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1. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesi i¢indeki en 6nemli insan
patojenidir. Aerob, nonfermentatif, gram negatif bir comak olan P. Aeruginosa, ilk
kez 1882'de Gessard tarafindan irinli materyalden izole edilmistir. Toprakta, suda ve
organik yiizeylerde yaygin olarak bulunabilen bakteri, firsatci tipte enfeksiyonlara
yol acar (1). Bu organizma nazokomiyal enfeksiyonlarin major bir nedenidir ve basta

kistik fibrozis olmak {izere kronik akciger enfeksiyonlarindan sorumludur (2).

P. Aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde konaga ve bakteriye ait
faktorler rol oynar. Enfeksiyonlarin ilk basamagi kolonizasyondur, konak
savunmasinin  bozuldugu ve bagisik yamitin yetersiz kaldigi durumlarda

kolonizasyonun ardindan genellikle enfeksiyon gelisir.

Sagliklt bireylerde P. Aeruginosa kolonizasyonu nadir olarak goriiliir,
kolonizasyon gelistiginde ise siklikla cilt, bagirsaklar, iist ve alt solunum yollar1
kolonize olur. Hastanede yatan hastalarda kolonizasyon sikligi ¢ok daha fazladir.
Bagisiklik sistemi zayiflamis hastalar, invaziv uygulamalar (kataterizasyon,
entiibasyon gibi), genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siire kullanimi1 ve hastanede

bir enfeksiyon kaynaginin olmasi kolonizasyon gelisimini kolaylastirir (3).

P. Aeruginosa'min virlilansinda hem hiicresel hem de hiicre dis1 faktorler rol
oynamaktadir. Ozellikle pili, flagella ve lipopolisakkarit gibi yiizey komponentleri ile
konak hiicre ylizeyine yapisir ve konak immiin yanitina neden olur. Yapilan pek ¢cok
hayvan modelli ¢alismada proteazlar (elastaz, alkali proteaz, lasA proteaz ve proteaz
4), toksinler (ekzotoksin A ve ekzoenzim S) ve hemolizinlerin (fosfolipaz ve
ramnolipid) P. Aeruginosa viriilansinda rol aldig1 gosterilmistir. Bakterrilerin yeni
bir cevreye adaptasyonu ve bu cevreyi tanima, algilama cevabi patogenede
onemlidir. Bakteri pek cok mekanizma ile Ph, Besin kaynagi ve popiilasyon
yogunlugu gibi cevresel sartlar1 algilar. P. Aeruginosamin hiicre dis1 viriilans
faktorlerinin salinimi Quorum Sensing (QS) olarak adlandirilan hiicre yogunluguna
bagimli ve “acil homoserin lakton” sinyal molekiillerinin kullanildig1 bir mekanizma

ile kontrol edilip diizenlenmektedir (4, 5).



Her QS sistemi ‘“autoinducer” adi verilen sinyal molekiillerini sentezleyen
(LasI ve Rhll) ve bunlarla ayn1 kékenden gelen transkripsiyonel regiilator olarak
bilinen (LasI ve Rhll) iki bilesenden olugmaktadir. Lasl, autoinducer N-(3-
oxododecanoyl) homoserin lactone (30Ci2-HSL) molekiiliinli sentezlerken, RAhlI,
autoinducer N-butyryl homoserin lactone (C4-HSL) molekiiliinii sentezlemektedir.
Hiicre yogunlugunun yiiksek oldugu durumlarda 30C12-HSL ve C4-HSL kritik
seviyelere ulasir ve farkli viriilans faktorlerinin transkripsiyonunu arttiran bu

regiilatorleri aktive eder (6,7).

Cevreyi algilama sisteminin engellenmesi multi antibiyotik direncli bakterilerle
savasmada yeni bir umuttur. Bakterisidal ve bakteriyostatik stratejilerden ziyade
bakteriyel gevreyi algilama sistemlerinin engellenmesi, gida teknolojisi, tarim ve tip
gibi ¢ok farkli alanlarda talep gorebilir (8). Bundan dolay1 bu konuda her giin yeni
tedavi modalitelerinin olusturulmasina yonelik bir¢ok c¢alisma yapilmaktadir. Bu
konuda karsilagilan en biiylik sikinti bulunan tedavi modalitelerinin gerek etik
gerekse de kanuni yonden direkt olarak insan iizerinde uygulanamamasidir. Bu
durumda arastirmacilar hayvan modellerini kullanmaktadirlar. Bu konuda insan
akciger morfolojisini ve patolojisini en giizel taklit eden ve calismasi kolay olan
hayvan modeli immiin yetmezlikli fare olan BALB/C iizerinde olusturulabilmektedir.
Bu calisma, in vivo ortamda P. Aeruginosa tarafindan olusturulan enfeksiyon
modellerinde, QS inhibitorlerininetkinliginin aragtirilmasi ve bu inhibitorlerin doku

tizerinde etkilerinin saptanmas1 amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. P. Aeruginosa'min Mikrobiyolojik Ozellikleri

P aeruginosa; 0,5-0,8 pm eninde, 1,5-3 pm boyunda olabilen basil veya
kokobasil morfolojisinde bakterilerdir (Sekil 1). Diiz veya hafif kivrik olabilir. Spor
olusturmazlar. Gram negatif olarak boyanir. Tek polar flagellas: ile hareketlidir.

Diger Pseudomonas tiirlerinde birden fazla flagella bulunabilir (9).

Sekil 1. P Aeruginosa’nin morfolojik yapisi.

Zorunlu aerobtur, ancak oksijen yoklugunda da ortamda elektron alic1 olarak
yeterli NO3 varsa yasamin1 devam ettirir. En iyi 37°C'de olmakla beraber, 20-42°C
arasindaki 1silarda tireyebilir. Tek karbon kaynagi olarak ¢ok fazla sayida substrati
kullanabilmesi sayesinde birgok besiyerinde iireyebilir. Organik {ireme faktorlerine
gereksinimleri yoktur. Tek bir karbon kaynagi varliginda iireyebilen nadir
bakterilerdendir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla kullanilan besiyerlerinde
kolayca {tiredikleri i¢in izolasyonlar1 kolaydir. P aeruginosa kolonileri ii¢ farki tipte
olabilir. Dogal ortamdan, toprak ve sudan izole edilenler kiiciik, kaba koloniler
olusturur. Klinik materyallerden iiretilenler ise iki tipte goriiliir. Bir tipi biiyiik,
yumusak, diiz ve kalkik kenarli koloniler (non-mukoid) olustururken viriilans1 daha
yiiksek olan diger tipte alginat liretimi sonucu mukoid tipte koloniler gozlenir. Kanli

besiyerinde 1-5 mm c¢apinda, yassi, buzlu cam goriiniimiinde, kenarlari ondiilan



yapida koloniler olusturur. Bazilar1 hiicre disina alginat salgiladiklarindan mukoid
koloniler yapar (10). Genellikle B hemoliz olustururlar. Eozin Metilen Blue (EMB),
McConkey agar gibi laktoz igeren besiyerlerinde laktoz negatif koloni yaparlar.
Besiyerinde kendine 6zgii bir kokusu vardir. Tatlims1 aromatik meyve, tath liziim ya
da trimetilamin kokusuna benzeyen 0zel koku, 2-aminoasetofenon'a aittir ve P.

Aeruginosa’ya 6zgidiir (11,12).

Karbonhidratlar1 fermente etmez ama glukoz, fruktoz ve ksilozdan oksidatif
metabolizma ile asit olusturur, laktoz ve siikrozdan asit olusturmaz. Oksidaz testi
giiclii pozitiftir, 42°C'de treyebilmesi ile P. fluorescens ve P. putida'dan ayrilir.
Asetamid alkalinizasyonu pozitiftir, nitrat ve nitriti denitrifiye eder, Simmon's sitrat
besiyerinde iireyerek pozitif reaksiyon verir, hidrojen siilfit iiretimi negatiftir. L-
arjinin dehidrolaz testi pozitif, L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilaz
testleri negatiftir. Polar yerlesimli flageli sayesinde hareketlidir. Kirk bes-elli derece
1siya kadar direnclidir. Distile suda dahi tireyebilir. Diisiik pH degerlerinde (pH <

4,5) lireyemez.
2.2. P. Aeruginosa'min Epidemiyolojik Ozellikleri

P. aeruginosa nemli ortamu sever. Insanda perine, koltuk alti, kulak gibi nemli
bolgelere yerlesir. Solunum cihazlari, temizlik soliisyonlari, ilaglar, dezenfektanlar,
kiivetler, paspaslar yerlesim yerleridir. Bulas ylizme havuzu, jakuzi, sauna, kontak

lens soliisyonlar1 gibi hastane disinda su ile ilgili kaynaklardan da olabilir (13).

Pseudomonas tiirleri insanlarin normal florasinda yer alabilir (14). Deride
%0,2, burun mukozasinda %0-3,3, bogazda %0-6,6, diskida %2,6-24 oraninda
goriilebilir. Hastane enfeksiyonlarinda 6nemi giderek artan bakteri, hastanede yatan
yanikli hastalarin derilerinde, solunum cihazina bagli hastalarin alt solunum
yollarinda, kemoterapi alan hastalarin gastrointestinal sisteminde, antibiyotik alan

hastalarda %50 oraninda tasiyiciligi olabilmektedir (15).

Hastane enfeksiyonuna yol acan suslarin toplum kokenlilerden farki; hastane

ortaminda yasamlarini siirdiirebilmeleri, hastane personelinin deri ve mukozalarinda



kolonize olmalari, cesitli yiizeylerde canliliklarin1 koruyabilmeleri ve antibiyotik
tedavilerine bazen de antiseptiklere direng gosterebilmeleridir (16, 17). Yapisal
olarak diren¢li olmast ve yeni diren¢ mekanizmalarini edinebilmesi,
mikroorganizmaya hastane ortaminda canliligini siirdiirebilmesi bakimindan bir

uistiinltik saglar (18).
2.3. P. Aerugnosa Enfeksiyonlarinin Patogenezi

P. Aeruginosa enfeksiyonlart genellikle konak immiin sisteminde bir defekte
neden olan travma, cerrahi, yamik ya da katater uygulamalar1 gibi sekonder
durumlarin normal cilt ya da mukozal ylizeylerin biitiinliigliniin bozulmasina neden
oldugu durumlarda gelismektedir. Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, normal
mukozal florayr baskilayabilir veya ndtropeni, kistik fibrozis, AIDS gibi durumlarda
savunma mekanizmalarinin bozulmasina neden olabilir. Bunlarin sonucunda bakteri

kolonizasyon imkani saglayabilir (19).

Kolonizasyon sonrasinda iiretilen bir¢ok hiicre dis1 viriilans faktorleri doku
hasari, kan dolasimima karigma ve yayilima neden olur. In vivo calismalarla
ekzotoksin A, ekzoenzim S, elastaz ve alkali proteazin P. Aeruginosa nin

virlilansinin en yiiksek seviyede sergilenebilmesi igin gerekli oldugu gosterilmistir.

Ozetle P. Aeruginosa enfeksiyonlarmin patogenezi konaga ait faktdrler ve
bakterinin kendi viriilans faktorleri rol oynar ve enfeksiyonlarin patogenezinin

anlagilabilmesinde iki durumda g6z oniine alinmalidir.
2.3.1. Konaga Ait Faktorler

Bir kisinin genel saglik durumu ve immiin sisteminin diren¢ kapasitesi
enfeksiyonlara karsi korunmada 6nemlidir. Ornegin viicudun cilt ve mukoza gibi
anatomik bariyerlerinde olusabilecek bir bozulma kisiyi enfeksiyon etkenlerine acgik
hedef haline getirecektir. Ayrica kompleman proteinleri  (opsoninler,
anafilatoksinler), akciger siirfaktani, sitokinler, kemokinler, kollektin ailesi proteinler

(stirfaktan protein A ve D), polimorfoniiveli Iokositler gibi immiin sistem



komponentleri enfeksiyonlara karsi gosterilen direngte ana rollerden birine sahiptirler
(20). Epitel ylizeyi iizerinde yer alan miisin tabakasi bakterinin adezyonunu

engelleyen bir savunma mekanizmasidir (21).

2.3.2. P. Aeruginosa’nin Viriilans Faktorleri

2.3.2.1. Bakteri Hiicre Yiizeyi ile iligkili Viriilans Faktorleri

Flajel: P.Aeruginosa’nin yiizeyinde kutupsal yerlesimli filamantoz bir
uzantidir ve P.Aeruginosa nin yiizme seklindeki hareketinden sorumlu yapidir. Flajel
patogenezde kritik role sahiptir, asiolaGM1 gibi yaygin membran komponentleri
araciligiyla epitel hiicrelerine baglanarak adezyonu saglar. Flajel P.4eruginosa nin

kolonizasyonunun basarisindan sorumludur ve olduk¢a immiinojeniktir (22).

Pili (Fimbriae): P.Aeruginosa nin kisa, filamantdz yiizey uzantilaridir (Sekil
2). Cogunlukla c¢oklu pililer mevcuttur ve pililer P.Aeruginosa’da segirme
(twitching) seklinde hareketten sorumludur. P.4eruginosa nin pilileri bakteriyel
harekette rol alan nadir prokaryotik piluslardandir. Hava yollarinda hizla yayilmaya
ve kolonizasyona yardimci olur. Flajel gibi pililer de epitel hiicre yiizeyinde
asialoGM1 yapilarina baglanarak kolonizasyonun adezyon fazinda énemli rol alirlar

(23).

Sekil 2. P. Aeruginosa'nin pili yapisi.



Lipopolisakkarit (LPS): P. Aeruginosa’da dis membranin i¢ yiizii tipik c¢ift
katli fosfolipid tabakaya benzese de, dis membranin dis yiizii baslica lipopolisakkarit
(LPS) tabakadan olusmaktadir. LPS tabaka, fosfolipid ikili-katman i¢ine yerlesen
lipid A ve buna bagl kor polisakkaridi ve O-spesifik polisakkaridi iceren hidrofilik
kuyruktan olusur. Farkli O-spesifik polisakkarit zincirleri, esas olarak P.aeruginosa
serotiplerinin tanimlanmasinda kullanilir. LipidA komponenti ise pek ¢ok pro-
inflamatuar yolakta aktiftir (24). LPS tabaka, TLR4/CD14 veya TLR4/MD-2
reseptorlerinin taninmasi ve asialoGM1 veya CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) reseptorlerine baglanmasi aracilifiyla adezyonda rol alan

onemli bir viriilans faktoridiir (25).

Aljinat: Alginat, P.aeruginosa tarafindan tiretilen ekzopolisakkarit mukoid bir
yapidir, tekrarlayan mannuronik asit ve glukronik asit polimerlerinden meydana
gelir. Alginat, LPS gibi adezin fonksiyonu gosterir ve solunum epiteline
P.Aeruginosa’nin tutunarak kolonize olmasmi saglar. Alginatin asir1 iiretimi
P.aeruginosa'y1 fagositozdan, antibiyotiklerden ve hatta kazanilmis konak yanitindan
korur (26). P aeruginosa’da alginat biyosentezinin basamaklar1 ve rol oynayan

genler ile bu genlerin kodladig1 enzimler Sekil 3 de gosterilmistir.
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Sekil 3. P Aeruginosa’da Alginat Biyosentezi Yolu ve Rol Oynayan Enzimler.

2.3.2.2. Hiicre Disina Salgilanan Virulans Faktorleri

Elastaz: Elastaz, LasA (serine proteaz) ve LasB (¢inko metalloproteaz) olarak
iki formda bulunan ve Pseudomonas enfeksiyonlarinda elastini sinerjistik olarak
parcalayabilen enzimdir. Virulansla iligkisi agik olan bu enzim elastin igeren
dokularda ve akciger parankiminde hasara neden olmaktadir. Ayrica enfeksiyonun

yayilmas1 ile iliskili olarak hemorajik lezyonlardan (ektima gangrenozum)



sorumludur. Bu enzimler (Las A ve Las B) kompleman bilesiklerini parcalar ve
notrofillerin  kemotaksis ve fonksiyonlarini inhibe ederler. Boylece akut

enfeksiyonlarda doku hasarina ve daha fazla yayilima sebep olurlar (27,28).

Alkali Proteaz: Elastaz benzeri bir protein olan alkalen proteaz ise doku
hasarina ve P. aeroginosa enfeksiyonunun yayilmasina katkida bulunur. Ayni
zamanda konagin immiin cevabina engel olmaktadir. Her iki enzim (elastaz ve

alkalen proteaz) de deride, akcigerde ve korneada nekrozlar yapar (27,28).

Piyosiyanin: P.aeruginosa'min mavi pigment metaboliti olan piyosiyanin,
noétrofillerde apopitozisi uyarmasi, konak yanitim1 baskilamasi ve IL-8 artis1 gibi

etkilerle patogenezde rol alir (29).

Piyoverdin: Bir siderofordur, ¢evredeki demiri baglayarak P. Aeruginosa'nin
metabolizmasi i¢in demir saglar. Ekzotoksin A'nin iiretimini diizenledigi gibi kendi

iiretimini de diizenleyerek viriilansta rol oynar (30).

Proteaz IV: Proteaz IV, P.aeruginosa tarafindan salgilanan diger proteazlar
gibi patogenezde rol alir. Proteaz [V'in oOzellikle P.aeruginosa Xkeratitinin
patogenezine katildigr bilinmektedir. Bununla birlikte son yillarda yapilan
caligmalarda siirfaktan proteinleri A, D ve B'in yikimi araciligiyla akciger

enfeksiyonlarinin patogenezinde de etkili oldugu gosterilmistir (31).

Fosfolipaz C: Fosfolipaz C, 6zellikle hemolitik fosfolipaz C, P.aeruginosa
tarafindan tip I sekresyon sistemi araciligiyla ekstraselliiler bosluga salgilanan bir
fosfolipazdir.  P.aeruginosa'min akut akciger hasar1 ve inflamasyonunun
patogenezinde rol aldig1 gosterilmistir. Patojenik etkilerinin bir kismi elastaz gibi,

stirfaktan inaktivasyonu ile olmaktadir. Konak nétrofil oksidatif patlama yanitini
baskilar (32).

Ramnolipid: Hemolitik etkisi olan hemolizindir. Yapisindaki ramnoz igeren

glikolipid sayesinde biyosiirfaktan etki gosterir. Deterjan benzeri etkisiyle akciger



siirfaktan1 fosfolipidlerini ¢Oziiniir hale getirerek fosfolipaz Cmin etki etmesine

yardimei1 olur. Ayrica mukosilyer tasinimi ve silya fonksiyonlarini inhibe eder (33).

Ekzotoksin A hiicredisi bir enzim olup, P. Aeruginosa suslarimn c¢ogu
tarafindan yapilir. Difteri toksini i¢in tanimlanan mekanizma ile 6karyotik hiicrelerde
(memelilerde) protein sentezini onler. Her iki toksin de adenozin difosfatm
transferini katalize eder. Bu reaksiyon elongasyon faktér 2 (EF2) inaktive edilerek
protein sentezi inhibe edilir. Ekzotoksin A, 613 aminoasitten olusan tek bir polipeptit
zinciridir. Ekzotoksin A'nin biiyiik ihtimalle yanik yaralarindaki doku nekrozundan,
okiiler enfeksiyonlarda korneal hasardan ve kronik akciger hastaliklarinda doku
hasarindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Saflastirilmis ekzotoksin A, hayvanlar
icin oldukea letaldir. Bu toksin ayn1 zamanda immiinosupresif etkiye sahiptir (kopek

ve rhesus maymunlannda).

Ekzotoksin A: Sok yapar. Toksin yapan suslar, bakteriyemik insan
hastaliginda, daha virulandir (27).

Yukarida belirtmis oldugumuz P. Aeruginosami hem hiicre i¢i hemde hiicre

dis1 viriilans faktorleri toparlanarak sematik 6zet olarak Sekil 4’ de verilmistir.

pilus

Alginat/ biyofilm Hiicre dist tiriinler
\ —proteazlar
—Las B elastaz
adhezinler —Las A elastaz
— alkalen proteaz
—hemolizinler
—fosfolipaz C
—rhamnolipid
—Fkzotokzin A
—Ekzoenzim S
—pivosivanin

Sekil 4. P. Aeruginosa'nin hiicre ici ve dis1 viriilans faktorlerinin sematik 6zeti
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Tip 3 Salgi Sistemi: Yersinia, Salmonella, Shigella ve Pseudomonas tiirlerinde
saptanmistir. Bakterinin hedef hiicre {izerinde por agarak, pilus benzeri bir olusumla
iki hiicre arasinda koprii olusturdugu ve bu koprii yardimiyla efektor proteinlerini
Okaryot hiicre sitoplazmasina ilettigi bir sistemdir. P. Aeruginosa'nin tip 3 sekresyon

sistemiyle salinan toksinleri ExoS, ExoT, ExoY ve ExoU'dur (25).

2.4. Quorum Sensing (QS)

Quorum sensing: Bakterilerin salgiladiklar1 kimyasal maddeler araciligi ile
birbirleri ile haberlesmeleri ve iletisim kurmalaridir. QS sozciik olarak bir oturum
veya toplanti i¢cin gerekli olan en az birey sayisinin bir araya gelmesi anlamina
gelmektedir. Biyoloji agisindan ise, bir bakteri toplulugunda birey sayis1 belli bir

diizeye ulastiginda ortaya ¢ikan 6zel bir tip hiicrelerarasi iletisim anlamina gelir (34).

QS, hiicre yogunluguna bagimli gen ekspresyonunun kontrolii olarak
aciklanabilir (35). Bu tiir iletisimin temeli, bakteri hiicresinin otoindiikleyici olarak
islev goren baz1 sinyal molekiilleri sentezleyerek ¢evresinde bulunan ayni tiirden
diger bakterilerin sayisini/yogunlugunu izlemesine dayanmaktadir (36). Belli bir
ortamdaki otoindiikleyici yogunlugu, o ortamda bulunan bakteri sayisi ile dogru
orantilidir. Bu nedenle bir bakterinin ortamdaki otoindiikleyici miktarini “hissetmesi”
ortamdaki diger bakterilerin sayisi1 hakkinda fikir sahibi olmasini saglamaktadir.
Otoindiikleyicilere kars1 bakterinin gen ekspresyonunu degistirerek yanit vermesi, bir
bakteri toplulugu icinde her bir hiicrenin bir digeri ile koordine bir bi¢imde
davranmasi sonucunu dogurmaktadir (37). QS molekiillerinin “otoindiikleyici” (auto-
inducer) (AI) olarak da ifade edilmelerinin nedeni, iiretildikleri hiicrenin

metabolizmasi lizerinde diizenleyici etki gostermeleridir (38).

QS sisteminde kilit rol otoinducer'e aittir. Hiicre i¢inde sentezlenen otoinducer
ekstraselliiler ortama salinir. Bu otoinducer komsu hiicre membranindaki
reseptorlerce algilanir. Bu algilanma ise hiicre i¢inde gen transkripsiyonuna kadar
giden bir sinyal iletisini baglatir. Olusan gen ekspresyonu ile de, hiicre toplulugu
ortak bir yanit gelistirmis olur. QS ger¢eklesmesi icin ekstraselliiler ortamdaki

otoinducer'in yeterli diizeye ulasmasi gerekir. Bunun i¢in de hiicre sayisinin artarak
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populasyonda belli bir yogunlasma saglanmasi gereklidir. Hiicre sayisi yeterli
yogunluga ulagsmadan QS gerceklesmez. QS sistemi temel olarak gram negatif
bakterilerde bir ¢ift regulator protein ve bir otoinducerden, gram pozitif bakterilerde
ise bir prekursor peptid, ondan olusan otoinducer peptid, hiicre membraninda

autoinducer peptidi algilayan histidin kinaz reseptoriinden olusur (39).

Farkl1 mikroorganizma tiirlerinin genellikle farkli QS molekiilleri kullandiklar1
bilinmektedir. Bu nedenle farklt QS molekiillerini kullanan mikroorganizmalar da
birbirleri ile anlasamamaktadir. Sinyal molekiilleri “Agcil homoserin lakton (AHL)”,
“autoinducer peptidler” ve “autoinducer 2” bilesikleri basta olmak tizere birkag farkli
sinifta incelenmektedir. Her bir sinif igerisinde yan zincir uzunluk farkliligi gibi
kiigiik degisiklikler s6z konusudur. Bazi mikroorganizmalar ise birden fazla farkli

QS molekiilii kullanmaktadir (40).

Gram negatif basillerde otoindiiksiyon (6rnegin, homoserin laktonlar) ilgili
LuxI kimyasal reaksiyon {iriinleri araciligiyla sentezlenir, salinir ve sonra bakteri ve
baglarla reseptdre dogru baska bir hiicreye hiicresel elementle (LuxR) cevap verir.
Gram pozitif basillerde AIP'dir. Ayrica baga dogru bakteri dis yiizeye yayilir ardisik
olarak fosforilasyon etkinlestirir, transkripsiyonal degisim baglatilir ve amino asitler
ya da kisa peptidler disariya birakilir. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin her
ikisinde de tastyict LuxS/Lsr'dir. Otoindiiksiyon (0rnegin, furanonlar) sentezlenir
(6rnegin, LuxS ile ilgili kimyasal reaksiyon iiriinleri araciligiyla) salinir ve bakteri
ayrica (Ornegin, Lsr tasiyicisi araciligiyla) yeniden kaydeder ve genlerin

diizenlenmesini yapar (40). QS isleyis mekanizmasi sekil 5 de 6zetlenmistir.
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Autoinducer

Sekil 5. QS isleyis mekanizmasinin sematik 6zeti.

2.4.1. P. Aeruginosa ve Quorum Sensing

P. Aeruginosa nin hiicre digina salgiladigr bir¢ok virulans etmeninin kontrolii
ve biyofilm olusumunun; birbiri ile iligkili “las” ve “rhl” olarak tanimlanan iki QS
sistemi ile kontrol edildigi gosterilmistir (41). Bu sistemler; biyofilm olusumu,
elastaz (LasA ve Las B), alkalen proteaz, hidrojen siyanid, ekzotokzin A,
piyosiyanin, lektin, rhamnolipid, sigma etmen, ve siiperoksid dismiitaz basta olmak

tizere ¢esitli virulans etmenlerinin {iretimini kontrol etmektedir (Sekil 6) (42).

D e
LasR _ LasR RhIR RhIR
‘El“/,/ | o Jr— _m

| Las Sistemi |

-
| 2
| 4

| Rhi Sistemi | = T

(ni)
'HD |

Sekil 6. P. Aeruginosa’nin quorum sensing sistemi asamalar1 H.D, hiicre disi; H.i, hiicre ici
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Las B elastazin yapimini diizenleyen ve bu nedenle de “las sistemi” olarak
adlandirilan birincil sistem; Las [ (3- oxo- C12 - HSL- L, uzun zincirli AHL
sentezinden sorumlu Al sentaz geni) ve Las R (“transcriptional activator” proteini
kodlayan gen) genlerinden olugsmaktadir. Bu sistem biyofilm olusumunu ve Las B
elastaz, Las A proteaz, ekzotokzin A gibi diger ekstraselliiler virulans etmenlerinin

en uygun diizeyde iiretimini kontrol eder (43,44).

Ikincil QS sistemi olan “rhl sistem” ise; rhl I (C4 - HSL, Al sentaz geni, kisa
zincirli AHL) ve rhl R (“transcriptional activator” proteini kodlayan gen)' den olusur.
Rhl AB operonunun (operon: yonetici DNA bolgesi) yapimini kontrol eden bu
sistemin, rhamnolipid {iretimi i¢in gerekli olan “rhamnosyltransferase” enziminin
sentezlemesini diizenlemesinin yan1 sira, Las B elastaz, Las A proteaz, piyosiyanin,

siyanid ve alkalen proteazin iiretimini de diizenledigi bilinmektedir (42,44).

P.aeruginosa'nin patogenezinde rolii olan virulans faktorleri elastaz, alkali
proteaz, LasA proteaz, fosfolipaz C, ekzotoksin A, ramnolipid ve piyosiyaninin
tiretimi ve biyofilm olusumu QS ile baglantilidir (45). QS sisteminin P.aeruginosa
virulansindaki fonksiyonel dnemi in vivo hayvan modelleri ile yapilan ¢aligmalarda

acikca gosterilmistir (46).

Son yillarda QscR olarak isimlendirilen ii¢linci LuxR homologu saptanmustir.
Bu sistemin Lasl ve Rhll'nin transkripsiyonunu diizenledigi gosterilmistir. OscR,
cesitli viriilans faktorlerinin {iretiminin diizenlenmesinde olduk¢a 6nemlidir fakat bu
diizenlenme Las ve Rhl sistemlerinin her ikisinin ekspresyonunun kontroliiyle
meydana gelmektedir (45). QS molekiillerinin saptanmasinda AHL varligim
inceleyen fenotipik (enzimatik) metodlarin yant sira las ve rhl genlerinin
saptanmasinda Polimerase Chain Reaction (PCR) temelli molekiiler yontemler

kullanilmaktadir (47-49).

2.4.2. QS Inhibitorleri

P.aeruginosa'da QS sistemi tarafindan diizenlenen gen ifadesi, bu bakterinin

antimikrobiyallere karst toleransmna ve biyofilm olusumuna katkida bulunur.
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Laboratuvar sartlarinda, QS sistemi, sinyal molekiillerinin alimin etkili bir sekilde
engelleyen, yeni bir sinif antimikrobiyal ila¢ gelistirmek i¢in yeni bir hedeftir. Hem
dogal hem de sentetik orijinli kimyasal kiitiiphanelerle, tanimlanmis olan birka¢ QS
inhibitor bilesenlerinin, hayvanlarin akcigerlerinde meydana gelmis olan enfeksiyonu
yok ettigi ispat edilmistir. Buna ilaveten, bakteriyel QS sinyal molekiillerini inaktive
eden birka¢ enzim tanimlanmistir. Bu inaktivasyonun birka¢ modelde, bitki

patojenlerinin QS kaynakli viriilensi bloke ettigi de bulunmustur (50,51).

QS sistemini inhibe eden bilesiklerin baz1 6zelliklerinin olmasi 6nemlidir. QS’
1 engelleyen ideal bir bilesigin, viriilans genlerinin ekspresyonunda onemli diisiise
neden olan ve diisiik molekiiler agirliga sahip molekiiller olmasi gerekir. Bu
inhibitdrlerin hem okaryotik konaklarda hem de bakterilerde toksik yan etkilerinin
olmamasi gerekir. Ayrica QS inhibitorlerinin yliksek organizasyonlu konaklara
dayanikli ve kimyasal olarak da kararli olmalidir. Bu konuda yapilan arastirmalarin
baslica amaci, sinyal molekiiliiniin sentezini inhibe ederek konsantrasyonunu
diistirmek veya sinyal molekiiliiniin hedef genlerin ekspresyonunu aktive etmesini
onlemek olarak sayilabilir. Makrolid grubunda yer alan azitromisinin QS inhibitorii

oldugu belirlenmistir (52).

Bu ajan, 50S ribozomal alt iiniteye baglanarak polipeptid uzamasini bloke eder
ve bunun sonucunda protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki gosterir.
Azitromisin ozellikle Mycoplasma, Legionella ve Chlamydia tiirleri ile meydana
gelen pulmoner enfeksiyonlarin tedavisinde ya da penisiline alerjisi olan hastalarda
Gram pozitif bakteriler ile meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmakta
olup, bu antibiyotigin antipseudomonal tedavideki yeri yok denecek kadar azdir.
Ancak deneysel calismalar, uzun siireli azitromisin tedavisinin kistik fibrozisli
hastalarda yarar1 olabilecegi yoniindedir. Yapilan in-vitro ¢alismalar azitromisinin,
P.Aeruginosa’da elastaz ve rhamnolipid sentezini inhibe ettigini gdstermistir (53).
Ayrica azitromisin sinyal molekiillerini kodlayan genin transkripsiyonunu %80
oraninda diisiirmekte, bunun sonucunda sinyal molekiillerinin sentezi yaklasik %90
oraninda inhibe olmaktadir. Dolayisiyla makrolid kullaniminin, sinyal molekiil
sentezini inhibe ederek kismen de olsa doku hasarim onleyebilecegi diistiniilmektedir

(53). Bu bulguyu desteklemek amaciyla yapilan ¢ok merkezli bir klinik ¢alismada,
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alt1 yas iizerinde ve bir seneden daha uzun siire P. Aeruginosa ile kolonize olan kistik
fibrozis'li hastalarda haftada ii¢ giin altt ay boyunca uygulanan azitromisin
tedavisinden sonra plasebo grubuna goére hasta grubunda enfeksiyonun siddetinin
azaldig1, pulmoner fonksiyonlarm iyilestigi ve kilo alimmin belirgin olgiide arttig

saptanmustir (54).

Uzerinde calisilan diger bir QS inhibitorii, deniz otundan elde edilen bir
bilesiktir. Deniz otunun biyolojik olarak aktif halojenize furanon iirettigi ve bu
furanonun bitki yilizeyinde yer aldig1 zaman gerek prokaryotlarin gerekse dkaryotlann
bitki yiizeyinde kolonize olamadiklar1 gozlemlenmistir. Bu bilesenlerin Gram
Negatif bakterilerde AHL kaynakli g¢evreyi algilamay1 engelledigi bulunmustur.
Ornegin; Sekil 7° de A ve B ile gosterilen bilesenlerin, S. liguefaciens’ te kayma

hareketini engelledigi Ni ve ark. tarafindan bildirilmistir (55).

Br
Bil;, pEEr Br, Br
/o e
O o
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Sekil 7. Halojenize furanon bilesikleri

Dacheng Ren ve ark. E. Coli’ de dogal furanon olan 4-bromo-5-
(bromometilen)-3-butil-2’ nin, kayma ve biyofilm formasyonu {izerine etkilerini
calismiglardir. Kayma hareketi ve biyofilm formasyonunun engellenmesinin
molekiiler temelini gostermek icin V. fischerfnin mutant suslarinda, furanonlarin
otouyarict I ve otouyarict II {izerine inhibitor etkisini test etmislerdir. Bu dogal
furanonlarin belirli miktarlarinin V. fischeri ve E. coli'de otouyarici I ve otouyarici II

yoluyla QS’ i engelledigini bulmuslardir (56).
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Manefield ve ark. E. carotovora'da yaptiklar calismada seliilaz, proteaz ve
karbapenem iiretimi lizerine deniz algi olan D. pulchra'dan elde edilmis olan
halojenlenmis furanonlarin etkilerini test etmislerdir. Karbapenem ve ekzoenzim
tiretiminin diizenlenme mekanizmalarindaki farkliliklara ragmen alga ait metabolitler
tarafindan engellendigini bulmuslardir. Karbapenem iiretiminin furanona baglh
engellenmesi, carABCDEFGH operonun, 3-o0x0-C6-HSL'ye bagli ifadesindeki

kesintiler sonucu oldugunu gostermistir (57).

Smith ve ark. P. Aeruginosa'da transkripsiyon aktivator proteini olan LasR'yi
etkinlestirme  yetenegine sahip, yeni bir agonist olan 3-oxo-C12-(2-
aminosiklohekzanol)’yi kesfetmislerdir. QS aktivator proteinleri olan LasR ve RhIR"
tekrar aragtirmislar ve her iki proteinin homoserin laktona baglanma yerlerinin ayni
oldugunu bulmuslardir. Fakat bu proteinlerin farkli yapisal motiflere sahip
olduklarin1 bulmuglardir. Bu antagonistlerin viriilens faktorleri ve biyofilm

olusumunu azalttigini yani QS’i inhibe ettigini gdstermislerdir (58).

Juhas ve ark. viriilensi ve QS’i diizenleyen dordiincii bir luxI homologu dizayn
ettiklerini rapor etmislerdir. AHL sinyal molekiiliiniin iiretimini engelleyen VqsR
geninin inaktivasyonu, viriilens faktorlerin liretimini ve bir nematodun enfeksiyon
modelinde P. Aeruginosa’nin patojenitesini azalttigini gostermistir. VgsR'nin C.

elegans lizerinde viriilens etkisine sahip oldugu bulunmustur (59).

Biyofilm olusturan bakterilere karsi kullanilan antibiyotiklerin hemen hepsinin
fayda saglamadigi bilinmektedir. C-30'un biyofilm iizerine etkisini arastirmak iizere,
P. Aeruginosa ile olusturulan biyofilme C-30 uygulandiginda biyofilmin saglam
yapisinin bozuldugu belirlenmistir (60). Kistik fibrozisli hastalarda siklikla kullanilan
tobramisinin C-30 furanonu ile birlikte biyofilm iizerine olan etkilesimi aragtirilmig
ve C-30 ile tobramisinin birlikte kullanilmasiyla tobramisinin biyofilm icine
rahatlikla girebildigi ve bakterilerin %5-10'unu canli birakacak sekilde biyofilm
olusturan bakteriler iizerine inhibisyon yaptig1 saptanmistir (60). C-30 ile muamele
edilmemis biyofilme tobramisin uygulandiginda ise, tobramisinin sadece biyofilmin
ylzeyinde yer alan hiicreler iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan in-vitro

deneylerden sonra C-30'un etkinligi in-vivo kosullarda calisilmistir. P. Aeruginosa
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ile nazal yoldan enfekte edilen farelere intravendz yolla C-30 furanonu verildiginde,
C-30'un kan akimu ile akciger dokularina penetre olabildigi, bakteri icine girebildigi
ve QS sistemi tarafindan kontrol edilen viriilans genlerinin ekspresyonunu inhibe
ettigi saptanmistir. Sentetik halojenize furanon olan C-30'un &zellikleri 6zetle, QS
sisteminin ekspresyonunu inhibe etmek, antibiyotiklere direncli biyofilm olusumunu
engellemek ve fare modelinde akcigerlerde enfektif bakterinin persistansina engel
olmaktir (60). Ayrica sentetik bir furonon olan C-30'un P. Aeruginosa'daki QS’ i
AHL sinyali ile yariga girerek inhibe ettigi fare modelinde akcigerlerde bakterinin

persistansina engel oldugu gosterilmistir (61).

QS inhibitorleri, bitki ve mantar gibi kaynaklardan izole edilebilir. Mantar ve
bitkilerin, QS’ 1 inhibe eden bilesenleri iireterek, bu bakterilerin hastalik
olusturmalarini, kolonize olmalarin1 ve bulasmalarini azalttiklart gorilmiistiir
(50,51). Choo ve ark. vanilya oOziitiiyle yaptiklar1 c¢alisma ile C. violaceum'da
pigment iiretimini engelledigini bulmuslardir. Genelde vanilya olarak bilinen Vanilla
planifolia Andrews baharat ve c¢esni olarak kullanilir. Bu c¢alismada vanilya
ekstraktinin bazi asitler, esterler, fenoller ve hidrokarbonlar igerdigi belirlenmistir.
Ana bilesenlerinin higbirisinin furonon tiirevleri ve dogal uyaricilarla yapisal
benzerligi olmadigi saptanmustir. izole edilen bilesikler toksik furonon
bilesiklerinden farkli oldugu i¢in gilivenle kullanilabilecegi insanlar igin biiylik bir
avantaj saglamistir. Sarimsak ekstraktini kullanarak P. Aeruginosa'da QS sistemini
engelleyen bir grup arastirmaci, vanilya ekstraktinin da bu bakterideki QS sistemini
engelleyici aktivitesiyle ilgili ¢alismaktadir. Baska c¢alismalarla da C. violaceum
CV026'da Lotus corniculatu (gazalboynuzu) bitkisinin QS sistemini engelleyici

aktivitesi oldugu rapor edilmistir (62,63).
2.4.3. QS Inhibitérlerinin tedavideki yeri

Aragtiricilar tarafindan, bakterileri antibiyotik kullanarak oldiirmek yerine,
onlar arasindaki haberlesme sistemini hedef alarak antibiyotik direncine bir ¢oziim
gelistirilebilecegi onerilmistir (61). Bu yiizden ilag¢ firmalar1 bakteriyel enfeksiyonlari
tedavi etmek ve kontrol altinda tutmak i¢in antibiyotikler haricinde baska yeni tedavi

yollar1 bulmaya odaklanmiglardir. QS sistemine ait sinyal molekiillerinin,
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mikroorganizmalarin viriilens faktorlerini uyarmasi ve biyofilm olusumunda gorev
almas1 yeni ilaclarin gelistirilmesi i¢in bu sinyal molekiillerini énemli bir hedef
haline getirmistir. QS inhibitorleri ile ilgili arastirmalar heniiz deneme asamasinda
olup calismalar bakteriler lizerinde yogunlagsmistir. QS molekiillerinin inhibisyonu ii¢

mekanizma tizerinden saglanmaktadir (Sekil 8) (50,51).

Gen lfadesinin Q5 Dazenlenmesi Sinyal Engelleme Mekanizmas:
A B
AHL
i &
h A A Sinyal Bozulmasi
A L 4 a @ | AML-laktonaz
A AHL-agilaz
f—i‘—_—t A

A
A A L J Sinyal Uretiminin Bozulmas:
@ m Yag Asidi Biyosentezi
Engelleyiclsi (Triklosan)

I
R proteininin Bozulmas:
\ Halojenlenmis Furanonlar
4 vV —Pp—p

Sekil 8. QS modelleri ve sinyal engelleme mekanizmalar:

QS sinyalinin alinmasini 6nlemek amaciyla sinyal reseptor proteinlerinin ya da
AHL analoglar aracilig1 ile reseptore baglanmanin azaltilmasi denenmektedir. Bir
kirmizi makro alg olan D. pulchra'nin iiretmis ve vezikiillerinde depolamis oldugu
furonon bilesikleri yapisal olarak AHL sinyal analogu olup LuxR proteinine
baglanarak AHL'nin ayrilmasina neden oldugu ve bdylece V. fisherfnin tedavisinde

bakteriyel QS’ 1 inhibe ettigi bildirilmektedir (64).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi HADYEK Etik Kurulundan 13
Mart 2012 tarih ve 1 numarali karar ile onay almistir. Calisma, Siileyman Demirel
Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde BALB/c
farelerle yapildi. Hayvanlarm bakim ve izlemi HUDAL béliimiinde gergeklestirildi.

3.1. Hayvanlar ve Gruplar

Calismada Kobay Deney Hayvanlari Uretimi ve Deneysel Arastirma
Laboratuvari’ndan temin edilen, 45 adet BALB/c cinsi 10-12 hafta/15-20 gr disi
fareler kullanild. Fareler deney hayvanlari merkezinden alinarak sicaklhigi 22,4 °C ve
12 saat karanlik/aydinlik olacak sekilde 15181 ayarlanmis odada 8 tanesi bir kafeste
olacak sekilde tutuldu (Resim 1). Ad libitium beslenme uygulandi ve su
kisitlamasina gidilmedi. Her bir fareye 1-45 arasinda numara verildi ve bu numaralar
sabit boyali kalem ile kuyruklarina yazildi. Daha sonra kirk bes adet fare hazir
bilgisayar programi yardimiyla, randomize yontemle rastgele birinci grupta bes diger

dort grupta on adet olacak sekilde 5 gruba randomize edildi:
I. Grup: Kontrol (n:5)
II. Grup: Pseudomanas aeruginosa (PAO1) verilen (n:10)
III. Grup: PAOI + Furanone C-30 (n:10)
IV. Grup: PAO1 + Azitromisin (n:10)

V. Grup: PAO1 + Furanone C-30 + Azitromisin (n:10)
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Resim 1.Farelerin labaratuvar ortamindaki goriintiileri

3.2. Deney Protokolii ve Pnomoni Modelinin Olusturulmasi:

Deneyin baslangicinda sifir giinii tim farelerin viicut agirliklar1 hassas tart1 ile
ol¢iildii ve kaydedildi. Sifir giiniinde grup 1°deki fareler harig, grup 2, 3, 4, 5’deki
farelerde anestezi saglamak amaciyla; intraperitoneal olarak 10 mg/kg xylazin
hidroklorid (Rompun®; Bayer Healthcare, Leverkusen, Almanya) ve 90 mg/kg
ketamin hidroklorid (Ketalar®; Pfizer, istanbul, Tiirkiye) uygulandi. Fareler 45°
tradelenburg pozisyonda yerlestirildi (Resim 2).

Resim 2. Fareleri 45" egimli pozisyonda yerlestirdigimiz mekanizma
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Cerrahi bolge hem ameliyat oncesi hem de sonrasinda %10’luk povidone

iodine (Batticon®; Adeka, Samsun, Tiirkiye) soliisyonu ile temizlendi (Resim 3).

Resim 3. Farelerin cerrahiye hazirlanmasi

Boyunda orta hatta trakea iistiinde 3 mm boyutunda vertikal bir kesi atilarak
trakea ortaya ¢ikarildi (Resim 4).
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Resim 4. Intratrakeal instilasyon icin trakeamn cerrahi olarak hazirlanma asamalari.

Daha sonra 25-30 gauge bir igne ile trakeadan igeriye girildi. 25-30 pl (1x107
CFU olarak s1v1 besiyeri i¢inde) P. Aeruginosa PAO-1 (Pseudomonas Genetik Stok
Merkezi (http://www.pseudomonas.med.ecu.edu)) silispansiyonu trakeadan igeri

verildi. Islem bittikten sonra kesi yerleri 6/0 vicril ile siitiire edilerek kapatildi (Resim

5).
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Resim 5. Trakeanin anatomik planda kapatilmasi

3.3. Z-4-Bromo-5-2(5h)Furanone Enjeksiyonu

Sifirmer  giin  inkiibasyondan hemen sonra Z-4-Bromo-5- 2(Sh)Furanone
(sigma-Aldich) 0.75 ng/g subcutan (SC) olarak III. gruba 3 giin ve gilinde 3 defa
olarak V. gruba 4 giin ve giinde 3 defa 0.9% serum fizyolojik i¢inde ¢ozdiiriilerek
enjekte edildi (Resim 6).

Enjeksiyonda 1 ml’lik insiilin enjektdrleri kullanildi. Igne cilt altindan
¢ikarilmadan once tiim sollisyonun doku igine zerk edildiginden emin olundu.
Enjeksiyon islemini takiben ignenin ¢ikarildig1 alana kisa bir siire zerk edilen ilacin

doku disina ¢ikmayacagindan emin olunana kadar hafif¢e bastirildi.

3.4. Azitromisinin Hazirlanmasi ve Enjeksiyonu

Azitromisin (Fluka) birinci giin (inkiibasyondan 24 saat sonra) steril fosfat
tamponu ile ¢ozdiiriilmiis ve 0.02mg/g dozunda (SC) IV. ve V. gruba, 3 giin boyunca
SC olarak enjekte edilmistir (Resim 6).
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Resim 6. Furanon ve azitromisin

Tiim enjeksiyonlarda 26GX1/2 lik (1cc=100 {inite, HAYAT) insiilin enjektorii
kullanildi. igne cilt altindan ¢ikarilmadan once tiim soliisyonun doku igine zerk
edildiginden emin olundu. Enjeksiyon islemini takiben ignenin ¢ikarildig: alana kisa
bir siire zerk edilen ilacin doku disina ¢ikmayacagindan emin olunana kadar hafifce

bastirildi.

3.5. BAL Alinmasi

Ketaminle sedatize edilip servikal dislokasyon uygulanan farelere boyun
altindan vertikal insizyon yapildi. Trakea agia ¢ikarilip orta hatta sabitlendi. 24 G
kateter ile trakeaya steril olarak girildi. 0.3 ml PBS ile 5 kez bronkoalveolar lavaj
yapildi. Alinan BAL sivist 4 °C de 10 dakika santrifiij edilerek stipernatani ayrildi.
Stipernatan ise IL-4, IL-8, IL-10 ve IL-12 ve IL-19 analizi i¢in -800 C de saklandi.

3.6. Akciger, Bobrek, Karaciger Dokusu Alinmasi

Gogiis duvari acildiktan sonra aorta kesildi ve akcigerler sag ventrikiil yoluyla

kansiz berrak sivi gelene kadar PBS ile perfuze edildi (Resim 7).
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Resim 7. Fareden organ eksizyonu.

Akcigerlerin 25 cmH20 basingla 15 dakika %10 formalin fosfatli tamponla 24
G intratrakeal kateter kullanilarak inflasyonu saglandi. Alinan akciger, karaciger,
bobrek dokulart %10 formol igine konuldu ve 48 saat siireyle fiksasyon uygulanarak
parafine gomiildii. Morfolojik ve histolojik analiz i¢in seri mid sagital kesitler alind1.
Akciger, karaciger ve bobrek dokusundan elde edilen preperatlar hematoksilen eozin

boyasiyla boyandi. Patolojik incelemeler bu preparatlar lizerinden yapildi.

3.6.1. Histopatolojik Takip, Boyama ve Degerlendirme

Dokular tamponlanmig %4’liik paraforomaldehit (Merck) igine alindi. Fikse
olmalari igin 24-48 saat beklendikten sonra doku takip islemine baslandi. Oncelikle
bir gece boyunca akarsuda yikama yapildi. Fiksatiften arindirilan dokular yiikselen
derecelerdeki alkollerden (Merck) gecirilerek dehidrate edildi. Daha sonra
seffaflagmalari icin ksilol (Merck) icerisinde bekletildi. Gomme islemi i¢in 65 °C’lik
etiivde, 1:1 oraninda ksilol-parafin ve parafin icerisinde bekletildikten sonra parafin

bloklara gomiildii.

Takip sirasinda kullanilan kimyasallar ve siireleri su sekildedir:

Kullanilan kimyasal Siire

Cesme suyunda yikama 1 gece
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%50’lik etil alkol 2 saat
%70’lik etil alkol 1 saat
%80’lik etil alkol 1 saat
%90’11k etil alkol 1 saat
%96’l1k etil alkol 1 saat
%100’liik etil alkol 1 saat
%100’liik etil alkol 1 saat
Ksilol 1-10 dk
Ksilol-Parafin 1-10 dk
Parafin 3 saat

Elde edilen parafin bloklardan Leica marka kizakli mikrotomda 4-5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler rutin histoptolojik incelemeler i¢in normal
lamlara alindi. Rutin histolojik incelemeler i¢in dokular Hematoksilen-Eosin boyalari
ile boyandi. Dokular kuruduktan sonra 151k mikroskobunda inceleme ig¢in saklandi.
Dokular iki patolog tarafindan hangi dokunun hangi gruba ait oldugu bilinmeden kor
olarak degerlendirildi. Dokulardaki akciger histopatolojisi kesitlerde saptanan
pnomonik konsolidasyon, konjesyon, inflamatuar inflamasyon ve hemoraji’ye gore

asagidaki skalaya uygun olarak semikantitatif olarak skorlandi.
Skorlama sistemi:
1: Degisiklik yok
2: Fokal, hafif degisiklikler
3: Multifokal belirgin degisiklikler
4: Yaygin belirgin degisiklikler

Skorlama sonunda tiim parameterelerin skorlar1 toplanarak akciger hasar skoru

tespit edildi. Dokulardaki peribronsial, perivaskiiler, intraalveoler nétrofil ve
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monositler sayildi ve oranlandi. Histopatolojik degerlendirmede c¢etelemede

kullanilan parametreler tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Histopatolojik ¢ceteleme tablosu

GRUP| PNOMO [KONJESYOHEMORAIJI[INFLAMATUAR|PERIBOJPERIBO|PERIVS|PERIVS[INTALV[INTALV| AKC
KONSALIDA| INFLAMASYON| NOTR |MONO | NOTR |[MONO| NOTR | MONO [HASAR]
SKOR

O o] 9] ] ] =] @] ] —

—
(=]

Skorlama sistemi:

1: Degisiklik yok

2: Fokal, hafif degisiklikler

3: Multifokal belirgin degisiklikler

4: Yaygm belirgin degisiklikler

3.7. Fare Bal Sivisinda IL-4, IL-8, 1L-10, IL-12 ve IL-19 ELISA Yontemi ile

Degerlendirilmesi

Farelerden alinan BAL sivis1 ELISA ydntemi ile ¢alisilmadan 6nce -80C de
saklandi. Oda 1sisinda eritilen BAL sivist IL-4 (Mouse IL-4 Platinum ELISA, E-
BIOSCIENCE, Avusturya), IL-8 (Mouse interleukin 8, IL-8 ELISA, CUSABIO,
Cin) IL-10 (Mouse IL-10 Platinum ELISA, E-BIOSCIENCE, Avusturya), IL-12
(Mouse IL-12 (p70) Platinum ELISA, E-BIOSCIENCE, Avusturya) ve IL-19
(Mouse interleukin 19, IL-19 ELISA, CUSABIO, Cin) hazir kitleri kullanilarak
ELISA Plate Reader (Medispec ESR 200) aletinde calisildi. Yikama isleminde
ELISA Plate Washer (Medispec ESW 300) kullanildi.

IL4,1L10, IL12 icin ELISA Basamaklari;

1.  Calisma Oncesi yikama solusyonu, Assay Buffer, Fare 1L4, IL10, IL-12

Standart solusyonu Kkitler i¢in belirtilen talimatlara uygun olarak
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hazirlandi. Calismada 96 kuyucuklu IL4, IL8, IL10, IL-12, IL19 i¢in ayr
ayr1 monoklonal antikorla kapli diiz zemin plak kullanildi.

Kuyucuklar yaklasik 400 pl yikama solusyonu (Wash Buffer) ile 2 kez
yikandi. Son yikama sonrasinda kuyucuklardaki solusyon bosaltildi.
Ancak kuyucuklar kurumadan ¢alisilmasina 6zen gosterildi.

Kuyucuklar plak iizerinde 8 adet tek kolon olacak sekilde dizildi.
Kuyucuklar Al, B1, C1, D1, El, G1, H1 olarak adlandirildi. Her
kuyucuga 100 pl 6rnek solusyondan (Sample Diluent) pipetlendi. Son
kuyucuk, H1 kor kuyucuk olarak degerlendirildi. Hazirlanmis Standart
solusyon A1l adi verilen kuyucuga pipetlendi. A1 den 100 pl alinip Bl
kuyucuguna kondu. Bu islem yedi kez tekrarlandi. En son kuyucuklar
olan G1 den 100 pl alinip disar atildi.

Kor kuyucuklara 100 pl 6rnek soliisyondan konuldu.

BAL s1visinin konacagi kuyucuklara 50 pl 6rnek soliisyon konuldu.
Ornek kuyucuklara 50 ul BAL sivisi kondu. (Bu asamadan sonra 14.
asamaya kadar “a” sikki IL4, IL12 basamaklarint “b” sikki ise IL10
basamaklarini icermektedir)

a) Biyotin Konjugat soliisyonu hazirland1

b) Kuyucuklar adezif filmle kaplanip oda 1sisinda (18-25° C) 100 rpm
hizda sallayici i¢inde 2 saat inkiibe edildi.

a) Tiim kuyucuklara IL4 ve IL12 1¢in50 pl, Biyotin Konjugat pipetlendi.
b) Biyotin Konjugat soliisyonu hazirlandi.

a) Kuyucuklar adezif filmle kaplanip oda 1sisinda (18-25" C) 200 rpm
hizda sallayici i¢inde 2 saat inkiibe edildi.

b) Tim kuyucuklara IL10 i¢cin 100 pl Biyotin Konjugat pipetlendi.
Kuyucuklar adezif filmle kaplanip oda 1sisinda (18-25° C) 100 rpm hizda

sallayici icinde 1 saat inkiibe edildi.

Streptavidin-HRP soliisyonu hazirlandi.
a) Adezif filmler ¢ikarilip kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez 300 pl

yikama solusyonu ile yikandi.
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b) Adezif filmler ¢ikarilip kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 4 kez 300 pl

yikama solusyonu ile yikandi.

Tiim kuyucuklara 100 pl Streptavidin-HRP solusyonu konuldu.
a) Kuyucuklar adezif filmle kaplanip oda 1sisinda (18-25° C) 200 rpm

hizda sallayici i¢inde 1 saat inkiibe edildi.

b) Kuyucuklar adezif filmle kaplanip oda 1sisinda (18-25° C) 100 rpm

hizda sallayici i¢inde 1 saat inkiibe edildi.

a) Adezif filmler ¢ikarilip kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez 300 pl

yikama solusyonu ile yikandi.

b) Adezif filmler ¢ikarilip kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 4 kez 300 pl

yikama solusyonu ile yikandi.

Tiim kuyucuklara Tetrametil-Benzidin Substrat solusyonundan 100 pl
pipetlendi.

Kuyucuklar oda 1sisinda (18-25° C) 10 dakika inkiibe edildi. Direkt
yogun 1s18a maruz kalmamasina 6zen gosterildi.

Plak tizerindeki renk degisimi dikkatle takip edildi. En yiiksek
konsantrasyondaki standart (A1, A2) koyu mavi rengi aldiginda 100 pl
Stop solusyonu kondu. Stop solusyonunun tiim kuyucuklarda esit
dagildig1 ve tiniform oldugu goriildii.

Sonuglar Stop solusyonu konduktan hemen sonra okundu (Resim 8).
Renk reaksiyonu primer dalga boyun 450 nm olan filtre ile okundu.
Standartlarin verdigi optik dansiteye gore absorbans- pg/ml grafiginde
egri ¢izildi. Orneklerin verdigi optik dansite bu egri iizerinden pg/ml

cinsinden hesaplandi.

IL8, IL19 i¢cin Eliza Basamaklari;

1.

Calisma Oncesi yikama solusyonu, Assay Buffer, Fare IL8, IL19 Standart
solusyonu Kkitler i¢in belirtilen talimatlara uygun olarak hazirlandi.
Calismada 96 kuyucuklu IL8, IL19 ig¢in ayr1 ayr1 monoklonal antikorla
kapli diiz zemin plak kullanildi.
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Kuyucuklar plak iizerinde 8 adet tek kolon olacak sekilde dizildi.
Kuyucuklar A1, B1, C1, D1, E1, G1, H1 olarak adlandirildi. Her kuyucuga
100 pl 6rnek ve standart pipetlendi. Kuyucuklar adezif filmle kaplanip 37°
C 2 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi. Ancak higbir sekilde yikanmadi.

Biyotin Antibody soliisyonu hazirlandi.

Tiim kuyucuklara 100 pl, Biyotin Antibody pipetlendi.

Kuyucuklar adezif filmle kaplanip 1 saat 37° C inkiibe edildi.

Adezif filmler c¢ikarilip kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez 200 pl
yikama solusyonu ile yikandi. Son yikamadan sonra kuyucuklar iyice
bosaltildi.

HRP-avidin soliisyonu hazirlandi.

Tiim kuyucuklara 100 pl HRP-avidin solusyonu konuldu.

Kuyucuklar adezif filmle kaplanip 37° C de 1 saat inkiibe edildi.

. Adezif filmler ¢ikarilip kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 5 kez 200 pl

yikama solusyonu ile yikandi. Son yikamadan sonra kuyucuklar iyice
bosaltildi.

Tim kuyucuklara Tetrametil-Benzidin Substrat solusyonundan 90 pul
pipetlendi.

Kuyucuklar 37° C de 15-30 dakika inkiibe edildi. Direkt yogun 15132 maruz
kalmamasina 6zen gosterildi.

Tim kuyucuklara 50 pl Stop solusyonu kondu. Stop solusyonunun tiim
kuyucuklarda esit dagildig: ve tiniform oldugu goriildii.

Sonuglar Stop solusyonu konduktan hemen sonra okundu (Resim 8).

Renk reaksiyonu primer dalga boyun 450 nm olan filtre ile okundu.
Standartlarin verdigi optik dansiteye gore absorbans- pg/ml grafiginde egri
¢izildi. Orneklerin verdigi optik dansite bu egri iizerinden pg/ml cinsinden

hesaplandi.
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Resim 8. Platelerin stop soliisyonu konulduktan sonraki goriintiileri.

3.8. Istatistiki Analiz

Veriler SPSS 15.0 (Statistical Package for the Social Sciences for Windows)
Istatistik Paket Programi ile analiz edildi. Verilerin merkezi egilim ve dagilim
Olciitleri degerlendirildi. Degerler ortalama + SD olarak verildi. Verilerin normallik
ve homojenligi Kolmogorov Smirnov Testi ve One-Way ANOVA (Homogeneity of
variance) Testi ile analiz edildi. Normal dagilima uyum gostermeyen degiskenler i¢in
Kruskal Wallis testi kullanildi, farklilik saptandiginda farkliligin hangi gruplar
arasinda oldugunu saptamada Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U Testi
kullanild1. Normal dagilima uyum gosteren degiskenlerin gruplar arasinda farkliligini
karsilagtirmada ise Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) kullanildi, gruplar
arasinda onemli farklilik saptandiginda farkin kaynagi Bonferroni ¢oklu karsilastirma
testi ile incelendi. Bagimli iki grup karsilastirmalarinda Wilcoxon T Testi kullanildi.
Kategorik degiskenlerin karsilagtirllmasinda Ki-kare testi kullanildi. P<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

01 Agustos 2012 — 15 Agustos 2012 tarihleri arasinda randomize, kontrolli,
prospektif olarak yapilan ¢aligmada 45 adet BALB/c fare cinsi farede P. Aeruginosa
PAO-1 ile deneysel pnomoni modeli olusturuldu. Farelerde pnomoni gelisim
durumu, Azitromisin ve Furanon’un pndmoni iizerine etkileri, metrik sistem ile
agirhik ol¢imi yapilarak, histopatolojik olarak ve serolojik olarak degerlendirildi.
Grup I ve II’deki farelerde herhangi bir 6liim gdzlemlenmedi ve tiim fareler deneyi
tamamladi. Grup III’ de 6 fare, Grup IV’ de 5 fare ve Grup V’ de 9 fare deneyi

tamamlayamadan ex oldular.

Tim hayvanlarin deney baslangicindaki (sifirinct giin) viicut agirliklar
ortalamalar1 15,8+1,36 (13,2-19,1) g idi. Gruplara gore agirlik dagilimlart normal
dagilima uymakta idi ve veriler homojendi. Gruplara gore sifirinci giindeki ortalama
agirhk verileri tablo 2’de ozetlendi. Gruplar arasinda sifirinct giin agirliklar

bakimindan istatistiki olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,404).

Tablo 2. Gruplarin sifirinc giin viicut agirh@ degerleri (Ortalama + Standart sapma) ve
dagilimlarinin normallik ve homojenlik anlamhilik diizeyi

Ortalama agirhk+SD P
Grup 1 (n:5) 15,940,94
Grup 2 (n:10) 16,1+0,84 >0,05
Grup 3 (n:10) 16,140,68
Grup 4 (n:10) 16,3+1,48
Grup 5 (n:10) 15,6+1,47

P: normal dagilim (Ko/mogorov Smirnov Testi),
P: homojenlik (One-Way ANOVA-Homogeneity of variance).

4.1. BAL Sivisinda Sitokin Degerleri

Tiim gruplarin deney sonundaki (yedinci giindeki) BAL sivilarindaki IL 4, IL
8, IL 10, IL 12 ve IL 19 degerlerinin ortalamalari tablo 3’de 6zetlendi.
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Tablo 3. Tiim gruplarin BAL sivisindaki IL 4, IL 8, IL 10, IL 12 ve IL 19 ortalama degerleri
(Ortalama + Standart sapma)

IL 4 IL 8 IL 10 IL 12 IL 19

Grup 1 (n:5) 0,065+0,05 0,381+0,44 0,128+0,01 0,049+0,02 0,93240,18
Grup 2 (n:10) 0,040+0,03 0,308+0,08 0,131+0,02 0,052+0,02 0,764+0,18
Grup 3 (n:10) 0,171£0,16 0,444+0,32 0,284+0,17 0,069+0,05 1,095+0,56
Grup 4 (n:10) 0,073+0,06 0,221+0,09 0,132+0,03 0,025+0,02 0,702+0,46
Grup 5 (n:10) 0,093+0,07 0,322+0,14 0,355+0,35 0,056+0,05 0,940+0,63

BAL sivisindaki IL 4 diizeyleri degerlendirildiginde; Kontrol grubuna (Grup
I) gére pnémoni grubunda (Grup II) IL 4 diizeyi diisiik iken, tedavi gruplarinda
(Grup III, 1V, IV) yiiksek gibi géziikmekte idi. Ancak tiim gruplarin BAL sivisindaki
IL 4 diizeyi istatistiki olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda IL 4 diizeyi

bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark olmadig1 gézlemlendi. (p>0,05).

Tim gruplarin  BAL sivisindaki IL 8 diizeyi istatistiki  olarak
karsilagtirildiginda gruplar arasinda IL 8 diizeyi bakimindan istatistiki olarak anlaml
bir fark tespit edildi (p<0,05). Ozellikle grup 1-2, 1-4, 2-4, 3-4, 4-5 arasinda fark
tespit edildi ve sirast ile p degerleri (0,04 — 0,01 — 0,04 — 0,01 — 0,049) seklinde
tespit edildi. Sonug olarak farkin Grup 4 den kaynaklandigi tespit edildi. Dolayisi ile

azitromisinin IL 8 diizeyini diisiirdiigii tespit edildi.

Tiim gruplarmn BAL sivisindaki IL 10 diizeyi istatistiki olarak
karsilastirildiginda gruplar arasinda IL 10 diizeyi bakimindan istatistiki olarak
anlamli bir fark tespit edildi (p<0,05). Ozellikle grup 1-5, 2-3, 2-5, 3-4, 4-5 arasinda
fark tespit edildi ve sirast ile p degerleri (0,00 — 0,04— 0,00 — 0,00— 0,00) seklinde
tespit edildi. Sonug olarak farkin esas olarak Grup 5 den kaynaklandigi ancak bu
durumdan da asil sorumlunun Furanon tedavi komponenti olabilecegi yani Furanon

tedavisinin IL 10 diizeyinin yiikselmesinde asil etken olabilecegi diisiiniilmektedir.

BAL sivisindaki IL 12 diizeyleri degerlendirildiginde; Pndmoni grubuna (Grup
IT) gore Furanon (Grup III) ve Furanon + Azitromisin (Grup V) gruplarinda IL 12
diizeyi ylksek iken, Azitromisin (Grup IV) grubunda diisiik gibi goziikmekte idi.
Ancak tiim gruplarin BAL siwvisindaki IL 12 diizeyi istatistiki olarak
karsilastirildiginda gruplar arasinda IL 12 diizeyi bakimindan istatistiki olarak
anlaml bir fark olmadig1 gézlemlendi. (p>0,05). Grup I (kontrol) degerlendirme dis1
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tutulup diger 4 grup yani pndmoni olusturulan gruplar degerlendirildiginde gruplar
arasinda IL 12 diizeyi agisindan anlamli fark ¢ikmakta idi. Azitromisin (Grup IV)
grubu yapilan karsilagtirmalarda kombine tedavinin uygulandigi Grup 5 disindaki
tiim gruplara gore IL 12 diizeyini istatistiki olarak anlamli bir diizeyde diistirmekte

idi (p<0,05 Tablo 4).

Tablo 4. Grup IV’ iin IL 12 degerlerinin diger gruplar ile karsilastirilmasi ve gruplar
arasindaki anlamhhik diizeyi

IL 12 p
Grup 1-4 0,043
Grup 2-4 0,007
Grup 3-4 0,010
Grup 4-5 >0,05

BAL sivisindaki IL 19 diizeyleri degerlendirildiginde; Pnémoni grubuna (Grup
IT) gore Furanon (Grup III) ve Furanon + Azitromisin (Grup V) gruplarinda IL 19
diizeyi yiiksek iken, Azitromisin (Grup IV) grubunda diisiikdii. Ancak tiim gruplarin
BAL sivisindaki IL 19 diizeyi istatistiki olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda
IL 19 diizeyi bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark olmadig1 gézlemlendi.

(p>0,05).

4.2. Histopatolojik Bulgular

Farelerin akciger dokusu histopatolojik olarak degerlendirildi.  Gruplarin

histopatolojik goriintiileri Resim 9°da 6zetlendi.
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Resim 9. Fare akciger dokusunun gruplara gore histopatolojik kesitleri. Resimler; Grup 1 (A),
Grup 2 (B), Grup 3 (C-D), Grup 4 (E) ve Grup 5 (F). (H-E, 200X).

Histopatolojik degerlendirme tablosuna gore pnomotik konsolidasyonun
gruplara gore dagilimi Tablo 5 ve Sekil 9°de 6zetlenmistir. Yapilan istatistiki analiz
sonucunda pndmotik konsolidasyon bakimindan gruplar arasinda istatistiki olarak
anlaml fark (p<0,05) oldugu tespit edildi. Farkin hangi gruplardan kaynaklandigini
test etmek icin elle her bir satirin X2 degeri hesaplandi. Satir X2 degerleri toplanarak
toplam X2 degeri bulundu. Elde edilen deger, serbestlik derecesi de hesaplanarak
anlamli olup olmadig1 degerlendirildi ve fark anlamli ¢ikmayana kadar en yiiksek X2

degerine sahip satir tablodan ¢ikarilarak analiz tekrarlandi. Sonug olarak Farkin Grup
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1 ve Grup 5 den kaynaklandigi tespit edildi. Yani Grup I (Kontrol)’de pnémotik
konsolidasyon gozlenmez iken kombine ilag tedavisinin uygulandigt Grup 5 de

yaygin pndmotik konsolidasyon gozlenmekte idi.

Degerlendirme tablosuna gore konjesyon ve hemorajinin gruplara gore
dagilimi Tablo 5 ve Sekil 9’de G6zetlenmistir. Yapilan istatistiki analiz sonucunda
konjesyon ve hemoraji bakimindan gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark
(p<0,05) oldugu tespit edildi. Istatistiki olarak farkin Grup 5 den kaynaklandig1 tespit
edildi. Yani kombine ila¢ tedavisinin uygulandigi Grup 5 de yaygin konjesyon ve
hemoraji gézlenmekte idi. Her ne kadar istatistiki anlamliliga ulagsmasa da Grup 3’de
(Furanon) diger gruplara gore daha fazla siddette konjesyon ve hemoraji

gozlemlendigi dikkat ¢ekmektedir.

Yapilan istatistiki analiz sonucunda inflamatuar inflamasyon bakimindan
gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark (p<0,05) oldugu tespit edildi.
Inflamasyon agisindan istatistiki olarak bu farkin Grup 1 den kaynaklandig1 tespit
edildi. Yani normal Balb/c farelerin bulundugu Grup 1 de (Kontrol) inflamatuar
inflamasyon gozlenmemekte idi. Her ne kadar istatistiki anlamliliga ulagsmasa da
Grup 5°de (Furanon + Azitromisin) diger gruplara gore daha fazla siddette

inflamatuar inflamasyon gozlemlendigi dikkat cekmektedir.

10
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Sekil 9. Gruplara gore histopatolojik veriler grafigi.
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Tablo 5. Farelerin akciger dokusu histopatolojik degerlendirme 6zetleri

Degisiklik yok Fokal Multifokal Yaygin

Grup 1  [Pnomotik konsolidasyon 5 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Konjesyon - 5 (%100) 0 (%0) 0 (%0)

Hemoraji 2 (%40) 3 (%60) 0 (%0) 0 (%0)
Inflamatuar inflamasyon 5 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

Grup 2 |[Pnémotik konsolidasyon 1 (%10) 6 (%60) 3 (%30) 0 (%0)
Konjesyon - 7 (%70) 3 (%30) 0 (%0)

Hemoraji 3 (%30) 5 (%50) 2 (%20) 0 (%0)
Inflamatuar inflamasyon 0 (%0) 8 (%80) 2 (%20) 0 (%0)

Grup 3  [Pnomotik konsolidasyon 0 (%0) 5 (%50) 5 (%50) 0 (%0)
Konjesyon - 3 (%30) 4 (%40) 3 (%30)

Hemoraji 0 (%0) 4 (%40) 3 (%30) 3 (%30)
Inflamatuar inflamasyon 0 (%0) 4 (%40) 4 (%40) 2 (%20)

Grup 4 |[Pnomotik konsolidasyon 2 (%20) 4 (%40) 3 (%30) 1 (%10)
Konjesyon - 6 (%60) 0 (%0) 4 (%40)

Hemoraji 4 (%40) 2 (%20) 0 (%0) 4 (%40)
Inflamatuar inflamasyon 0 (%0) 8 (%80) 1 (%10) 1 (%10)

Grup 5 |[Pnémotik konsolidasyon 0 (%0) 1 (%10) 2 (%20) 7 (%70)
Konjesyon - 0 (%0) 1 (%10) 9 (%90)

Hemoraji 0 (%0) 0 (%0) 1 (%10) 9 (%90)
Inflamatuar inflamasyon 0 (%0) 1 (%10) 3 (%30) 6 (%60)

Histopatolojik  degerlendirme  tablosundaki  pndmotik  konsolidasyon,
konjesyon, hemoraji ve inflamatuar inflamasyon degerleri toplanarak akciger hasar
skoru elde edildi. Tim gruplarin akciger hasar skoru istatistiki olarak
karsilagtirildiginda gruplar akciger hasar skoru bakimindan istatistiki olarak anlaml
bir fark tespit edildi (p<0,05 Tablo 6). Yapilan analizler sonucunda kontrol grubuna
gore tiim gruplarda istatistiki olarak anlamli diizeyde akciger hasari olusmus idi.
Kombine ila¢ tedavisinin verildigi Grup 5 de ise diger tiim gruplardan istatistiki

olarak anlamli diizeyde daha fazla akciger hasari olugsmus idi.

Tablo 6. Gruplarin Akciger hasar skoru degerleri ve gruplar arasindaki anlamhhk durumu

Akciger Hasar skoru P
Grup 1 (n:5) 5,60+0,55
Grup 2 (n:10) 8,60+1,71 0,000
Grup 3 (n:10) 11,20+2,57
Grup 4 (n:10) 9,80+3,74
Grup 5 (n:10) 14,90+1,52

Histopatolojik  olarak  peribronsial —nétrofil  ve  monosit  oranlar
degerlendirildiginde: Gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark oldugu tespit
edildi (P<0,05). Kontrol grubundaki peribronsial ndtrofil ve monosit sayist “0”
oldugu ve tiim gruplardan farkli oldugu i¢in degerlendirme dis1 tutuldu. Pnomoni
olusturulan ve pnomoni olusturulup tedavi verilen gruplar kendi aralarinda
degerlendirildi. Kombine tedavinin uygulandigit Grup 5, diger gruplar ile

karsilastirildiginda en fazla peribronsial nétrofil ve en az monosit sayisina sahip
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gruptu ve bu durum istatistiki olarak anlamli idi (p<0,0125). Grup 3 (Furanon) deki
peribrosial nétrofil sayist Grup 2 dekine gore istatistiki olarak anlamli dercede
yiiksek, monosit sayist ise diisiik idi (p=0,01). Ancak Grup 3 ile 4arasindaki fark
istatistiki olarak anlamli degil idi (p=0,221). Grup 2 ile 4 arasindaki fark da istatistiki
olarak anlaml degil idi (p=0,137).

Gruplardaki fareler peribronsial monosit ve nétrofil oranlarma gore kendi
iclerinde degerlendirildi (Tablo 7). Grup 5 de peribronsial bolgede nétrofiller baskin
iken (p<0,05), Grup 2, 3 ve 4 de peribronsial bélgede monositler baskin idi (p<0,05).

Tablo 7. Grup 2, 3, 4 ve 5’in peribronsial notrofil ve monosit ortalamalari ve gruplarin kendi
iclerindeki anlamhhik diizeyi

Peribrongial
Nétrofil Monosit p
Grup 2 16,50+26,3 83,50+26,3 0,013
Grup 3 33,50+20,6 66,50+20,6 0,041
Grup 4 25,00+£23,2 75,00+£23,2 0,017
Grup 5 72,00+15,3 28,00+15,3 0,009

P: Wilcoxon isaretli siralar testi

Histopatolojik  olarak  perivaskiiler —notrofil ve  monosit oranlar
degerlendirildiginde: Gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark oldugu tespit
edildi (P<0,05). Kontrol grubundaki perivaskiiler notrofil ve monosit sayist “0”
oldugu ve tiim gruplardan farkli oldugu i¢in degerlendirme dis1 tutuldu. Pnémoni
olusturulan ve pndmoni olusturulup tedavi verilen gruplar kendi aralarinda
degerlendirildi. Kombine tedavinin uygulandigi Grup 5, diger gruplar ile
karsilastirildiginda en fazla perivaskiiler nétrofil ve en az monosit sayisina sahip
gruptu ve bu durum istatistiki olarak anlamli idi (p<0,0125). Grup 3 (Furanon) deki
perivaskiiler notrofil sayis1 Grup 2 dekine gore istatistiki olarak anlamli derecede
yuksek gibi (p=0,026) goziikmesine ragmen “Bonferroni diizeltmesi” uygulandigi
icin istatistiki anlamliliga ulasamamakta idi. Ancak Grup 3 ile 4arasindaki fark
istatistiki olarak anlamli degil idi (p=0,114). Grup 2 ile 4 arasindaki fark da istatistiki
olarak anlaml degil idi (p=0,392). Grup 4 (Azitromisin) deki perivaskiiler monosit
sayist Grup 2 ve 3 e gore tabloda yiiksek gibi gdziikkmesine ragmen bu durum

istatistiki anlamliliga ulasmamakta idi (p>0.05).
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Gruplardaki fareler perivaskiiler monosit ve nétrofil oranlarina gore kendi
iclerinde degerlendirildi (Tablo 8). Grup 5 de perivaskiiler bélgede notrofiller baskin
iken (p<0,05), Grup 2, 3 ve 4 de perivaskiiler bolgede monositler baskin idi (p<0,05).

Tablo 8. Grup 2, 3, 4 ve 5 in perivaskiiler notrofil ve monosit ortalamalari ve gruplarin kendi
iclerindeki anlamhilik diizeyi

Perivaskiiler
Notrofil Monosit p
Grup 2 17,50+28,0 72,50+37,4 0,041
Grup 3 32,00+21,5 68,00+21,5 0,033
Grup 4 20,00+20,0 80,00+20,0 0,010
Grup 5 69,00+15,1 31,00+15,1 0,013

P: Wilcoxon isaretli siralar testi

Histopatolojik  olarak  intraalveolar —ndtrofil ve  monosit  oranlari
degerlendirildiginde: Gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark oldugu tespit
edildi (P<0,05). Kontrol grubundaki intraalveolar nétrofil ve monosit sayist “0”
oldugu ve tiim gruplardan farkli oldugu i¢in degerlendirme dis1 tutuldu. Kombine
tedavinin uygulandigi Grup 5, diger gruplar ile karsilastirildiginda en fazla
intraalveolar notrofil ve en az monosit sayisina sahip gruptu ve bu durum istatistiki
olarak anlamli idi (p<0,0125). Grup 2-3 arasinda istatistiki olarak anlamli fark yok
idi (p=0,206). Grup 2-4 arasinda istatistiki olarak anlamli fark yok idi (p=0,701).
Grup 3-4 arasinda istatistiki olarak anlaml fark yok idi (p=0,340).

Gruplardaki fareler intraalveolar monosit ve notrofil oranlarmma gore kendi
i¢clerinde degerlendirildi (Tablo 9). Grup 5 ve Grup 4 de intraalveolar bolgede
notrofiller baskin iken (p<0,05), Grup 2 ve 3 de intraalveolar bolgede notrofil ve
monosit dagilimi agisindan fark yok idi (p>0,05).

Tablo 9. Grup 2, 3, 4 ve 5 in perivaskiiler notrofil ve monosit ortalamalari ve gruplarin kendi
iclerindeki anlamhhk diizeyi

Intraalveolar
Notrofil Monosit p
Grup 2 65,50+34.,4 24,50+£26,9 0,085
Grup 3 59,00+17,3 41,00£17,3 0,135
Grup 4 61,50+35,3 18,50£17,0 0,018
Grup 5 89,50+6,9 10,50+6,9 0,005

+: standart sapma,
P: Wilcoxon isaretli siralar testi
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5. TARTISMA

Akciger parankiminde mikrobiyal enfeksiyonlar sonucu olusan akut
inflamasyon olarak tanimlayabilecegimiz  pndmoni, alt solunum yolu
enfeksiyonlarinin en dnemlisidir. Alt solunum yolu enfeksiyonlari 2004 yili1 Diinya
Saglik Orgiitii verilerine gore tiim diinyada &liim nedenleri arasinda 3. sirada yer
almaktadir. Yine bu raporun 2008 yilinda yapilan giincellemesinde 2030 yilindaki
6lim nedenleri arasinda ilk siralar igerisinde alt solunum yolu enfeksiyonlarinin
(6zellikle pnomonin) yer alacagi Ongoriilmektedir. Tan1 metotlar1 ve tedavideki
ilerlemelere ragmen bu hastalik grubunun 6neminin devam etmesi, pnémoni ile ilgili
caligmalarin artarak devam etmesine yol agmaktadir. Bu g¢alismalar insanlar ve in
vitro ¢aligmalarla birlikte oldukca 6nemli sayida deneysel olarak da yiiriitiilmektedir.
Ozellikle hastaligin patogenezinin daha iyi anlasilmasi, tedavide kullanilan ilaglarin
etkinlikleri-yan etkileri ve yeni asilarin gelistirilmesi i¢in deneysel hayvan modelleri
siklikla kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan deney hayvanlari tam olarak insan
fizyolojisi ile benzerlik gostermeselerde sican, fare ve tavsandir (65-68). Solunum
yolu enfeksiyonlart 6zellikle de pnomoni gegmiste oldugu gibi oniimiizdeki yillarda
da onemli bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikacaktir (69). Bizde pndmoninin,
ozellikle P aeruginosa pndmonisinin halen hem toplumda, hem cocuklarda hemde
kistik fibrozis gibi kronik hastaliklarda 6nemini korumasi ve altta yatan patolojinin
ve bakterinin viriilans faktorleri tam anlagilamadigl icin P aeruginosa iizerinde
calismaya ve deneysel pndmoni modeli olusturrarak etyopatogenezi ortaya koymay1

ve yeni tedavi modalitelerine kaynak olmay1 hedefledik.

Pnémoni ile ilgili ¢aligmalarda degisik hayvan tiirleri kullanilmistir. Ancak
insanlardaki pnodmoniye birebir benzer ideal bir modelden tam olarak bahsetmek
dogru olmaz. Bunun yerine amaglanan seye uygun modellerde ¢alismak daha dogru
olacaktir. Insanlarda gelisen pndmoni ile ilgili ¢alismalarda kullanilan asil canlilar
memelilerdir. Primatlar filogenetik ac¢idan insana en yakin canli olmakla birlikte
biiyiik olmalari, tiretimlerinin zorlugu ve maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle az
sayidaki caligmalarda kullanilmaktadir. Benzer zorluklar kopek, koyun gibi
memeliler i¢inde gegerlidir. Yukarida sayilan zorluklarin aksine, fareler;

tiretimlerinin hizli olmasi, kiiclik olmalar1 ve maliyetlerinin diislikliikleri sayesinde
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glinlimiizde bu tiir calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Fareleri cazip hale
getiren bir bagka neden ise genetik olarak kok hiicrelerinde oynanarak degisik
calisma sekillerine uygun tiirlerin elde edilmis olmasidir. Kullanilacak deney hayvam
immunolojik olarak saglikli olabilecegi gibi immunsiipresif de olabilir. Deney
hayvanlarinda immunsupresyon gelistirmek i¢cin ¢esitli metodlar kullanilir.
Bunlardan bazilar1 alkol, kortkosteroid verilmesi, CD4 T hiicrelerinin azaltilmasi,
radyasyon uygulanmasidir. Ayrica yine bu amacla genetigi degistirilmis cesitli
fareler kullanilabilir. Bunlar igerisinde ise en sik SCID (severe combined immune-
deficient) fareler, konjenital atimik fareler veya IFN-Y knockout fareler sayilabilir
(70). Bizde bu veriler 1s181nda palandigimiz ¢alismaya en uygun tiplerden biri olan

immiin yetmezlikli bir fare tipi olan BALB/c fareyi kullandik.

Deney hayvam1 akcigerinde pnOmoni olusturulabilmesi i¢in ¢aligilan
mikroorganizmanin akcigerlere ulastirilmasi gerekir. Bunun i¢in degisik metodlar
tanimlanmistir. Bunlar enfekte hayvanla temas yontemi, aerosol yontemi, intranasal
yontem, entiibasyon yontemi ve transtrekeal yontemdir. Transtrakeal yontem basit,
biyokontaminasyon olusturma bakimindan gilivenli, organizmanin alt solunum
yollarina ulastigindan kesin olarak emin olunabilen ve orofaringeal aspirasyona
benzedigi i¢in bizde g¢alismamizda pnomoni olusturur iken transtrakeal ydntemi

tercih ettik.

Deney hayvanlarindan olusturulan pndmoni modelinde pndmoni ile ilgili
degisik parametreler degerlendirilebilir. Agir pndmoni gelisen hayvanlarda genellikle
uyusukluk, isteksizlik, aktivite azalmasi, uykuya meyil gibi genel bulgular
izlenebilir. Istenirse radyolojik olarak da inflamasyonun varlig gosterilebilirse de bu
yontem ekipman istediginden nadiren kullanilir. Radyolojik incelemedeki en biiyiik
problemlerden biri, farelerin oldukga kii¢iik canlilar olmasi ve bu yiizden iyi goriintii
elde edilememesidir. Bu nedenle bazi ¢aligmalarda daha ileri goriintiilleme teknikleri

(MR, PET gibi) kullanilmustir.

Enfeksiyonun gostergesi ve tedavinin etkinligini takip etmede Onemli bir
parametre de kilo kaybi ve atesin izlenmesidir. Solunum sikintisinin gostergesi

olarak farelerde solunum frekansi azalir. Gogiis kafesinin genislemesi kisitlanmistir.
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Bu insanlarda izlenen tersine bir bulgudur. Insanlarda hizli ve yiizeyel bir solunum
izlenir. Ayrica yapilan ¢alismalarda farelerde tidal voliimiin ¢ok fazla degismedigi
gosterilmistir. Akciger enfeksiyonu ilerledik¢e hayvanlarda plorit, perikardit, sepsis
ve bazen konjuktivit gibi komplikasyonlarin gelistigi izlenebilir. Enfeksiyonun
ilerlemesi ile 1okosit ve komplemen fonksiyonlarinin bozulmasi sepsis ve olim
gelismesine neden olur. Bunun disinda akcigerlerde olusabilecek komplikasyonlar
biraz da ¢aligilan veya bagka bir deyisle hayvana enjekte edilen mikroorganizmanin
tirine baglidir. Sakrafiye edilen hayvanlardan doku ve kan kiiltiri ile
mikroorganizma miktar1 saptanabilir. Olusan inflamatuar yanitin gosterilmesinde
bronkoalveolar lavaj (BAL) yontemi kullanilir. BAL almarak alveolar hiicre
populasyonu ve antikorlar, sitokinler gibi ¢esitli antiinflamatuar veya proinflamatuar
maddeler hakkinda bilgi elde edilebilir. Inflamatuar hiicreler igerisinde nétrof iller
olduk¢a dnemlidir. Bilindigi gibi enfekte olmamis bir hayvanda alveolar boslukta bu
hiicreler bulunmaz, enflamasyonun gelismesi ile ise alveolar bosluklara gegerler.
Notrofil ve diger inflamatuvar hiicreleri gostermede kullanilan yontemlerden biri
morfolojik incelemedir. Bu yontem ¢ikarilan dokunun makroskobik ve mikroskobik
incelemesini kapsar. Bu calismada da P. Aeruginosa kullanarak olusturdugumuz
pnoémoni modelinde BAL sivisinda interlokin diizeyleri arastirildi ve farelerin
sakrafikasyonu sonrasi elde edilen akciger dokusunda histopatolojik incelemeler

yapildi.

Moser ve ark. aymi hastanin 1988, 1997 ve 2003 yillarina ait ii¢ ¢ift non-
mucoid ve mucoid isolatin1 kullanarak farelerde P. Aeruginosa akciger enfeksiyonu
modeli gelistirdiler (71). Histopatolojik incelemede inflamasyon goriillen alanda >
%90’1n tizerinde polimorfoniikleer lokosit goriilmesini akut, > %90’1n {izerinde
mononiikleer hiicre goriilmesini kronik enfeksiyon olarak degerlendirdiler.
Inflamasyon durumunu ise 0 ile 3 arasinda skorladilar. 0; inflamasyon yok, 1; fokal,
2; orta agir fokal inflamasyon, 3; nekroza giden agir inflamasyon olarak
degerlendirdiler ve pndmoni gelisim durumuna karar verdiler. Yapilan ¢aligmalarda
akut pndmonide polimorfoniikleer 16kositlerin bronsial bolgede ve alveolar bolgede
yogun olarak gozlemlendigi ve bunlarin sayisinin yedinci giinden itibaren yavas

yavas azalmaya basladig1 gosterilmistir (72,73).
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Hope ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada P. Aeruginosa nin pili yapisinin akut
akciger enfeksiyonundaki roliinii tespit etmeye calismiglardir (74). Calismada
BALB/cByl/ fareler Pil+ ve Pil- P. Aeruginosa PA1244, PAO1 ve PAK mutantlar ile
intranazal instilasyon yontemi ile enfekte edilmistir. Pnémoni varligini histopatolojik
olarak gram negatif ¢omak, 16kosit infiltrasyonu, fibrin depozitlerinin olusturdugu
konsolidasyon, brons ve alveollerin igerisinde hemoraji olup olmamasi durumuna
gore degerlendirmislerdir. Yaygin 106kosit infiltrasyonu ve fibrin depozitlerinin
yaygin konsalidasyon ve hemoraji ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Siipiiratif
bronkopndomoninin  karakteristik ~ gOstergesi olan  bronsiyol igerisindeki
polimorfoniikleer 16kosit varligini tespit etmislerdir. Hope ve ark. bu bulgularini
literatiirde yapilmis olan diger caligmalarda desteklemektedir (75,76). Ayrica akciger
parankiminde gram negatif ¢omaklar1 fagosite etmis makrofajlar oldugunu tespit
etmislerdir. Calismalarindaki tiim fare 6liimleri ilk 24 saat icerisinde ger¢ceklesmis ve
bu hayvanlarin 6lim nedeninin sepsis oldugunu akciger ve dalak kiiltiirii ile tespit
etmiglerdir. Yasayan hayvanlarin akcigerlerinin ise 48 saat igerisinde enfeksiyondan
temizlendigini ve 96 saatte steril hale geldigini gozlemlemislerdir. Yasayan
hayvanlarda pnomoninin lokal oldugunu, normal akciger histopatolojisi ile birlikte
10X biiyiitmede fokal konsalidasyon odaklari oldugunu bildirmislerdir. Olen
hayvanlarda ise yaygin hemoraji, fibrin depozitleri ve yaygin konsalidasyon tespit

edilmistir.

Yaptigimiz  caligmada  histopatolojik  bulgular1  degerlendirmek  ig¢in
histopatolojik skorlama sistemi kullandik. Yapilan incelemede akciger dokusunda
pnémoni gelisim durumunda goézlemlenen pndomonik konsolidasyon, konjesyon,
inflamatuar inflamasyon ve hemoraji degerlendirildi. Yukarida verdigimiz
literatiirlerde de pndomoninin histopatolojik degerlendirmesi i¢in bu parametreler
kullanilmigtir. Ayrica pndmoninin olmazsa olmaz bulgusu nétrofiller, peribronsial,
perivaskiiler ve intraalveoler bolgelerde bulunma durumlarina gore degerlendirildi.
Grup I’de yani P. Aeruginosa ile enfekte etmedigimiz kontrol grubunda hi¢ bir
farede pnomotik konsalidasyon gozlenmedi. Ancak Grup [I’de yani P. Aeruginosa
ile enfekte ettigimiz ve hicbir tedavi uygulamadigimiz grupta 9 farede pnomotik

konsalidasyon gozlemlendi ve bu durum istatistiki olarak anlamli idi. Grup I ve
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Il’deki  fareler akciger dokularindaki inflamatuar inflamasyon yoniinden
degerlendirildiginde; Grup I’de higbir farede inflamatuar inflamasyon gézlemlenmez
iken, Grup II’de tiim farelerde degisik derecede inflamatuar inflamasyon
gozlemlendi. Bu durum istatistiki olarak anlamli idi. Tiim histolojik parametrelerin
toplanmasi ile elde edilen akciger hasar skoru degerlendirildi. Grup I’in akciger hasar
skoru ortalamas1 5,6 idi. Grup II’nin akciger hasar skoru ortalamasi 8,6 idi. Iki grup
arasinda istatistiki olarak anlamli fark vardi. Her iki grup akciger dokularindaki
notrofil sayilar1 yoniinden degerlendirildi. Grup I’de peribronsial nétrofil ve monosit
sayis1 0 idi. Grup II’de peribrosial nétrofil ve monosit sayist sirast ile 16,5 - 83,5 idi.
Grup I’de perivaskiiler notrofil ve monosit sayist 0 idi. Grup II’de perivaskiiler
notrofil ve monosit sayisi sirast ile 17,5 - 72,5 idi. Grup ’de intraalveolar nétrofil ve
monosit sayist 0 idi. Grup II’de intraalveolar nétrofil ve monosit sayisi sirasi ile 65,5
- 24,5 idi. Tim noétrofil verileri bakimindan Grup I ve II arasinda istatistiki olarak
anlaml fark vardi. Tiim veriler degerlendirildiginde bize BALB/c farelerde basarili
bir P. Aeruginosa pnémoni modeli olusturdugumuzu ispatlamaktadir. Ozetle 25-30
ul (1x107 CFU olarak s1v1 besiyeri i¢inde) P. Aeruginosa PAO-1’in BALB/c farelere
intratrakeal yontemle uygulanmasi ile basarili bir sekilde P. Aeruginosa pnomoni

modeli olusturulabilmektedir.

Boyd ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada oral simvastatin tedavisinin pndmokokal
pnomoni deki akut akciger hasar1 iizerine etkisini degerlendirmislerdir (77).
Calismalarinda 12-16 haftalik disi BALB/c fareleri kullandilar. Fareleri 3 gruba
ayirdilar. Birinci grup sadece kemirgen besini alan kontrol grubu, ikinci grup diisiik
doz simvastatin verilen grup ve liglincii grup yiiksek doz simvastatin verilen grup idi.
Farelerin akcigerlerinde histopatolojik inceleme, BAL sivilarinda albiimin ve sitokin
analizi ve akcigerde ICAM-1 seviyesi degerlendirmesi yaptilar. Farelerin
akcigerlerindeki pnomokok titrelerinde, bakteri verildikten 24 saat sonra yapilan
analizlerde bakteri titreleri bakimindan gruplar arasinda fark tespit etmediler. 42 saat
sonra ise kontrol grubundaki bakteri yogunlugu diisiik doz simvastatin alanlardan 50
kat yiiksek doz simvastatin alanlardan ise 100 kat fazla oldugunu tespit ettiler. Bu
bulgular ile uyumlu bir sekilde histopatolojik analizlerde yiiksek doz simvastatin alan

grupta akcigerlerde konsolidasyon, ddem ve hemorajinin diger gruplara gore daha az
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gozlemlendigini tespit ettiler. BAL sivisinda 24. saatte yaptiklari degerlendirmede
diisiik doz simvastatin alan grup ile kontrol grubu arasinda TNF-a, IL 6, IL 10, IL
12, MCP 1 ve IFN y bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark tespit
etmemislerdir. Yiiksek doz simvastatin alan grupta da fark tespit etmemislerdir.
Yapilan insan ¢aligmalarinda toplum kaynakli pndmoniye karst IL 6 ve TNF-o nin
koruyucu oldugunu ancak kendi g¢alismalarinda boyle bir bulguyu destekleyecek

veriye ulagamadiklarini bildirmislerdir.

P. Aeruginosa akciger enfeksiyonuna karsi en bilinen erken konak cevabi pro-
inflamatuar sitokin IL 1B’ nin salintmidir (78). Pro-IL 1P, sistin proteaz caspas 1
tarafindan aktif formuna cevrilir. In vivo caspas 1 ve takip eden IL 1R
sinyalizasyonu enfeksiyon bolgesine hizli nétrofil toplanmasi i¢in gereklidir (78). IL
IR sinyal yoklugunda olciilebilir sekilde akcigerlerden erken P. Aeruginosa
temizlenmesi azalmaktadir (78). P. Aeruginosa tarafindan olusturulan akciger
enfeksiyonunda enfekte hava yollarinda yaygin noétrofil toplanmasi olmaktadir.
Notrofiller akut pulmoner enfeksiyonda P. Aeruginosa nin temizlenmesinde primer
rol oynamaktadirlar. Akcigerlerde P. Aeruginosa y1 ilk karsilayan immiin hiicreler
alveolar makrofajlardir. Makrofajlar bakterileri cevreleyerek oOldiiriirler ancak P.
Aeruginosa enfeksiyonlarinda patojen algilama rolleri birincil 6neme sahiptir. Murin
alveolar makrofajlar1 P. Aeruginosa lipopolisakkarit ve flajeline kars1 kemokinler ve
sitokinler (TNF-a ve IL6) salgilamaktadirlar. Yani makrofajlarin nétrofil toplayict

kemokinleri liretme kapasitesi vardir (79).

Skerrett ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada TNFR1/TNFR 2 (TNF-a veya onun
reseptoriinde genetik eksiklik) rodentlerde P. Aeruginosa T3SS pozitif PAK susu ile
akciger enfeksiyonu olusturmuslardir (80). Genetik defektli rodentlerin vahsi tip
kontrollere gore daha hizli bu susu akcigerlerinden temizlediklerini ve ndtrofil
sayilariin genetik defektlilerde 2 kat fazla oldugunu bildirmislerdir. Ancak bu
veriler Lee ve ark. bildirdigi veriler ile ¢elismektedir (81). Onlar TNF-a defektli
farelerin genetik defektsizlere gore noétrofil toplanmasinda yetersiz kaldiklarini ve
genetik defekti olanlarin akcigerinde 5-log P. Aeruginosa yiki oldugunu
bildirmislerdir. Literatiirdeki c¢aligsmalar genel olarak degerlendirildiginde, TNF-a

sinyallerinin akcigerden bakteriyel temizlemede etkin oldugunu Lee’nin g¢aligmasi
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hari¢ gostermektedir (82-85). TNF-a’ nin sadece pro-inflamatuar etkisi olamayabilir,
ayn1 zamanda Muc 1 ve IL 10 gibi antiinflamatuar molekiillerin ekspresyonunu da

uyarmaktadir (86,87).

IL 10 antiinflamatuar bir sitokindir ve P. Aeruginosa infeksiyonundan 24 saat
sonra pro-inflamatuar sitokin ve kemokin seviyeleri azalmaya basladigi zaman
tretimi pik yapar (88). IL 10’ un akciger enfeksiyonlarindaki rolii kompleks bir
sliregtir ve postsepsis immiinsiipresyon modellerinde oldugu gibi molekiilde artig
gbozlemlenir veya transgenik farelerin akcigerlerinde IL 10 asir1 iiretimi P.
Aeruginosa akciger enfeksiyonuna cevap olarak olusan koruyucu pro-inflamatuar
cevabi azaltabilir (89-91). Diger taraftan IL 10 eksikliginde endotoksin ve enfekte
edici patojenlere karsi pro-inflamatuar cevapta artig beklenilebilir (92). Aslinda IL 10
defektli fareler, T3SS ekzotoksini eksprese etmeyen veya Flajel gibi pro-inflamatuar
ylzey yapisina sahip olmayan MS5715 P. Aeruginosa mukoid susu ile enfekte
edildiklerinde, kontrol grubuna goére uzamis ve hafif derece yiiksek pro-inflamatuar
yanit olusturduklar1 gozlemlenmistir (93). Ama, bu modelde hem kontrol hemde IL
10 defekti olan fareler 6. giinde P. Aeruginosa’dan temizlenmislerdir. Bu sonuglar
Sawa ve arkadaslarinin P. Aeruginosa enfeksiyon olusumundan 1 saat dnce ve 8 saat
sonra rekombinant IL 10 uygulamalariin surveyde ve murin 6liimiinde parsiyel bir
diizelme sagladig1 sonucuna ulastiklar1 ¢aligsmalari ile geliski olusturmaktadir (94).
Ancak yazarlar IL 10 uygulamasinin inflamatuar yanit iizerindeki etkisini
bildirmemislerdir. Belkide surveyde gozlenen diizelme nétrofil yanit1 ile iliskili olan
doku hasarindaki azalmaya bagli olabilir. Ozetle tiim bu calismalar akcigerlerden P.
Aeruginosa’nin temizlenmesinde noétrofillerin toplanmasi1 gerektigi ve pro-
inflamatuar sitokinlere kargin IL 10 artiginin bu patojenin kontrolii ve temizlenmesini

azalttig1 konusunda goriis birligi icerisindedirler.

TNF-a, IL 1B ve IL 6’nin degisik inflamatuar yanit kaskatini baslattiklar:
bilinmektedir. Ayni zamanda bu sitokinler kilo kaybi, protein katobolizmasi,
anoreksi ve atesde de rol almaktadirlar (95-97). P. Aeruginosa enfeksiyonunun erken
evrelerinde dolasimda ki IL 6 diizeyleri artmaktadir. Kistik fibrozisli hastalarda
dolagimda IL 6 tespit edilebilmektedir ve bu sitokinin konsantrasyon oOl¢timleri

akciger yayilimi ile iliskili bulunmustur. Nixon ve ark. sistemik antibiotik tedavisi
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sonrast bu sitokinin kan konsantrasyonunda azalma oldugunu gostermislerdir,
dolayis1 ile dolasimdaki IL 6 seviyesi akciger enfeksiyonu ve enflamasyonla
iligkilidir (98). IL 6 kaseksi ve akut faz yanitini yoneten bir pro-inflamatuar bir
mediator olarak degerlendirilmektedir (99). Ayn1 zamanda IL 6, TNF-a ve IL 1 gibi
pro-inflamatuar mediatorleri diizenlediginden dolay: anti inflamatuar yapiya sahiptir

(100).

Ozetle yapilan ¢aligmalarda TNF-o, IL 1B ve IL6 nin pro-inflamatuar yapiya
IL 10 ve IFN-y’ nin antiinflamatuar yapiya sahip oldugu gdosterilmistir. Klebsiella
pneumoniae veya Streptococcus pneumoniae ile olusturulan pnémoni modellerinde
savunmanin baslamasinda proinflamatuar sitokinler anahtar mediatorlerdir (101).
Ancak bir¢ok calismada P. Aeruginosa pndomonisinde bu mediatorlerden bazilarinin
bakteriyel temizlenmeyi inhibe ettiklerinden dolay1 konak savunmasinda zararli bir
rol oynadiklar1 ortaya konulmustur. Aslinda enfeksiyona karsi azalmis duyarlilik
IFN-8 reseptor, TNF tip 1 reseptor veya IL 18 defektli farelerde tespit edilmis ve IL
10 un koruyucu etki gosterdigi ortaya konmustur (80, 94, 101-103).

Inbred farelerin C57BL/6 ve C3H/HeN gibi baz tiirleri P. Aeruginosa ile
enfeksiyon durumunda predominant olarak T hiicrelerinden interferon gama
salimnim ile karakterize T helper 1 (TH1) tipi immiin yanita egilim gosterirken,
BALB/c gibi diger tiirler predominant olarak T hiicrelerinden IL4 ve IL 10 salinimi
ile karakterize TH2 tipi immiin yanita egilim gosterirler (104-107). Kistik fibrozis
hastalarinda P. Aeruginosa enfeksiyonuna bagli uyarilmis konak yanit1 nétrofillerin
toplanmas1 ve baskin TH2 yanit1 ve IL 4 {iretimi ile karakterizedir (108, 109). IL 4
primer olarak TH2 hiicreler ve mast hiicreleri tarafindan iiretilen bir sitokindir. IL 4
islenmemis CD4+ T hiicrelerin TH2 alt tiplerine farklilasmasini uyarir ve THI
hiicrelerin diferansiasyonunu inhibe eder fakat ayni zamanda bir¢ok inflamatuar
hiicrenin diferansiasyonunu, proliferasyonunu ve aktivasyonunu arttirir. IL 4
varliginda antijen sunumu immiinglobilin E antikorlarinin formasyonuna yol agar,
eozinofillerin ve mast hiicrelerinin enfeksiyon veya inflamasyon alanina
migrasyonunu arttirir (110). P. Aeruginosa enfeksiyonu ile iliskili akciger hasari,

akciger parankimindeki organizmanin yikici etkileri ile iligkilidir ve notrofil ve diger
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inflamatuar mediatorlerin aktivasyonu ile siddetlenebilir (111). Daha 0&ncede
belirttigimiz gibi P. Aeruginosa nin sebep oldugu akciger enfeksiyonlarinda IL1, IL
6, IL8 ve TNF a gibi degisik sitokinlerin iiretimi artar. Solunum sisteminin P.
Aeruginosa’dan temizlenmesinde degisik faktorler rol oynar. IL 4 hem akut hemde
kronik akciger etkilenmelerinde P. Aeruginosa’dan temizlenmeyi arttirir. IL 4 iin
akcigerleri koruma mekanizmasi tam olarak anlasilamamuisir. In vitro ¢aligsmalar IL 4
iin 10kosit fonksiyonlarinin modiilatérii oldugunu ortaya koymustur. IL 4, nétrofil,
monosit ve makrofajlarin yiizeyinde kompleman reseptorlerinin (CR1,CR3, CR4)
ekspresyonunu arttirir ve bu hiicreler tarafindan yapilan kompleman bagimh
fagositozu arttir (112-114). Ayrica IL 4 makrofajlarin iizerindeki mannoz reseptor
ekspresyonunun potent bir uyaricisidir (115). IL 4 noétrofil ve makrofajlarin
maturasyonunu, diferansiasyonunu ve proliferasyonunu destekler (112, 113, 116-
119). IL 4 makrofajlarda stiper oksit radikallerinin tiretimini azaltir (120-122). IL 4
makrofajlardan inflamatuar sitokinler olan IL 1B ve TNF o salinimini siiprese eder
(123). IL 4 ve IL 10 baz antiinflamatuar 6zellikleri paylasirlar ve IL 4’ {in IL 10
sentezini ayarladig bildirilmistir (112, 119, 122, 124). Bakterilerin efektif
temizlenmesi i¢in gerekli olan inflamasyon akcigerlerin akut ve kronik olarak IL 4’e
mazur kalmast durumunda artar. Eksojen IL 4 uygulamasimin farelerde P.
Aeruginosa temizlenmesini arttirdifi ve enfeksiyonun tedavisinde yeni bir strateji

olabilcegi bildirilmistir (125).

Moser ve ark. yaptiklar1 ¢alismada erken non mukoid veya ge¢ mukoid suslar
ile enfekte ettikleri farelerde yiiksek MIP-2 (IL 8 anologu) iiretimi tespit etmislerdir
ve bu gozlemlerinin kistik fibrozisli hastalarda IL 8 in noétrofil kemoatraktani olma
durumu ile uyumlu oldugunu bildirmiglerdir (71). Azghani ve arkadaslan
Pseudomonas elastazinin (PE) alveolar epitelyal hiicrelerde IL-8 iiretimi ile mitojen
aktive eden protein kinaz (MAP: mitogen activated protein kinase) aktivitesini
indiikleyip indiiklemedigini arastirarak, konak havayolu inflamatuar cevabi kadar
bakteriyel triinlerin de Pseudomonas enfeksiyonlarinda 6nemini ortaya koymaya
calismiglardir. A549 epitelyal hiicrelerinde, Pseudomonas elastazinin MAPK
yolagiin ekstraseliiler sinyal diizenleyici proteinlerinin (ERK 1/2: extracellular

signal-regulated  proteins)  fosforilasyonunu indiikledigini = gOstermislerdir.
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Pseudomonas elastazinm ayni zamanda IL-8 iiretimini arttirdigin1 bulmuslardir. PE,
MAPK yolaginm ERKI/2 kolunu aktive ederek IL-8 artismi indiiklemektedir. Bu
calisma ile PE'nin IL-8 ekspresyonunu diizenleyen hiicresel sinyal mekanizmalar
araciligiyla pulmoner inflamasyonu arttirabilecegi bildirilmistir (126). IL 8 nétrofil
elastazin indiikledigi goblet hiicre metaplazisinde ve hava yollarinin epitelyumunda
Muc5Sac lretiminde 6nemli bir role sahiptir (127). Kistik fibrozisli hastalarin
balgamlarindaki artmis IL 8 seviyeleri, kronik enfeksiyon, nétrofil inflamasyonu ve
ilerleyici hava yolu yikimimin sonucudur (128). Respiratuar epitelyal hiicreler P.
Aeruginosa enfeksiyonuna karsi gelisen immiin yanitta kritik role sahiptir (129). P.
Aeruginosa’ya maruz kalan epitel hiicreleri vaskiiler alandan hava yollaria nétrofil
ekstravazasyonundan asil sorumlu kemokin olan IL 8’1 firetirler (130). IL8 ve
notrofiller P. Aeruginosa ile enfekte hastalarin akcigerlerinde artmis miktarlarda
bulunurlar (131). P. Aeruginosa’nin Flajel ve pili gibi yapilar1 IL 8 diretimini

uyarmaktadir (132,133).

IL 12, interferon gama iiretimini sitlimile eder ve bu durum IL 18 tarafindan
arttirthir ve hiicresel immiinite gelisir (134,135). IL 18 in direkt pro-inflamatuar
etkileri niikleer faktor kB aktivasyonunu ve TNF-a, IL 1B, IL 6 ve IL 8 gibi
sitokinlerin uyarilmasimi ve notrofillerin aktivasyonunu igerir (136-138). Gram
negatif bakterilerin dis membranindaki lipopolisakkaritler gii¢lii bir immiin yanita
neden olan endotoksinlerdir. In vitro olarak lipopolisakkaritlerin sitiimiile ettigi
l6kositler TNF-a ve IL 12 gibi bakteriyi oldiiren fakat ayn1 zamada konakta agir
doku hasarinada neden olan pro-inflamatuar sitokinlerin sekresyonunu uyarir.
Dolayist ile bu savunma sisteminin over aktivasyonunun diizenlenmesi ¢ok
onemlidir. IL 12’nin kritik rolii sadece THI immiin cevap ve hiicre ici
mikroorganizmalara karsi konak savunmasi i¢in tanimlanmamis ayni zamanda hiicre
dist mikroorganizmalarla miicadelede de tanimlanmistir (139,140). Yamamoto ve
ark. IL 12°nin bakteriyel pndmoninin erken fazinda enfekte akciger dokusuna
ndtrofil toplanmasini arttirdigini gosterdiler (141). Enfekte akciger dokusunda TNF-
a tretimi IL 12’ye bagimlidir. IL 12 hem nétrofiller hemde NK hiicreleri i¢in
kemotaktik bir faktordiir ve onlarin vaskiiler endotelial hiicrelere adheransini uyarir

(142). Yapilan bir calismada anti IL 12 antikor tedavisi verilerek bleomisinin
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indiikledigi pnomopatiden korunmuslardir ve IL 12’nin akciger doku hasar1 ile
yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir (143,144). IL 12 aym zamanda
anjiogenezisle iligskili olan matriks metalloproteinaz 9 ekspresyonunu da

azaltmaktadir (145).

IL 19 biyolojik rolii heniiz tam anlasilamamustir ve sitokinlerin IL 10 ailesine
tyedir. IL 19’un insan saghigi acisindan onemli oldugu diisiiniilmektedir ¢iinkii
mesela astimda artmis IL 19 seviyelerinin gozlemlendigi bildirilmistir (146,147).
Ayrica IL 19 psoriazis, derinin otoimmiin hastaliklar1 ve romatoit artrit ile iliskilidir
(148-151). Insan ve farelerin brongial epitel hiicreleri TH2 sitokinleri ile
sitimiilasyon sonrasi artmig IL19 iiretimi oldugu gdosterilmistir (147,152). IL 10
ailesi 11 19, IL 20, IL 22 (IL-TIF), IL 24 (MDA-7) ve IL 26 (AK155) den
olugsmaktadir (153). IL 19 bunlardan IL 20 ve 24 ile homolog yap1 gosterir ve IL 20
reseptor o (IL-20Ra) ve B sub iinit (IL-20RB) hetrodimeri tarafindan olusturulan
reseptorii paylasirlar (154-155). Bunlar IL 19 un bilinen resptorleridir fakat IL 20 ve
24’iin ikinci bir resptor zincirleride (IL22RB/IL-20RpB) vardir. IL 19’un reseptorler
kompleksine baglanmasi sinyal transdiiserlerini ve transkripsiyon aktivatér (STAT)
yolaklarmi (6zellikle STAT 1 ve STAT 3) aktive eder (155). In vitro galigmalar
lipopolisakkaritlerin insan monositlerini  sitlimiile ederek IL 19 mRNA
ekspresyonunu upregiile edebilecegini ve recombinant IL 19°un fare monositlerini
uyararak IL 6, TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinlerin ve IL 10 gibi antiinflamatuar

sitokinlerin {iretimini uyarabilir (156).

Yaptigimiz c¢alismada BAL sivisinda yukarida o6zetledigimiz literatiir
cercevesinde IL4, IL 8, IL 10, IL 12 ve IL19 seviyelerini degerlendirdik. Pro
inflamatuar sitokinlerden olan TNF-a, IL 1B ve IL 6 seviyesini ise degerlendirmedik.
Ciinkii bu sitokinlerin seviyeleri literatiirde de bahsedildigi gibi P. Aeruginosa
uygulamasindan 24 saat sonra azalmaya baslamakta idi. Biz ise farelerimizden BAL
stvisint P. Aeruginosa uygulamasindan 7 giin sonra aldik. Grup I’de BAL sivisinda
IL 4 ortalamast 0,065 idi. Grup II’de BAL sivisinda IL 4 ortalamas1 0,04 idi ve her
iki grup arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark yok idi. Grup I’de BAL sivisinda
IL 8 ortalamas1 0,381 idi. Grup II’de BAL sivisinda IL 8 ortalamasi 0,308 idi ve her

iki grup arasinda istatistiki olarak Bonferroni diizeltmesine gore anlamli bir fark yok
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idi. Grup I’de BAL s1visinda IL 10 ortalamasi 0,128 idi. Grup I1I’de BAL sivisinda IL
10 ortalamast 0,131 idi ve her iki grup arasinda istatistiki olarak Bonferroni
diizeltmesine gore anlamli bir fark yok idi. Grup I’de BAL sivisinda IL 12 ortalamasi
0,049 idi. Grup II’'de BAL sivisinda IL 12 ortalamasi 0,052 idi ve her iki grup
arasinda istatistiki olarak Bonferroni diizeltmesine gore anlamli bir fark yok idi.
Grup I’de BAL sivisinda IL 19 ortalamasi 0,932 idi. Grup II’de BAL sivisinda IL 19
ortalamasi 0,764 idi ve her iki grup arasinda istatistiki olarak anlaml bir fark yok idi.
Ozetle yaptigimiz galismada kontrol grubu (Grup I) ve sadece pnomoni olusturulan
grup (Grup II) arasinda IL4, IL 8, IL 10, IL 12 ve IL19 seviyeleri bakimindan
istatistiki olarak fark tespit etmedik. Bu durum literatiir ile celisiyor gibi
goziikmektedir. Ancak unutulmamasi gereken nokta literatiirdeki caligmalarin
standart olmadigidir. Calismalarda kullanilan fare tiirleri birbirinden farklidir. Her bir
farenin immiin yanit durumuda farklilik arz etmektedir. Ayn1 zamanda ¢alismalarda
kullanilan P. Aeruginosa suslarida farklilik arz etmektedir. Bazi1 ¢alismalarda direkt
hastalardan elde edilmis izolatlar kullanilmis iken bazilarinda klinik izolatlar
kullanilmistir. Deneylerde olusturulan pnémoni modelleride farklilik arz etmektedir.
Bazi ¢alismalarda 6rnegin P. Aeruginosa aljinat icene gomiilerek verilmis ve sadece
bakterisiz aljinatin bile akcigerde immiin sistemi uyardig1 bilinmektedir. Ek olarak
deneylerde enfeksiyon olusturmak i¢in kullanilan P. Aeruginosa miktar1 da standart
degildir. BAL sivisinin toplanma metodu ve toplanma zamanida caligmalarda
degisiklik arz etmektedir. Ancak tahminimize gore bu durumu en iyi aciklayan
hipotez Chmiel ve ark. ¢caligmasi degerlendirildiginde ortaya ¢ikmaktadir (93). Bu
calismada P. Aeruginosa ile enfekte edilen fareler 2, 4, 6 ve 8’inci giinde sakrafiye
edilerek degerlendirilmiglerdir. Sonug¢ olarak farelerdeki sitokinlerin genel olarak
ikinci giinde en list konsantrasyona ulastiklar1 daha sonra diismeye bagladiklarini ve
8’inci giinde bazal seviyeye yaklastiklarini bildirmislerdir. Muhtemel olarak bizim
calismamizda Grup I ile Grup II sitokin seviyelerinin arsinda fark ¢ikmamasinin
nedeni de bu olabilir diye diistinmekteyiz. Kesin olarak bildigimiz, deneyimizde
basarili bir sekilde pnémoni olusturdugumuzdur ve bunu da zaten histopatolojik
olarak yukarida ispatlamistik. Ozetle 10-12 haftalik disi BALB/c farelerde 25-30 pl
(1x107 CFU olarak sivi besiyeri i¢inde) P. Aeruginosa PAO-1 ile intratrakeal

yontemle basarili bir sekilde pndmoni olusturulmakta ve 7. Giinde bu farelerin BAL
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sivisinda yapilan incelemede 1L4, IL 8, IL 10, IL 12 ve IL19 sitokin seviyelerinde

farklilik gozlenmemektedir.

Prokaryotik organizmalarda hiicreler arasi iletisim, “quorum sensing”, yeter
cogunlugun algilanmasi olarak adlandirilmaktadir. Ortamda rahatlikla difiize olabilen
kiigiik sinyal molekiillerinin {iretildigi ve bunlarin bakteri hiicreleri tarafindan
algilanabildigi bu fenomen, bakteri hiicrelerinin ¢ok hiicreli organizmalarda oldugu
gibi “es gldim” icinde hareket edebilmesini saglamaktadir (157). Bakteri
hiicrelerinin es gidiimiini gerektiren, “quorum sensing” ile regiile edildigi
gosterilmis olan c¢esitli fenotipik Ozellikler arasinda ekzopolisakkarid {iiretimi,
biyofilm olusumu, motilite, antibiyotik sentezi, viriilans faktorlerinin sentezi yer
almaktadir (158-160). P. Aeruginosa 'da QS sisteminin viriilansla ilgili genleri regiile
ettigi in-vitro kosullarda gosterilmistir. Ornegin, Las sistemi elastaz, alkalen proteaz
gibi ekzoenzimlerin sentezinden, ekzotoksin A yapimindan, biyofilm olusumundan,
sekresyon aparati, katalaz, hemolizin ve siderofor olusumundan sorumludur. Rhl
sistemi ise ekzoenzimlerden elastaz yapimini, lektin, hidrojen siyanid, rhamnolipid,
siderofor ve sekresyon aparatinin olusumunu kontrol etmektedir (161, 162). Birden
fazla viriilans faktoriiniin es zamanlh olarak kaybinin P. Aeruginosa 'min farklh
bolgelerde kolonizasyon ve ¢ogalma kabiliyeti lizerine etkisi ise bilinmemektedir.
Eger P. Aeruginosa QS sistemleri gibi ¢oklu virlilans faktorlerinin major bir
regiilatoriinde bir defekt tagiyorsa bu olasilik ortaya ¢ikabilir. Giiniimiizde direncli
bakterilerin hizla yayilimi bircok hastaligin tedavisini zorlastirmakta bazi durumlarda
miimkiinsiiz kilmaktadir. Bu nedenle, her yil milyonlarca dolar yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesi i¢in harcanmakta ancak hizla gelisen bakteriyel diren¢ daha eczane
raflarina ulagsmadan Once antibiyotiklerin etkilerini kaybetmeye baslamalarina neden
olmaktadir. Iste tamda bu noktada QS sistemi bizler i¢in bu kisir déngiiyii kirmada
bir umut olmustur. Ozellikle P. Aeruginosa gibi sikintili klinik tablolara yol acan,

direncli bakterilere kars1 QS sistemi bizlere yeni umutlar vaat edebilir.

Makrolidler, en 1iyi bilinen antiinfektiflerdendir. Fakat aym1 zamanda
immunsupresyon ve immiinmodiilasyon gibi 6nemli farmakolojik 6zellikleri vardir.
GIS motor stimulasyon aktivitesi, antikanser, antianoreksijenik etkisi gibi g¢ok

degisik etkileri bulunmaktadir (163). Eritromisin ve diger makrolidlerin 6nemli
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immiinomodiilator etkileri vardir. Diffiiz panbronsiyolitis (DPB) ve kistik fibrozis
(KF) gibi hipersekresyon durumlarinin tedavisinde faydali oldugu bulunmustur
(164). Bu etki 6zellikle eritromisin, klaritromisin ve azitromisin gibi 14-15 iyeli
makrolidlerde goriilmiistir. Bu makrolidlerin serum ve bronkoalveaolar lavaj
stvisinda sitokin ve mukus hipersekresyonunu diisiirdiikleri bildirilmistir (165).
Saiman ve arkadaslar1 kistik fibrozis hastalarinda P.Aeruginosa’ya bagl kronik
infeksiyonu olan hastalarda azitromisin tedavisini degerlendirmislerdir. Hastalara
randomize olarak azitromisin ve plesebo verilmis, azitromisin verilenlerde pulmoner
fonksiyonlarda ve yasam kalitesinde iyilesme, pulmoner alevlenmelerde azalma
bulunmustur (54). Makrolid antibiyotiklerin 6nemli bir anti-pseudomonal aktivitesi
bulunmadigr i¢in bu iyilesmenin antimikrobiyal etkiye bagli olamayacagi

distiniilmektedir.

Azitromisin tedavisinin kronik P. Aeruginosa enfeksiyonu olan c¢ocuk ve
yetigkin kistik fibrozisli hastalarda akciger fonksiyonlarinda diizelme sagladigi
yapilan bir¢ok calismada gosterilmistir (166). Azitromisinin bu etkiyi QS sistemini
inhibe ederek ve inflamasyonu azaltarak gosterdigi diistiniilmektedir, c¢ilinki
azitromisinin P. Aeruginosa nin biiyimesini inhibe etmedigi bilinmektedir (52). Bu
ajan, 50S ribozomal alt iiniteye baglanarak polipeptid uzamasini bloke eder ve bunun
sonucunda protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki gosterir. Azitromisin
ozellikle Mycoplasma, Legionella ve Chlamydia tirleri ile meydana gelen pulmoner
enfeksiyonlarin tedavisinde ya da penisiline alerjisi olan hastalarda Gram pozitif
bakteriler ile meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmakta olup, bu
antibiyotigin antipseudomonal tedavideki yeri yok denecek kadar azdir. Ancak
deneysel calismalar, uzun siireli azitromisin tedavisinin kistik fibrozisli hastalarda
yarar1 olabilecegi yoniindedir. Yapilan in-vitro ¢aligmalar 2 mg/ml azitromisinin, P.
Aeruginosa'da elastaz ve rhamnolipid sentezini inhibe ettigini gostermistir (53).
Ayrica azitromisin sinyal molekiillerini kodlayan genin transkripsiyonunu %80
oraninda diisiirmekte, bunun sonucunda sinyal molekiillerinin sentezi yaklagik %90
oraninda inhibe olmaktadir. Dolayisiyla makrolid kullaniminin, sinyal molekiil
sentezini inhibe ederek kismen de olsa doku hasarini 6nleyebilecegi diistiniilmektedir

(53). Bu bulguyu desteklemek amaciyla yapilan ¢ok merkezli bir klinik ¢alismada,
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alt1 yas iizerinde ve bir seneden daha uzun siire P. Aeruginosa ile kolonize olan kistik
fibrozisli hastalarda haftada {i¢ gin altt ay boyunca uygulanan azitromisin
tedavisinden sonra plasebo grubuna goére hasta grubunda enfeksiyonun siddetinin
azaldig1, pulmoner fonksiyonlarm iyilestigi ve kilo alimmin belirgin olgiide arttig
saptanmistir (54). Ancak biiylik cok merkezli plasebo kontrollii bir ¢alisma bu
hipotezden yola ¢ikarak, en az bir yildir kiiltiirde P. Aeruginosa’s1 negatif olan geng
eriskin ve ¢ocuklara giin asir1 kilolarina goére 250 veya 500 mg azitromisin tedavisi
uygulamistir (167). 24 haftalik tedavi sonucunda azitromisin tedavisi alan grupta
akciger fonksiyonlarinda diizelme gozlemlenmemistir. Ancak tedavi alan grup
plasebo grubu ile karsilastirildiginda alevlenmelerde ve oOksiiriikte tedavi alan grupta
azalma oldugu tespit edilmistir. Buna karsin tedavi alan grupta anlamli derecede

fazla makrolid direngli S. Aureus ve H. Influenzae tespit etmislerdir.

Yapilan in vitro ¢alismalar makrolidlerin makrofaj fonksiyonlarini ve bronsial
epitel hiicrelerinin pro inflamatuar yamitin1 diizenledigini ortaya koymustur.
Klaritromisin P. Aeruginosa’nin Flajel yapisina yanit olarak normal hava yolu
hiicrelerinin erken fazda iirettigi IL 8’1 baskilamaktadir (168). Azitromisin selektif
olarak kistik fibrozislilerin epitel hiicrelerinde TNF-a ekspresyonunu azaltmaktadir
(169). Azitromisin makrofajlar tarafindan apopitotik hiicrelerin fagosite edilmesini
arttirmaktadir (170). Bu antiinflamatuar etkilerine ek olarak azitromisin P.
Aeruginosa’nin QS den sorumlu genlerinin transkripsiyonunu inhibe etmektedir,
bunlar biofilm olusumunu ve viriilans faktorlerinin diizenlenmesini kontrol ederler
(52). Azitromisin ayni zamanda tip IV pili yapisini inhibe ederek bakterinin biyofilm
olusturmasi i¢in gerekli olan titresim hareketini kisitlar ve bakterinin fagositoza
duyarliligini arttirir (171). Kronik olarak P. Aeruginosa ile enfekte edilmis farelerde
makrolid tedavisi CD4+/CD8+ oranini ve lenfosit sayisini normalize eder iken IL 1,
IL 2, IL 4, IL 5, IFN-y ve TNF-a’nin akciger seviyelerini azaltmaktadir (172,173).
Azitromisin kistik fibrozisli farelerde spontan olarak veya lipopolisakkarit uyarimi
ile olusan akut inflamasyonu azaltmaktadir (174). Ek olarak P. Aeruginosa ile
enfekte farelerde QS sistemini inhibe ederek bakteriyel yiikii ve notrofil

infiltrasyonunu da azaltmaktadir (175).
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Tsai ve ark. yaptiklar calismada kistik fibrozisli fareleri mukoid P. Aeruginosa
ile enfekte etmislerdir (176). Fareleri bakterinin verilmesinden sonra 3 ve 5’inci
giinlerde sakrafiye etmislerdir. Hayvanalrin yasam siirelerini, akcigerlerindeki
bakteri yiikiinii, inflamasyonu, sitokin seviyelerini, besinci glindeki apopitotik hiicre
sayilarini degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 degerlendirme sonucunda kistik fibrozisli
farelerin akcigerinde 20 mg/kg azitromisin tedavisinin inflamasyonu ve bakteri
yiikiinii anlamli derecede azalttigini bildirmislerdir. Bu etkinin akcigerde azalmis IL
1B, IL 6, IL 17, TNF-a, MCP-1, KC ve artmis IFN-y sitokin seviyesi ile iligkili
oldugunu tespit etmislerdir. Yazarlar notrofilik inflamatuar cevabin akcigerlerden P.
Aeruginosa nin temizlenmesi ic¢in gerekli oldugunu, ancak paradoksal olarak
azitromisinin hem akciger inflamasyonunu hemde bakteriyel yikii azalttigin
belirtmektedirler. Akciger enfeksiyonu olusturmadan once makrolit tedavisi
verdikleri farelerde yiiksek mortalite gozlemlediklerini bildirmislerdir. Enfeksiyon
bir defa gelistimi notrofillerden salinan elastaz ile doku hasar1 artmakta ve daha ¢ok
notrofil ilgili alana toplanmaktadir. Azitromisin tedavisinin akcigerlerde
inflamasyonu azaltarak surveyi uzattigini bildirmiglerdir. Azitromisinin akcigerlerde
IFN-y seviyesini arttirdigim1 IL 10 seviyesini ise azalttigini bildirmislerdir. Ancak
onlarin ¢aligmasinin aksine Sugiyama ve ark. azitromisinin IL 10’u arttirdigini IFN-y

seviyesini ise azalttigini bildirmislerdir (177).

Azitromisin grubunda 8 farede pnomotik konsalidasyon gozlemlendi ve bu
durum kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli idi. Kontrol ve Azitromisin
grubundaki fareler akciger dokularindaki inflamatuar inflamasyon yoniinden
degerlendirildiginde; Kontrol grubunda hi¢bir farede inflamatuar inflamasyon
gozlemlenmez iken, Azitromisin grubunda tiim farelerde degisik derecede
inflamatuar inflamasyon gozlemlendi. Bu durum istatistiki olarak anlamli idi. Tiim
histolojik parametrelerin toplanmas1 1ile elde edilen akciger hasar skoru
degerlendirildi. Kontrol grubunun akciger hasar skoru ortalamasi 5,6 idi. Azitromisin
grubunun akciger hasar skoru ortalamasi 9,8 idi. Iki grup arasinda istatistiki olarak
anlaml fark vardi. Her iki grup akciger dokularindaki nétrofil sayilari yoniinden
degerlendirildi. Kontrol grubunda peribronsial, perivaskiiler ve intraalveolar notrofil

ve monosit sayist 0 idi. Azitromisin grubunda ise tiim bu bdlgelerde degisik
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derecelerde notrofil ve monosit yogunlugu vardi ve bu durum kontrol grubu ile
yapilan karsilagtirmalarda her bir parametrede istatistiki olarak anlamli fark
olusturuyor idi. Azitromisin tedavisi alan grupta peribronsial, perivaskiiler alanda
monosit hakimiyeti gozlenir iken intra alveolar alanda notrofil hakimiyeti
gozlemlenmekte idi ve bu durum istatistiki olarak anlamli idi. Tiim bu veriler bize

azitromisin tedavisi alan grupta pndmoni olustugunu ispatlamaktadir.

Azitromisin tedavisinin pndmoni de histopatolojik parameterelerde diizelme
veya kotiilesme yapip yapmadigini degerlendirmek icin azitromisin grubunu sadece
pnomoni olusturdugumuz Grup II ile karsilastirdik. Her iki grup arasinda pnémotik
konsolidasyon, konjesyon, hemoraji ve inflamatuar inflamasyon bakimindan
istatistiki olarak anlamli bir fark tespit etmedik. Her iki grup arasinda akciger hasar
skoru bakimindan da istatistiki olarak anlamli bir fark tespit etmedik. Her iki grup
arasinda peribronsial, perivaskiiler ve intraalveolar nétrofil ve monosit oranlari
arasinda istatistiki olarak alamli bir fark tespit edilmedi. Bu veriler bize azitromisin
tedavisinin pndmonide histopatolojik parameterelerde her hangi bir diizelme veya

kotiilesme olusturmadigint gostermektedir.

Kontrol grubu ile Azitromisin grubunu BAL sivisindaki sitokin seviyeleri
bakimindan karsilastirdik. Kontrol grubu ile Azitromisin grubu arasinda 1L4, IL 10
ve IL 19 bakimindan istatistiki olarak anlamli fark yok idi. Kontrol grubunda IL 8
ortalamasi ile Azitromisin grubunda IL 8 ortalamasi arasindaki fark istatistiki olarak
anlamli idi. Kontrol grubunda IL 12 ortalamasi ile Azitromisin grubunda IL 12
ortalamasi arasinda istatistiki olarak anlaml fark var idi. Pndmoni grubu (Grup 2) ile
Azitromisin grubunu BAL sivisindaki sitokin seviyeleri bakimindan karsilastirdik.
Pnémoni grubu ile Azitromisin grubu arasinda IL4, IL 10 ve IL 19 bakimindan
istatistiki olarak anlamli fark yok idi. Pnomoni grubunda IL 8 ortalamas: ile
Azitromisin grubunda IL 8 ortalamasi aradaki fark istatistiki olarak anlamli idi.
Pnémoni grubunda IL 12 ortalamasi ile Azitromisin grubunda IL 12 ortalamasi
arasinda istatistiki olarak anlamlhi fark var idi. Ozetle Azitromisin tedavisi P.
Aeruginosa PAO-1 ile enfekte BALB/c farelerde BAL sivisinda IL 8 ve IL 12

seviyelerini diistirmekte idi.
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Uzerinde calisilan diger bir QS inhibitorii, deniz otundan elde edilen bir
bilesiktir. Deniz otunun biyolojik olarak aktif halojenize furanon iirettigi ve bu
furanonun bitki yilizeyinde yer aldigt zaman gerek prokaryotlarin gerekse
Okaryotlarin bitki ylizeyinde kolonize olamadiklar1 gozlemlenmigstir (178). Bu
bilesigin P. Aeruginosa lizerinde QS inhibitdrii etkisinin olup olmadigini arastirmak
lizere sentetik bir furanon gelistirilmis ve bu bilesige C-30 adi verilmistir. P.
Aeruginosa kiiltiirlerinde 10 pM C-30 furanon varliginda proteaz, piyoverdin ve
kitinaz aktivitelerinin tamamen inhibe oldugu belirlenmistir (178). Furanonun QS
inhibisyonunu hangi mekanizma ile yaptig1 tam olarak ac¢ikliga kavusmus degildir.
Fakat Western blot analizi furanonlarin LuxR protein turn overini arttirdigini, AHL
ile etkilesime gegecek protein miktarini azaltigini ve transkripsiyonel bir diizenleyici
gibi etki gosterdigini gostermektedir (179). Hentzer ve ark. lasB bazli AHL monitor
sistemi kullanarak in vitro ortamda biyofilm olusumunun QS ile diizenlendigini
tespit etmisglerdir (60,61). Furanone C 30’un enfeksiyon hastaliklarinin tedavisindeki
potansiyel balik modellerinde de gosterilmistir. Vibrio anguillarum enfeksiyonunda
25 ng/ml” furanone C 30 tedavisi gokkusagi alabaliklarinda mortaliteyi azalttigi
tespit edilmistir ve balik yetistiriciliginde QS inhibitérlerinin antibiotik tedavilerine

alternatif olabilecegi bildirilmistir (180).

Biyofilm olusturan bakterilere karsi kullanilan antibiyotiklerin hemen hepsinin
fayda saglamadigi bilinmektedir. C-30'un biyofilm iizerine etkisini arastirmak iizere,
P. Aeruginosa ile olusturulan biyofilme C-30 uygulandiginda biyofilmin saglam
yapisinin bozuldugu belirlenmistir (60). Kistik fibrozisli hastalarda siklikla kullanilan
tobramisinin C-30 furanonu ile birlikte biyofilm iizerine olan etkilesimi arastirilmis
ve C-30 ile tobramisinin birlikte kullanilmasiyla tobramisinin biyofilm igine
rahatlikla girebildigi ve bakterilerin %5-10'unu canli birakacak sekilde biyofilm
olusturan bakteriler {izerine inhibisyon yaptig1 saptanmistir (60). C-30 ile muamele
edilmemis biyofilme tobramisin uygulandiginda ise, tobramisinin sadece biyofilmin
ylizeyinde yer alan hiicreler lizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan in-vitro
deneylerden sonra C-30'un etkinligi in-vivo kosullarda ¢alisilmistir. P. Aeruginosa
ile nazal yoldan infekte edilen farelere intravendz yolla C-30 furanonu verildiginde,

C-30'un kan akimu ile akciger dokularia penetre olabildigi, bakteri i¢ine girebildigi
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ve QS sistemi tarafindan kontrol edilen viriilans genlerinin ekspresyonunu inhibe
ettigi saptanmistir. Sentetik halojenize furanon olan C-30'un o6zellikleri 6zetle, QS
sisteminin ekspresyonunu inhibe etmek, antibiyotiklere direngli biyofilm olusumunu
engellemek ve fare modelinde akcigerlerde enfektif bakterinin persistansina engel
olmaktir. Bu bilgiler 1s181nda ¢ikarilacak en 6nemli nokta, bakteriler arasi iletisimin

engellenerek bakteri viriilansinin kontrol altina alinabilecegidir.

Wu ve ark. iki farkli sentetik furanon tiirevinin (C30, C56) farelerde
olusturduklart kronik akciger enfeksiyonu modelinde, QS sistemini kullanark
bakteriyel viriilans T{zerindeki etkilerini arastirmislardir (181). Yaptiklan
histopatolojik  degerlendirme  sonucunda  C30  tedavisi alan  gruplan
degerlendirmislerdir ve plasebo grubu ile diisiik doz furanon (0,25 pg/g) tedavisi alan
grupta akciger absesi ile birlikte anlamli doku harabiyeti tespit etmislerdir. Orta (0,50
ng/g) ve yiksek (0,75 pg/g) doz furanon tedavisi alan grupta ise notrofil
infiltrasyonunun bronsial bolgede lokalize oldugunu ve akciger dokusunda kronik
inflamatuar degisikliklerin baskin oldugunu bildirmislerdir. Plasebo ve diisiik doz
furanon tedavisi alan grupta agir akut inflamasyon gostergesi olan hemoraji ile
birlikte anlamli n6trofil yogunlugunu hem bronsial hemde akciger dokusunda tespit

etmislerdir.

Furanon grubunda 10 farede pnomotik konsalidasyon goézlemlendi ve bu
durum kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli idi. Furanon grubunda
konjesyon ve hemoraji daha siddetli gozlenmesine ragmen bu durum istatistiki
anlamliga ulagmadi. Kontrol ve Furanon grubundaki fareler akciger dokularindaki
inflamatuar inflamasyon yoniinden degerlendirildiginde; Kontrol grubunda higbir
farede inflamatuar inflamasyon gozlemlenmez iken, Furanon grubunda tiim farelerde
degisik derecede inflamatuar inflamasyon gézlemlendi. Bu durum istatistiki olarak
anlamli idi. Tiim histolojik parametrelerin toplanmasi ile elde edilen akciger hasar
skoru degerlendirildi. Kontrol grubunun akciger hasar skoru ortalamasi 5,6 idi.
Furanon grubunun akciger hasar skoru ortalamasi 11,2 idi. Iki grup arasinda
istatistiki olarak anlamli fark vardi. Her iki grup akciger dokularindaki nétrofil
sayilar1 yoniinden degerlendirildi. Kontrol grubunda peribronsial, perivaskiiler ve

intraalveolar ndétrofil ve monosit sayist 0 idi. Furanon grubunda ise tiim bu
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bolgelerde degisik derecelerde notrofil ve monosit yogunlugu vardi ve bu durum
kontrol grubu ile yapilan karsilastirmalarda her bir parametrede istatistiki olarak
anlamli fark olusturuyor idi. Furanon tedavisi alan grupta peribronsial, perivaskiiler
alanda monosit hakimiyeti gozlenir iken intra alveolar alanda hem nétrofil hem de
monosit hakimiyeti gézlemlenmekte idi. Tiim bu veriler bize Furanon tedavisi alan

grupta pndmoni olustugunu ispatlamaktadir.

Furanon tedavisinin pndmoni de histopatolojik parameterelerde diizelme veya
kotiilesme yapip yapmadigini degerlendirmek i¢in Furanon grubunu sadece pndémoni
olusturdugumuz Grup II ile karsilastirdik. Her iki grup arasinda pnomotik
konsolidasyon, konjesyon, hemoraji ve inflamatuar inflamasyon bakimindan
istatistiki olarak anlamli bir fark tespit etmedik. Pndmoni grubunun akciger hasar
skoru ortalamasi 8,6 idi. Furanon grubunun akciger hasar skoru ortalamasi 11,2 idi.
Iki grup arasinda istatistiki olarak anlamli fark vardi. Her iki grup arasinda
peribronsial notrofil ve monosit sayilar1 bakimindan istatistiki olarak anlamli fark
tespit edildi. Furanon grubunda peribronsial ndtrofil sayist pndmoni grubuna gore
artmis iken monosit sayis1 azalmis idi. Her iki grup arasinda perivaskiiler ndtrofil
sayist acisindan fark var idi ancak monosit sayis1 bakimindan fark yok idi. Furanon
grubunda perivaskiiler bolgede noétrofil sayisimi artmig idi. Her iki grupta
intraalveolar noétrofil sayist bakimindan fark yok idi, ancak monosit sayisi
bakimindan fark var idi. Furanon grubunda intraalveolar bdlgede monosit sayisi
artmis 1di. Bu veriler bize Furanon tedavisinin pndmonide histopatolojik
parameterelerde kotiilesme olusturdugunu ve bunuda akciger dokusunda nétrofil

yogunlugunu arttirarak yaptigini gostermektedir.

Kontrol grubu ile Furanon grubunu BAL sivisindaki sitokin seviyeleri
bakimindan karsilastirdik. Kontrol grubu ile Furanon grubu arasinda IL4, IL 8, IL 10,
IL 12 ve IL 19 bakimindan istatistiki olarak anlamli fark yok idi. Pndmoni grubu
(Grup 2) ile Furanon grubunu BAL sivisindaki sitokin seviyeleri bakimindan
karsilastirdik. Pndmoni grubu ile Furanon grubu arasinda IL4, IL 8, IL 12 ve IL 19
bakimindan istatistiki olarak anlamli fark yok idi. Pnomoni grubundaki IL 10

ortalamasi ile Furanon grubundaki IL 10 ortalamasi arasindaki fark istatistiki olarak
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anlaml idi. Ozetle Furanon tedavisi P. Aeruginosa PAO-1 ile enfekte BALB/c
farelerde BAL sivisinda IL 10 seviyelerini yiikseltmekte idi.

IL 10 antiinflamatuar bir sitokindir ve P. Aeruginosa infeksiyonundan 24 saat
sonra pro-inflamatuar sitokin ve kemokin seviyeleri azalmaya basladigi zaman
uretimi pik yapar (88). Akcigerlerden P. Aeruginosanin temizlenmesinde
noétrofillerin toplanmasi gerekmektedir ve pro-inflamatuar sitokinlere karsin IL 10
artis1 bu patojenin kontroliinii ve temizlenmesini azaltmaktadir (89-94). Yaptigimiz
caligmada Furanon grubunda ve Azitromisin + Furanon grubunda IL 10 seviyesinde
artis oldugunu ve her iki gruptada akciger doku harabiyetinin diger gruplardan fazla
oldugunu tespit ettik. Furanon IL 10 seviyesini arttirarak akciger doku harabiyetinin
artmasina neden olmakta idi. En fazla fare 6liimii Grup V’de (9 fare), daha sonra
Grup III” de (6 fare) gozlemlendi. Her iki gruptada IL 10 seviyesi yiiksek idi ve IL 10

yuksekliginden Furanon sorumlu idi.

Azitromisin grubunun ve Furanon grubunun akciger dokularini histopatolojik
olarak karsilagtirdik. Her iki grup arasinda pnomotik konsalidasyon, konjesyon,
hemoraji, inflamatuar inflamasyon bakimindan istatistiki anlamliliga ulagacak bir
fark tespit etmedik. Sadece Furanon grubunda konjesyon ve hemoraji biraz daha
siddetli gozleniyor gibi goziikmesine ragmen bu fark istatistiki olarak anlamliliga
ulagsmadi. Tiim histolojik parametrelerin toplanmasi ile elde edilen akciger hasar
skoru degerlendirildi. Azitromisin grubunun akciger hasar skoru ortalamasi ile
Furanon grubunun akciger hasar skoru ortalamasi arasinda istatistiki olarak anlaml
fark yok idi. Her iki grup akciger dokularindaki nétrofil sayilart yoniinden
degerlendirildi. Her iki grup arasinda peribronsial, perivaskiiler nétrofil ve monosit
sayilar1 bakimindan istatistiki olarak anlamli fark yok idi. Yine her iki grup arasinda
intraalveolar notrofil sayis1 bakimindan fark yok 1idi, ancak monosit sayisi
bakimindan fark var idi. Furanon grubunda intraalveolar bdlgede monosit sayisi

artmis idi.

Azitromisin grubu ile Furanon grubunu BAL sivisindaki sitokin seviyeleri
bakimindan karsilastirdik. Azitromisin grubu ile Furanon grubu arasinda IL4 diizeyi

bakimindan istatistiki olarak anlamli fark yok idi. Azitromisin grubunda IL 8
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ortalamasi ile Furanon grubunda IL 8 ortalamasi aradaki fark istatistiki olarak
anlaml idi. Azitromisin grubunda IL 10 ortalamasi ile Furanon grubunda IL 10
ortalamasi arasindaki fark istatistiki olarak anlamli idi. Azitromisin grubunda IL 12
ortalamasi ile Furanon grubunda IL 12 ortalamasi arasindaki fark istatistiki olarak
anlamli idi. Azitromisin grubunda IL 19 ortalamasi ile Furanon grubunda IL 19
ortalamasi arasindaki fark istatistiki olarak anlamli idi. Ozetle Azitromisin tedavisi
IL 8 ve IL 12 seviyesini diigiirmekte, Furanon tedavisi IL 10 ve IL 19 diizeyini

yiikseltmekte idi.

Farelerde ve kistik fibrozisli hastalarda P. Aeruginosa akciger enfeksiyonu
durumunda IL 8 iiretiminin arttig1 bilinmektedir (71,127, 131). IL 8 bir nétrofil
kemoatraktanidir ve kistik fibrozisli hastalarda kronik enfeksiyonlardan, ndtrofil
akiimiilasyonundan ve ilerleyici hava yolu yikimindan sorumlu tutulmaktadir (128-
130). P. Aeruginosa’ni elastazi, flajeli ve pili yapilart IL 8 liretimini arttirmaktadir
ve boylece akcigerde inflamasyonu arttirmaktadir (126,132). Ozetle IL 8 P.
Aeruginosa’nin viriilanst i¢in 6nemlidir ve fazlaligi akciger doku yikimina neden
olarak, yarardan ¢ok zarara neden olan nétrofil birikiminden sorumludur. Yaptigimiz

calisma Azitromisin tedavisinin IL 8 diizeyini azalttig1 géstermistir.

Gram negatif bakterilerin dis membranindaki lipopolisakkaritler giiclii bir
immiin yanita neden olan endotoksinlerdir. In vitro olarak lipopolisakkaritlerin
sitiimiile ettigi 16kositler TNF-a ve IL 12 gibi bakteriyi 6ldiiren fakat ayni zamada
konakta agir doku hasarinada neden olan pro-inflamatuar sitokinlerin sekresyonunu
uyarir ve akciger doku hasari ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir (143,144).
Dolayist ile bu savunma sisteminin over aktivasyonunun diizenlenmesi ¢ok dnemlidir
(134-138). Yaptigimiz ¢aligma Azitromisin tedavisinin IL 12 seviyesini azalttigini

gostermistir.

Azitromisin + Furanon tedavisi grubunda 10 farede pnomotik konsalidasyon
gozlemlendi ve bu durum kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli idi. Ayrica
Azitromisin + Furanon tedavisi grubunda akciger dokusunda siddetli konjesyon,
siddetli hemoraji oldugunu tespit ettik ve bu durum kontrol grubuna gore istatistiki

olarak anlamli farklilik arz etmekte idi. Kontrol ve Azitromisin + Furanon tedavisi
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grubundaki fareler akciger dokularindaki inflamatuar inflamasyon yoniinden
degerlendirildiginde; Kontrol grubunda hicbir farede inflamatuar inflamasyon
gbzlemlenmez iken, Azitromisin + Furanon tedavisi grubunda tiim farelerde degisik
derecede inflamatuar inflamasyon goézlemlendi. Bu durum istatistiki olarak anlamli
idi. Tiim histolojik parametrelerin toplanmasi ile elde edilen akciger hasar skoru
degerlendirildi. Kontrol grubunun akciger hasar skoru ortalamasi 5,6 idi. Azitromisin
+ Furanon tedavisi grubunun akciger hasar skoru ortalamasi 14,9 idi. Iki grup
arasinda istatistiki olarak anlamli fark vardi. Her iki grup akciger dokularindaki
notrofil sayilar1 yoniinden degerlendirildi. Kontrol grubunda peribronsial,
perivaskiiler ve intraalveolar notrofil ve monosit sayisi 0 idi. Azitromisin + Furanon
tedavisi grubunda ise tiim bu bolgelerde degisik derecelerde nétrofil ve monosit
yogunlugu vardi ve bu durum kontrol grubu ile yapilan karsilastirmalarda her bir
parametrede istatistiki olarak anlamli fark olusturuyor idi. Azitromisin + Furanon
tedavisi alan grupta peribronsial, perivaskiiler, intraalveolar alanda notrofil
hakimiyeti gozlemlenmekte idi ve bu durum istatistiki olarak anlamli idi. Tiim bu
veriler bize Azitromisin + Furanon tedavisi tedavisi alan grupta pnémoni olustugunu

ispatlamaktadir.

Azitromisin + Furanon tedavisi pnomoni de histopatolojik parameterelerde
diizelme veya kotiilesme yapip yapmadigini degerlendirmek i¢in Azitromisin +
Furanon tedavisi grubunu sadece pndmoni olusturdugumuz Grup II ile karsilastirdik.
Her iki grup arasinda pnomotik konsolidasyon, konjesyon ve hemoraji bakimindan
istatistiki olarak anlamli bir fark var idi. Her iki grup arasinda inflamatuar
inflamasyon bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark tespit etmedik, ancak
istatistiki anlamliliga ulagsmasa da Azitromisin + Furanon tedavisi alan grupta daha
siddetli inflamatuar infiltrasyon goézlemlenmekte idi. Pndmoni grubunun akciger
hasar skoru ortalamasi 8,6 idi. Azitromisin + Furanon tedavisi grubunun akciger
hasar skoru ortalamasi 14,9 idi. iki grup arasinda istatistiki olarak anlaml fark vardi.
Her iki grup arasinda peribronsial ve perivaskiiler notrofil ve monosit oranlari
arasinda istatistiki olarak anlamli fark tespit edildi. Ancak her iki grup arasinda
intraalveolar ndétrofil sayis1 bakiminda istatistiki olarak fark var iken monosit sayisi

bakimindan arada bir fark tespit edilmedi. Bu veriler bize Azitromisin + Furanon
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tedavisi pndmonide histopatolojik parametereleri kotiilestirdigini bunuda akciger

dokusunda nétrofil birikimini arttirarak yaptigini gostermektedir.

Kontrol grubu ile Azitromisin + Furanon tedavisi alan grubun BAL s1visindaki
sitokin seviyeleri bakimindan karsilastirdik. Kontrol grubu ile Azitromisin + Furanon
tedavisi alan grup arasinda IL4, IL 8, IL 12 ve IL 19 bakimindan istatistiki olarak
anlaml fark yok idi. Kontrol grubunda IL 10 ortalamasi ile Azitromisin + Furanon
tedavisi alan grubun IL 10 ortalamasi arasindaki fark istatistiki olarak anlamli idi.
Pnoémoni grubu (Grup 2) ile Azitromisin + Furanon tedavisi alan grubu BAL
stvisindaki sitokin seviyeleri bakimindan karsilagtirdik. Pnomoni grubu ile
Azitromisin + Furanon tedavisi alan grubun arasinda IL4, IL 8, IL 12 ve IL 19
bakimindan istatistiki olarak anlamli fark yok idi. Pnomoni grubunda IL 10
ortalamast ile Azitromisin + Furanon tedavisi alan grubun IL 10 ortalamasi
arasindaki fark istatistiki olarak anlamli idi. Ozetle Azitromisin + Furanon tedavisi P.
Aeruginosa PAO-1 ile enfekte BALB/c farelerde BAL sivisinda IL 10 seviyelerini

arttirmaktadir. Bundan da Furanon kompanentinin sorumlu oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonug olarak 45 adet BALB/c cinsi 10-12 hafta/15-20 gr disi farenin 40
adetinde 25-30 pl (1x107 CFU olarak siv1 besiyeri i¢inde) P. Aeruginosa PAO-1’in
intratrakeal uygulanmas ile basarili bir sekilde akciger pndmonisi olusturulmustur.
Olusturulan pnémoni histopatolojik olarak hem skorlama sistemi hemde akciger

dokusundaki nétrofil sayilari ve patolojik kesitler ile ortaya konulmustur.

P.  Aeruginosa PAO-1’in intratrakeal olarak uygulanmasi pndmotik
konsolaidasyona, konjesyona, hemorajiye ve inflamatuar infiltrasyona neden
olmaktadir. Peribrosial, perivaskiiler alanda nétrofillere gore monosit hakimiyeti

gozlemlenir iken, intraalveolar alanda nétrofil hakimiyeti gézlemlenmektedir.

Azitromisin tedavisinde akciger histopatolojisinde degisiklik gdzlenmez iken,
Furanon tedavisinde akciger harabiyetinde artis meydana gelmektedir. Bunun

nedenide akciger dokusunda artmig ndtrofil birikimidir.
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Azitromisin + Furanon tedavisi bu doku harabiyetini daha da arttirmaktadir. Bu
art1s etkisinden de tedavinin Furanon komponenti sorumlu olabilir. Etken mekanizma

olarak ise yine nétrofil birikimin deki artis sorumludur.

Azitromisin IL 8 ve IL 12 seviyelerini azaltmakta, Furanon ise IL 10

seviyelerini arttirmaktadir.

P aeruginosa pndomonisi halen hem toplumda, hem ¢ocuklarda hemde kistik
fibrozis gibi kronik hastaliklarda 6nemini korumakta ve altta yatan patoloji ve
bakterinin viriilans faktorleri tam olarak anlagilamamistir. Bu nedenle P aeruginosa
akciger enfeksiyonu iizerinde c¢alisarak, P. Aeruginosa tarafindan olusturulan
enfeksiyonu QS inhibitdrleri ile bloke etmeyi ve etyopatogenezi ortaya koyarak, yeni
tedavi modalitelerine kaynak olmayr hedeflemistik. Elde ettigimiz veriler bize
azitromisin tedavisinin QS sistemi iizerindeki etkisi nedeni ile P. Aeruginosa’ya
direkt etkili bir antibiotik ile bereaber verilmesi durumunda antipseudomonal
antibiotiklerin etkisini potansiyelize edebilecegini diisiindiirmektedir. Furanon ise her
ne kadar QS inhibitorii olsada IL 10 artis1 gibi ek mekanizmalar ile akciger doku
harabiyetini arttirabilmektedir ve P. Aeruginosa’nin klinik tedavisinde limit vaat
edici olarak gozilkkmemektedir. Her ne kadar elimizdeki imkanlar ile etki
mekanizmasini tam olarak ortaya koyamamis olsak da, Azitromisinin ve Furanonun
tek basina veya kombine olarak en azindan bu dozlarda P. Aeruginosa pndmosinin
tedavisinde etkili olmadigin1 ve bu dozlardan yiiksek dozlarda etkili olsa bile yan
etkilerden dolay1r kullanim alani bulamayacagini diistinmekteyiz. Bu nedenle QS
inhibitorleri ile P. Aeruginosa pnomosinin tedavisinde yeni inhibitér etken
maddelerin bulunmasi ve diger antibiotikler ile birlikte tedavi planlanmasinin daha

yararli olacagini diistinmekteyiz.
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OZET

Invivo Ortamda Qs inhibitorlerinin Etkinliginin Arastirilmasi ve Dokular

Uzerindeki Etkilerinin Saptanmasi

Cesitli viriilans faktorleri iireten Pseudomanas aeruginosa bu faktorlerin
sentezini gram negatif ve gram pozitif bakterilerde gen diizenlenmesinden sorumlu
Oonemli bir mekanizma olan Quorum Sensing (QS) ile saglar. Calismamizda fareler
lizerinde Pseudomanas aeruginosa pnoémoni modeli olusturarak, olusturulan
enfeksiyonu QS inhibitorleri ile bloke etmeye calistik.

Calismada 45 adet BALB/c cinsi 10-12 hafta/15-20 gr disi fareler kullanildi. 1.
Grup: Kontrol; II. Grup: Pseudomanas aeruginosa (PAO1); 1II. Grup: PAOl +
Furanone C-30; IV. Grup: PAO1 + Azitromisin; V. Grup: PAO1 + Furanone C-30 +
Azitromisin olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Deney baslangicinda (0.giin) tiim farelere
grup 1°deki fareler hari¢ PAOI ile transtrekeal olarak enfekte edilmistir. Furanone C-
30 0.75 pg/g (SC) olarak, azitromisin 0.02mg/g dozunda (SC) uygulanmistir. Bir
hafta sonra (7.glin) tiim fareler sakrafiye edilmistir.

45 adet BALB/c cinsi farenin 40 adetinde 25-30 ul (1x107 CFU) PAO-1’in
intratrakeal uygulanmasi ile basarili bir sekilde akciger pndmonisi olusturulmustur.
Olusturulan pnomoni histopatolojik olarak hem skorlama sistemi hemde akciger
dokusundaki noétrofil sayilart ve patolojik kesitler ile ortaya konulmustur.
Azitromisin tedavisinde akciger histopatolojisinde degisiklik gozlenmez iken,
Furanon tedavisinde akciger harabiyetinde artis meydana gelmektedir. Bunun
nedenide akciger dokusunda artmis nétrofil birikimidir. Azitromisin + Furanon
tedavisi bu doku harabiyetini daha da arttirmaktadir. Bu artis etkisinden tedavinin
Furanon komponenti sorumludur. Azitromisin IL 8 ve IL 12 seviyelerini azaltmakta,
Furanon ise IL 10 seviyelerini arttirmaktadir.

Azitromisin ve Furanon tedavisinin en azindan bu dozlarda P. Aeruginosa
pnomosinin tedavisinde etkili olmadigin1 diisiinmekteyiz. Bu nedenle QS
inhibitorleri ile P. Aeruginosa pndmosinin tedavisinde yeni inhibitér etken
maddelerin bulunmasiin, diger antibiotikler ile birlikte tedavi planlanmasinin daha
yararli olacagini diistinmekteyiz.

Anahtar sozciikler: Azitromisin, BALB/C fare, Furanon, P. aeruginosa,
Quorum Sensing.
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SUMMARY

The in Vivo Investigation of Qs Inhibitor Efficiency and Determination of

the Effectiveness on Tissues.

Pseudomonas aeruginosa produces miscellaneous virulence factors and it
provides these factors synthesis by Quorum Sensing (QS) which is responsible for
the gram-negative and gram-positive bacteria gene regulation. In present study we
are creating a pneumonia model with Pseudomonas aeruginosa at mice and tried to
blocked the created infection by QS inhibitors.

In study 45 female BALB/ ¢ mice weighing 15 to 20 g (10-12 week) were
used. They were completely randomized into 5 groups: grup 1; control, grup 2;
Pseudomanas aeruginosa (PAO1), grup 3; PAO1 + Furanone C-30, grup 4; PAOI1 +
Azithromycin, grup 5; PAO1 + Furanone C-30 + Azithromycin. The beginning of the
experiment (Day 0) all mice, except group 1, were infected with intratracheal
instillation of PAOI1. The applied dose of Furanone C-30 and Azithromycin were
0.75 pg/g (SC) and 0.02mg/g (SC), respectively. A week later (day 7), all mice were
sacrificed.

The pulmonary pneumonia were successfully created at 40 of 45 BALB/c mice
with intratracheal instillation of 25-30 ul (1x107 CFU) PAOI1. The pneumonia were
determined with histopathological methods that involves both scoring system and the
number of neutrophils in lung tissue at pathological sections. Azithromycin treatment
weren’t caused any changes in lung histopathology, while the furanone treatment
increased lung injury. The reason of this was increased neutrophil recruitment.
Azithromycin + Furanone treatment were further increased this tissue destruction.
The treatments Furanone component were responsible of this increased effect.
Azithromycin were decreased the levels of IL 8 and IL 12, Furanone were increased
the level of IL 10.

We thought that at least these doses of Azithromycin and Furanone treatment
didn’t effective at P. Aeruginosa pneumonia treatment. Therefore, discovery of new
inhibitor active substances in the treatment of P. Aeruginosa pneumonia and use of
them with other antibiotics would be more beneficial at treatment planning.

Keywords: Azithromycin, BALB/C Mouse, Furanone P. aeruginosa, Quorum
Sensing.
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