sekilde epitel hiicreleri, P. aeruginosa i¢in
reseptor olarak islev géren KFTR proteininin araciliiyla bakteriyi kendisine baglar. P.
aeruginosa biofilm olarak adlandirilan akciger mikrogevresine uyum saglayarak
makrokoloniler ve alijinat denilen antimikrobial ajanlarin penetrasyonunu engelleyen kapsiiler
polisakkarit olusturur (Rowe ve ark, 2005). P. aeruginosa’min hastalia neden olma
yeteneginden birisi olan piyosiyanin siliyer hareketleri ve mukosiliyer transportu etkinligini
azaltir. Ayrica, oksidatif stresi arttiripp KFTR aracili klor transferini engelleyerek KF’li

kisilerde akciger hastaligi bulgularinda artisina sebep olabilir (Schwarzer ve ark, 2008).

A Normal Solunum Yolu Epiteli ‘ B Yiiksek-Tuz Modeli l C Dostk-Volim Modeli

Solunum yolu lGmeni Interstisyum | Solunum yolu Ilimeni [ Interstisyum | Solunum yolu limeni i Interstisyum
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Sekil 2. Akciger patogenizine yol agan mekanizmalar (Rowe ve ark, 2005)
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Akcigerlerdeki kalin ve yapiskan salgilar distal solunum yollarimin ve submukozal
bezlerin tikanmasina neden olur. Submukozal bez kanallarinin mukusla tikanmasi ve solunum
yollarinin kalin, viskoz, notrofillerden zengin mukopiiriilan salgilarla kaplanmasi KF’nin tipik
patolojik bulgusudur. Postnatal donemde, solunum yollarinda goriilen en erken bulgu trakea
ve bliyik bronslarda, submukozal bez obstrilkksiyonu ve hiperplazisidir. Bu bulgular
enfeksiyon gecirmemis hastalarin akcigerlerinde de izlenmektedir. Enfeksiyon ve persistan
inflamasyon kiigiik hava yollarna zarar vererek bronsiektazi olusumuna yol agar. Ozellikle iki
tarafl1 tist loblarda goriilen bronsiektaziler KF’e 6zgii bir bulgudur (Cohen ve Prince, 2012).
Alt1 aydan uzun yasayan hastalarin hepsinde farkli derecelerde bronsiektazi mevcuttur.
Parankimal degisiklikler ise interstisyel fibrozis odaklar1 ve alveolar septalarda zayiflama ve
kisalmadir. Alveollerde meydana gelen bu degisiklikler “alveoler simplifikasyon’ olarak
adlandirilir. Bronglarin mukus ile tikanmasi ve komsu akciger dokusunda havalanma artisi
atelektazi olusumuna neden olur. Sag orta lob en fazla tutulan bdlgedir. KF’li biiylik
¢ocuklarda hafif hemoptizi ve balgamda ¢izgi seklinde kan sik rastlanan belitileridir. Masif
hemoptizi KF hastalarinin %5-7’sinde goriiliir ve hayati tehdit edici bir komplikasyondur
(Hurt ve Simmonds, 2012). Enflamasyon akciger fonksiyonlarinin azalmasina yol agan bir
diger 6nemli etkendir ve kronik enfeksiyonlardan 6nce baslayabilir. Yapilan ¢aligmalarda KF
hastalariin hava yollarinda enflamasyon belirteclerinden IL-8, IL-6, timor nekrozis faktdr o
(TNF o) ve 16kotrien B4 (LTB4) miktarlar yiikksek bulunurken, anti-inflamatuvar sitokinler
ve proteazlarin miktarlarinda disiis gozlenmistir (Fanen ve Hasnain, 2002; Accurso ve
Sontag, 2008; Collacoa ve Cutting, 2008).

KF’te morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedeni akciger hastaliklardir. Artan dispne,
hipoksemi ve artmis arteriyel kismi karbondioksid basinci ile karakterizedir. Son dénem

solunum yetmezliginin tedavisi akciger transplantasyonudur (Madden ve ark, 2002).

2.2.1.4. Kistik Fibrozis Hastalarimin Solunum Yollarinda En Sik
Kolonizasyon/Enfeksiyon Nedeni Olan Bakteriler

KF’de gelisen solunum yolu enfeksiyonlarindan ¢ogunlukla S. aureus ve H. influenzae
gibi baslica insan patojenleri sorumlu olabildigi gibi, basta Pseudomonas aeruginosa olmak
tizere S. maltophilia ve A. xylosoxidans gibi firsat¢1 patojenler de sorumlu olabilmektedir
(LiPuma, 2010). KF disindaki enfeksiyonlarla iligkilendirilen B. cepacia complex, B. gladioli

ve Ralstonia, Cupriavidus ve Pandoraea tiirleride KF akciger enfeksiyonlarindan izole
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edilebilmektedir (Atkinson ve ark, 2006; Govan ve Deretic, 1996). Cesitli fungal ajanlarin
neden oldugu akciger enfeksiyonlarina da siklikla rastlanmaktadir. A. fumigatus en sik
rastlanan fungal ajandir ve alerjik bronkopulmoner aspergillosize (ABPA) neden olmaktadir.
E. dermatitidis ve Scedosporium tiirleri ise kronik kolonizasyon ve enfeksiyona neden olan
filement6z fungal ajanlardan olup rastlanma sikliklar1 artis gostermektedir. Candida tiirleri,
ozellikle C. albicans KF balgam 6rneklerinden en sik izole edilen mayalardir (Haase ve ark,
1991; Bakare ve ark, 2003).

Pseudomonas aeruginosa

KF’de akciger fonksiyonlarinin bozulmasindan primer olarak P. aeruginosa sorumlu
tutulmaktadir (Sener, 2002). Bu bakteri tiim KF populasyonunun yaklasik % 60’inda, ergen
ve yetigkinlerin ise yaklasik % 80’inde bulunmaktadir (Miller ve Gilligan, 2003). Cesitli
calismalar KF’li olgulardan izole edilen P. aeruginosa suslarinin % 90’a varan oranlarda
mukoid fenotipte oldugunu gostermektedir (Sener, 2002). KF disindaki hasta
materyallerinden mukoid P. aeruginosa suslarinin izolasyonu enderdir (Saiman ve Hiatt,
2004). Mukoid susun saptanmasi infeksiyonun kroniklestiginin en Onemli gostergesidir
(Erturan, 2004). P. aeruginosa, ekzotoksin A, ekzoenzim S, 16kosidin, fosfolipaz C, elastaz ve
alkalin proteaz gibi bir¢ok viriilans faktorii salgilamakta ve bu faktorler notrofil kemotaksisini
stimule etmektedir. Ekzotoksinler, sekresyonlarin viskositesini arttirabilir ve siliyer aktiviteyi
bozarak, ufak havayollarinda obstriiksiyona ve sonunda akcigerde tahribata neden
olabilmektedir (Miller ve Gilligan, 2003).

Staphylococcus aureus

S. aureus giiniimiiz KF’li bebekler ve kii¢iik ¢ocuklarin solunum yollarindan ilk izole
edilen bakteriyel patojendir. Antistafilokoksik penisilinlerin kullanima girmesiyle birlikte
KF’de S.aureus’a bagli morbidite ve mortalitede azalma goriilmekle birlikte, hastalarin
yaklagik % 52’ sinin solunum yollarinda bulunmaktadir (Miller ve Gilligan, 2003; Erturan,
2004; Gilligan ve ark, 2006). S.aureus ile kronik olarak infekte olan KF hastalarinin yiizdesi
cocukluktan ergenlige dogru artarak yaklasik % 60’ lara ulasir ve gec ergenlikte azalarak
yetiskinlikte % 30° a iner (Miller ve Gilligan, 2003). S. aureus enfeksiyonlarinin viral
enfeksiyonlarla birlikte akcigerleri ozellikle pseudomonal kolonizasyona hazirladigi one
stirilmektedir. S.aureus’a ait teikoik asit ve slime maddesinin, bakterinin solunum yolu

epiteline tutunmasini sagladigi ve kapsiil, protein A, hiyaliironidaz, katalaz, koagiilaz,
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16kosidinler, hemolizinler ve ekzotoksinler araciligiyla viriilans gosterdigi bilinmektedir

(Sener, 2002; Erturan, 2004).
Haemophilus influenzae

KF’li hastalarin solunum yollarindan en sik izole edilen {i¢iincii siradaki bakteridir. Bu
mikroorganizma KF’li ¢ocuklardan tipik olarak izole edilirken yetiskin KF’li hastalarda sik
goriilmez. Yetiskinlerde sik goriilmemesinin nedenlerinden birinin bu bakterinin iiremesinin
mukoid P. aeruginosa tarafindan engellenmesi olabilecegi bildirilmektedir. Bu nedenle, KF’li
hastalarin solunum yollarindan H. influenzae izole etmek igin basitrasin igeren gikolatamsi
agar kullanilmasi1 ve burada P. aeruginosa’nin iiremesini engellemek igin anaerop sartlarda

inkiibe edilmesi gerektigi belirlenmistir (Erturan, 2005).
Stenotrophomonas maltophilia

KF’li hastalarda ilk kez 1979 willinda bildirilmistir. KF’li hastalarin bronsiyal
sekresyonlarinda prevalans1 P. aeruginosa, S. aureus ve H. influenzae’dan sonra dordiincii
sirada yer almaktadir. S. maltophilia ile 6zellikle 16-20 yas grubu basta olmak tizere, kronik
kolonizasyon saptandigi bildirilmektedir (Valdezate ve ark, 2001).

Burkholderia cepacia kompleksi bakterileri

Coklu antibiyotik direngli nozokomiyal bir patojen olan B. cepacia 'nin KF’li hastalarda
pulmoner kolonizasyona neden oldugu ilk kez 1970’lerde anlasilmistir. Bundan on yil sonra
B. cepacia’ya bagl septisemi ve pnomoni tanimlanmistir. B. cepacia kompleksi iginde yer
alan suslarmin virtilanst biiylik farkliliklar gosterdiginden, asemptomatik tasiyiciliktan
fulminan pndmoniye kadar degisen klinik tablolar gézlenebilmektedir. Olgularin % 20’ sinde
ilerleyici, invazif ve 6limciil bakteriyel bir hastalik olan ‘B. cepacia sendromu’ gelismektedir.
Bu sendrom yiiksek ates, hizli pulmoner fonksiyon gerilemesi ve bakteriyemi ile

karakterizedir. (Erturan, 2004; Gilligan ve ark, 2006).

Mevcut patoloji bir yandan epitel hiicre fonksiyon ve transportunu bozarken diger
yandan kullanilacak antibiyotiklerin dokudaki konsantrasyonlar1 {izerine etkili olmasi
nedeniyle kullanilan antibiyotige duyarli bakterilerin tedavide basarisizliklar1 klinikte sik

goriilmektedir.

P. aeruginosa liremesinde biyofilm olusturan moduna kars1 gelisen belirgin tolerans KF
hastalarinda antibiyotik tedavisinde tedavinin ana engeli olarak kabul edilmektedir (Hoiby ve

ark, 2010). Yiiksek tolerans azalmis antibiyotik gecisi, spesifik rezistans mekanizmalarinin
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yavag bliylime ve ekspresyonuna bagli olarak gelisir. Bu durum 2010 yilinda yapilan
calismada da gosterilmistir (Hoiby ve ark, 2010). Aynt durum Mayer-Hamblett ve ark.’nin
2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada gocuklar i¢in de gozlenmektedir (Mayer-Hamblett ve ark,
2014). Pulmoner alevlenmenin tedavisinde genellikle agresif hava yolu temizlenmesi,
dinlenme, besinsel destek ve kronik olarak enfekte edilen patojenlere karsi antimikrobiyal
tedavi kullanilir. Metisilin direngli S. aureus (MRSA), B. cepacia kompleksi, multidrug
rezistan P. aeruginosa ile enfekte olan hastalar ve KF ile iligkili diyabeti olan ve KF ile iliskili
karaciger hastalig1 olan hastalar genellikle pulmoner alevlenmeye karsi basarisiz sonuglar

alirlar (Parkins ve ark, 2012; Sanders ve ark, 2010).

KF’li hatalardaki hiicre yapisindaki farkliligin yani sira, olusan enfeksiyon etkeninin
virtilans faktorlerinden biofilm antibiyotigin farmakokinetiginde 6nemli rol oynamaktadir. KF
epitelindeki patolojik degisim sonucunda olusan ortam bir¢ok mikroorganizmanin biyofilm

olusumunu farkli mekanizmalar ile uyarmaktadir.

Biyofilm mikroorganizmalar tarafindan liretilen herhangi bir yiizeye, ara yiizeye veya
birbirlerine yapismalarini saglayan, biiyiime oranlar1 ve gen transkripsiyonuna bagli olarak
farkli fenotip gdsterebilen ve olusturan mikroorganizmanin i¢inde gomiilii olarak bulundugu
ekstraselliiler polimerik maddeden olugsmus matriks olarak tanimlanir (Costerton ve ark,
1995). Bir biyofilmin olusmasi i¢in gerekli olan ortak bilesenler mikroorganizma, glikokaliks
ve yiizeydir. Bu bilesenlerden biri olmadig: takdirde biyofilm olugsmaz (Donlan 2002). Bir
biyofilmin yapist %97 su olmak {izere %2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarid, %1-2
protein, %1-2 DNA ve iyonlardan olusmaktadir. Biofilmin en 6nemli bilesenlerinden bir
tanesi ekstraselliiler matriks igersinde yer alan glikokaliks ve polisakkaritlerdir (Flemming ve
Wingender 2010). P. aeruginosa’da glikokaliksin en biiyiik bileseni ekstraselliiler DNA
(ekstraselliiler niikleaz olmadig: i¢in), diger 2 komponenti Pel ve Psl olarak adlandirilan
polisakkaritlerdir (Whitchurch ve ark, 2002; Friedman ve Kolter, 2004). Pel glukozdan

zengindir; Psl ise galaktozdan olusur.
Biyofilm olusumu basamaklar halinde gelisen bir olaydir :

1. Mikroorganizmanin yiizeye tutunmasi: Yiizeye organik ve/veya inorganik maddelerin
yapismasini takiben mikroorganizmalar bu yiizeye geri doniisiir 6zellikte tutunur. Bakterinin
hareketi veya bakteri ylizeyi ile tutunulan yiizey arasindaki elektrostatik veya fiziksel
etkilesimler bu evrede rol oynamaktadir. KF epitelindeki yiizey degisiklikleri bu evrede

onemli bir rol oynamaktadir.
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2. Geri doniisiimsliz tutunma: Yiizeye tutunan hiicreler bakteri hiicre zarmdaki
proteinlerin uyarimi sonucunda ekzopolisakkarid yapida materyal sentezlemeye baslar ve bu

da hiicrelerin birbirine ve ylizeye tutunmasini saglar.
3. Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler boliiniip ¢ogalarak biyofilmin en kiigiik

organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu mikrokolonilerin {izerine

ortamdaki planktonik bakteriler de yapisarak kolonizasyon saglanir.

4, Kopma: Biyofilmin iist kisimlarindan kopan hiicreler yeni odaklarda biyofilm
olustururlar ve kopan planktonik hiicreler baglandiklar1 bolgede yeni biyofilm odaklarinm

olustururlar.
Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma nedenleri;

1-Savunma: Strese cevap olarak gelisir. Biyofilmin kan akimi ve tiikiiriigiin yikama
giicli gibi bir takim fiziksel giiclere karsi dayaniklilig1 vardir. Biyofilme sahip organizmalar,
besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoza ve

antibiyotiklere kars1 planktonik hiicrelerden daha direnglidir.

Biyofilmin biiyiik bir boliimiinii olusturan ekzopolisakkaritler savunmada 6nemli rol
oynayan molekiildiir. Ekzopolisakkaritler bulundugu bakteriyi gii¢ alanlarindan (elektrik
¢ekimi) uzaklastirarak inflamatuar hiicrelerin fagositozundan ve antibiyotik etkisinden

korurlar (Lewis 2001; Donlan 2002).

2-Adhezyon ve Kolonizasyon: Yasam i¢in gerekli ortamda kalabilmenin en bilinen yolu

= biyofilm olusturmak

Bakterinin viicudun herhangi bir bolgesinde sabit kalabilmesini saglamak i¢in bir takim
stratejileri vardir. Bakteri ylizey proteinleri, konak¢inin fibrinojen, fibronektin, vitronektin,
elastin gibi ekstraseliiler matriks proteinlerine yapisirlar. Bu adhesin ve matriks proteinleri
konakg¢1 ile bakterinin adheransinda anahtar rol oynarlar. Adherans sonrasi bu bolgeye
yerlesen bakteriler bir yandan belli bir popiilasyona ulagsmak i¢in ¢ogalirken diger yandan da

biyofilm olusturma 6zelligine gore biyofilm yapimina baglarlar.

Yasanabilir cevre gelistirme: Ozellikle ortamdaki glukozun bakteri tarafindan
kullanilabilir olmasinin Pseudomonaslar, V. cholerae, E. coli ve Stafilokoklarin EPS

ekspresyonu ve biyofilm olusturmalarini belirgin bir sekilde arttirdigr gosterilmistir.

Kominite olusturmak: Kazanclarin ortak paylagimidir. Bakterilerin  ortama

adaptasyonundaki beraberlik olusturmada siklikla goriilmektedir. Bakteriler biyofilm
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olusturduklart gibi ortamdan aldiklar1 uyaranlar (besin, pH, 1s1 vs.) sonucu hizla da planktonik

hale gegebilmektedirler.

Esasta, biyofilm 3 boyutlu ¢ekim giicii olusturup, bulundugu bakteriyi g¢evreleyerek
bakterinin adheransini ve korunmasini saglar. Biyofilmin maturasyonu bakterinin yiizeye
irreversibl olarak yapigsmasindan sonra baslar. Biyofilm gelistikce bakterinin adherans ve

motilite faktorlerinin ekspresyonunda da baskilanma olmaktadir.

Biyofilm direnci gergekte multifaktoriyel bir olaydir. Direng nedenleriyle ilgili tezler

asagida belirtilmistir:
-Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm i¢ine diisiik penetrasyonlari,
-Mikrogevre degisikligi
-Biyofilme 6zgii direngli bir fenotip

KF’li hastalarda hiicre yapisindaki patolojik degisimler ve bakterinin artmis biyofilm
olusturma oOzelligi antibyotik etkinligi iizerinde Onemli olumsuz etkileri olmaktadir. Bu
nedenle antibiyotigin doku konsantrasyonu enfeksiyonun tedavisi ve tekrar olusumunu

engellemede onemlidir (Patti ve ark, 1994).

2.3. Tigesiklin

Tetrasiklinler tarimda zararlilardan korunmak, hayvancilikta biliyliimeyi artirmak
amactyla kullanilmig ancak direng gelisimi nedeniyle etkinliginde azalma goriilmiistiir. 1988
yilinda glisilsiklinler (GAR-936) denilen minosiklinin hidrofobik boélgesinde, tetrasikline
direngli mikroorganizmalara karsi etkili yeni bir tetrasiklin gelistirildi. Bu ilacin, Tet(M)-
koruyuculu ribozomlarin varliginda dahi protein sentezi inhibisyon etkisi oldugu goézlenmistir
(Nannini ve ark, 2003). Glisilsiklinlerin ilk tiyesi tigesiklindir. Tigesiklin, minosiklinin
semisentetik tiirevidir. Molekiiler agirligi 585.65 DA, kimyasal formiilii C29H39NsOg olarak
bulunmustur (Noskin, 2005; Pankey, 2005). Tigesiklin, minosiklin ve tetrasikline oranla
ribozomlara bes kat daha giiglii baglanir (Garrison ve ark, 2005; Noskin, 2005). Tigesiklinin
en 6nemli 6zelligi bakterilerdeki tetrasiklin direncinden sorumlu ribozomal korunma ve efluks
mekanizmalarina karsi direngli olmasidir. 9 pozisyonundaki modifikasyon nedeniyle ii¢
boyutlu inhibisyona bu o&zellikten sorumludur (Garrison ve ark, 2005; Nathwani, 2005).
Bakterilerdeki protein sentezini ribozom diizeyinde inhibe eden tek antibiyotik tigesiklindir.

Tigesiklinin etki mekanizmasi, 30S ribozomal alt {initesine baglanmas1 ve amino-acyl transfer
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RNA’nin hedefine girisini engellemesidir. Bu protein sentezini engeller ve bakteriyel tiremeyi
durdurur (Noskin, 2005; Pankey, 2005).

Etki Spektrumu

Gram pozitif ve gram negatif bakteriler, atipik bakteriler ve anaeroplara etki edebilen
genis bir etki spektrumu vardir. Penisiline direngli  Streptococcus pneumoniae
(S.pneumoniae), vankomisine direngli enterokoklar (VRE), genis spektrumlu betalaktamaz
(GSBL) iireten E. coli, K. pneumoniae ve MRSA gibi ¢ogul direngli bakteriler de etki alanina
girmektedir (Bradford, 2004; Noskin, 2005). P. aeruginosa, P. mirabilis ve indol-pozitif
Proteus tiirlerinde de yeterli etkinlik saglamamaktadir (Souli ve ark, 2006). Tigesiklinin
anaerob etkinligi de oldukca yliksektir. Goldstein ve ark.’nin yaptigi bir calismada 396
anaerop bakteri test edilmis olup, Peptostreptococcus, Bacteroides fragilis (B. fragilis) grubu,
Clostridium perfringens (C. perfringens) ve Clostridium difficile (C. difficile) grubu basta
olmak tizere birgok gram negatif ve gram pozitif anaerop bakteriye karst tigesiklinin etkili
bulunmus ve %99.7 oraninda MiKgg (bir organizmanin izolatlarinin %90’mnin iiremesini
engellemek i¢in gereken minimum konsantrasyon) < 4 pg/ml saptanmistir (Goldstein ve ark,
2005). Tigesiklinin in-vitro etkinligini inceleyen caligmada, test edilen tiim stafilokok
kokenlerinin 2 mg/L ve altindaki tigesiklin konsantrasyonlarinda inhibe oldugu gézlenmistir.
Metisiline hassas S. aureus (MSSA) ve MRSA kokenlerinde tigesiklinin MiKgy degerleri
sirastyla 0.12 ve 0.25 mg/L bulunmustur. Metisiline duyarli ve direngli S. epidermidis
kokenleri i¢in MIKgy degerleri 0.5 mg/L olarak bulunmustur (Bouchillon ve ark, 2005).
Penisiline duyarli, orta diizey direngli ve yiiksek diizey direngli tiim S.pneumoniae kokenleri
i¢in tigesiklinin MiKgq degerleri 0.06 mg/L olarak saptanmistir. S.pyogenes ve S. agalactiae
dahil tiim streptokoklar icin tigesiklin MiKgy degerleri 0.06 mg/L olarak bulunmustur.
Tigesiklin tlim enterokok tiirlerine karsi aktif olup, vankomisine duyarli ve direngli
Enterococcus faecalis (E. faecalis) ve Enterococcus feacium (E. feacium) tiirleri icin MIKgg
degerleri 0.12 mg/L’dir (Bradford, 2004).

Tigesiklin enterik gram negatif bakteriler ve nonfermentatif bakteriler dahil birgok gram
negatif bakteriye kars1 ¢ok 1yi in vitro etkinlige sahiptir. GSBL sentezleyen ve sentezlemeyen
E.coli kokenleri icin MiKgy 0.5 mg/L tespit edilmistir. AmpC ve GSBL iireten kokenleri
iceren K.pneumoniae tiirlerine karst MiKgo 2 mg/L belirlenmistir. E. aerogenes ve E. cloacae
icin MIKgo degerleri sirasi ile 1 ve 0.5 mg/L’dir. A.baumannii ve S. maltophilia i¢in MiKgg 2

mg/L belirlenmistir.
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Tigesiklinin P. aeruginosa 'ya etkinligi ise daha diisiiktiir. Bu bakteri icin MiKgo degeri
16 mg/L olarak saptanmistir. Solunum yolu patojenlerinden Haemophilus influenzae (H.
influenzae) ve Moraxella catarrhalis (M. catarrhalis) i¢in MiKg degerleri sirasiyla 0.5 ve
0.12 mg/L olarak belirlenmistir (Bradford, 2004, Bouchillon ve ark, 2005).

Tigesiklin ayrica, peptostreptokoklar, Clostridium tiirleri, Prevotella tiirleri ve birgok
Bacteroides tiirii dahil olmak iizere gram pozitif ve negatif anaerop bakterilere karsi da in
vitro etkinlige sahiptir. Bunlarin disinda Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae),
Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae)’ye karsi in vitro etkinligi gosterilmistir. Hizli tireyen
mikobakterilere karsi etkili oldugu bildirilen ¢alismalar da bulunmaktadir (Bradford, 2004;
Noskin, 2005; Pankey, 2005).

The Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial (TEST) caligmasi 2004 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) ¢esitli yerlerden izole edilmis 3989 gram negatif ve
gram pozitif Kklinik kokenin incelendigi ve tigesiklinin 13 farkli antibiyotikle in vitro
etkinliginin kiyaslandigi ¢alismadir. Calismaya gore tigesiklin, Enterobacteriaceae iiyelerine
kars1 imipenem gibi etkili bulunmustur. Calismaya gore tigesiklinin metisilin ve vankomisin
duyarliligima bakilmaksizin S. aureus kokenlerine ve enterokoklara, penisilin duyarliligina

bakilmaksizin pnomokoklara etkinliginin ¢ok iyi oldugu sonucuna varilmistir (Bouchillon ve

ark, 2005).

Tigesiklinin aktivitesi oksijenden etkilendiginden aerop bakteriler i¢in duyarlilik
testlerinin taze (12 saati ge¢meyecek sekilde) Mueller-Hinton sivi besiyerinde, anaerop
bakteriler iginse Brucella agarda standart diliisyon testleri kullanilarak yapilmasi
gerekmektedir. Disk diflizyon testi i¢in 15 mikrogramlik diskleri kullanilmaktadir. Bu testte
19 mm ve iizerindeki zon ¢apina sahip olan kokenler duyarli, 14 mm ve alt1 ise direngli olarak
kabul edilir. Diliisyon testlerinde ise MIK degeri 2 mg/L ve daha diisiik olan kokenler duyarls,
8 mg/L ve lstiindeki degerler direngli olarak kabul edilir (Bradford, 2004). A. baumannii
izolatina yonelik olarak yapilan baska bir ¢alismada da broth mikrodiliisyon yontemine gore
tigesiklinde MiKsy ve MIKgy degerleri 0.5 ve 1 mg/L olarak saptanmis ve broth
mikrodiliisyonda tigesiklin inhibisyon ¢ap1 > 13 mm saptandiginda MiK; < 2 mg/L ile uyumlu
oldugu bildirilmistir (Tiengrim ve ark, 2006).
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Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikler

Tigesiklin; enterokoklar, stafilokoklar, E. coli ve K. pneumoniae’ye karsi
bakteriyostatik etki gosterir. S. pneumoniae 'ye karst hem bakteriyostatik hem de bakterisidal
etki gosterdigi bildirilmistir (Nathwani, 2005; Noskin, 2005).

Invitro ¢aligmalarda 3 mg/kg tigesiklin dozundan sonra S. pneumoniae igin 8.8 saat, E.
coli i¢in 4.9 saat siiren post-antibiyotik etkiye (PAE) sahip oldugu gosterilmistir. Tigesiklinin
yarilanma 6mrii 36 saat olup, proteinlere % 68 oraninda baglanir. Hemen tiim viicut sivilarina
1yl dagilim gosterir ve belirgin bicimde viicutta metabolize olmaz. Cok yavas olarak diski ile
atilir. Bobrek yetmezliginde ve ileri donem harig, karaciger yetmezliginde de doz ayarlamasi
gerekmez. Yas ve cinsiyet tigesiklinin farmakokinetik &zelliklerini etkilememektedir

(Bradford, 2004; Garrison ve ark, 2005; Nathwani, 2005).

Tigesiklin, klasik tetrasiklinlerden farkli olarak sadece intravendz yoldan
uygulanmaktadir. infiizyon siiresi bir saattir. Giinde iki kez uygulanmakla birlikte, uzun yar
omrii nedeniyle giinde tek doz kullanildigi durumlar da vardir (Garrison ve ark, 2005;
Nathwani, 2005).

Klinik Kullanimi

Tigesiklinin iki tane faz II, bir tane faz III ¢alismasi ger¢eklestirilmistir. Biri komplike
deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, digeri ise komplike intraabdominal enfeksiyonlari
olmak tizere iki faz II ¢alismasi bulunmaktadir. Komplike deri ve yumusak doku
enfeksiyonlart caligmasinda 25 ve 50 mg’lik iki farkli tigesiklin dozunun klinik ve
mikrobiyolojik etkinlikleri, farmakokinetik Ozellikleri ve tolerabilitesi arastirilmistir. Bu
caligmada 160 hastanede yatan hastada tigesiklinin her 12 saatte bir 25 mg ve 50 mg
(baslangigta sirasiyla 50 ve 100 mg yiikleme dozunu takiben) dozlari i¢in randomize
edilmistir. 50 mg doz uygulanan hastalarda tedavi sonu klinik kiir ve mikrobiyolojik
eradikasyon oranlari, 25 mg doz uygulanan hastalara gore daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla
klinik kiir %85 - %78, mikrobiyolojik eradikasyon %74 - %62). En sik gozlenen yan etkiler
ise bulant1 ve kusma olarak bulunmustur (Postier ve ark, 2004; Pankey, 2005).

111 hastaya uygulanan komplike intra abdominal enfeksiyonlar1 ¢aligmasinda 100 mg
1.v. yiikkleme dozunu takiben 50 mg/giin dozda tigesiklin 14 giin boyunca uygulanmstir.
Tedavi sonras1 klinik kiir ve mikrobiyolojik eradikasyon oranlar1 %75.8 olarak bulunmustur.
En ¢ok goriilen yan etkiler bulant1 ve kusma olmustur (Murray ve ark, 2003). Vankomisin ve

aztroenam ile karsilastirildig: tigesiklinin komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda
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faz III calismasinda klinik etkinlik yoniinden vankomisin ve aztroenama esdeger oldugu
gozlenmistir (Sacchidanand ve ark, 2005). Komplike intra abdominal enfeksiyonlar ve
komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in Amerikan Gida ve Ilag Dairesi

onayini almistir (Goldstein ve ark, 2005).
Yan Etkileri

Tigesiklin tedavisinde gastrik mukoza irritasyonlarina bagl olarak en sik karsilasilan
yan etkiler, bulanti, kusma ve ishal olarak goériilmektedir. Ayrica yiiksek dozda karaciger
toksisitesi, alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) yiikselmesi,
lokalize inflizyon reaksiyonu, ates yilikselmesi, karin agrisi, trombositemi, hipertansiyon,
biliirubinemi ve uykusuzluk goriilebilen diger yan etkilerdir (Geer, 2006). Gebelerde
kullanim1 kontrendikedir. Laktasyonda ve 18 yas altinda kullanimi hakkindaki bilgiler
yetersizdir. Amfoterisin-B, klorpromazin metilprednizolon ve vorikonazol ile birlikte
kullanilmamalidir (Ulusoy, 2006).

Tigesiklin’e yoOnelik Kuzey Amerika, Latin Amerika, Hindistan, Asya, Avrupa,
Avusturalya bolgelerinde yapilan ¢cok merkezli calismalarda, duyarli zonlarda MiKgy < 2
pg/ml olarak bulunmustur (Bradford ve ark, 2005). Gecekteki galigmalar ile tigesiklin
kullanimi konusunda daha detayli bilgi elde edilebilecektedir.

2.4. Vankomisin

Vankomisin ilk olarak A. orientalis (ilk olarak Streptomyces orientalis, daha sonra da N.
orientalis) ismiyle anilan bir mikroorganizmanin fermentasyonu ile elde edilmistir.
Vankomisin 1956 yilinda izole edilmis ve klinik kullanima girmis olan ilk glikopeptid tiirii
antibiyotiktir. Ancak o donemlerde elde edilen ve “Misissipi ¢amuru” olarak adlandirilan
vankomisinin saf olarak elde edilememesi fazla yan etki gdzlenmesine sebep olusturmustur
(Levine, 2006). Vankomisinin, Gram pozitif bakterilerde elde edilen basarili klinik yanit
sonrasi Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) 1958 yilinda bu ilacin kullanimma onay
vermistir. Ardindan vankomisin daha saf olarak elde edilmis ve giivenilir sekilde kullanima
sunulmustur. Metisilin’e kars1 S. aureus suslarinda karsilasilan direng sorunu vankomisinin
Oonemini arttirmistir. 1980’11 yillarin bagindan itibaren vankomisin kullanimi giderek artmaya
baglamistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde 1984 yilinda 2000 kg/yil olan tiiketim, 1996
yilinda 11200 kg/yil diizeyine erigmistir (Kirst ve ark, 1998). Uzun yillar glikopeptid

alaninda tek basina kullanimda olan vankomisine 1978 yilinda teikoplanin eklenmis, daha az
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yan etki, intramiiskiiler kullanim kolaylig1 ve giinde tek doz kullanim avantaji gibi nedenlerle
tedavi secenekleri artmistir. Teikoplanin 1984 yilindan itibaren klinik c¢aligmalarda
kullanilmaya baslanmistir (Bannerman ve ark, 1991). A. teichomyceticus fzan elde edilen bu
ajan hem yapt hem de antimikrobiyal aktivite acisindan vankomisine benzerlik
gostermektedir. Olumlu farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri yanisira, vankomisinle
karsilastirildiginda daha az yan etki nedeniyle kisa siirede vankomisine alternatif bir ajan

olarak tiptaki yerini almistir (Wood, 1996).

Vankomisin etki mekanizmasi; Gram pozitif bakterilerde hiicre duvar yapisini olusturan
peptidlerin  terminal D-ala-D-ala  dizisine baglanmak suretiyle transglikolizasyon
reaksiyonunu ve peptidoglikan olusumunu inhibe etmektir (Van Bambeke, 2004).
Bakterisidal olmalari, metisiline direngli stafilokoklarin neden oldugu ciddi infeksiyonlarin
tedavisinde basariyla kullanimlarma neden olmustur. Gram negatif bakterilerin hedef
yapilarina lipid tabakalarindan gegememeleri nedeniyle etkili olamazlar. Vankomisinin en
fazla tercih edilen tedavi nedeni metisiline direngli S. aureus ve S. epidermidis infeksiyonlari
olmustur. Bu suslara 1-5 pg/mL MIK diizeylerinde bakterisidal olarak etkisini gdstermis,
ciddi enfeksiyonlarda uzun zaman basarili olmuslardir (Smith ve ark, 1999). Uzun yillar
kullaniminin sonunda bazi stafilokok suslarmin 10-20 pg/mL konsantrasyonlarda inhibe
olabildigi gozlenmistir. Sonraki yillarda basta S. epidermidis olmak tizere diger stafilokok
suslarinda da tiretildigi gézlenen ve protez gibi yabanci cisimlere yapisan slime tabakasinin
ilag etkinligini azalttigi, gegisi engelleyerek bakterinin ilagtan korunmasina ve tedavinin
basarili olamadig1 gosterilmistir. Giiniimiizde suslarin % 15-20’sinde otolizinlerdeki defekte
bagli olarak vankomisinin bakterisidal etkisinde rolatif tolerans gelisimi gosterilmistir (Sloos
ve ark, 1996). Stafilokok suslar icinde MIK degerleri en yiiksek olan tiirler S. haemolyticus
olup, MIK diizeyleri 8 ug/mL seviyesindedir. {lacin kullanima girmesinden bu giine kadar
S. pneumoniae, S. pyogenes, B grubu streptokoklar, C. difficile ve C. jeikeium suslart
vankomisine ¢ok diisik MIK diizeyleri ile duyarlihigini devam ettirmektedir. Yillar iginde
vankomisinle ilgili tedavide sorun yasanan asil bakteriler enterokok tiirleridir. E. faecalis
suslart vankomisinin serumda ulasilabilen konsantrasyonlariyla ¢ogu kez inhibe olur. Ancak
bakterisid etkiden s6z edebilmek igin vankomisin konsantrasyonu serumda 100 pg/mL
diizeyin tizerine ¢ikmalidir (Perichon ve ark, 1997). Vankomisin streptomisin ya da
gentamisin gibi aminoglikozid tiirii antibiyotiklerle kombine edildiginde, enterokok suslarina
kars1 yaklagsik % 75’lere varan oranda sinerjistik bakterisidal etkinlik elde edilmistir

(Watanakunakorn ve Bakie, 1973). Uygulamanin basarili sonu¢ vermesi baslangigta
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enterokok suslarmin neden oldugu infeksiyon tedavilerinde basari saglanacagi kanisini
uyandirmistir. Ancak, gentamisin icin MIK diizeyleri 500 pg/mL’i asan enterokok suslarinin
saptanmasi bu kombinasyonlarin enterokoklarin bazi suslarinda yeterli olamayacagini
gostermistir  (Williamson ve ark, 1989). Enterokoklarin bu suslar1 yiiksek diizey
aminoglikozid direngleri nedeniyle vankomisin ile tedavi edilmeleri durumunda etkin bir
klinik yanitin elde edilme sansini da azaltmistir. Sonraki yillarda E. faecalis, E. faecium, E.
gallinarum, Pediococcus ve Leuconostoc suslarinda vankomisin direnci oldugu gézlenmistir
(Word, 1996; Kirst ve ark, 1998).

Antibiyotik direnci

Vankomisin uzun yillar tedavi alaninda kullanilmasina karsin ciddi bir tedavi sorunu
yasanmayan ve diren¢ problemi ile karsilasiilmayan bir antibiyotiktir. 1980°li yillarda,
vankomisinin Gram pozitif duyarli ve direncli bakterilerle gelisen infeksiyonlarda basarili bir
sekilde kullanilmistir. Ancak basta Fransa ve Ingiltere olmak iizere cesitli Avrupa iilkeleri ve
ABD’den bildirilen tedavi basarisizliklari vankomisin kullanimina siiphe ile bakilmasina
neden olmustur (Sloos ve ark, 1996). Ciinkii glikopeptidler gram pozitif bakterilerin neden
oldugu infeksiyonlarm tedavisinde kullanimda olan en giiglii antibiyotiklerdir. Ustelik bu
antibiyotiklere diren¢ 6zelligi gosteren gram pozitif bakterilerin kullanimda olan diger tiim
antibiyotiklere karsi da direngli olduklar1 disiiniilmiistiir. Leuconostoc, Pediococcus,
Lactobacillus, Erysipelothrix tiirleri kalitimsal olarak vankomisine diren¢ potansiyeli tagiyan
gram pozitif bakterilerdir. Asil sorun gram pozitif bakterilerden stafilokok ve enterokok
suslarinda yasanmstir. Ciinkii her iki cinsin neden oldugu infeksiyonlarin oran1 daha fazladir.
Enterokok ve stafilokok suslarmmin bir kisminda ortaya c¢ikan kazanilmig direng bu
antiboyitiklerin kullaniminda g¢esitli sorunlara neden olmustur (Riedel ve ark, 2008).
Vankomisine direngli gram pozitif bakteri sorunu 6nce enterokok suslarinda olmustur. 1988
yilinda E. faecalis ve E.faecium suslarinda diren¢ gozlendigini belirtmislerdir (Uttley ve ark,
1988). Bunu g¢esitli Avrupa iilkeleri ve ABD izlemistir. Vankomisine direngli enterokok
suglarinda yeni bir D-ala-D-ala ligaz enzimi gosterilmistir. Ligaz enziminin 6zelligi
peptidoglikan yapisinin  6nciil molekiili olan D-ala-D-ala distal ucunun yapisini
degistirmektir. Ligaz enziminin varlifinda vankomisinin bu uca baglanmasini engelleyen
konfiigiirasyon bozuklugu meydana gelir. Enterokok suslarinda vankomisin direnci VanA,
VanB, VanC ve VanD olmak tizere dort fenotipte gelisir (Mederski-Samoraj ve Murray 1983;
Uttley ve ark, 1988). VanA fenotipi direng hem vankomisine hem de teikoplanine yiiksek
diizeyde direng gelistiren fenotiptir. Vankomisin i¢in MIK diizeyleri 64 pg/mL; teikoplanin
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icin de 16 pg/mL ve iizerinde bulunmaktadir. Glikopeptid grubu antibiyotiklerin yaygin
kullanim1 bu bakterilerde VanA fenotipinde diren¢ indiiksiyonu acisindan potansiyel bir risk
faktorli olarak tamimlanmustir (Mederski-Samoraj ve Murray 1983; Vincent ve ark, 1992).
Vankomisin oldukc¢a basarili olmasina karsilik, glikopeptid dis1 ¢esitli antibiyotiklerin yaygin
kullanim1 sonucunda VanA tipi direng gelisimi ortaya ¢ikmistir. Ozellikle polimiksin B,
basitrasin gibi antibiyotikler ve hayvanlarin yemlerine konulan avoparsin hayvanlarin gesitli
infeksiyonlarinda tedavi alaninda kullaniminin artmasi da direng gelisimini hizlandirmastir.
Tnl1546 transpozonu lizerinde yer alan VanA gen grubunun plazmidler araciligi ile bakteri
tiirleri arasinda kolayca yayilabilme potansiyeli enterokok suslarinda glikopeptid direncinin
artisinda onemli katkisi olmustur (Smith ve ark, 1999). VanB fenotipi diren¢ potansiyeli
tasiyan suslar vankomisine duyarli, buna karsin teikoplanine direnglidir. Bunlarda vankomisin
MIK diizeyleri 4-1024 pg/mL arasinda degismektedir. VanC fenotipi direng igsel bir
vankomisin direncidir. MiK aralig1 4-32 pg/mL arasinda degisir. Teikoplanin VanC fenotipi
direng gelistiren suslara etkilidir. Enterococcus casseliflavus ve E.gallinorum suslarinda
tanimlanmistir. VanD fenotipi diren¢ hem vankomisin, hem de teikoplanin diren¢ potansiyeli
tasir. E.faecium suslarinda tanimlanmis olup vankomisin icin MIK degerleri 64 pg/mL,
teikoplanin i¢in de 4 pg/mL diizeyindedir (Mederski-Samoraj ve Murray 1983; Uttley ve ark,
1988). 1990’11 yillarin ortalarina dogru VanA fenotipi direncin laboratuvar kosullarinda S.
aureus suslar1 da dahil gesitli gram pozitif koklara aktarilabildigi gosterilmistir. Vankomisin
Aracili S. aureus (VISA) kaynakli infeksiyon ilk olarak 1995 yilinda Fransa’da santral kateter
kaynakli bakteremisi bulunan iki yasinda bir 16semi hastasinda gorilmiis, tedavi
antibakteriyel bir ajandan ziyade basarili bir cerrahi drenaj ile gerceklestirilmistir
(DiazGranados ve ark, 2005). 1996’da Japonya’da benzer suslarin tanimlanmasi ve 1997°de
ABD’den ve diger iilkelerden bildirilen olgularin izlemesi ile direncin giderek yayilma
potansiyeli oldugu gozlenmistir. Bu durum vankomisine duyulan giivenin yerini endiseye
birakmaya baglamistir (Deresinski, 2007). ABD’de bulunan hastalarin ortak 6zellikleri
diyaliz, santral vendz kateter kaynaklit MRSA bakteremileri, protez kullaniminda uzun siireli
vankomisin kullanimi (6-18 hafta) olmustur. Direngli suslarin temas ile kazanilma yolunu
arastiran ¢alismada VISA kaynagi olabilecek herhangi bir odak saptanamamistir. Bu dénemde
VISA infeksiyonu saptanan olgularin % 100’1 alt1 ay i¢inde kaybedilmistir. Bununla birlikte

Olimlerin higbiri direkt S. aureus infeksiyonu ile iligkili bulunmamustir.

Glikopeptid aracil1 S. aureus (GISA) suslarinda saptanan direncin, duyarlilik azalmasina

neden olan aktarilabilir diren¢ genlerden kaynaklanmadigi saptanmistir. VISA gelisim
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mekanizmas1 vankomisin baglanan dipeptid yapili (D-ala-D-ala) hiicre duvar kalinliginin
artist ve hiicreleraras1 hedef molekiiliine ilag gecisinin engellenmesi olarak belirlenmis ve o
zamanlar hiicre duvar yapisindaki degisime neden olan genetik faktorler tam olarak

anlasilamamistir (DiazGranados ve ark, 2005).

Vankomisine duyarliligi azalmis olan endokarditli bir hastada MRSA izolatinin
tamamina ait genom yapisi sekanslanmis ve VraR (response regiilator protein) operonunda
cesitli lokalizasyonlarda mutasyonun gelistigi belirlenmistir. Grup II polimorfizmi gosteren
baz1 VISA suslarinda “accessory gene regulator” (agr) isimli bir bdlge bulunmustur. Ustelik
bu genlerin bazt MRSA suslarinda da yer aldig1 saptanmigtir. VISA suslarinin bu potansiyele
sahip olan MRSA suslarindan kaynaklanmis olabilecegi disiiniilmiis, pulse-field gel
elektroforez analizlerinde MRSA ve sonrasinda gelisen VISA suslarinin genetik benzerligi bu
teoriyi desteklemistir. Bu gelisim, potansiyeli VISA doniisiimii sergileyebilecek MRSA
suslarinin  erken donemde belirlenmesi ile sonradan ortaya c¢ikabilecek bir tedavi
basarisizligini ve epidemiyolojik yayilim sorununu engelleyebilecegi diisiiniilmiistiir (Van
Bambeke ve ark, 2004). O giinlerde vankomisin ile ilgili ortaya ¢ikan bir bagka kavram da
heterorezistan suslardir. Vankomisin icin MIK degeri 4 pg/mL olan suslar nadir
goriilmektedir. Tiim suslar iginde bu suslar1 saptama orani tam olarak bilinmemekle birlikte
ABD ve Avrupa’da yapilan gesitli calismalarda MiK degeri 4 pg/mL olan suslarin %0.3’den
daha az oranda rastlandigi belirtilmistir. ABD Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezleri (CDC)
tarafindan gergeklestirilen 630 klinik izolatin hi¢birinde VISA saptanmamis ancak iki sus
heterorezistan olarak tanimlanmigtir (Baran ve ark, 2002). Heterorezistan VISA (hVISA)
suslar1 S.aureus suslari icinde vankomisine farkli duyarlilik paterni sergileyen suslar
tanimlamaktaydi. Vankomisin duyarlihgr farklillk gésteren bu tir S. aureus
subpopulasyonlart normal infeksiyon tedavilerinde potansiyel bir tehlike olusturmaktaydi.
Fenotipik ve genotipik benzerlige karsin subpopulasyondaki bu suslar digerlerinden farkli

olarak vankomisine yiiksek MIK degerlerine sahiptir (Bonten ve ark, 1998).

Populasyondaki diger suslar vankomisine duyarli olmasina karsin, subpopulasyondaki
bu suslar intermediate direng gostermistir. VISA suslarina benzer sekilde, hVISA suslar1 da
alisilmisin disinda kalinlagsmis hiicre duvar yapilar1 ile vankomisine direng gelistirmekte, bu
ozellikleri ile VISA suslarina benzerlik gostermekteydi. Heteroresistan susun prototipi olan S.
aureus Mu3 susu stafilokok kaynakli pndmonisi olan bir Japon hastadan izole edilmistir
(Bonten ve ark, 1998).
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Glinlimiizde heterorezistan suslarin izolasyon orant toplumlara goére degiskenlik
gostermektedir. Bu oranlar genellikle % 0.5-1.5 arasinda olup, Japon hastalarda % 20’lere
kadar yiikselmektedir (Uttley ve ark, 1989). Heterorezistan suslarin vankomisin agisindan
sonraki karsilasmalarda nasil bir direng paterni gelistirebilecegi ve diger bakteri
populasyonunu nasil etkileyebilecegi tam olarak anlasilamamistir. Glikopeptid kullanimi1
acisindan bu durumlar yetersiz klinik yaniti gosterir. Vankomisinin heterorezistan suslarin
neden oldugu infeksiyonlarda yetersiz kaldigin1 gosteren gesitli ¢alismalar bulunmaktadir.
Heterorezistan S. aureus suslar1 belki de vankomisin tedavi sonucunu etkileyebilecek
potansiyel bir rol tistlenmistir. Bu nedenle heterorezistan suslarin erken donemde taninmasi ve
buna yonelik onlemler alinmasi epidemiyolojik anlamda 6nemli bir yaklasim sayilmaktadir.
Ancak heterorezistan S. aureus suslarini belirleyen pratik ve kabul edilebilir laboratuvar tani
yontemlerinin bugiin halen bulunmamig olmasi, bu suslarin potansiyel risklerini halen yok

edememistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Kullanilan Cihazlar

ADU Bilimsel Arastrma ve Uygulama Merkezi’nde bulunan asagidaki cihazlar

kullanilmastir;

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC)

Agilent 1100 Serisi pompa

C18 kolon

Ceker Ocak
Vorteks

Hassas terazi
pHmetre
Mikrosantrifiij
Sogutmal1 Santrifuj

Spektrofotometre

Transsonic
Ultrasaf Su Cihazi

Karbondioksitli (CO,) inkiibator

Karbondioksit Tiipti 251t

Biyolojik Giivenlik Kabini

Agilent 1100 serisi, Germany
Waldron, Germany

Luna, 150 mm x 4.6 mm, 3um,

Phenomenex, Cheshire, UK

Yellow Line TTS2, Ika, USA
SBC31, Scaltec, USA

pH330i, WTW, Germany

Mikro 20, Hettich, Germany
Rotina 38R, Hettich, Germany
Multiskan 1500, Thermo
Labsystems, USA

T310, Elma, Germany
Simplicity, Millipore, USA

371, Thermo Elektron
Corporation, USA

HS12, HERAUS, Germany
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Mikroskop (Binokiiler)
Mikroskop (invert)
S1vi Azot Jeneratorii

S1vi Azot Tanki

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Vankomisin standardi
Tigesiklin standardi
LCH-8 besiyeri

DMEM besiyeri

Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO,)
Sodyum di-hidrojen fosfat (Na,PO,)
1-Oktansiilfonik asit

Asetonitril

Trifluoroasetik asit (TFA)

Ultra saf su

PBS (Phosphate buffer salin)

Sivi Azot

Caliymada Kullanilan Hiicreler

CX31RBSF, Olympus, Japan
CK40-F200, Olympus, Japan
M280X2, Kelvin, USA

NU-7105, Nuaire, USA

AppliChem, Germany
AppliChem, Germany
Lonza-USA

Biological Industries

Israel

Merck Germany
Merck Germany
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Biological Industries,

Israel

Aragtirmamizda normal insan bronsiyal epitelyum hiicresi (BEAS) ve KF bronsiyal
epitelyum hiicresi (IB3-1) kullanildi. BEAS hiicresi ve IB3-1 hiicresi ATCC’den (USA) temin
edilmistir. IB3-1 hiicresi ticari LCH-8 (Lonza-USA) besiyerinde kiiltiir edilirken, BEAS
hiicresi %90 DMEM (Biological Industries Israel) besiyerinin %10 Fetal Bovine serum
(FBS) ile zenginlendirilmis formunda 75 cm? flasklar iginde 37 °C de %5 CO, igeren

ortamda biiyiitiildi.
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3.1. Antibiyotiklerin Hiicreye Uygulama Yontemi

Calismada Metisiline direngli stafilokoklarda etkin oldugu bilinen vankomisin ve
tigesiklin CLSI (Wayne PA, 2008) ve EUCAST (Web_4, 2016) tarafindan bildirilen MIK
degerleri olan sirasiyla 4 pg/ml ve 15 pg/ml dozlan referans olarak alinarak doz ve zaman

calismalari belirlendi.
3.1.1. Tigesiklin ve Vankomisin Doz — Yamit Calismasi

Tigesiklin — Vankomisin, 0-3-10-30-100-300 pg/ml dozlarinda ¢alisilmistir. Her dozun
10 katt miktarinda 1ml stok antibiyotik soliisyonu hazirlandi. Flasktaki ylizeyin %70-80
oraninda ylizeyi kaplamis hiicreler 3 kez PBS ile yikanmistir. Flasklara 4,5’er ml besiyeri
eklenmistir. Besiyeri igeren flasklara 0,5’er ml (doza karsilik gelen diliisyonun 10 kat1)
antibiyotik eklendi. 16 saat 37 °C’de %5 CO; iceren inkiibatorde inkiibasyon edildi.
Inkiibasyon sonunda, hiicre patlatma islemi i¢in her hiicre 3 kez PBS ile yikandi. Uzerine 2 ml
PBS eklendi. Scarpe ile hiicreler yiizeyden kazindi. Yiizeyden kalkmis hiicreler otomatik pipet
ile 15ml’lik falkona aktarildi. 1900 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi
slipernatant atildi1 ve pellet 200 ul PBS eklenerek siispanse edildi. Siispanse hiicre 1,5 mI’lik
poliiiretan tiiplerde -196 °C’de tutularak donana kadar bekletildi. Donmus hiicre hizla
¢ozdiriliip 10 dk ultrasonik banyoda sonike edildi. Bu islem hiicreler patlayana kadar
tekrarlandi (Mikroskop altinda incelenerek tamamen pargalandigindan emin olundu). 10000
rpm’de 4°C” de 5 dk santrifiijlendi ve siipernatant yeni 1,5 ml’lik poliiiretan tiipe aktarilarak
HPLC calismasi igin -20 OC kaldirldu.

3.1.2. Tigesiklin ve Vankomisin Zaman — Yanit Calismasi

Tigesiklin ve vankomisinin, doz—yanit ¢alismasinda elde edilen optimal doz
kullanilarak 0-1-2-4-8-16-24. saatlerde flasktaki yilizeyin %70-80 oraninda kaplamig
hiicreler 3 kez PBS ile yikanarak flkasklara 5’er ml antibiyotik eklendi. Belirlenen
zamanlardaki inkiibasyonlarm (37 °C’de %5 CO; igeren inkiibatdrde) sonunda hiicre patlatma
islemi i¢in her hiicre 3 kez PBS ile yikandi. Uzerine 2 ml PBS eklendi. Scarpe ile hiicreler
yiizeyden kazindi. Yiizeyden kalkmis hiicreler otomatik pipet ile 15 ml’lik falkona aktarildi.
1900 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifuj edildi. Santrifuj sonrast siipernatant atildi ve pellet 200 ul
PBS eklenerek siispanse edildi. Siispanse hiicre 1,5 ml’lik poliiiretan tiiplerde -196 °C’de
tutularak donana kadar bekletildi. Donmus hiicre hizla ¢ozdiiriiliip 10 dk ultrasonik banyoda

sonike edildi. Bu islem hiicreler patlayana kadar tekrarlandi (Mikroskop altinda incelenerek
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tamamen parcalandigindan emin olundu). 10000 rpm’de 4°C’ de 5 dk santrifiijlendi ve

siipernatant yeni 1,5 ml’lik poliiiretan tiipe aktarilarak HPLC g¢aligmasi i¢in -20 OC kaldirldi.
3.1.3. Protein Tayini

BSA standardi (2 mg/ml) PBS (Phosphate Buffer Salin) ile diliie ederek 2000-1500-
1000-750-500-250-125-62,5 lik standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlardan 25 pl
kuyucuklara koyuldu. Diger kuyucuklara 25 ul numunelerden eklendi. Uzerlerine 200 ul kitde
(Thermo Fisher Scientific, Pierce™ BCA Protein Assay Kit) bulunan A ve B soliisyonundan
eklendi (A/B orami 50/1). Hazirladigimiz plak 37 °C lik inkiibatére koyup yarim saat
bekletildi. Spektrometrede 562 nm dalga boyunda okutuldu (Smith ve ark, 1985; Stabile ve
ark, 2002).

3.2. Analitik Yontem
3.2.1. Ila¢ Analizleri
3.2.1.1. Standart Hazirlama

Vankomisin (AppliChem, Germany) ve tigesiklin (AppliChem, Germany) standardi
kullanilarak stok standart soliisyonlar1 (100 pg/ml) hazirlandi. Bunlar son yogunluklar 1, 5,
10, 25, 50, 100 pg/ml olacak sekilde PBS:ACN (1:1) karsimi ile sulandirilarak ve standart
egri olusturularak dogruluklari teyid edildi.

3.2.1.2. Hiicre Siispansiyonu Ekstraksiyonu

Hiicre siispansiyondaki proteinleri ¢oktiirmek i¢in; 150 pl hiicre siispansiyonundan 1,5
ml politliretan tiipe kondu ve iizerine 150 pl asetonitril eklendi. Vorteks yapilarak iyice
karigsmasi saglandi. 13000 rpm hizda 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant viale aktarildi
(Kitzman ve ark, 2002).

3.3. HPLC Sartlan
3.3.1. Tigesiklin

Tigesiklin hareketli faz olarak asetonitril (CH3CN):fosfat soliisyonu (3 gr potasyum
di-hidrojen fosfat (KH,PO,4) + 3 gr, sodyum di-hidrojen fosfat (Na,POy,) tartilip 1 litre ultrasaf
suda ¢oziildi 0,6gr ), l-oktansiilfonik asit eklenir PH 3’e trifluoroasetik asit (TFA) ile
ayarlandi) 20:80 oraninda Agilent 1100 Serisi pompa aracilig1 ile mobil faz akis hiz1 dakikada
1,3 ml olacak sekilde pompalandi ve her bir analiz 7 dakikada tamamlandi. Molekiillerin

analizi i¢in kolon olarak C18 kolon (Luna, 150 mm x 4.6 mm, 3um, Phenomenex, Cheshire,

30



UK) kullanildi. Analiz sirasinda kolon 1sis1 40°C’ye ayarlandi. Analizler dalga boyu 244
nm’ye ayarlanmis fotodiodarray (DAD) detektér (Agilent 1100 Seri, FLD Waldron,
Almanya) ile yapildi. Analiz i¢in hem standart hem de 6rneklerden cihaza 50 pl enjekte edildi
(Li ve ark, 2004).

3.3.2. Vankomisin

Vankomisin hareketli faz olarak asetonitril (CH3CN):tampon soliisyonu (%15
trifluoroasetik asit (TFA) igeren ultra saf su) 5:95 oraninda Agilent 1100 Serisi pompa
araciligi ile mobil faz akis hiz1 dakikada 1 ml olacak sekilde pompalandi ve her bir analiz 12
dakikada tamamlandi. Molekiillerin analizi i¢in kolon olarak C18 kolon (Luna, 150 mm x 4.6
mm, 3um, Phenomenex, Cheshire, UK) kullanildi. Analiz sirasinda kolon 1sis1 40°C’ye
ayarlandi. Analizler dalga boyu 240 nm’ye ayarlanmis fotodiodarray (DAD) detektor (Agilent
1100 Seri, FLD Waldron, Almanya) ile yapildi. Analiz i¢in hem standart hem de 6rneklerden
cihaza 25 pl enjekte edildi (Baranowska ve ark, 2004).

3.3.3. Ozgiinliik (Specificity)

Tayin edilecek maddelerin analiz sonuglari ortamda bulunan baska maddelerden
etkilenmemelidir. Ozgiinliik, kullanilan metodun 6rneklerde bulunan bilesiklerden herhangi
biri ile etkilesim olmadan aranan maddelerin tayin edilebilmesidir. Vankomisin ve tigesiklin
eklenmeyen sadece hiicre ilizerine sadece besiyeri konulmus sifir doz kullanilarak
kromatogramda vankomisin ve tigesiklin alikonma zamanlarinda piklerin girisim yapip

yapmadig1 incelendi.
3.3.4. Dogrusallik (Linearity)

Bir analitik prosediiriin dogrusalligi (belirli sinirlar igerisinde) 6lgiilen sinyalin
konsantrasyonu ile ne derece dogru orantili oldugu ile belirlenir. Vankomisin igin standartlar,
stok soliisyonlarin 2, 5, 25, 50 pg/mL’lik diliisyonlar1 seklinde giinliik olarak hazirlandi.
Tigesiklin icin standartlar, stok soliisyonlarin 1, 5, 10, 25, 50, 100 pg/mL’lik diliisyonlar
seklinde giinliik olarak hazirlandi. Standartlarin pikalanlar tayin edildi. Konsantrasyonlar ve
bu konsantrasyonlara karsilik gelen pik alan degerleri kullanilarak kalibrasyon egrileri ¢izildi

ve korelasyon katsayilar1 hesaplandi.
3.3.5. Duyarhlik (Sensitivity)

Bir analitik yontemin saptayabildigi en kii¢iik konsantrasyon degeri olup tespit limiti

[limit of detection (LOD)] ve hesaplanabilir limit [limit of quanification (LOQ)] olarak ifade
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edilir. LOD, analit sinyalinin geri plan giiriiltiiden ayrilabilmesi i¢in gereken en az analit
miktaridir. LOQ, analitin giivenilir bir sekilde dogru 6l¢iimiiniin yapilabilmesi igin gerekli en
diisiik miktardir. Tespit limiti olarak kromotogramin temel ¢izgisi tizerinde maddelerin
olusturduklar1 sinyallerin geri plan giiriiltiiye oraninin (S/G) 3 oldugu konsantrasyon,
hesaplanabilir limit olarak ise sinyal/giiriilti oraninin 6 oldugu konsantrasyon diizeyi baz
alindi. Vankomisin ve tigesiklin i¢in hazirlanan standartlar, bos hiicre 6rnekleri ile yiiklendi.
Kromatogram {izerinde S/G orani 3 olan konsantrasyon LOD, S/G orani 6 olan konsantrasyon

LOQ olarak tespit edildi.
3.4. istatiksel Yontemler

Farkl1 hiicrelerdeki doz ve zaman farklar1 graphpad Prizm programi 5.03 ver da t-test

yontemi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tigesiklin ve Vankomisinin Doz ve Zaman Yanit Bulgulari
Ozgiinliik

Vankomisin ve tigesiklin eklenmeyen sadece hiicre lizerine sadece besiyeri konulmus

sifir doz kullanilarak kromatogramda pikler gozlenmedi (Sekil 3).

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (VANCO-3\SIG10007.D)

60

50+

40

304

20+

104

— ——— — ——— —— —— ——— — ——— —— — —— ——— — ———
0 1 2 3 4 5 6 7 mi

Sekil 3. Kontrole (hiicre iizerine sadece besiyeri konulmus sifir doz) ait HPLC kromatograma.

Dogrusalhk

Tigesiklin 1, 5, 10, 25, 50, 100 pg/ml konsantrasyonlarina karsilik gelen pik alan
degerleri kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisi ve hesaplanan korelasyon katsayist Sekil 4 ‘te,
vankomisin 2, 10, 25, 50 pg/ml konsantrasyonlarma karsilik gelen pik alan degerleri
kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisi ve hesaplanan korelasyon katsayist Sekil 5 ‘de

gosterildi.
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Sekil 4. Tigesiklin kalibrasyon egrisi ve hesaplanan korelasyon katsayist.
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Sekil 5. Vankomisin kalibrasyon egrisi ve hesaplanan korelasyon katsayist.
Duyarhhk

LOD: S/G orani1 3’den biiyiik olan en diisiik konsantrasyon tigesiklin 5 pg/ml i¢in 0,55 pg/ml
olarak tespit edildi.

LOD: S/G oran1 3’den biiyiik olan en diisiik konsantrasyon vankomisin 10 pg/ml i¢in 2,22
pg/ml olarak tespit edildi.

LOQ: S/G oranm1 6’dan biiyiik olan en diigiik konsantrasyon tigesiklin 5 pg/ml i¢in 1,10 pg/ml
olarak tespit edildi.
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LOQ: S/G orani 6’dan biiyiik olan en diisiik konsantrasyon tigesiklin 10 pg/ml igin 4,44

pg/ml olarak tespit edildi.

Boliim 3,3’de anlatildig1 sekilde yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen kontrole (hiicre

tizerine sadece besiyeri konulmus sifir doz) , tigesiklin ve vankomisin standart dozlarina ve

IB3-1 hiicresine uygulanmis tigesiklin ve vankomisin dozlarina ait kromatogramlarda elde

edilen degerler sekil 6 - 11° da belirtildi.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (VANCO-3\SIG10004.D)
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Sekil 6. 10 pg/ml vankomisin standardina ait HPLC kromatograma.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (VANCO-3\SIG10006.D)
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Sekil 7. 100 ug/ml vankomisin standardina ait HPLC kromatogramu.
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (VANCO-3\SIG10019.D)
mAU -

124

0.8 <
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-0.4+

Sekil 8. 300 pg/ml vankomisin dozu uygulanmis 16 saat inkiibe edilmis IB3-1 hiicresine ait
HPLC kromatogramu.

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (TGSKL-3\SIG10001.D)
mAU
2.5+
2]
15+
1]
0.54
0
-0.5
1]
: i : : ; : : m

Sekil 9. Tigesiklin 1 pg/ml standardina ait HPLC kromatograma.
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DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (TGSKL-3\SIG10003.D)

20 -
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Sekil 10. 10 pg/ml tigesiklin standardina ait HPLC kromatogrami.

DAD1 A, Sig=244,4 Ref=360,100 (TGSKL-3\SIG10015.D)
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Sekil 11. 30 pg/ml tigesiklin dozu uygulanmis 16 saat inkiibe edilmis IB3-1 hiicresine ait
HPLC kromatogram.

Tigesiklin tiim dozlar i¢in yapilan istatistik (t-test, Graphpad programi ile) sonucunda
10, 30, 100 ve 300 pg/ml dozlarinda IB3-1 hiicresine giris normal hiicre ile
karsilastirildiginda anlamli oranda yiiksek bulunmustur. Antibiyotiklerin hiicre igine giris
oranlar1 calismada kullanilan hiicrelerin protein miktarlar1 ile HPLC’de elde edilen
konsatrasyon degerleri ile 1 mg protein basina diisen miktar sekilde orantilanarak hesaplandi.
KF hiicreleri i¢in 3 pg/ml i¢in %22.43, 10 pg/ml i¢in %25.79, 30 pg/ml i¢cin %36.20, 100
ug/ml i¢in %33.09 ve 300 pg/ml igin %18.30 iken, normal brons epitelyum hiicreleri igin 3
pg/ml icin % 24.62, 10 pg/ml igin %8.28, 30 pg/ml icin %4.57, 100 pg/ml i¢in %2.65 ve 300

pg/ml icin %2.71 bulunmustur. Hiicre i¢ine giren miktar verilen miktarlar ile
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Karsilastirildiginda 30 pg/ml MIK degerlerine yakin ve hiice igine optimal girisin oldugu doz
belirlenmistir (Sekil 12).

80-
& BEAS B IB3
p=0.0005
c 60- =
2
o p=0.0022
2 40+
)
£
2 20 p=0.0042
*
p=0.0099 é
O-
o) Q Q Q Q
Y g ,»0 (50

ug/ml Tigesiklin

Sekil 12. IB3-1 ile BEAS hiicrelerinin tigesiklin farkli dozlar1 i¢in giris oranlari.

IB3-1ve BEAS hiicresi i¢in 30 pg/ml Tigesiklin doz zaman g¢aligmasi sonucu yapilan
istatistik (t-test, Graphpad programu ile) sonucunda 1, 2, 4, 8, 16, 24 saat IB3-1 hiicresine giris
anlamli yiiksek bulunmustur. Tigesiklin 30 pg/ml dozunun zamana gore hiicre i¢ine giris
oranlar1 KF hiicreleri i¢in 1. saat i¢in %12.57, 2. saat i¢in %23.20, 4. saat i¢in %33.23, 8. saat
icin %45.85, 16. saat i¢in %45.29 ve 24. saat icin %39.60 iken, normal brons epitelyum
hiicreleri icin 1. saat i¢in %3.64, 2. saat i¢in %4.33, 4. saat i¢in %7.51, 8. saat i¢in %9.43, 16.
saat i¢in %6.55 ve 24. saat i¢in %4.30 bulunmustur. IB3-1 hiicresine en iyi giris oran1 8. saat

olarak tespit edilmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. IB3-1ve BEAS hiicresi i¢in 30 pg/ml tigesiklinin farkli zamanlarda giris oranu.

Vankomisin ile yapilan doz ¢alismalarinda, hiicre igine girebilen miktar standartlarda
(CLSI ve EUCAST) belirtilen miktarlarin ¢ok tstiinde ve hiicre i¢ine giren miktarin ¢ok
diisiik oranda (IB3-1 ve BEAS hiicreleri igerisine girigin sadece 300 pg/ml oldugu ve IB3-1
icin %0,88, BEAS i¢in %1,26) oldugu tespit edilmistir. Bu bulgularla vankomisin KF ve
normal brong hiicresine girisinin yok denecek kadar az oldugu tespit edilmis olup zaman yanit

caligmasi yapilmamustir (Sekil 14).
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Sekil 14. IB3-1 ile BEAS hiicrelerinin vankomisinin farkli dozlari i¢in girig oranlari.
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5. TARTISMA

Sonug olarak ¢aligmamizda tigesiklinin tiim dozlar ile yapilan deneyler sonucunda 10,
30, 100 ve 300 pg/ml dozlarinda KF hiicresine giris normal hiicre ile karsilastirildiginda
anlamli oranda yiiksek bulunmustur. Antibiyotiklerin hiicre i¢ine giris oranlar1 KF hiicreleri
icin 3 pg/ml icin %22.43, 10 pg/ml i¢cin %25.79, 30 pg/ml i¢in %36.20, 100 pg/ml igin
%33.09 ve 300 pg/ml icin %18.30 iken, normal brons epitelyum hiicreleri i¢in 3 pg/ml i¢in %
24.62, 10 pg/ml i¢in %8.28, 30 pg/ml icin %4.57, 100 pg/ml icin %2.65 ve 300 pg/ml i¢in
%2.71 bulunmustur. Hiicre i¢ine giren miktar verilen miktarlar ile karsilastirildiginda 30

ng/ml MiK degerlerine yakin ve hiicre icine optimal girisin oldugu doz belirlenmistir.

IB3-1ve BEAS hiicresi i¢in 30 ng/ml Tigesiklin doz zaman ¢alismas1 sonucunda 1 saat,
2 saat, 4 saat, 8 saat,16 saat, 24 saat IB3-1 hiicresine giris anlamli bulunmustur. Tigesiklin 30
pg/ml dozunun zamana gore hiicre i¢ine giris oranlart KF hiicreleri i¢in 1.saat i¢in %12.57,
2.saat i¢in %23.20, 4.saat i¢in %33.23, 8.saat i¢in %45.85, 16.saat i¢in %45.29 ve 24.saat i¢in
%39.60 iken, normal brons epitelyum hiicreleri i¢in 1.saat i¢in %3.64, 2.saat i¢cin %4.33,
4 saat i¢in %7.51, 8.saat i¢in %9.43, 16.saat i¢in %6.55 ve 24.saat i¢in %4.30 bulunmustur.

IB3-1 hiicresine en iyi giris oran1 8 saat olarak tespit edilmistir.

Vankomisin ile yapilan doz c¢aligmalarinda, hiicre i¢ine girebilen miktar standartlarda
(CLSI ve EUCAST) belirtilen MIK degerlerinin ¢ok iistiinde ve hiicre igine giren miktarin
cok diistik oranda (IB3-1 ve BEAS hiicreleri igerisine girisin sadece 300 pg/ml i¢in IB3-1 i¢in
%0,88, BEAS i¢in %1,26) oldugu tesbit edilmistir. Bu bulgularla vankomisin KF ve normal
brong hiicresine girisinin yok denecek kadar az oldugu tesbit edilmis olup zaman yanit

calismasi yapilmamustir.

Tedavide antibiyotik kullaniminda mikroorganizmalar iizerine etkinligi disindaki
onemli bir konu da antibiyotigin doku i¢indeki konsantrasyonudur. Doku konsantrasyonunun
yiiksek olmas1 o dokuda gelisen enfeksiyonlar sirasinda mikroorganizmanin antibiyotik MIC
degerlerinde uzun siireli maruz kalmasi sonucu tedavinin basarisinda énemli bir faktordiir.
Tigesiklinin ve vankomisinin akciger dokusundaki birikme miktarlarina bakildiginda
tigesiklin’in (36 saat) vankomisinden (4-6 saat) daha yiiksek ve yarilanma omriiniin de daha
uzun oldugunu gostermektedir (Rodvold ve ark 2006; Estes ve Derendorf 2010). KF’li

hastalarda tedavilerin yetersiz olmasi ve tekrar alevlenmelerin sik olmasi nedeniyle siklikla
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kullanilan antibiyotiklerin farmakokinetikleri yogun olarak ¢alisilmistir (de Groot R ve Smith
1987). Yapilan ¢alismalar sonucunda birgok antibiyotigin KF’li hastalarda dokuda etkin MIK
degerlerine ulagmasi i¢in saglikli insanlara kullanilan dozlardan daha yiiksek kullanilmasi
gerektigi diislincesi ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan caligmalarda geligkili sonuglar bildirilmistir.
KF’li  hastalarda  siprofloksasin,  trimetoprim-sulfometaksazol,  seftazidim  ve
aminoglikozitlerin farmakokinetikleri degiskenlik gosterirken imipenemin ve vankomisinin
farmakokinetiginde herhangi bir degisikligin olmadigi bildirilmistir (de Groot R ve Smith,
1987; Pleasants ve ark, 1996). Bu c¢eliskili gibi goziiksede KF epitelinde degisen ylizey yapi
ile antibiyotigin kimyasal yapis1 arasindaki iligkinin 6nemli rol oynayabilecegini de diistinmek

gerekmektedir.

Tetrasiklinlerin cogunun aksine tigesiklin zayif sekilde absorblanir ve parenteral olarak
verilmelidir. Tigesiklinin KF olmayan popiilasyondaki dozlama ve farmakokinetik &zellikleri
asagidakisekilde ozetlenebilir. 100 mg yiikleme dozunu takiben her 12 saat boyunca 50 mg
olarak verilmektedir. Serum pik konsantrasyonu 0,87 mg/L, yarilanma omrii 42,7 saattir.
AUC’si 4,7 pg.h/L’dir ve dagilim hacmi 500-700 L/kg’dir. Ilag minimal bir bozunma ile ana
olarak hepatobiliar yolla elimine edilir (Conte ve ark, 2005; Meagher ve ark, 2005; Parkins ve
Elborn 2010).

Tigesiklin henliz KF’li popiilasyonda calisiimamistir. Goreceli olarak diisiik serum
konsantrasyonunun aksine tigesiklinin yiiksek dagilim hacmi bu ajanin dokulara yiiksek
penetrasyonunu yansitmaktadir. Onun organlara yonelik yapisi, plazmaya oranla akcigerde
%300-400 daha yiiksek konsantrasyon alti alani degerlerine neden olur (Meagher ve ark,
2005). Bronkoskopik aracili olarak yapilan farmakokinetik caligmalari, tigesiklinin 6. saat
epitelyal kaplama sivist konsantrasyonunun 0.37+0.36 mg/L ve alveolar hiicre
konsantrasyonunun 10.7+7.1 mg/L oldugunu goéstermistir (Conte ve ark, 2005; Parkins ve
Elborn 2010).

KF hastalarinda olusan akciger enfeksiyonlarinda etkenin biyofilm iiretme 6zelliginin
yiiksek oldugu ve bu nedenle antibiyotik direncinin katlanarak artmasinin tedavide en 6nemli
basarisizlik nedeni olarak degerlendirilmektedir (Costerton ve ark, 1999; Kirov ve ark, 2007).
Son yillarda yapilan ¢aligmalarda biyofilm enfeksiyonlarinda biyofilm eredikasyonu ve
biyofilm altindaki mikroorganizmalarin Oldiiriilmesinde tigesiklinin vankomisine oranla
onemli bir basarisinin oldugunun gosterilmistir (Oztiirk ve ark, 2016). Tigesiklinin, KF’li
hastalarda tanimladigimiz bu etkinlikle birlikte biyofilm eradike edici etkinlik, tigesiklini dual

etkinlige sahip ve KF’li hastalarda sec¢ilmesi gereken bir antibiyotik konumuna tagimaktadir.
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Calismamiz sonucunda, tigesiklinin  KF ve normal akciger epitel hiicrelerine
penetrasyonu vankomisine oranla daha yliksek bulunmustur. KF hastalarinda S. aureus ve
benzeri gram pozitif bakterilerin akciger epitel hiicrelerine adezyonu ve kolonizasyonunu
onlemek igin tigesiklinin kullanim1 vankomisine oranla daha basarili oldugu diisiintilmektedir.
Ayrica vankomisine kars1 bir¢ok direng mekanizmasinin bakteriler tarafindan gelistirilmesi de
tigesiklinin tercih edilme nedenleri arasindadir. Calismamiz, KF hastalarinin hayat kalitesini
diisiiren ve oliime sebep olabilen enfeksiyonlarin tedavisinde tigesiklinin etkin ve basarili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Boylece ileride bu konuda, ilag endiistrisine katkida
bulunabilecek yeni ¢alismalarin hayvan deneyleri ile desteklenmesine ve boylece daha etkili
ve hastanin yagsam kalitesini arttirabilecek yeni ila¢g kombinasyonlarin gelistirilmesini

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismalarin bulgular 15181nda;

Tigesiklinin KF akciger hiicresine girisi normal akciger hiicresine oranla daha yiiksek

bulunmustur.

Yapilan ¢alismada 30 pg/ml MIK degerlerine yakin ve hiicre igine optimal girisin

oldugu doz belirlenmistir.

Bu optimal giris dozu i¢in KF akciger hiicresi ve normal akciger hiicresinde tigesiklin
doz zaman ¢alismasinda 1, 2, 4, 8, 16 ve 24 saatlerde KF akciger hiicresine tigesiklinin girisi

anlamli bulunmustur.
KF akciger hiicresine en iyi girig ylizdesi 8.saatte bulunmustur.

Vankomisinin KF ve normal brons hiicresine girisinin yok denecek kadar az oldugu

tesbit edilmistir. Bunun i¢in vankomisin doz yanit ¢alismasi yapilmamistir.

Bu nedenle, tigesiklinin KF ve normal akciger epitel hiicrelerine penetrasyonu
vankomisine oranla daha yiliksek bulunmustur. KF hastalarinda S. aureus ve benzeri
bakterilerin akciger epitel hiicrelerine adezyonu ve kolonizasyonunu 6nlemek igin tigesiklinin
kullanim1 vankomisine oranla daha basarili oldugu diisiiniilmektedir. Calismamiz, KF
hastalariin hayat kalitesini diisliren ve 6liime sebep olabilen enfeksiyonlarin tedavisinde

tigesiklinin etkin ve basarili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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