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ONSOZz

Antibiyotikler, yirminci yiizyilin ikinci ¢eyreginden giliniimiize kadar
bakteriyel hastaliklarin sagaltiminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda
artan antibiyotik direnclerine karsi ¢ok sayida yeni nesil antibiyotikler gelistirilmistir.
Bu yeni nesil antibiyotik sayisindaki artig, hastalik etkenine karst en etkili
antibiyotigi se¢cme firsati saglamaktadir. Giiniimiizde solunum yolu bakteriyel
hastaliklarinin ~ tedavisinde yaygin olarak makrolid grubu antibiyotikler
kullanilmaktadir. Bu solunum yolu hastaligina karsi en etkili makrolid grubu
antibiyotigi secerken, sadece antibakteriyel etkisi degil aym1 zamanda
immunomodiilatér gibi diger etkilerine bakilarak degerlendirilmelidir. Bu sebeple,
gamitromisin ve tulatromisinin, izole trakea diiz kas kasilmalar1 ve trakea epitel
hlcrelerindeki apoptotik, nekrotik ve sitotoksik etkileri yani sira hiicre proliferasyonu

tizerine etkisi arastirilmistir.

Doktora egitim siirecimde ve tez ¢alismamin her agamasinda bilgisiyle yol
gosteren, akademik deneyimlerini benimle paylasan degerli danisman hocam Dog.
Dr. Ebru YILDIRIM’a, ayrica ikinci danigman hocam Dog¢. Dr. Begim
YURDAKOK DIKMEN’e, aldigim egitim ve tez calismam sirasinda bilgi ve
tecriibeleriyle beni yonlendiren Prof. Dr. Mustafa TURK’e, Prof. Dr. Emine
BAYDAN’a, Prof. Dr. Miyase CINAR’a, doktora egitimim sirasinda yardimlariyla
yanimda olan Dog. Dr. Hiisamettin EKiCI’ye tesekkiir ederim. Tez ¢alisma siirecinde
zamani ayiran;, Canan CAKIR’a, Esra ARAT’a, Biisra MORAN’a ve Melike
ATAMAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Destegi ile her zaman yanimda olan basta esim

ve kizim olmak iizere biitiin aileme ayrica tesekkiir ederim.
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OZET

Sigirlarda Tulatromisin ve Gamitromisinin Trakea Diiz Kasinin Kasilmast ile
Trakea Epitel Hucreleri Uzerine Apoptotik, Nekrotik ve Sitotoksik Etkilerinin
Arastirilmasi

Bu c¢alismanin amaci, tulatromisin ve gamitromisinin izole organ banyosu
sisteminde in vitro sigir trakea kasi ilizerine ve sigir trakea epitel hiicreleri iizerine

apoptoz, nekroz yapici etkilerinin ve sitotoksik etkilerinin arastirilmasidir.

Calisma 2 asamal1 olarak yapildi. Oncelikle mezbahadan alinan sigir trakeasi
serit tarzinda kesilerek izole edildi ve izole organ banyosuna asildi. Gamitromisin ve
tulatromisin icin kiimulatif doz- cevap egrisi alindi. Dokular bu iki maddeye cevap
vermediginden dolay1 asetilkolin ile birlikte ¢alisildi. Ayrica 6n kasilma olusturulan
dokularda ilaglarin etkilerine bakild:. ikinci asamada, yine mezbahadan elde edilen
sigir trakea epitel hiicrelerinde tulatromisin ve gamitromisinin apoptoz ve nekroz
yapict etkisinin degerlendirmesi i¢in ikili boyama yontemi ile hiicre ¢ekirdeginin
farkli renklerde boyanmasi ile apoptoz ve nekroz hiicreleri belirlendi. Ayrica bu
antibiyotiklerin epitel hucrelerine sitotoksik etkileri MTT testi, hiicre proliferatif

etkilerini ise XCelligence gercek zamanl: hiicre analiz sistemi ile bakildi.

Izole trakea dokusu deneylerinde tulatromisin ve gamitromisin uygulama
derisimlerinde sigir trakea izole kasinda bir degisiklige neden olmadi. 20 dakika
3x10° M tulatromisin, gamitromisin ve DMSO ile inkilbe edilen izole kasina
kimiilatif ACh (108-10° M) derisimlerinin pD, ve Emax degerlerinde istatistiksel
olarak fark bulunamadi. 65 mM KCI ile 6n kasilma olusturulan dokuya kiimiilatif
tulatromisin ve gamitromisin (10°-10"° M) ile DMSO cevaplari arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunamadi. ACh’in ECgs degeri ile 6n kasilma olusturulan
sigir trakea diiz kasinda gamitromisin (107-10% M) kontrole gore dokularda daha
fazla gevsemeye neden oldugu bulundu (P<0.05). 20 dakika 10°® M gamitromisin ile
inkiibasyon, ACh’in Emax degerini sayisal olarak azaltt1 (P>0.016).

Hiicre kiiltiiri deneylerinde ilk MTT deneyi yapildi. Tulatromisin ve

gamitromisinin uygulandigi hiicreler ait toksisite sonuclart bakildiginda trakea epitel



hlcrelerinde; gamitromisinin ICso degeri 156+9 pg/mL, tulatromisinin 1Csp degeri
134.7£7.1 pg/mL olarak hesaplandi. Gamitromisin ve tulatromisin ayni
konsantranyonlar karsilagtirildiginda 2 ug/mL, 4 pg/mL, 10 pg/mL, 20 ug/mL, 50
pg/mL, 150 pg/mL, 180 pg/mL ve 240 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin % canlilig
arasinda onemlilik bulundu. Bu konsantrasyonlardan 150 pg/mL, 180 pg/mL ve 240
png/mL’de gamitromisinin hiicre canlilig1 ylizdesi tulatromisine gore daha yiiksek
iken, 2 ug/mL, 4 pg/mL, 10 ug/mL, 20 pg/mL ve 50 pg/mL’de tulatromisin hiicre
canlihig1 gamitromisinin goére daha fazla oldugu bulundu (P<0.05). Ikili boyama
yontemi  verileri istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 20 pg/mL’lik
konsantrasyonda apoptotik % indeksi sonuc¢larmin arasindaki fark 6nemli olup,
gamitromisinin tulatromisine gore daha fazla apoptoz yapici etkisi oldugu bulundu
(P<0.05). Tulatromisin ve gamitromisinin trakea epitel hlcreleri (izerine uygulanan 2
ve 10 pg/mL’lik konsantrasyonlarda zamana bagli olarak canliligin artig

g6zlemlendi.

Gamitromisin ve tulatromisin tek baslarina sigir trakea diiz kas tonusunda
degisiklige yol agmazken, gamitromisin ACh ile 6n kasilma olusturulan dokularda az
da olsa derisime bagli olarak gevseme etkisi gostermistir. Bu etkinin pratik klinik
uygulamalarinda ozellikle astim ya da solunum yolunda &demle seyreden
hastaliklarda tedaviye katki saglayabilir. Gamitromisin ve tulatromisinin trakea epitel
hiicrelerine sitotoksisitesi ¢ok diisiik olup giivenli bir sekilde kullanilabilir. Bu
antibiyotikler arasinda giiven araligi gamitromisinin daha yiksektir. Her iki
antibiyotigin apoptoz yapici etkileri; hiicrelerin proliferasyon etkilerini artirarak,
hastalik etkeninin ilk karsilastigi yer olan epitel hiicrelerini meydana gelebilecek
hasarlara kars1 koruyabilir. Gamitromisin ve tulatromisinin zamana bagl olarak
epitel hiicre proliferasyonundaki artig1, bu antibiyotiklerin hastalik tedavisi

sonrasinda da koruyucu tedaviyi uzun siireli devam ettirebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, epitel hiicresi, gamitromisin, nekroz, proliferasyon,

sigir trakea diiz kasi, sitotoksisite, tulatromisin



SUMMARY

The Investigation of the Effect of Tulathromycin and Gamithromycin on
Tracheal Smooth Muscle Contraction and the Apoptotic, Necrotic and
Cytotoxic Effects on Tracheal Epithelial Cells in Bovine

The aim of this study was to investigate the effects of tulatromycin and
gamithromycin in vitro on bovine trachea smooth muscle in isolated organ bath
system; and apoptotic, necrotic and cytotoxic effects on bovine tracheal epithelial
cells.

The study was conducted in 2 stages. First the bovine trachea from the
slaughterhouse was isolated as strips and suspended in the isolated organ bath.
Cumulative dose response curve was obtained for gamithromycin and tulatromycin.
As the tissues did not respond to these two substances, coincubation was studied
acetylcholine. In addition, the effects of these drugs on precontracted tissues were
examined. In the second stage, in the bovine tracheal epithelial cells were obtained
from the slaughterhouse, cells with apoptozis and necrosis were determined by
staining the cell nucleus in different colors by dual staining method to evaluate the
effect of tulathromycin and gamithromycine on apoptozis and necrosis. In addition
cytotoxic efects of these antibiotics on epithelial cells were examined by MTT test
and cell proliferative effects were examined by XCelligence real time cell analysis

system.

In isolated trachea tissue experiments, tulatromycin and gamithromycin
cumulative concentrations did not cause any change in isolated bovine trachea
muscle. There was no statistically significant among in pD2 and Emax values of
cumulative ACh (108-10° M) concentrations in isolated muscle incubated with
3x10-5 M tulatromycin, gamithromycin and DMSO for 20 minutes. There was no
statistically significant difference between the cumulative tulatromycin and
gamithromycin (10°-10° M) and DMSO responses on the tissue which was
precontracted with 65 mM KCI. Gamithromycin (107-10®% M) caused more

relaxation in tissues compared to control in bovine tracheal smooth muscle which



was precontracted by the ECgs value of ACh (P <0.05). Incubation with 10° M
gamithromycin for 20 minutes numerically reduced the Emax of ACh (P>0.016).

First of all MTT assay was performed in cell culture experiments. When the
toxicity results of tulatromycin and gamithromycin were evaluated, in tracheal
epithelial cells the ICso value of gamithromycin was 156+9 pg / mL and the ICso
value of tulatromycin was 134.7£7.1 pg / mL. The difference between
gamithromycin and tulatromycin, at concentrations 2 pg/mL, 4 pg/mL, 10 pg/mL, 20
pg/mL, 50 pg/mL, 150 pg/mL, 180 pg/mL interms of cell viability was found to be
significant. While the cell viability percentage of gamithromycin was higher at 150
pg / mL, 180 pg/mL and 240 pg/mL than tulatromycin; at 2 pg/mL, 4 pg/mL, 10
pMg/mL, 20 pg/mL and 50 pg/mL concentrations tulatromycin cell viability was
higher than gamithromycin (P <0.05). When the staining method data were
evaluated, the difference between the results of % apoptotic index at 20 pg/mL
concentration was significant and it was found that gamithromycin had more poptotic
effect than tulatromycin (P <0.05). It was seen that tulatromycin and gamithromycin
applied on tracheal epithelial cells at concentrations of 2 and 10 pg/mL; increased

the viability depending on time.

Gamithromycin and tulatromycin alone did not cause a change in bovine
tracheal smooth muscle tone, while gamithromycin showed a slight relaxation effect
due to the concentration on the tissues precontracted with ACh. This relaxation effect
may contribute to treatment of asthma or respiratory edema in practical clinical
applications. Gamitromycin and tulatromycin have very low cytotoxicity to tracheal
epithelial cells and can be used safely. The confidence interval between these
antibiotics is higher in gamithromycin. Apoptotic effects of both antibiotics, can
protect the epithelial cells, which are the first place of the disease agent, against the
damages by increasing the proliferation effects of the cells. The increase in epithelial
cell proliferation of gamithromycin and tulatromycin due to time shows that these

antibiotics can maintain long-term prophylactic treatment against diseases.

Key words: Apoptosis, bovine tracheal smooth muscle, cytotoxicity, epithelial cell,

gamithromycin, necrosis, proliferation, tulatromycin



1. GIRIS

Makrolid antibiyotiklerin ¢ogu Streptomyces tiirlerinden tiiretilen ve yapisal
olarak birbirine benzeyen bilesiklerdir. Bu bilesikler; iki veya daha fazla seker
molekiiliiniin baglandig1 lakton halkasina sahip olma o6zelligi ile karakterize olup,
lakton halkasindaki karbon atom sayisina gore siniflandirilirlar. Makrolid grubu bazi
bilesiklerin lakton halkasinda; iki veya ii¢ azot grubu bulunabilmektedir (Papich
2018).

Makrolid grubu antibiyotikler, prokaryot organizmalarin 50S ribozomal alt
tinitesinin 23S rRNA bolgesine baglanir ve bu organizmalarin protein sentezini
engellerler (Gaynor ve Mankin 2003, Giguere 2013, Papich 2018). Bu
antibiyotikler; bakterilerin protein sentezini engelleyerek bakteriyostatik etki
yaparlar, ama diigiilk oranda bakterisit etki de gosterebilirler (Huang ve ark, 2009).
Makrolidler, penisilin alerjisi olanlara alternatif olarak kullanilabilirler

(Kwiatkowska ve Maslinska 2012).

Genel olarak makrolidlerin; periferal dokulardaki yogunlugu serumdaki
yogunlugundan fazla olmasi, dokulara genis dagilim gostermesi ve akcigerdeki
yogunlugunun uzun siireli olmasi gibi o6zelliklerinden dolayr solunum yolu
hastaliklarinin tedavisi ve korunmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Benchaoui
ve ark. 2004, Nowakowski ve ark. 2004). Son yillarda gelistirilmis olan tulatromisin
ve gamitromisin gibi makrolid antibiyotikler, solunum yolu bakteriyel hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Villarino ve ark. 2013, Wyns ve ark.
2014, Dedonder ve ark. 2015, Hildebrand ve ark. 2015).

Makrolidler; bircok dkaryot hicre tipine niifuz etme ve birikme yetenegine
sahiptirler. Bu 6zelliklerinden dolayi, hiicre i¢i organizmalara karsi terapotik etkide
gostermektedirler. Bu grup antibiyotikler, notrofil ve makrofajlar kadar olmasa da
epitel benzeri hiicre hatlarinda birikme kabiliyeti bulunmaktadir (Culi¢ ve ark. 2001).
Solunum yolu epiteli; inhale patojenler (bakteri, viriis vb.) ve irritanlara kars1 konak

savunmasinda onemli bir rol oynayan fizikokimyasal bariyerdir (Mills ve ark. 1999,



Tam ve ark. 2011). Solunum yolu epitel hiicreleri in vitro inflamatuvar mediatorlere
maruz kaldiginda, makrolidler epitel hasarina kars1 koruyucu etki gosterir (Altenburg

ve ark. 2011).

Makrolid grubu antibiyotikler antimikrobiyel etkisinin yaninda immun
sistemi hiicrelerinin fonksiyonlarim1 da diizenledigi bilinmektedir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda bazi makrolid grubu antibiyotiklerin apoptoza neden olduklarini
gostermektedir (Fischer ve ark. 2011, Kwiatkowska ve Maslinska 2012). Bu ¢alisma
ile gamitromisin ve tulatromisinin antibakteriyel etkileri yaninda diger sistemlere
etkilerinin degerlendirilmesi veteriner pratikte sagaltim uygulamalarina katkida

bulunacaktir.

1.1. Sigir Trakeasinin Anatomisi

Solunum sistemi; gaz aligverisi, kan pH diizenleme, viicuda alinan havayi
filtre etme, nemlendirme ve 1sitma gibi ¢ok sayida fonksiyonun diizenledigi
sistemdir. Si8ir solunum sisteminde sirasiyla; burun, farenks, larenks, trakea,
bronglar ve akcigerler bulunmaktadir. Genellikle bu sistem; alt ve iist solunum
sistemi olmak (zere ikiye ayrilmakta olup, tist solunum sisteminde burun ve farenks,
alt solunum sisteminde ise larenks, trakea, bronslar ve akcigerler yer almaktadir. Alt
solunum yolunda yer alan trakea; larenks’in kaudalinden baslayip, C- seklinde
hiyalin kikirdaklar dizisi halinde sag ve sol bronglarin birlestigi (Bifurcatio tracheae)
boliime kadar uzanan silindirik yapidir (Kénig ve Liebich 2007, Akers ve Denbow
2008Db).

Uzunlugu ve i¢ cap1 degismekle birlikte, ortalama 450-500 kg agirliginda
olan bir sigirin trakeasi yaklasik 95 cm uzunlugunda ve 3.2 cm i¢ ¢apindadir (Veit ve
Farrell 1978). Ayrica hiyalin kikirdaklar1 birbirine baglayan ve trakeanin esnekligini

saglayan fibroelastik bir bag dokusu (ligamentum annularia) bulunmaktadir. Bu



kikirdak halkalarinin dorsal agikligi, diiz kas olan musculus trakealis tarafindan
baglanmaktadir (Konig ve Liebich 2007, Akers ve Denbow 2008b, Frandson ve ark.
2009b). Bu diiz kas; trakeanin dorsalinde olup, trakeanin ¢ap tonunu etkilemektedir

(Frandson ve ark. 2009b).

1.2. Sigir Trakeasinin Histolojisi

Trakea; mukoza, submukoza ve adventisya olmak Uzere (¢ tabakadan
olusmaktadir. Bu tabakalarin ilki olan mukoza tabakasi, epitel ve lamina propia
olmak tizere iki kesime ayrilir (Reynolds ve ark. 2015). Trakea epitel dokusu, yalanci
cok katli silyali epitel ile kaplidir (Konig ve Liebich 2007, Akers ve Denbow 2008a).
Yetigkin sigir trakea bazal laminasinda 323 + 24 (hiicre/mm) epitel hiicre
bulunmaktadir. Bu epitel hiicrelerinin %31°1 bazal, %42’si silli, %4’i goblet, %23’
diger hiicrelerdir. Bu bdlgede serdz ve clara hiicresi yer almazken %1’ in altinda
fircams1 hiicre bulunmaktadir (Reynolds ve ark. 2015). Goblet hucreleri solunum
yolu liimenine mukus salgilar. Bu mukus epitel tabakasinin; yilizeyi kaygan hale
getirmek, solunan havayir nemlendirmek, zararli yabanci partikilleri yakalamak ve
ozon gibi zararl gazlar i¢ine almak gibi ¢ok sayida gérevi bulunmaktadir (Soleas ve
ark. 2012). Silli hiicreler, bazal laminadan kok alip liimen yiizeyine kadar
uzanmaktadir (Harkema ve ark. 1991). Bu hiicrenin apikal ylizeyinde 100-300
arasinda hareketli siller bulunmaktadir. Bu siller, koordineli dalgalar halinde mukus
ve yabanci partikiillerin bogaza dogru hareketini saglar (Harkema ve ark. 1991,
Soleas ve ark. 2012). Sigir trakeast silli hiicrelerdeki siller 4.2+0.5 pm
uzunlugundadir (Reynolds ve ark. 2015). Bazal hicreler ¢ok kiicuk olup, solunum
yolu epitel hicrelerinin kok hucresi olarak kabul edilir. Ayrica bu hiicreler bazal
laminada bulunup, solunum yolu limenine kadar uzanmazlar. Firgams1 hiicreler;
apikal yiizeyinde bulunan mikrovilluslar ile karakterize olup, islevleri tam olarak
bilinmemektedir (Harkema ve ark. 1991, Soleas ve ark. 2012). Mukoza tabakasinin

lamina propia kismi, trakea bezleri, sinir ve damarlar1 g¢evreleyen gevsek bag



dokusundan olusur. Submukoza tabakasi; kan damarlari, lenfatik organ ve damarlar
ve trakeal bezleri saran diizensiz siki bag dokusudur. En dis tabaka olan adventisya;
C seklinde hyalin kikirdak halkalar1 ve siki bag dokuyu sarar. Bu hyalin kikirdak
halkalarinin dorsal ucu, diiz kas olan muskulus trakealis ile kopriilenir (Samuelson
2007). Cogu tiirde oldugu gibi bu kas, kikirdagin i¢ tarafindaki perikondriyuma
baglanir (Plopper ve Adams 2006). Bu tabakadaki diiz kas hicreleri boyutlar
degismekle birlikte, 5-10 um c¢ap ve 30-250 um uzunlundadir. Bu hicrelerin
cekirdegi tek ve merkezdedir (Akers ve Denbow 2008a, Frandson ve ark. 2009a).
Trakeanin dis tabakasi olan adventisya tabakasi ise, gevsek bag dokusudur (Reynolds

ve ark. 2015).

1.3. Sig1ir Trakeas1 Farmakolojisi ve Fizyolojisi

Memelilerin solunum yolu diiz kasi, hem kasilma hem de gevsetici 6zelligine
sahiptir. Bu kas, sempatik ve parasempatik sinir sistemi tarafindan innerve
edilmektedir. Boylece; in vivo veya in vitro olarak solunum yolu belirgin sekilde
daralabilir veya genisleyebilir (Canning ve Fischer 2001). Solunum yolu diiz kas
tonusu; hormon, nérotransmitter, ila¢ ve mediatdr gibi bircok maddeden etkilenir. Bu
maddeler solunum yolu diiz kas hiicreleri tizerindeki yiizey reseptorlerine baglanarak
etkilerini olusturmaktadir (Barnes 1989). Bu gibi maddeler; sinirler ve bagisiklik
sisteminin bir pargasi olan hiicrelerden salinabilmektedir (Andersson ve Grundstrom
1987).

1.3.1. Trakeabronsial Bolgedeki Reseptorler

Trakea-brongiyal bolgede dikkatimizi c¢eken 4 Onemli reseptor tipi

bulunmaktadir. Bunlar; yavas adapte olan akciger gerim reseptor, hizli adapte olan



akciger gerim reseptor, c-fibril reseptdr ve noroepitelyal cisimcikler’dir
(Widdicombe 2001).

1.3.1.1. Yavas Adapte Olan Akciger Gerim Reseptor

Yavas adapte olan akciger gerim reseptdr, solunum yolu diiz kasinin i¢inde
anatomik olarak yerlesmis olmakla birlikte agirlikli olarak miyelinli sinir sonlarinda
bulunur (Barnes 1990, Schelegle ve Green 2001). Trakeanin arka tarafindan trakealis
kas1 i¢cinde uzanmakta olup, diiz kas yogunlugu olan bronsial dallanma noktalarinda
yaygindir (Widdicombe 2001). Bu reseptor, mukoza tabakasimin uzaklagtirilmasi
durumunda ¢alismaya devam ederken, solunum yolu diiz kasmin g¢ikarilmasi

durumunda islevsiz kalmaktadir (Schelegle ve Green 2001).

Baglangigta bu reseptorlerin uyarilariin mekanik oldugu ve fizyolojik-
kimyasal degisikliklere duyarsiz oldugu diisiiniilmekle beraber, bu diisiincenin son
donemde yapilan ¢ok sayida calisma ile dogru olmadig: ortaya ¢ikmustir. Ornegin bu
reseptorlerin, solunum yolunda CO2 yogunlugunun artigi durumlarda ve halaton,
trikloretilen gibi ugucu anestezikler ile inhibe oldugu goriilmiistir (Widdicombe
1982).

1.3.1.2. Hizh Adapte Olan Akciger Gerim Reseptor

Hizli adapte olan akciger gerim reseptorleri; yavas adapte olan akciger gerim
reseptorler gibi solunum yolu diiz kaslarinin miyelinli sinir sonlarinda bulunur
(Barnes 1990). Bu reseptor, trakeanin her yerinde esit sekilde dagilmis bulunmasi ve

hizl1 adapte olmasiyla yavas adapte olan akciger gerim reseptorlerden ayrilmaktadir
(Barnes 1990, Widdicombe 1982).



Hizl1 adapte olan akciger gerim reseptorii; solunum yoluyla alinan irritan
madde ve aerosoller tarafindan uyarilir, bu nedenle irritan reseptdr olarak da
bilinmektedir (Widdicombe 1982, Kappagoda ve Ravi 2006). Bu uyaricilara, kiikiirt
dioksit, amonyak, sigara dumani ve karbon tozlar1 6rnek verilebilir. Ancak bu
uyaricilara karst reseptOriin hassasiyeti farkliliklar gdstermektedir (Widdicombe

1982).

1.3.1.3. C-fibril Reseptor

C-fibril reseptor; diger reseptorlerin aksine miyelinize olmayan sinir
uglarinda bulunur (Barnes 1990). C-fibril reseptor, akciger ve bronsiyal tipleri olmak
Uzere ikiye ayrilabilir (Yu 2005). Yu (2005)’ya goére bu reseptor ¢ok sayida endojen
ve ekzojen kimyasal maddeye tepki verdigi i¢cin kemosensordiir. C-fibril reseptor,
akciger hacim degisikliklerine c¢ok duyarli olmazken akciger yangilarinda
uyarilmaktadir. Bu reseptor, akciger konjesyonu ve 6demine neden olan ilaglara ise
siddetli duyarlidir. Ayrica egzersiz gibi akcigerde kan akis hizinin artig1 durumlarda
da bu reseptorler uyarilmaktadir. C-fibril reseptor, cesitli mediatorlere karsi akciger
ve bronsiyallerde farkli diizeyde duyarlilik gosterebilir (Widdicombe 1982). C-fibril
reseptor, kimyasal, termal ve asidik uyarilara karsi cevap verir. Ayrica hava kirliligi
ve sigara dumanina karsi duyarlidir (Rogerio ve ark. 2011). Bu reseptorler bazi
kimyasal maddeler ve fizyolojik stres ile aktive olmasiyla; solunum yolunda kasilma,
oksiiriik, mukoza salgis1 ve tagipne gibi durumlar ortaya ¢ikabilir (Adriaensen ve

Timmermans 2011).
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1.3.1.4. Noroepitelyal Cisimcikler

Noroepitelyal cisimcikler, noroepitelyal endokrin hicrelerdendir. Bu
reseptorler, ¢ok sayida marker ve bioaktif madde igerir. Ayrica bu reseptorler hipoksi
ve havayolu diiz kaslar1 bronsiyal ve akciger vaskiiler yatak hareketlerine yanit

olarak agiga ¢ikmaktadir (Widdicombe 2001).

1.3.2. Solunum Yolunda Bulunan Diger Onemli Reseptor ve Kanallar

1.3.2.1. Gegici Reseptor Potansiyeli Vanilloid 1

Gegici reseptor potansiyeli vanilloid 1 (TRPV1) gegici reseptor potansiyeli
iyon kanallar1 gruplarindan bir tanesidir. Gegici reseptor potansiyeli vanilloid
kanalinin 1’den 6’ya kadar toplam 6 alt tipi vardir. Bu kanal, ¢esitli fizyolojik
durumlara duyarhdir ve Ca*? gegirgenligi yiiksek oldugu igin saglikli veya hastalikli
durumlarda hava yolu tonunun diizenlenmesinde Onemli rol oynadigina
inanilmaktadir (Jia ve Lee 2007).

Gegici reseptor potansiyeli vanilloid 1, pozitif sinir fibrilleri; burun, larenks,
trakea, alveoller, diiz kas, kan damarlar1 ve akciger parankimi dahil olmak {izere tim
solunum yolunu innerve etmektedir. Ilk zamanlar TRPV1, tehlikeli 1s1 ve agriyi
algilayan noronal olarak ifade edilen iyon kanali iken, son zamanlarda yapilan
calismalarda bu kaninin degistigi ve TRPVy, irritan kimyasallar, asidik pH, yiksek
sicakliklar (>43°C) ve endojen mediatorler gibi ¢esitli uyaranlar tarafindan aktif hale

geldigi bildirilmektedir (Grace ve ark. 2014).
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1.3.2.2. Gegici Reseptor Potansiyeli Vanilloid 4

Gecici reseptor potansiyeli vanilloid 4 (TRPV4) kanal, trakea ve
bronsiyallerin epitelyum dokusu, solunum yolu diiz kasi, alveol duvari, akciger
dokusu ve damarlarinda bulunmaktadir (Grace ve ark. 2014). Gegici reseptor
potansiyeli vanilloid 4, sicaklik artis1 ve hipotonik ¢ozeltiler tarafindan aktive olur.
Solunum yolu sivisi izotonik oldugu durumlarda ve solunum yolu sivisinin hipotonik
oldugu ama epitel bariyerlerin zarar gérmedigi durumlarda TRPV4 kanal aktive
olmaz. Ancak astim gibi solunum yolu hastaliklar1 solunum yolu epitelinde
bozulmalara neden olur. Solunum yolu diz kas epitelinin bozulmasi ile hipotonik
solunum yolu sivisina korumasiz kalir. Bu durum sonucunda TRPV4 kanal aktive
olur. Gegici reseptdr potansiyeli vanilloid 4 aktive oldugunda hiicre i¢i Ca*?
yogunlugu artmaktadir (Jia ve Lee 2007). Son yillarda insan ve kobay solunum yolu
diiz kasi iizerinde yapilan caligmalarda, TRPV4 kanalinin aktivasyonu sonucu
solunum yolu diiz kasinda kasilma meydana geldigi bildirilmistir (Grace ve ark.
2014).

1.3.2.3. Gegici Reseptor Potansiyeli Ankirin 1

Gegici reseptor potansiyeli iyon kanallar1 gruplarindan biri de gegici reseptor
potansiyeli ankyrin 1 (TRPA1)’dir (Jia ve Lee 2007). Gegici Reseptor Potansiyeli
Ankirin 1, zararli g¢evresel irritanlar ve endiistriyel hava kirlilikleri bulundugu
ortamlarda aktive olmaktadir. Gegici Reseptor Potansiyeli Ankirin 1 kanalinin
acilmasina neden olan irritanlar Oksiiriik, hiriltili soluma ve nefes darligi gibi
semptomlara veya astima neden olmaktadir (Grace ve ark. 2014). Gegici Reseptor
Potansiyeli Ankirin 1, sigara dumanin neden oldugu bronsiyal inflamasyonlarin
erken doneminde agildig1 hayvanlar lizerinde yapilan deneylerde goriilmiistiir. Gegici

Reseptor Potansiyeli Ankirin 1 kanalinin agilmasinin asil nedeni ise sigara dumani
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icinde bulunan nikotin, akrolein gibi irritan maddelerdir (Grace ve ark. 2014). Ayrica
TRPA: kanali; hardal yagi, goz yasartict gaz, o ve f-doymamis aldehit, egzoz gazi

gibi ¢evresel irritanlar tarafindan da aktive olmaktadir (Gerhold ve Bautista 2008).

1.3.2.4. Sitokin Reseptorleri

Sitokin reseptorleri, hiicre yiizeyine bagl ve ¢oziinebilir sekilde bulunabilir.
Sitokinler; notrofil, monosit, makrofaj ve lenfosit gibi immun sistemi hucreleri
tarafindan iiretilen ¢oziilebilen proteinlerdir. Bu proteinlerin, birkag ¢esit alt birimi
vardir (Stenken ve Poschenrieder 2015). Sitokinler, hem proinflamatuvar (IL-1, IL-6,
IL-8 vb.) hem de antiinflamatuvar (IL-10 vb.) etkileriyle inflamatuvar yanitin ana
diizenleyicileridir (Kanoh ve Rubin 2010).

Yangisel sitokinler ILig ve TNF-a, Thy sitokin viral hastaliklarda salinir; Thy
sitokin, IL-13, IL-5 alerji ve atopi ile birlikte gorlur. Bu sitokinler solunum yolu diiz
kas hiicre cevaplarin1 degistirirler. Astim gibi asir1 B2 adrenoreseptdr cevabin
azalmasina bagli durumlarin sitokinlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Sonugta
sitokinlerin etki mekanizmasmin arastirilmast astimin tedavisinde Onemli bir

basamak olarak degerlendirilir (Shore ve Moore 2002).

1.3.3. Solunum Yolu Diiz Kaslarinin Kasilma Mekanizmasi

Solunum yolu diz kasinin kasilmasi, ventilasyon-perflizyon eslesmesine,
kikirdak yap1 igermeyen solunum yollarinin dengesi ve yabanci cisimlerin disar
atilmasi gibi birgok fizyolojik olaylarin gelismesine 6nemli katkida bulunur (Pelaia

ve ark. 2008). Solunum yolu diiz kasinin kasilma durumu, spesifik hiicre zari
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reseptorlerine etki eden bir¢ok hiicre dist habercilerin kontrolii altindadir. Bu
habercilerin  spesifik hiicre zar1 reseptdrlerine baglanmasi  sitozolik Ca*
konsantrasyonunu artirir. Sitozolik Ca*? konsantrasyonunun artmasi ile kasilma

cevabi sekillenir (Ouedraogo ve Roux 2014).

1.3.3.1. Kolinerjik Reseptor Kasilma Mekanizmasi

Solunum sisteminde kolinerjik uyart, fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda
solunum yolu diiz kasi tonunun kontroliinii saglar. Kolinerjik sinir sisteminin
norotransmitteri asetilkolindir (ACh). Asetilkolin, kolin asetil transferaz enzimi
tarafindan asetil CoA ve kolin’den sentezlenir. Kolinerjik reseptorler nikotinik ve
muskarinik reseptorler olmak Uzere iki ayrilir (Racké ve ark. 2006). Bu
reseptorlerden; nikotonik reseptor, kanal protein reseptoér ailesinden, muskarinik
reseptor ise, G-proteine kenetli reseptor ailesindendir (Roux ve ark. 1998).
Muskarinik reseptor M1, M2, Mz, M4 ve Ms olmak {izere 5 alt tipe ayrilir. Bu
muskarinik reseptor alt tiplerinden solunum yolu diiz kasinda M2 ve M3 reseptorleri
bulunur. M2, solunum yolu diiz kas kasilmalarinda dogrudan rol oynamamasina
ragmen solunum yolu diiz kasinda bulunan muskarinik reseptorlerin ¢ogunlugunu
olusturur. Solunum yolu diiz kas kasilmalarina aracilik eden muskarinik reseptor
Mzs’tiir (Coulson ve Fryer 2003). M3 reseptorleri, insan ve sican solunum yolu diiz
kasinda, baslangigta Gqo (G-proteini) ve Fosfolipaz C’nin artigina, bu artis da
inositol 1, 4, 5-trifosfat (1P3) ve diagilgliserol (DAG) olusumu ile sonuglanir. inositol
1, 4, 5-trifosfatin aktivasyonu ile sitoplazmada Ca*? konsantrasyonu gegici ama hizli
arts olur. Hiicre icinde Ca*? artis1, kalsiyum-kalmoduline baglanir. Bu kalsiyum-
kalmodulin baglantis1 da miyozin hafif zincir kinaz1 aktive eder ve aktin- miyozin
etkilesimi ile kasilmaya neden olur. Diagilgliserol, protein kinaz C (PKC)
aktivasyonunu baslatir. Protein kinaz C, gesitli proteinin fosforilasyonu ile solunum
yolu diiz kas kasilma mekanizmasini kontrol eder (Racké ve Matthiesen 2004). M2

muskarinik reseptor; heterotrimerik G protein Gi araciligiyla, Ca*™ diizeyinde

14



sabitlenmeye ve solunum yolu diiz kasindan kasilmasina katkida bulunur (Hirshman
ve ark. 1999).

1.3.3.2. Adrenerjik Reseptor Kasilma Mekanizmasi

Adrenerjik sistem, o ve B adrenerjik reseptorleri olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir (Nieuwstadt ve ark. 1994). Bu reseptorler kendi i¢inde a1, o2, B1 ve B2
gibi alt tipleri vardir (Strosberg 1993). o ve [ adrenerjik reseptorlerinin
ndrotransmitteri adrenalin ve noradrenalindir. Bu reseptorlerden a-adrenerjik
reseptorleri solunum yolu diiz kasinin kasilmastyla ilgili olandir (Barnes 1990). Sigir,
kopek, at ve kobayin solunum yolu diiz kaslarinin inervasyonunda adrenerjik sistem

yer almaktadir (Nieuwstadt ve ark. 1994).

1.3.4. Solunum Yolu Diiz Kaslarindaki Gevseme Mekanizmasi

1.3.4.1. Adrenerjik Reseptor Gevseme Mekanizmasi

Solunum yolu diiz kasinin gevsemesinde en Onemli reseptor P-adrenerjik
reseptoridiir (Broadley 2006). B-adrenerjik reseptor, trakeadan bronsiyollerde dahil
biitiin solunum yolu diiz kaslarinda bulunmaktadir (Barnes 1990). B-adrenoseptorin,
B1, B2 ve B3 olmak iizere 3 alt tipi vardir. Bu ii¢ alt tip B-adrenoseptdr, Gs’ye baglanir.
B-adrenoseptoriin aktivasyonu ile, Gs ve adenilil siklaz yoluyla diiz kas 3’-5’siklik
adenozin monofosfat (CAMP) seviyeleri yikselir. Siklik adenozin monofosfat

seviyesinin yiikselmesiyle birlikte, kas gevsemesiyle iligkili olan membranlar1 veya

15



hiicre i¢i proteinleri fosforilasyonuna neden olan cAMP’ye bagimli protein kinaz
A’y1 aktive olur (Tanaka ve ark. 2005). Bu fosforilasyon sonucu solunum yolu diz
kas hiicre ici Ca™ yogunlugu veya Ca* olan duyarlilig1 azalir (Billington ve ark.

2013) ve solunum yolu diiz kasinda gevseme meydana gelir (Shore ve Moore 2002).

1.3.5. Adrenerjik ve Kolinerjik Olmayan Mekanizmalar ve Noropeptitler

1.3.5.1. Non- Adrenerjik Non-Kolinerjik Sinir Sistemi

Solunum yolu diiz kasinin; sempatik (adrenerjik) ve parasempatik (kolinerjik)
innervasyonuna ek olarak, non-adrenerjik non-kolinerjik (NANK) solunum
yollarinin innervasyonu da bulunmaktadir. Otonom sinir sisteminin bu {giincii
boliimii kendi i¢inde ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan ilki, gevsemeye aracilik eden bir
inhibitor bilesen (i-NANK) iken, ikincisi solunum yolu diiz kasmin kasilmasina
aracilik eden bir eksitator bilesendir (e-NANK) (Thirstrup 2000a). Inhibitér ve
eksitator bilesenlerin transmitterleri; solunum yolu diiz kasi iizerine yaptig etki ile
kan damarlari, bezler ve epitel gibi diger hedeflere yaptig1 etki zit olabilir. Ornegin,
e-NANK sisteminin transmitteri olan P maddesi ve norokinin A solunum yolu diiz
kasmi kasarken, mukozal damarlar1 gevsetmektedir (Widdicombe 1998). i-NANK
sistemin transmitteri nitrik oksit ve vazoaktif intestinal peptid, solunum yolu diz

kasin gevsemesine neden olmaktadir (Hasaneen ve ark. 2003).

1.3.5.2. Tasikininler

P maddesi, nérokinin A ve norokinin B bilinen en yaygin ii¢ tasikinin

peptidleri ailesi Gyeleridir (Rupniak ve Kramer 2002, Mechiche ve ark. 2011). Bu
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tasikininler biyolojik etkilerine ndrokininy (NKq), nérokininy (NK2) ve ndrokininz
(NK3) olarak adlandirilan G-proteine bagli reseptorler aracilik etmektedir. Bu
reseptorleri agonistleri; NKj icin P maddesi, NK> icin norokinin A ve NK3 icin
norokinin B’dir (Rupniak ve Kramer 2002).

Tasikinin aile liyesi olan P maddesi, hayvanlarda spesifik reseptorleri aktive
ederek solunum yolu diiz kasin1 kasmaktadir (Barnes 1989). Li ve Shang (2019) P
maddesi ve NKi reseptor antagonistinin, solunum yolu diiz kas1 hiicrelerinde hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonuna etkisini aragtirmislardir. Bu ¢alismanin sonucunda;
solunum yolu diz kas hicrelerinde, P maddesi hiicre ici kalsiyum konsantrasyonunda
artts olurken NKj reseptor antagonistinde hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda
azalma oldugunu bulmuslardir. Nakajima ve ark. (1995) kobay trakea solunum yolu
diiz kasi iizerinde yapmis olduklari ¢alismada, neurokinin A trakea diiz kas

hiicrelerinin kasilmasina neden oldugunu bildirmislerdir.

1.3.5.3. Vazoaktif intestinal Peptid

Vazoaktif intestinal peptid (VIP), akcigerlerin de dahil oldugu genis anatomik
dagilimi olan 28 amino asitlik bir peptittir. Vazoaktif intestinal peptid iceren
noronlar; trakeabronsial diiz kas tabakasinda, submukozal bezlerin etrafinda, lamina
propria ve solunum yolu damar duvarlarinda bulunur (Thirstrup 2000b). Solunum
sisteminde, VPAC; ve VPAC; olmak Uzere iki reseptorii bulunmaktadir (Groneberg
ve ark. 2006, Mathioudakis ve ark. 2013). Ayrica VIP’e baglanan PAC; reseptorii de
bulunmaktadir (Groneberg ve ark. 2006). Bu reseptorlerden; VPAC; akciger dokusu
ve T lenfositlerde fazla bulunurken, VPAC: ise 6ncelikle diiz kasta olmak lizere mast
hiicreleri ve akciger mukozasinin bazal kisimlarinda bulunur (Mathioudakis ve ark.
2013). Vazoaktif intestinal peptid ile uyarilan solunum yolu diiz kasinin gevsemesi;

adenilat siklaz uyarict G-protein Gs baglanan spesifik reseptorlere baglanma ve
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baglanmay1 takiben hiicre i¢i cAMP seviyesinin ylkselmesi yoluyla meydana
gelmektedir (Barnes 1987, Thirstrup 2000b).

1.3.5.4. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO); adrenerjik ya da kolinerjik olmayan sinir, makrofajlar,
endotelyal ve epitel hiicrelerinde dahil oldugu ¢ok sayida solunum yolu hiicreleri
tarafindan dretilir (Thirstrup 2000b). Nitrik oksit, L- argininin nitrik oksit sentetaz
(NOS) enzimi tarafindan L-sitriline enzimatik olarak katalize edilmesi sirasinda
sentezlenmektedir (Jia ve ark. 1998, Thirstrup 2000b). Nitrik oksit aktivitesini
cGMP’ye bagimli veya bagimsiz olarak gostermektedir ve solunum yolu diiz kas
gevsemesinde her iki fonksiyonu da kullandigi goriilmektedir. Guanil siklazin
aracilik ettigi mekanizma; NO, guanil siklaz Fe*2 baglanir, guanozin trifosfatin siklik
guanozin monofosfata (CGMP) doniismesi ile sonuglanir. Bu durum, damar ve
solunum yolu diiz kas gevsemesi gibi hiicresel siireglere yol agar. Nitrik oksit, cGMP
bagimsiz mekanizmasi ise, iyon kanallar1 bronkomotor tonun diizenlenmesinde rol
oynar ve bazilart NO tarafindan aktive edilmektedir. Siklik guanozin monofosfata
bagimsiz mekanizmasi ile bronkomotor tonun diizenlenmesinde rol oynayan iyon
kanallarinin bazilart NO tarafindan aktive edilmektedir. Nitrik oksit; guanil siklazi
aktive eder, cGMP seviyesini artirir ve trakeal ve bronsgiyal diiz kaslarin gevsemesine

neden olur (Antosova ve ark. 2017).

1.4. Makrolidler

Makrolidler; veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilan antibiyotik
gruplarindan bir tanesidir (Villarino ve Martin-Jiménez 2012). Bu grupta yer alan

antibiyotiklerden; gida i¢in yetistirilen hayvanlarda kullanilan ilk bilesik, 1960’larin
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baslarinda ortaya ¢ikarilan spiramisindir. Bu makrolidi, 1970’lerin baslarinda
eritromisin ve tilosin bilesikleri izlemistir. 1990’larin basinda, yar1 sentetik yeni nesil
makrolidler yani azalidler insan hekimliginde kullanilirken, veteriner hekimlikte ilk
azalid olan gamitromisin 2008 yilinda kullanilmaya baglanmistir (Pyoréld ve ark.
2014). Makrolidler, penisilin alerjisi oldugu durumlarda penisiline alternatif olarak

kullanilmaktadir (Papich 2018).

1.4.1. Kimyasal Yapis1 ve Kaynag

Makrolid antibiyotiklerin ¢ogu, toprak kaynakli cesitli Streptomyces
tiirlerinden tiiretilen ve yapisal olarak benzer bilesiklerdir. Ayrica bilesiklerin lakton
halka yapisinda, 12-20 arasinda karbon atomu bulunmaktadir (Papich ve Riviere
2001). Makrolidler, iki veya daha fazla seker molekiiliiniin baglandigi, lakton
halkasina sahip olma 6zelligi ile karakterize antibiyotikler olup, lakton halkasindaki
(12, 13, 14, 15 ve 16 Uyeli) karbon atom sayisina gore siniflandirilirlar (Zhanel ve
ark. 2001, Mankin 2008, Pyorala ve ark. 2014). Makrolid antibiyotik olan

eritromisinin, lakton halka yapisi ve seker molekiilleri Sekil 1.1°de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Eritromisinin kimyasal yapist (14 lakton halkali) A) Makrosiklik lakton
halka, B) Desosamin, C) Kladinoz, D1) CHs, D) H (Kwiatkowska ve Maslinska
2012).
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Makrolidleri siiflandiracak olursak; ilk olarak 12 iiyeli lakton halkalilar
gelmektedir ve gunimizde bu smifta bulunan antibiyotikler klinik kullanimi
bulunmamaktadir. Ikinci sinifi ise 13 iiyeden olusan lakton halkalilardir. Bu sinifa,
yari-sentetik bilesik olan tulatromisin 6rnek verilmektedir. Tulatromisin, %10° u 13-
tyeli ve %90’1 15-liyeli bilesiklerin regioizomerik karigimidir. On dort iiye halkal
bilesikler sinifi, dogal ve yari-sentetik olmak iizere ikiye ayrilir. Bu grupta; dogal
bilesiklere eritromisin ve oleandomisin, yari-sentetik bilesiklere klaritromisin,
roksitromisin ve diritromisin yer almaktadir. Azitromisin, gamitromisin ve
tulatromisinin izomeri (%90) ise 15 iiyeli halkalilar grubunda yer almaktadir. Ayrica
bu grup da yer alan bilesiklerin lakton halkasinda bir azot atomu bulundugu igin
azalidler olarak da adlandirilirlar. Makrolidlerin son sinifi olan 16 {iyeliler grubuna
spiramisin, josamisin, tilosin ve midekamisin dogal bilesikler; tilmikosin,
tildipirosin, tilvalosin, rokitamisin ve miokamisin yari-sentetik bilesikler girmektedir

(Giguere 2013).

Makrolidlerin pKa degerleri 6-9 (Orn: tilosin pKa:7.1, eritromisin pKa:8.7-
8.8) arasinda degismekte olup, zayif bazik bilesiklerdir (Papich ve Riviere 2001). Bu
ozelliklerinden dolayr makrolidler; asidik ortamlara gore alkali ortamlarda daha iyi
etki olusturmaktadirlar (Kaya 2013). Ornegin, eritromisinler, pH degeri 8 olan
sartlarda en ideal antimikrobiyal etki gostermektedirler. Ancak eritromisinlerin
antimikrobiyal etkisi, nekrotik doku, apse ve idrar gibi asidik ortamlarda
baskilanmaktadir (Papich ve Riviere 2001).

1.4.2. Etki Sekli

Makrolidler, ribozomun 50S alt birimine baglanarak bakteriyel protein
sentezini inhibe ederek, bakteriyostatik etki gdstermektedirler (Kannan ve Mankin
2011, Gamerdinger ve Deuerling 2012, Giguere 2013). Ayrica transpeptidasyonu ve

translokasyon surecini engelleyerek tamamlanmamis polipeptit zincirlerinin erken
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ayrilmasina neden olurlar (Giguere 2013). Makrolidlerin ribozoma baglandiklar
bolge kloramfenikollerle ayni1 (yakin bolge) degildir, ancak birlikte
uygulandiklarinda antagonistik etki olusmaktadir. Makrolidler, mitokondriyal
ribozomlara baglanirlar ama mitokondriyal membran1 gecemezler. Bu nedenle,
kloramfenikollerin aksine kemik iligi iiretimine baski yapmazlar. Genel olarak bu
grupta yer alan bilesikler, memelilerin ribozomlarina baglanmadiklari igin guvenli
antibiyotiklerdir. Ayrica makrolidlerin tedavi edici konsantrasyonlarin da,
bakteriyostatik etkisinin yaninda azda olsa bakterisit (6zellikle Streptococcus) etki

gostermektedirler (Papich ve Riviere 2001).

Bununla birlikte makrolidlerin, 16kosit apoptozunda artis (Urban-Chmiel ve
ark. 2017) ve proinflamatuvar madde seviyesindeki azalma gibi etkilere sahip oldugu
kabul edilmektedir. Bu proinflamatuvar madde seviyesindeki azalma, sitokinlerin
(TNF, IL-1, IL-6 ve IL-8) Uretiminin inhibe edilmesi ile meydana gelmektedir
(Kwiatkowska ve Maslinska 2012). Bu antimikrobiyal olmayan etkilerinin akciger
iltihab1 hastaliklarinin tedavisinde yararli oldugu bildirilmistir (Villarino ve Martin-

Jiménez 2012).

1.4.3. Diren¢ Mekanizmasi

Makrolidlere kars1 direng, hedef bolge modifikasyonu (rRNA metilasyonu),
aktif efluks (pompasi) ve enzimatik inaktivasyonu olmak tizere 3 farkli mekanizma
ile meydana gelmektedir. Bu diren¢ mekanizmalarimin ilki ve klinik olarak en
onemli diren¢ mekanizmasi olan hedef bolge modifikasyonunda; eritromisin direngli
metilaz genleri tarafindan kodlanan rRNA metilasyonu ile makrolidlere,
linkozamidlere ve streptogramin B'ye (MSLB direnci) capraz direng ortaya
cikmaktadir (Chu 1999, Giguére 2013). Eritromisin direncli metilaz genleri, hem
Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilerde yaygin halde bulunmakla birlikte,

plazmidler veya transpozonlar tzerinde bulunabilir. Bu genlerin ekspresyonu dogal
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veya kazanilma ile olusmaktadir. Dogal direng, metilaz enzimi dogal olarak
tretildiginde ortaya ¢ikmaktadir. Kazanilmig diren¢ ise, mikroorganizmanin
makrolidlere (14 veya 15 iiyeli halkali) maruz kalmasi sonucu olusan enzim

indiksiyonuyla meydana gelmektedir (Giguére 2013).

Diren¢ mekanizmalarindan ikincisi olan aktif efluks (pompasi) mekanizmasi,
antimikrobiyal maddeleri hiicre veya hiicre zarindan disar1 pompalayarak bakteriyel
ribozomlarin tekrar calismasini saglar. Su ana kadar, 20 farkli efluks geni oldugu
kabul edilmektedir. Bu genlerin bazilari, sadece 14 ve 15 iiyeli halkali makrolidlere
kars1 direncin olugsmasina aracilik etmektedir. Diger kalan genler ise tiim makrolidler
ve linkozamidlere kars1 farkli diren¢ modellerine yol agmaktadir. Bu genler, cesitli
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde bulunmustur (Giguére 2013). Son direng
mekanizmasinda; makrolidin fosforilasyonu, glikozilasyonu ve lakton halkasinin
esterlestirilmesi ile olusmaktadir. Ornegin; oleandomisin modifikasyonunda, iki

glikozil transferaz ve bir glikozidazin rol oynadigi bulunmustur (Chu 1999).

1.4.4. Etki Spektrumu

Makrolidler, hayvanlarda meydana gelen bircok yaygin enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan énemli antibakteriyellerdir (Pyorild ve ark. 2014). Ornegin
eritromisin; solunum yolu, gastrointestinal ve genital sistem enfeksiyonlarina
ilaveten deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olan Gram-pozitif ve Gram-
negatif mikroorganizmalara kars1 etkindir (Jeli¢ ve Antolovi¢ 2016). Bu makrolid
grubu antibiyotik, Mycoplasma, Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria,
Corynebacterium, Listeria, Pasteurella multocida, Brucella ve bazi Haemophilus
suglarina kars1 in vitro etkinlik gostermektedir (Emea 2000). Bir diger makrolid
grubu antibiyotik olan tilosin ise, Gram pozitif bakterilere kars1 veteriner hekimlikte
yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu ve Douthwaite 2002). Tilosin, eritromisine

benzer etki spektrumuna sahiptir. Ancak tilosin, Mycoplasma spp. kars1 daha genis
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etki gosterirken, Brachyspira hyodysenteriae haricinde diger bakterilere karsi daha
dar etki gostermektedir (Giguére 2013). Tilosinden sentezlenen yari sentetik
antibiyotik olan tilmikosin, ¢ogu Streptococci, Staphylococcus spp, Actinobacillus
spp, ve Pasteurella spp. kars1 in vitro etkinlige sahiptir (Womble ve ark. 2006, Kaya
2013). Ama tilmikosin;  Enterococcus spp., Pseudomonas spp., Ve
Enterobacteriaceae tiirlerine karsi etkili degildir (Womble ve ark. 2006). Tilmikosin,
tilosine gore Pasteurella multocida ve Actinobacillus pleuropneumoniae karsi daha
iyi postantibiyotik etki gostermektedir (Diarra ve ark. 1999). Makrolid
antibiyotiklerden bir digeri azitromisin, Gram pozitif aerobik (Staphylococci,
Streptococci) ve anaerobik bakterilere karsi etkindir. Ama azitromisinin,
Staphylococci 'ye karsi etkinligi eritromisine gore daha azdir. Bu makrolid grubu
antibiyotik Haemophilus gibi baz1 Gram negatif bakterilere etkinken, Pseudomonas
gibi Gram negatif bakterilere kars1 etkin degildir. Ayrica azitromisin, Chlamydia ve
Toxoplasma gibi hiicre i¢i organizmalara karsi etkinligi iyi olan bir ilagtir (Papich ve
Riviere 2001).

1.4.5. Farmakokinetik

Makrolidler, 6-9 (Papich ve Riviere 2001) arasinda pKa degerine sahip
lipofilik zayif bazik ilaglardir. Bu nedenle pasif difiizyon (iyonize olmamis halde) ile
kolayca dokulara (kandan daha diisiik pH ile) niifuz etmektedirler (Anadon ve
Reeve-Johnson 1999). Ornegin, solunum yolu enfeksiyonlarmin tedavisinde
kullanilan eritromisin, tilosin ve tilmikosin gibi makrolid grubu antibiyotikler, serum
konsantrasyonlarina kiyasla doku konsantrasyonlar1 (6zellikle akcigerlerde) daha
yuksektir (Papich ve Riviere 2001). Makrolidler dokulara iyi nufuz ettikleri igin,
gamitromisin ve tildipirosin gibi antibiyotiklerin konsantrasyonlari, plazmada 2 hafta

ve akcigerde 3-4 hafta boyunca kalmaktadir (Pyoréla ve ark. 2014).
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Makrolid grubu antibiyotikler oral olarak uygulandiklarinda tam olarak
emilmezler (Pyoréla ve ark. 2014). Ancak yeni nesil makrolidler eritromisine gore,
daha iyi oral biyoyararlanima sahiptirler; serum ve dokularda daha yuksek ve kalici
seviyelerde bulunurlar. Bu durum, yeni nesil makrolidlere klinikte avantajlar
saglamistir (Kirst ve Sides 1989). Ayrica yari sentetik makrolidlerin klirens orani
diisiik olmasindan dolayr daha uzun siireli etki gostermektedirler. Ornegin,
tulatromisinin sigir ve domuzlarda yar1 6mrii 4 giine yakin iken, gamitromisinin
sigirlarda yar1 omrii 2 giinden fazladir. En uzun yar1 6mrii olan makrolid grubu
antibiyotik ise sigirlarda 9 giin, domuzlarda 4 giinden fazla olan tildipirosindir

(Pyorala ve ark. 2014).

Makrolidler, plazma proteinlerine baglanma orani diisiiktiir (Papich ve
Riviere 2001). Ornegin tilosin, organik bir bazik oldugundan (pKa = 7.1) dolay1
serum proteinleri (% 40) orta derecede baglanirlar. Bu maddenin yiksek derecede
lipit ¢oziiniirliigline sahip olmasindan dolayr viicut sivilari ve dokularinda yaygin
olarak dagildiklar1 disiiniilmektedir (Gingerich ve ark. 1977). Bununla birlikte
tilosinin sigirlarda dagilim hacmi 1.334+0.09L/kg’dir (Saurit ve ark. 2002).

Baz1 14 iiyeli makrolidler, sitokrom P450’ye afinite gOstermektedirler. Bu
makrolidler, ila¢ ile etkilesmesi sonrasi, ila¢ metabolizmasina bir dizi miidahalede
bulunmaktadir (Zhanel ve ark. 2001). Ornegin, eritromisin metabolizmasi, hepatik
mikrozomal enzimler yoluyla elde edilir ve eritromisin molekilinin desosamin
seker pargasi lizerinde metil gruplarindan birinin demetile edilmesine neden
olmaktadir (Papich ve Riviere 2001). Demetilasyona ugrayan eritromisin, genellikle

degismeden veya metabolitler halinde safra ile atilmaktadir (Kaya 2013).

1.4.6. immiinomodiilator Etki

Makrolid antibiyotikler, yirminci yiizyilin ortalarindan bu yana bulasici

hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Shinkai ve ark. 2005, Kwiatkowska ve
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Maslinska 2012). Bu antibiyotiklerin, antimikrobiyal etkilerinin yaninda
immunomodulator 6zelliklerinin de oldugu ifade edilmistir (Kovaleva ve ark. 2012).
Bu immiinomodiilator etkileri, kronik yangili akciger hastaliklarinin tedavisi
tizerinde olumlu yonde etki gosterdigi ¢aligsmalar ile kanitlanmistir (Kovaleva ve ark.
2012). Ozellikle immiin hiicrelerde konsantre olan gamitromisin, tulatromisin,
azitromisin, tilmikosin ve tildipirosin gibi makrolidler, solunum yolu hastaliklar
oldugu gibi baska hastaliklarda da immiinomodiilator etkiye sahip olabilirler. Bu
etki; degraniilasyonda artis, nétrofillerin apoptozu ve proinflamatuvar sitokinler
(TNF, IL1, IL6 wve 1IL8) ile kemokinlerin dretiminin engellenmesi ile
olusabilmektedir (Kwiatkowska ve Maslinska 2012, Papich 2018). Bunlara ilaveten
makrofajlarin islevinde meydana gelen artisla birlikte enfeksiyonlarin temizlenmesini
daha hizli olabilir (Papich 2018). Ayrica makrolidler immiinomodiilator
ozelliklerinden dolay1; bakteriyel biyofilm olusumunu engeller, nétrofillerin doku
hasarin1 smirlar, mukus viskozitesini azaltma gibi bir¢ok etki olusturmaktadir
(Bulska ve Orszulak-Michalak 2014). Ornegin; son zamanlarda yapilan ¢alismalarda,
tilmikosinin nétrofil apoptozunu uyardigi ve bunun sonucu gii¢lii immiinomodiilator

etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Buret 2010).

1.4.7. Nla¢ Etkilesimleri

Bazi makrolid antibiyotikler, karacigerde mikrozomal enzimlerin hem
kompleks olusumu hem de inaktivasyonu ile ilag metabolizmasini inhibe
edebilmektedirler (Anadon ve Reeve-Johnson 1999). Ornegin eritromisin, genellikle
ilag metabolizmasinda yer alan sitokrom P450 (CYP3A4) enzimi igin bir substrat ve
inhibitordiir. Eritromisin CYP3A4 enziminin inhibitérii olmasindan otiirli teofilin,
siklosporin, varfarin, digoksin gibi ilaglarin metabolizmasini inhibe edebilmektedir
(Papich ve Riviere 2001). Buna ilaveten makrolidler, eszamanli olarak uygulanan
ilaglarin  metabolizmalarin1 ~ degistirerek  klinik ilag etkilesimlerine neden

olmaktadirlar. Yapilan baz1 ¢alismalarda makrolidlerin; kafein, terfenadin,
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benzodiazepin triazolam, disopiramid, felodipin, fenazon, metilprednizolon,

alfentanil gibi ilaglarla etkilesime girdigi gosterilmistir (Anadon ve Reeve-Johnson
1999).

Makrolidlerin ~ farmakokinetik ilag  etkilesim, bagirsak florasindaki
mikroorganizmalar1 tizerindeki antimikrobiyal etkilerinden ve gastrik bosalmada
meydana gelen artistan kaynaklanabilir. Bu duruma; eritromisinin neden oldugu
gastrik bosalmadaki artigla paralel digoksinin oral biyoyararlaniminda meydana

gelen artig ornek gosterilebilir (Anadon ve Reeve-Johnson 1999).

Eritromisin diger makrolidler, linkozamidler ve kloramfenikol ile kombine
kullanimlarinda (in vitro) antagonistik etki gozlenir. Ancak makrolidler; florokinolon
veya aminoglikozid antibiyotiklerle kombine kullanildiklarinda, mikroorganizmaya
bagh olarak sinerjik, antagonistik veya etkisiz olabilirler. Ornegin, Rhodococcus
equi'ye karsi, makrolid ve rifampin kombinasyonu sinerjik etki meydana

getirmektedir (Giguere 2013).

1.4.8. Yan Etkileri ve Zehirliligi

Makrolid grubu antibiyotikler, insanlarda ve hayvanlarda ¢ok yliksek doz ve
uzun sdreli kullanimlarda, gegici isitme bozuklugu ve siiperenfeksiyon gibi
istenmeyen etkilere neden olmaktadirlar (Arunvikram ve ark. 2014). Ayrica makrolid
grubu antibiyotiklerin ortak problemi, intramuskiiler enjeksiyonundan sonra siddetli
agriya, intravendz enjeksiyondan sonra tromboflebit veya periflebite ve meme ici
uygulamasindan sonra ise inflamatuvar bir reaksiyona neden olan tahris edici etki

meydana getirmektedirler (Giguére 2013, Pydrala ve ark. 2014).

Eritromisinin dozuna bagl olarak, ¢ogu tedavi edilen hayvanlarda ya da

midede motilin reseptdriine baglanarak diiz kas iizerindeki uyarici etkileri sonucu
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mide bulantisi, kusma, ishal, bagirsak agrisi gibi gastrointestinal rahatsizliklara

neden olabilmektedir (Giguére 2013).

Birgcok makrolid antibiyotik hayvanlar Gizerinde ciddi toksik etkiler yaratmaz,
ancak tilosin ve tilmikosin gibi antibiyotiklerde kardiyovaskiiler toksisite olusturma
egilimindedir (Arunvikram ve ark. 2014). Bu kardiotoksisite riski, makrolidlerin
farmakokinetik etkilesimleri yani sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) enzimi ve / veya P-
glikoprotein tasima sisteminin inhibisyonundan kaynaklanarak artabilmektedir

(Simko6 ve Lorinez 2013).

1.4.9. Gamitromisin

Gamitromisin, sigir solunum yolu hastaliklar1 tedavi ve oOnlenmesi igin
gelistirilen yari-sentetik azalid grubu tyesi makrolid antibiyotiktir (Sgoifo ve ark.
2010, Lechtenberg ve ark. 2011a).

1.4.9.1. Kimyasal Yapisi

Gamitromisin, 7a pozisyonuna yerlestirilen alkillenmis azot (N) atomuna
sahip olmasiyla diger veteriner kullanimi i¢in onaylanan cogu makrolidlerden
ayrilan, 15-liye lakton halkali yari-sentetik antibiyotiktir (Giguére 2013). Yapisinda
2-bazik N grubuna sahiptir. Bu temel N gruplari, pKa'larinin altindaki asidik bir
ortamda pozitif bir ylik olusturur. Bu pozitif yiik, iyon tuzagindan dolay: hiicre i¢i

bolgeler icin ilgiyi artirmaktadir. Gamitromisinin bu 6zelliginden dolayi, hiicre ici
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dagilimi ve dagilim hacmi artmaktadir (Papich 2018). Kimyasal yapis1 Sekil 1.2°de
gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Gamitromisin kimyasal yapisi (Papich 2018).

1.4.9.2. Etki Mekanizmasi ve Antimikrobiyal Etkinligi

Gamitromisin diger makrolidler gibi, ribozomal 50S alt birimine baglanarak
bakteriyel protein sentezini inhibe ederek etkisini gostermektedir. Gamitromisin,
bakteriyostatik olarak kabul edilmesine ragmen in vitro bakterisit 6zelligine de sahip

olabilmektedir (Papich 2011).

Gamitromisin, azitromisin gibi diger azalidlere benzer bir antimikrobiyal
aktiviteye sahiptir (Giguere 2013). Bu madde, Mannheimia haemolytica (EKEY g
1ug/ pg/mL), Pasteurella multocida (EKEYgo 1 pug/mL), Histophilus somni (EKEYgo
0,5 pg/mL) (Lechtenberg ve ark. 2011b, Giguere 2013), Mycoplasma bovis
(EKEYgq 4 pg/mL) (Lechtenberg ve ark. 201la, Giguere 2013), Streptococcus
zooepidemicus (EKEY90 0,125 pg/mL) ve Rhodococcus equi'ye (makrolidlere
duyarli izolatlar icin EKEY90 1 pg/mL; makrolidlere direngli izolatlar i¢cin EKEY g
128 pg/mL) karsi in vitro olarak aktiftir (Berghaus ve ark. 2011). Gamitromisin,
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heniiz diger bakteriyel patojenlere karsi ¢alisilmadig igin etkinligi bilinmemektedir
(Giguére 2013). Ancak gamitromisin pozitif yiiklii bir molekiil olmasi nedeniyle,
Gram negatif bakterilere diger makrolid antibiyotiklerden daha kolay niifuz
edebilecegi distiniilmektedir (Papich 2011).

1.4.9.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Azalid grubu antibiyotik olan gamitromisin (6 mg/kg) sigirlara deri alti
uygulamasinin ardindan plazma konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alanin
9.42+1.11 pg.sa/mL, atilma yari-Omrinin 50.8+3.80 saat oldugu saptanmustir.
Gamitromisin, deri alt1 uygulamadan sonra iyi emilir ve biyoyararlanim1 %97.2-
112°dir. Gamitromisin (0.1-3.0 pg/mL), plazma proteinine baglanma orani %26+
0.60’dir (Huang ve ark. 2009).

Gamitromisin uygulamasindan bir giin sonra, akcigerdeki konsantrasyonu 18
500 ng/g olarak bulunmustur. Ayrica uygulamanin 6’mc1 saatindeki plazma
konsantrasyonu ortalama 261 ng/mL’dir. Bu maddenin, doz uygulamasindan 1, 5, 10,
ve 15’inci gilinlerde akciger/plazma konsantrasyon orani sirasityla 265, 410, 329 ve
247’ dir. Gamitromisinin farmakokinetik parametrelerine bakildiginda, yiiksek
biyoyararlanim, akciger dokusuna hizli ve genis dagilim ve diisiik plazma proteinine
baglanma oranina sahip olmasindan dolay1 sigir solunum yolu hastaliklarinin tedavisi
ve korunmasinda iyi bir antimikrobiyal ila¢ oldugu gorulmektedir (Huang ve ark.
2009).

Gamitromisin, domuzlar (izerine intraventz (6 mg/kg) enjeksiyon uygulamasi
sonrasi; plazma konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan 3.67+0.75 pg.sa/mL,
kararli halde dagilim hacmi (Vss) 31.03 + 6.68 L / kg, plazma klirensi 1.69 £ 0.33 L /
sa.kg ve atilma yar1 6mri 16.03 saat olarak bulunmustur. Domuzlara deri alt1 (6
mg/kg) enjeksiyon uygulamasi sonrasinda, hizli ve tam emilim gostermis olup, 0.63

+ 0.21 saatte ortalama maksimum plazma konsantrasyonu (Cmax) 0.41 £+ 0.090
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pHg/mL’ ye ulagsmistir. Bu maddenin mutlak biyoyararlanimi % 118’ dir (Wyns ve
ark. 2014).

Gamitromisin, koyunlar iizerine deri alti (6 mg/kg) enjeksiyon uygulama
sonras1 farmakokinetik degerleri sunlardir: Maksimum plazma konsantrasyonu
(Cmax) 573 £ 168 ng /mL, plazma konsantrasyon- zaman egrisi altinda kalan alan
8.00 + 1.41 pg.sa/ mL ve ortalama yar1 émrii 34.5 + 5.4 saattir (Kellermann ve ark.
2014). Berghaus ve ark. (2011), taylar Gzerine 6 mg/kg kas i¢i gamitromisin
enjeksiyonu sonrasi ilacin farmakokinetik parametrelerini aragtirmislar ve maksimum
plazma konsantrasyonun 0.33 £ 0.12 pg/mL ve yari-0mrin 39.1 saat oldugunu tespit

etmislerdir.

1.4.9.4 Kullanim Dozu ve Sekli

Gamitromisin sigir solunum yolu hastaliklarinin tedavisi ve korunmasi igin
boyun bdélgesinden deri alti 6 mg/kg dozda uygulanmaktadir (Forbes ve ark. 2011,
Lechtenberg ve ark. 2011b, Papich 2018). Domuz ve koyunlar icin de 6 mg/kg dozda
deri alt1 uygulanmaktadir (Kellermann ve ark. 2014, Wyns ve ark. 2014). Taylarda
bronkopnomoni ile iligkili bakteriyel ajanlara karsi, 6 mg/kg kas i¢i enjeksiyon

olarak uygulanmaktadir (Berghaus ve ark. 2011, Hildebrand ve ark. 2015).

1.4.9.5. Yan Etkileri ve Zehirliligi

Gamitromisin sigirlarda kullanimi giivenlidir. {lacin klinik gelisim programi
sirasinda ciddi bir olumsuz olay kaydedilmemistir. Bu ilag ile tedavi edilen

hayvanlarda, gecici huzursuzluk ve hafif orta dereceli enjeksiyon bdlgesi sisme ve
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tahris gibi yan etkiler goriilebilir (Giguere 2013, Papich 2018) Ayrica gamitromisinin
diger tiirlerde yan etkileri henliz degerlendirilmemistir (Giguére 2013).

1.4.10. Tulatromisin

Tulatromisin, temel olarak sigir ve domuz solunum yolu hastaliklarinin
tedavisi icin gelistirilmis, yart sentetik ve triamilid grubu iyesi makrolid

antibiyotiktir (Maleti¢ ve ark. 2015).

1.4.10.1. Kimyasal Yapisi

Tulatromisin, 13-lyeli lakton halka (%10) ve 15- dyeli lakton halka (%90)
bilesiklerinin regioizomerik karisimindan olusan yar1 sentetik azalid maddedir
(Giguere 2013). Bu lakton halkalarindan biiyiik olanina, 2 seker molekiilii baghdir.
Ayrica yapisinda 3 azot/ amin fonksiyonel grubu ihtiva ettigi igin triamilid grubunun
ilk temsilcisidir (Villarino ve ark. 2013b). Biitiin makrolid grubu bilesiklerin
iyonlagma sabitesinin negatif logaritmasi (pKa) 7°den daha ytiksektir (Villarino ve
ark. 2013a). Tulatromisinin kimyasal yapist Sekil 1.3’ de gosterilmistir. Villarino ve
ark. (2013a) tulatromisin molekiiliindeki bazik amino grubuna bagl olarak pKa
degeri 8.6-9.6 arasinda olabileceginden diger makrolid grubu molekiillere gore daha
bazik oldugunu bildirmislerdir. Bu kimyasal 6zelliginden dolayi, ilacin iyonize
olmayan kisminin dokulara kolayca nifuz etmesini ve asidik bolimlerde birikmesine

neden oldugunu ifade etmislerdir.
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Sekil 1.3. Tulatromisinin kimyasal yapisi (Papich 2018).

1.4.10.2. Etki Mekanizmasi ve Antimikrobiyal Etkinligi

Tulatromisin, diger makrolidler gibi ribozomal 50S alt birimine baglanarak
bakteriyel sentezini engelleyerek etki seklini gostermekte olup (Papich 2011),
tilmikosine benzer antimikrobiyal etkinlige sahiptir (Giguére 2013). Tulatromisin,
bakteriyostatik olarak kabul edilmesine ragmen in vitro olarak bakterisid 6zellikte
gosterebilmektedir (Papich 2011).

Tulatromisin, pozitif yUklt bir molekil olmasi nedeniyle, Gram negatif
bakterilere diger makrolid antibiyotiklerden daha kolay niifuz edebilir (Papich 2011).
Bu molekdil, Mycoplasma bovis (EKEYg 0.5-1 pg/mL) (Siugzdaite ve ark. 2012),
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus sommi, Moraxella
bovis, Fusobacterium necrophorum, Actinobacillus pleuropneumonia, Histophilus
parasuis (EKEYgo 2 pg/mL) ve Bordetella bronchiseptica (EKEYg 8 pg/mL) gibi
bircok Gram negatif patojenlere ve Mycoplasma tiirlerinin ¢oguna karsi etkindir.
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Ayrica Arcanobacterium pyogenes (EKEYgo 1 pg/mL) ve Rhodococcus egui
(EKEYgo >64 pg/mL) bakterilerine karsida etkindir (Giguére 2013). Ayrica yapilan
calismalarda tulatromisin, bakteriyel etken disinda Plasmodium yoelii (Villarino ve
ark. 2015), Babesia bovis, Babesia bigemina ve Theileria equi gibi etkenlere kars1
etkili oldugu bildirilmistir (Silva ve ark. 2018).

Diger makrolid antibiyotikler gibi tulatromisin, antiinflamatuvar etkiye
sahiptir. Bu etki, lokositlerde meydana gelen sitokin ekspresyonu ve inflamatuvar
etkinin azaltilmas1 gibi durumlarla agiklanabilir (Papich 2011). Ayrica tulatromisin,

zamana ve konsantrasyona bagli olarak nétrofillerde apoptoza neden olmaktadir

(Duquette ve ark. 2015).

1.4.10.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Tulatromisin, sigirlar iizerine intravenéz uygulama (tek doz) sonrasi bazi
farmakokinetik degerleri sunlardir: Dagilim yarilanma omrii 0.166 saat, atilma yari
omrii 48.348 saat, kararli durumdaki dagilim hacmi 4.252 L/kg’dir. Tulatromisinin
sigirlar tizerine deri alti uygulama sonrasi bazi farmakokinetik degerleri; (tek doz)
emilim yarilanma Omrii 0.155 saat, atilma yar1 Omrii 65.874 saat, maksimum
yogunlugu 0.309 pg/mL (Maksimum konsantrasyona ulasma siiresi(tmax):1.234
saat), biyoyararlanimi %71.85 olarak bulunmustur. Sigirlar {izerine kas i¢i uygulama
sonrast (tek doz) emilim yarilanma 6mrii 0.135 saat, atilma yar1 omrii 68.929 saat,
maksimum yogunlugu 0.330 pg/mL (tmax:1.118 saat) ve biyoyararlanimi %82.8
olarak tespit edilmistir. Ayrica plazma proteinlerine baglanma oran1 %38.86’dir
(Tohamy ve ark. 2011). Domuzlarda 2.5 mg/kg dozda tulatromisinin bazi
farmakokinetik degerleri sunlardir: Damar i¢i uygulama, kararli durum dagilim
hacmi 13.2 L/kg, yar1 omrii 67.5 saat; ve kas i¢i uygulama, plazmadaki maksimum
yogunlugu 616 ng/mL (tmax: 0.25 saat), biyoyararlanimi >%87 ve yar1 dmrii 75.6

saattir (Benchaoui ve ark. 2004). Tulatromisin, sigir ve domuz solunum yolu
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hastaliklarinin tedavisinde kullanilmak igin iiretilmis olmasina ragmen kegilerde de
kullanilmaktadir (Young ve ark. 2011). Yapilan bir calismada, laktasyondaki
kecilerde (2.5 mg/kg damar ici ve kas ici) tulatromisinin farmakokinetigi
arastiritlmistir. Tulatromisinin damar i¢i uygulamasindan sonra, ortalama dagilim
hacminin (16.1L/kg) yiiksek oldugu, siite iyi gegtigi, plazma proteinlerine baglanma
oraninin %23 ve yart Omriinin 88 saat olarak bildirilmistir. Ayni1 g¢alismada,
tulatromisinin kas i¢i uygulamasini takiben hizli bir sekilde emildigi, yarim saatte
ortalama maksimum plazma yogunluguna (0.73 pg/mL) ulasti@i ve ortalama
biyoyararlaniminin %95.8 oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak laktasyondaki kegiler
ile laktasyonda olmayan kegciler arasinda bir farkin olmadigi, ve sigirlardaki

tulatromisinin farmakokinetigine benzer oldugu ifade edilmistir (Amer ve ark. 2012)

Tulatromisin uygulama bolgesinden hizli emilim (Wang ve ark, 2011),
dokuya yaygin dagilim ve yavas eliminasyon ile karakterize olmasindan dolayi,

akcigerde yiiksek ve uzun siireli ila¢ konsantrasyonu saglamaktadir (Evans 2005).

1.4.10.4. Kullanim Dozu ve Sekli

Tulatromisin; sigir solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde 2.5 mg/kg, tek
doz ve deri alt1 enjeksiyon olarak uygulanmaktadir (Kilgore ve ark. 2005, Robb ve
ark. 2007). Domuzda ise; 2.5 mg/kg, tek doz ve kas ici enjeksiyon olarak
uygulanmaktadir (Nutsch ve ark. 2005). Bu bilgilere ilaveten tulatromisin sigir ve
domuzun boyun bolgesine uygulanmaktadir (Papich 2011). Young ve ark. (2011)
gore, sigir ve domuz solunum yolu hastaliklarinin tedavisi amaciyla piyasaya surtlen
tulatromisin preparatlarinin, kegilerde de 2.5 mg/kg, tek doz ve deri alt1 enjeksiyon
olarak uygulanabilecegini bildirmislerdir. Naccari ve ark. (2015) ise tulatromisinin
koyun solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde, 2.5 mg/kg, tek doz ve deri alti

(boyun bolgesi) enjeksiyon olarak uygulanabilecegini ifade etmislerdir.
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Ayrica sigir enfeksiyoz keratokonjuktivitisin etkeni ile enfekte edilen
buzagilar {izerinde yapilan bir ¢alismada, deri alti uygulanan tulatromisinin (2.5

mg/kg, tek doz) hastaligi tedavi ettigi goriilmiistiir (Lane ve ark. 2006).

1.4.10.5. Yan Etkileri ve Zehirliligi

Tulatromisin ~ uygulamasi  sonrasinda ciddi  olumsuz reaksiyonlar
gbzlenmemistir. Ancak bazi hayvanlarda enjeksiyon bolgesinde sislik veya tahrig
gibi reaksiyonlar goriilmesi miimkiindiir. Tulatromisin, yiiksek dozlarinda (dozun bes
kat1) bazi hayvanlarda miyokard lezyonlar1 olmustur. Bununla birlikte, cogu
hayvanda etiket dozunun 10 katina kadar kullanimlarda toksisite olusturmadigi
bildirilmistir (Papich 2011). Ayrica Maletic ve ark. (2015); yuksek
konsantrasyonlarda tulatromisinin (50 ve 100 puM), sican lenfositlerinde DNA

hasarina neden oldugunu bildirmislerdir.

1.5. Apoptoz ve Nekroz

Solunum yolu epiteli, solunum yolunun ilk bariyer ve ana savunma hattidir
(White 2011). Bu epitel doku; yaralanma ve yangilara karsi su ve mukus salgilama,
solunum yoluna giren yabanci parcaciklart hapsederek ve silli hareketlerle vicuttan
cikarilmasini saglama, yerel bolge ve dolasima mediyatorlerin (6rnegin; sitokin,
kemokinler) salgilanmasi ile cevap olusturmaktadir (Tesfaigzi 2006, White 2011).
Solunum yolu mukozasinda meydana gelen hasarlarin onarilmast ve korunmasinin,

apoptozu kontrol eden islemlere bagli oldugu ifade edilmistir (White 2011).
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Apoptoz, normal doku ve organ homeostazi i¢in diizenlenmis nekrotik
olmayan (O’Brien ve Kirby 2008, White 2011) programlanmis hiicre 6liimii stirecidir
(Schwartz ve ark. 1993). Bu programlanmis hiicre 6liimii; normal hiicre dongiisii,
bagisiklik sisteminin diizgiin gelisimi ve isleyisi, hormona bagli atrofi, embriyonik
ve beyin gelisimi gibi bir¢ok biyolojik islemden sorumlu 6zenle diizenlenmis siirectir
(Martinez ve ark. 2010). Kisacasi apoptoz, ¢ekirdekli hiicrelerin kromozomlarinda
kodlanan bir hiicre intihari islemidir (Kam ve Ferch 2000). Bu hiicre intihar1 islemi,
istenmeyen hiicreleri yok eden fizyolojik hiicre 6lumunde, doku homeostazinde, viral
enfeksiyon ve mutasyona karsi savunmada 6nemli rol oynar (Kam ve Ferch 2000,

Fuchs ve Steller 2011).

Apoptoz, fizyolojik ve patolojik olarak dort ana grup madde tarafindan
uyarilmaktadir. Bunlardan birinci grupta, DNA hasarina neden olan alkilleyici anti-
kanser ilaglart ve iyonlastirict radyasyon yer almaktadir. likinci grupta,
glukokortikoidler, timdor nekroz faktoéri-a (TNF- o) ve interlokin (IL-3) gibi reseptor
aracili etmenler bulunmaktadir (Kam ve Ferch 2000). Diger grupta, fosfataz ve kinaz
inhibitorleri ( staurosporin vb.) gibi apoptotik yolagin bilesenleri yoniinde artis yapan
biyokimyasal maddeler bulunmaktadir. Apoptozu uyaran en son grupta ise; 1si,
ultraviyole 151k ve oksitleyici maddeler gibi dogrudan hiicre zar1 hasaria neden olan

ajanlar yer almaktadir (McConkey 1998, Kam ve Ferch 2000).

Apoptoz sirasinda hiicrede bazi morfolojik degisiklikler meydana gelir. ilk
olarak; endoplazmik retikulum dilatasyonu ve plazma membraninin kivrilmas: ile
birlikte hiicre hacminde belirgin kiicilme goralir (Trump ve ark. 1997, Chatterjea ve
Shinde 2012). Bu kii¢iilmeyle birlikte hiicre yogunlugu artar (Trump ve ark. 1997,
Cruchten ve Broeck 2002, Chatterjea ve Shinde 2012). Daha sonra hiicreler, yapisal
olarak normal fakat mitokondri gibi yogunlagmis siki organeller iceren, zara bagh
kiiresel govdelere ayrilir (Elmore 2007, Chatterjea ve Shinde 2012). Cekirdek
niikleer ¢evre etrafindaki belirgin sekilde kromatin yogunlasmasi meydana gelir.
Kromatin yogunlasmasinin sonucu piknozdur ve apoptozun en Kkarakteristik
ozelligidir (Elmore 2007, Chatterjea ve Shinde 2012). Son olarak da, c¢ekirdek
parcalanabilir (Karyoreksis). Genellikle tomurcuklanma olarak adlandirilan hiicre

zar1 ylizeyindeki c¢ikintilar olusur ve bunlarda hiicre pargalar1 igeren apoptotik
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cisimcikler meydana getirir. Bu apoptotik cisimcikler; makrofajlar veya komsu
hicreler (epitel htcreleri, endotel hicreleri ve fibroblastlar) tarafindan fagosite
edilebilecek sekilde, cekirdegin bir parcasi olan veya olmayan ve siki sekilde
paketlenmis organellere sahip sitoplazmadan olusur (Manjo ve Joris 1995, Elmore

2007, Elliott ve Ravichandran 2010).

Apoptozun aksine nekroz; ¢evresel bozulmalar sonucu inflamatuvar hiicresel
icerigin serbest kalmasi ile karakterize pasif ve kontrolsiiz hiicre 6limii olarak
tanimlanmaktadir. Patologlara gore nekroz, 6liim Oncesi siirecten bagimsiz olarak
hicrelerin 6limiinden sonra meydana gelen degisiklikleri; 0li doku ve hiicre
varligii belirlemek i¢in kullanilan bir terimdir (Fink ve Cookson 2005). Nekroz
sonucu Olen hiicrelerin morfolojisine bakildiginda olduk¢a cesitli oldugu
goriilmektedir. Bu hiicrelerde, 6liim siirecinin ilk siralarinda hiicre zar1 gegirgen
olmaktadir. Hiicrelerde meydana gelen gegirgenlikle, organeller sisebilir ve
ribozomlar endoplazmik retikulumdan ayrilabilirler (Ziegler ve Groscurth 2004).
Daha sonra hiicre hacminde artigla birlikte hiicre zar1 yirtilir ve sismis organeller
diizensiz bir sekilde bosalir (Galluzzi ve ark. 2007). Ayrica hiicre zarinin
parcalanmasi ile hiicresel igerik ve pro- inflamatuvar molekiiller salinir ve 6len

hlcrenin ¢cevresinde yangi olusmasina neden olur (Edinger ve Thompson 2004).

Hicre 6lumlerinin karakteristik morfolojik yonleri sunlardir: apoptotik hiicre
Oliimlerinde; hiicrenin yuvarlaklagmasi, hiicresel ve cekirdek hacminin azalmasi
(piknoz), cekirdek pargalanmasi (karyoreksis), sitoplazmik organellerde kiiclik
degisiklikler, hiicre zar1 yiizeyinde ¢ikinti olusurken, nekrotik hiicre 6limlerinde
sitoplazmik sigsme, sitoplazmik organellerin sismesi, orta diizeyde kromatin
yogunlasmasi ve hiicre zarimin yirtilmasidir (Kerr ve ark. 1972, Zeiss 2003, Galluzzi
ve ark. 2007, Doonan ve Cotter 2008). Bu karakteristik 6zelliklerinin yaninda
apoptoz ve nekroz arasinda bazi farkliliklarda vardir. Ornegin; apoptoz fizyolojik ve
patolojik durumlarda meydana gelirken, nekroz ise sadece patolojik durumlarda
meydana gelmektedir. Ayrica apoptoz, es zamanli olmayan ve bir hiicrede olusurken,
nekroz de birden ¢ok hiicrede ve es zamanli olarak olusur (Kam ve Ferch 2000). Bu

bilgilere ilaveten apoptozun morfolojisinde, interniikleozomal DNA pargalanmasi
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gortlmektedir (Garcia-Martinez ve ark. 1993, Bortner ve ark. 1995). Apoptoz ve

nekrozun sematik karsilagtirilmasit Sekil 1.4°de gosterilmistir.

Omegin, sigir bakteriyel pndmonisinin tedavisinde kullanilan ve makrolid
grubu antibiyotik olan tilmikosin, nétrofiller lizerinde apoptotik etki olusturdugu
bulunmustur (Chin ve ark. 2000). Ayrica kan modellerinde eritromisin ve azitromisin
proapoptotik etkisi oldugu belirlenmistir (Culi¢ ve ark. 2001). Fischer ve ark. (2013)
yaptiklart bir calismada, tulatromisine bagli in vitro ve in vivo (Mannheimia
haemolytica ile enfekte olmus buzagi) olarak meydana gelen apoptotik notrofilleri
makrofajlar tarafindan fagosite edildigini bildirmislerdir. Ayrica, tulatromisinin
dozuna bagl olarak in vitro sigir makrofajlarinda apoptozu tesvik ederken, nekrozu
tesvik etmedigini eklemislerdir. Yapilan bir baska ¢alismada, tulatromisin, zaman ve
konsantrasyona bagli olarak noétrofillerde apoptoza neden oldugu ve bunu takiben

makrofajlar tarafindan temizlenmesinde artis oldugu bildirilmistir (Fischer ve ark.

2014).
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Sekil 1.4. Apoptoz ve nekrozun sematik karsilastirilmast (Monterio ve ark. 2015).

1.6. Sitotoksisite

In vitro galismalari, biyolojik olarak degerlendirmek i¢in kullanilan en 6nemli
gostergelerden biri sitotoksisitedir (Aslantiirk 2018). Genel olarak sitotoksisite, bir

bilesigin (madde) hiicre Oliimiine sebep olan potansiyelidir (Eisenbrand ve ark.
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2002). Sitotoksisite testi, ila¢ taramasi ve kimyasallarin sitotoksitesini arastirmak igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ilag gibi kimyasal maddeler; hiicre zarlarmin tahrip
edilmesi, protein sentezinin dnlenmesi, reseptorlere geri doniisiimsiiz baglanma gibi
farkli mekanizmalar araciliyla hiicreler lizerinde toksisiteye sebep olabilmektedir
(Aslantirk 2018). Gao ve ark. (2007) makrolid grubu antibiyotik olan
roksitromisinin; in vitro olarak sulfur mustarda maruz kalan insan kiglik solunum
yolu epitel, trakea ve brons epitel hiicreleri iizerine antisitotoksik ve anti
inflamatuvar etkilerini arastirmislar ve roksitromisin, insan kii¢iilk solunum yolu
epitel, trakea ve brons epitel hlcrelerinde siilfiir hardali sitotoksitesini azalttigini

bildirmislerdir.

1.7. Asetilkolin

Asetilkolin; klinik olarak kullanilmayan (Adams 2001), ancak kolinomimetik
ilaglarin farmakolojik etkilerini anlamak icin kullanilan prototip kolinerjik agonisttir.
Asetilkolinin ilag olarak kullanilmamasinin iki temel sebebi bulunmaktadir.
Bunlardan ilki; etkiledigi muskarinik ve nikotinik reseptorlerin ¢ok sayida dokuda
bulunmasindan dolay1, etkisinin segici olmamasidir. Ikincisi ise, asetilkolinesteraz
tarafindan hizla etkisizlestirilmesinden dolayr kisa siireli etki gostermesidir

(Mcmurphy ve ark. 2018).

Kolin esteri olan asetilkolin; ii¢ metil grubunun bagli oldugu bir kuaterner
azot atomu igerir. Asetilkolin; yapisinda yer alan kuaterner azot atomu sayesinde,
kolinerjik reseptorler lizerine dogrudan etki gostermektedir. Bu kuaterner azot grubu,
pozitif bir yuk (katyonik) tasir ve kolinerjik reseptoriin negatif yiiklii (anyonik) bir
bolgesine baglanir. Asetilkolini taniyan ve baglanan makromolekiiller, anyonik
bolgenin yaninda asetilkolinin ester bileseni ile birlesen bir alana da sahiptir

(Mcmurphy ve ark. 2018). Asetilkolinin kimyasal yapis1 Sekil 1.5’de gosterilmistir.
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Sekil 1.5. Asetilkolin kimyasal yapist (Mcmurphy ve ark. 2018).

Asetilkolin; hem nikotinik hem de muskarinik reseptorleri aktive eder
(Mcmurphy ve ark. 2018). Asetilkolin, solunum yolu (Piringci 2014), bagirsak
(Mitsui-Saito ve Karaki 1996), idrar kesesi (Han ve ark. 2019) ve uterus diiz kaslarini
uyararak kasilmalarina sebebiyet verir (Mcmurphy ve ark. 2018). Bunlara ilaveten,

mide-bagirsak hareketi ve salgisini artirir (Adams 2001).

Asetilkolin ve esterleri; konsantrasyonlarina bagl olarak sigir trakeasinin
kasilmasia neden olmaktadir (Kaneda ve ark. 2018). Bergner ve Sanderson (2002);
asetilkolin (10-500 nM) solunum yolu diiz kas1 hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?) miktarinda
gecici artts meydana geldigi ve bu artigla birlikte solunum yolu liimeninde bir
kasilma gorildigiini bildirmislerdir. Jones ve ark. (1993); asetilkolinin trakea diiz
kasinda sitozolik Ca*? konsantrasyonunda gecici bir artisa, sarkoplazmik
retikulumdan saliverilen Ca*? diizeyinde artisa neden oldugunu, ama bu artisin

zamanla azaldigini ifade etmislerdir.
1.8. Potasyum Klorur

Solunum yolu diiz kas hiicresinin kasilmasi; yiiksek oranda hiicre disi K*
(KCl) veya diger agonistler tarafindan hiicre ici Ca*? konsantrasyonunda bir artisla

baslamaktadir (Wang ve ark. 2010).

Potasyum kloriiriin (KCI) solunum yolu diiz kasinda meydana getirdigi

kasilma, gerilime bagl Ca*? kanallarindan Ca*? girisi, Ca*? bagli miyozin hafif zincir
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(MLC) kinazin aktivasyonu ve MLC fosforilasyonunda artisa bagli olduguna
inanilmaktadir ( Ratz ve ark. 2005, Sommer ve ark. 2014).

Cattalli ve Janssen (2004), astim ve kistik fibroz gibi hastaliklarla karakterize
olan ve oksidatif dénemlerde iiretilen izoprostanlarin, sigir trakea diiz kasindaki
etkilerini incelemislerdir. Bu ¢alismada, 8-izoprostaglandin E2’nin en yiiksek
dozlarda bile KCI’'nin meydana getirdigi kasilmanin bir kism1 kadar uyar1 meydana

getirdigini bildirmislerdir.

Tang ve ark. (1992), sigir trakeal diiz kasinda Ca*? bagimli miyozin hafif
zincir  fosforilasyonunun  diizenlenmesindeki  hiicresel =~ mekanizmalarim
arastirmiglardir. KCl konsantrasyonunda artisla, depolarizasyon durumunda hiicre i¢i
Ca*? yogunlugu, hafif zincir fosforilasyonu ve kuvvetinde orantili artislara yol

actigini bildirmislerdir.

1.9. Calismanin Amaci

Makrolid grubu antibiyotikler veteriner hekimlikte birgok sistemik hastaligin
sagaltiminda kullanilmaktir. Ozellikle solunum yolu hastaliklarmin tedavisinde ve
penisilin grubu antibiyotiklere karsi gelisen alerji olgularinda penisiline alternatif
olarak tercih edilen antibiyotiklerdir. Bu maddelerin, serum konsantrasyonlarina
kiyasla doku konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi, yari-omiirlerinin uzun olmasi ve
hicre icine girebilme gibi 6zelliklerinden dolay1 bir¢ok hastaligin tedavisi ve
korunmasinda avantaj saglamaktadir. Ozellikle besi sigir yetistiriciliginde, farkli
antibiyotikler ile tedavi edilemeyen solunum sistemi hastaliklarinin tedavisinde ve
korunmasinda gamitromisin veya tulatromisin antibiyotikleri tercih edilmektedir.
Ulkemizde yaygin olarak kullanilan ve sigir i¢in 6zellesmis olan bu ilaglarin solunum
yolundaki etkilerinin degerlendirilmesi bu a¢idan 6nemlidir. Antibiyotiklerin sadece
antibakteriyel etkilerini degerlendirmek, bu ilaclarin kullanim sahasinda olumlu veya

olumsuz etkilerini tam olarak ortaya c¢ikarmayabilir. Nitekim antibiyotiklerin,
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biyolojik sistemlerde bir¢ok olumlu veya olumsuz etkileri bulunmaktadir. Ayrica bu
antibiyotiklerin; hticre igine girme ve birikme kabiliyetlerinin yiiksek olmasindan
dolay1; hicreler lzerine apoptotik, nekrotik ve sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesi gerekir.

Yapilan literatiir taramalarda gamitromisin ve tulatromisinin sigir trakea kasi
Uzerinde in vitro izole organ banyosunda etkisi ile ilgili ¢aligmaya rastlaniimamustir.
Ayrica bazi hiicrelerde apoptoz lizerine galismalar bulunsa da, gamitromisin ve
tulatromisinin sigir trakea epitel hicrelerinde apoptoz, nekroz ve sitotosik etkiyi
arastiran bir ¢alisma bulunmamistir. Bu nedenle bu c¢alisma tulatromisin ve
gamitromisinin in vitro sigir trakeasi diiz kasi lizerine ve sigir trakea epitel hiicreleri
Uzerine apoptoz, nekroz, sitotoksik ve hicre proliferatif yapici etkilerini aragtirmak
amactyla yapilmistir. Boylece hedef hayvan olan sigirda yapilacak calisma ile
veteriner sahaya ve literatiir bilgiye destek saglanacaktir. Bu bilgilere ilaveten bu
calisma; Ulkemizde OoOliimciil solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde yaygin
kullanilan gamitromisin ve tulatromisin antibiyotikler arasinda da solunum yolundaki

etkilerini degerlendirme olanag: saglayacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada hayvan materyali olarak mezbahanede kesilen 12-36 aylik, erkek
Simental ki sigirlardan elde edilen trakealarin iist 1/3°lik kisimlart kullanildi.
Deneysel galigmalara baglamlmadan énce Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’ndan, deneyde kullanilacak mezbahane materyalleri hakkinda etik
kurulu karart gerekli olup olmadigi hakkinda goriis alindi (Karar tarih ve sayist:
24/07/2017 - E.6718). izole organ sistemi deneyleri Kirikkale Universitesi Veteriner
Fakultesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali’nin farmakoloji laboratuvarinda
yurituldi. Hicre kiltiiri deneyi ise, Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nin hiicre kiiltiirii laboratuvarinda
caligildi. Calismanin izole organ deneyleri bolimiinde 32 erkek Simental ki
sigirlardan alinan 84 trakea kullanildi. Hiicre kiiltiirii calismalarinda ise degisik
zamanlarda 4 adet simental erkek sigir trakeasindan alinan epitel dokulardan primer

hicreler Uretildi.

2.2. Kullanilan Deney Cihazlari

Izole organ banyosu

Dortlii kanal veri toplama sistemi (Biopac Systems Inc. MP35- U.S.A.))
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Izole organ banyosu stand1 (May 10BS99- Tiirkiye)
Isitict sirkiilator cihazi (May WBC3044-PR- Turkiye)
[zometrik gerim sistemi (May FDTO05- Tirkiye)

%95 O, %5 CO; iceren gaz karisimu tiip

Hassas terazi (Precisa XB220A- Isvigre)

Distile su cihazi ( Tetra zeneer RO 180- Kore)
Otoklav posetleme cihazi (Euroseal 2001 plus- italya)
Otoklav (Nlve OT 23B- Tirkiye)

Laminar flow kabin (ESCO class Il BSC Laminar Flow Cabinet, Labor Ildam,
Turkiye)

Inverted mikroskop (Leica DM6000B, Almanya),

Sogutmali santrifiij (Rotina 380R Hettich, Almanya)

Elisa plate okuyucu (Biotek, USA)

Hemositometri (Invitrogen-Countess, USA)

Karbondioksitli etiiv (Binder CB150, Almanya)

Vortex (Heidolph- Reax top, Almanya)

Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (Xcelligence RTCA) (Roche, Almanya)
Floresan Atagmanli Arastirma Mikroskobu (Leica, Almanya)

Mikropipet (20 pum, 100 pum, 1000 um) (Corning, USA)
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2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Tulatromisin (Sigma-Aldrich SLM2107, Almanya)
Gamitromisin (Sigma-Aldrich 32161- Almanya)
Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Isolab, Almanya)
Asetilkolin (Sigma A 6625, Almanya)

Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM, Biological Industries, Israil)
Fotal sigir serumu (FBS) (Biological industries, Israil)
Penisilin-streptomisin (Biological Industries, Israil)
Tripsin-EDTA (Biological Industries, israil)

Tripan mavisi (Invitrogen, ABD)

Propodium iyot (Serva, Israil)

Hoechst 33342 (Serva, Israil)

Ribonukleaz- A (Serva, Israil)

48 Kuyucuklu plate (Corning, ABD)

96 Kuyucuklu plate (Corning, ABD)

E-plate (Roche, Almanya)

25 cm?’1ik hiicre kiiltiir flask1 (Corning, ABD)

Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS) (Sigma, Almanya)
Serum fizyolojik (Polifarma, Turkiye)

[zopropanol (Sigma, ABD)

46



3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) (Ambresco-Life
Science, ABD)

Otomatik pipetler (Eppendporf- Almanya)

Tek kullanimlik steril pipet (2 mL, 5 mL, 10 mL) (Corning, ABD)
Steril Santriftij Tupu (Corning, ABD)

Sodyum Klorir (Merck, Almanya)

Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya)

Glukoz (Merck, Almanya)

Potasyum Klortr (Merck, Almanya)

Kalsiyum Klorur (Merck, Almanya)

Magnezyum Klorir (Merck, Almanya)

2.4. izole Organ Sistemi Deneyleri

2.4.1. Sigir Trakeasinin izolasyonu

Kirikkale ilinde, yerel bir mezbahanede kesilen 12- 36 aylik Simental irki
erkek sigir trakea Ornekleri, onceden hazirlanmis olan modifiye Krebs c¢ozeltisi
[136.8 mM Sodyum Klorir (NaCl), 5.4 mM potasyum klorir (KCI), 1.5 mM
kalsiyum Klortr (CaCl), 1.0 mM magnezyum Klortr (MgClz), 11.9 mM sodyum
bikarbonat (NaHCO3), 5.5 mM glukoz, pH 7.2] igeren beherlere konuldu. Bu

beherler, polistiren kutuda buz kasetleri ile birlikte soguk zincirde Kirikkale
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Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali’nin
farmakoloji laboratuvarina tasindi. Sigir trakea kesitinin goriintiisii Sekil 2.1°de
gosterilmistir. Trakea diiz kasi, steril penset ve makas yardimiyla kikirdak, bag ve
epitel dokularindan temizlenerek modifiye Krebs c¢ozeltisi iceren petri kutusuna
alindi. Trakea diiz kasinin ¢evre dokudan arindirilmasi Sekil 2.2°de gosterilmistir.
Cevre dokulardan arindirilmis olan trakea diiz kasi, yaklasik 2 mm genisligi ve 7 mm
uzunlugunda olacak sekilde izole edildi ve iki ucuna kancalar gegirildi. izole edilen
trakea diiz kas kesiti 10 mL modifiye Krebs cozeltisi (37°C) iceren izole organ
banyosuna 3 g’lik 6n gerim uygulanarak asildi. Bu asamalar Sekil 2.3’de gosterildi.
Deney sirasinda dokulara; % 95 O ve % 5 CO: gaz karisimi uygulandi (Kaneda ve
ark. 2005).

Sekil 2.1. Sigir trakea goruntusi
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Sekil 2.2. Trakea diiz kasinin ¢evre dokulardan temizlenmesi
A) Cevre dokudan arindirilmamis trakea diiz kasi. B) Bag dokusu. C) Bag dokudan
arindirilmis trakea diiz kasi. D) Epitel dokudan arindirilmig trakea diiz kasi
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Sekil 2.3. Cevre dokulardan arindirilmis trakea diiz kasinin izole organ banyosu
oncesi hazirlanmast ve izole organ banyosuna asilmast A) Cevre dokudan
arindirilmis trakea diiz kasi. B) Cevre dokudan arindirilmis trakea diiz kas1 kesiti. C)
Trakea diiz kasi kesitinin bir ucuna kancanin gecirilmesi. D) Trakea diiz kasi
kesitinin izole organ banyosundaki asilmis hali.

50



2.4.2. Deney Protokolleri

Sigir trakea dokusu izole edildikten sonra icinde 10 mL modifiye Krebs
¢ozeltisi bulunan izole organ banyosunda izometrik gerim ileticisine baglandi ve 3 ¢
on gerilim verildi. Kirk bes dakikalik dengelenme periyodunun ardindan deney
protokolune gecildi. Dengeleme suresi boyunca dokular 15 dakika ara ile 3 kez

modifiye Krebs ¢ozeltisi ile yikandi. Ardindan asagidaki bes protokol uygulandi.

2.42.1. Sigir Trakea Diiz Kasi Uzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin

Etkilerinin Tek Basina Arastirilmasi

Birinci protokolde, 45 dakika dengeleme sonrasinda ACh ile canlilik bakildi.
15 dakika ara ile 3 kez yikanan dokular normal platoya gelince kimdlatif
gamitromisin ve tulatromisin (107, 3x107, 10°, 3x10, 10, 3x10° M) derisimleri
uygulandi. Ayni dokulara ( Yikama ve dengeleme sonrasi) DMSO (sulandirmalari)

uygulandi.

2.42.2. Sigir Trakea Diiz Kasi Uzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin

Etkilerinin Asetilkolin ile Birlikte Arastirilmasi

Ikinci protokolde, 45 dakika dengeleme sonrasinda ACh ile canlilik bakild.

15 dakika ara ile 3 kez yikanan dokular normal platoya gelince kiimiilatif ACh (1078-
10 M) denendi, 3 kez 15 dakika ara ile yikanan dokular 20 dakika 3x10° M

gamitromisin ile inkibe edildi ve kimulatif ACh derisimleri uygulandi. Daha sonra
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ayni dokular, 15 dakika ara ile 3 kez yikandi ve dengelenme sonrasi Uzerinde 20
dakika DMSO ile inkiibe edilip ACh derisimleri uygulandi. Ayn1 uygulama asilan
diger dokuda 20 dakika boyunca 3x10° M tulatromisin ile de yapildi; daha sonra
yikanma ve dengelenme sonrasi ayni doku iizerinde DMSO ile inkiibe edilip ACh

derisimleri uygulandi.

2.4.2.3. Potasyum Klorir ile On Kasilma Olusturulan Sigir Trakea Diiz Kas

Uzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin Etkilerinin Arastirilmasi

Uclincli protokolde, 45 dakika dengeleme sonrasinda ACh ile canlilik bakildi.
On bes dakika ara ile 3 kez yikanan dokular normal platoya gelince, 65mM KClI
(Kaneda ve ark. 2018) ile platoya gelinceye kadar (yaklasik 30 dakika) on kasilma
olusturuldu. Uzerine kiimiilatif gamitromisin (102°-10° M), DMSO (sulandirmalari)
ve tulatromisin (101°-10° M) uygulandi. Her farkli madde igin ayr1 bir trakea diiz
kas1 kullanild.

2.4.2.4. Asetilkolin ECss Degeri ile On Kasilma olusturulan Sigir Trakea Diiz

Kasi Uzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin Etkilerinin arastirilmasi

Dordincii  protokolde 6n  kasilma yapilan dokularda gamitromisin,
tulatromisin ve DMSO’nun etkisini degerlendirmek amaciyla yapildi. Kirk bes
dakika dengeleme sonrasinda ACh ile canlilik bakildi. On bes dakika ara ile 3 kez
yikanan dokular normal platoya gelince, 2.3x 10 M ACh (GraphPad Prism Software
ver. 6 programi ile daha dnceden elde edilen ACh derisim yanit egrilerinden, ACh’in
ECss degeri elde edildi, n:12) derisimi uygulanarak 6n kasilma olusturuldu. Uzerine
kiimulatif gamitromisin ve tulatromisin (107°-10° M) uygulandi. Ayn1 dokuda

DMSO (sulandirmalar) uygulandi
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24.25. Sigir Trakea Diiz Kasi Uzerine 10® M Gamitromisin Etkisinin

Asetilkolin ile Birlikte Arastirilmasi

Dérdiincii deneyin sonucunda gamitromisin 107 ve 10® M derisiminlerinde
goriilen gevseme yanitlart istatistiki olarak anlamli bulununca bu protokolln
yapilmasi karar1 verilmistir. On bes dakika ara ile 3 kez yikanan dokular normal
platoya gelince kiimulatif ACh (108-10" M) denendi, 3 kez 15 dakika ara ile yikanan
dokular 20 dakika 10® M gamitromisin ile inkiibe edildi ve kimilatif ACh
derigimleri uygulandi. Daha sonra ayni dokular, 15 dakika ara ile 3 kez yikand1 ve
dengelenme sonrasi Uzerinde 20 dakika DMSO sulandirmasi ile inkibe edilip ACh

derisimleri uygulandi.

2.4.3. Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Dokularda olusan; kasilma ve gevsemeler veya gerimde meydana gelen
degisiklikler izometrik gerim ileticisi (Biopac Systems Mp 35, Commat, Turkiye) ile
Olculdl ve her bir protokol kendi iginde ayri ayr1 degerlendirildi. Birinci protokole
gore elde edilen verileri, bazal ¢izgi 100 kabul edilerek % (yuzde) kasilmalarina gére
hesapland1 ve degerlendirildi. Ikinci ve besinci deneyde tiim derisimlerin bazal
cizgiye gore % (ylzde) kasilmalari hesaplandi ve elde edilen bu verilerden ACh
kasilmalarinin pD2 ve Emax degerleri GraphPad Prism (Software ver. 6) Programu ile
belirlendi. Daha sonra pD2 ve Emax degerlerinin karsilastirilmasi yapildi. pD2 degeri
yar1 en yiiksek deger i¢in gerek duyulan maddenin derisiminin negatif logaritmas;
Emax ise, ilag tarafindan olusturulan maksimum etkinligin % (yUzde) seklinde ifadesi
olarak tanimlandi. Uglincti deneyde ise KCI ile 6n kasilma olusturulan dokularin

ulastigt maksimum kasilma % 100 olarak kabul edildi. Ardindan olusan gevseme
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yanitlart bu deger 100 kabul edilerek hesaplandi. Dordinci protokolde; ilk olarak
ACh’in ECgs derigimi belirlendi. Bu derisim ile dokularda 6n kasilma olusturuldu.
Dokularda kasilma sonucu elde edilen maksimum kasilma % 100 olarak kabul edildi.
Madde uygulamasi sonrasi dokularda meydana gelen gevseme yanitlari bu deger 100

kabul edilerek hesaplandi.

2.5. Hucre Kultara Deneyleri

2.5.1. Hiicre Kultiirii izolasyonu

Yerel bir mezbahanede kesilen 12- 36 aylik Simental irki erkek sigirlardan
steril pens ve makas ile ¢ikartilan trakea epitel doku ornekleri, once %1-2 batikon-
serum fizyolojik soliisyonuna batirildi, sonra serum fizyolojik igine batirildi,
ardindan tasima solisyonu (%99 DMEM-F2, %1 penisilin-streptomisin) bulunan
falkon tiipe aktarildi. Bu falkon tiip, polistiren kutuda buz kasetleri (0 °C) ile birlikte
Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nin hiicre kiiltiiri laboratuvarina tasindi. Trakea epitel doku Ornekleri;
laminar akish kabinde antibiyotikli PBS ile yikandiktan sonra, petrilere yerlestirilip
steril pens ve bistiiri ile bag dokusu pargalarindan arindirildi ve steril petri kutularina
yerlestirildi. Trakea epitel dokusundan; epitel hilcrelerini izole etmek igin drnekler
steril bistiiri ile mekanik olarak kazindi ve ¢ok kiiciik pargalara boliindii. Daha sonra
bu parcalar; 25 cm?’lik kiiltiir flasklarina koyuldu ve iizerine 3 mL besiyeri (%79
DMEM-F2, %20 fotal sigir serumu, %1 penisilin-streptomisin) ilave edilip etiivde
(%5 COq2/hava, 37°C ve >%90 nem) inkiibe edildi. Trakea epitel hiicrelerinin
¢ogalmasina bagli olarak 48 saatte bir besiyeri (%89 DMEM-F2, %10 fotal sigir
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serumu, %1 penisilin-streptomisin) degistirildi (Beckmann ve ark. 1991, Kurim ve
ark. 2019).

2.5.2. Hiicre Sayimi

Trakea epitel hiicrelerinin bulundugu kiiltiir flaski; etiivden alindi ve steril
laminar kabinde, igerisindeki vasat dokilip 1 mL PBS ile yikandi. Daha sonra bu
flask, icine 0.5 mL tripsin-EDTA ilave edilip etiivde 3-4 dakika inkibe edildi.
Inkiibasyon sonunda trakea epitel hiicrelerinin, kiiltiir flaski yiizeyinden ayrilip
ayrilmadiklar1 mikroskobik olarak izlendi. Mikroskobik olarak hiicrelerin ayrildiklar
gozlendikten sonra, kiiltiir flaskina besiyeri eklenip, hiicreler falkon tiipe aktarildi.
Bu falkon tiipler, 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda falkon
tiipiin i¢indeki vasat atilip, tiipiin dibinde kalan hiicre peleti tizerine 1 mL besiyeri
eklendi. Bu falkon tlp icinde bulunan hicre peleti ve besiyeri stspanse edildikten
sonra, bu karisgimdan 10 pL alip eppendorf tiipe koyuldu. Bu eppendorf tiipe 10 pL
tripan mavisi eklenip homojenize edildi. Eppendorf tiip igindeki karisimdan 10 pL
alinip hemositometri lamima koyuldu. Bu lam, hemositometri cihazina yerlestirilip

hiicre sayimi1 yapildu.

2.5.3. Sitotoksisite Testi (MTT)

MTT  (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromdir), hiicre
canliligim1 metabolik aktivite dl¢iimlerinin elde edilmesini dayanir. Bu sitotoksisite
deneyi, canli hiicrede mavi-mor renkte gorinip, alkolde ¢0zunen formazana

indirgenir. Bu formazanin alkolde ¢oziiniip, renk yogunlugu fotometrik olgtimlerle
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belirlenir. Fotometrik 6lgiim sonucu elde edilen renk yogunluguna bagli olarak hiicre

say1s1 hesaplanir.

Bu sitotoksisite deneyi i¢in 96 kuyucuklu plate kullanildi. Sigir trakea epitel
hiicreleri; saymmi yapildiktan sonra, her kuyucukta 10x10% hiicre (100 uL) olacak
sekilde 96 kuyucuklu plate’e ekildi. Hiicreler, etiivde (%5 COz/hava, 37°C ve >%90
nem) 24 saat inkibe edildi. Bu 24 saatlik inkiibasyon sonunda, 96 kuyucuklu platede
bulunan hiicre vasatlar1 atildi. Daha 6nceden hazirlanmis olan 2 mg/mL’lik (%0.5
DMSO, %99.5 besiyeri) etken madde stoklarmnin (2 pg/mL - 300 pg/mL arasi) farkl
konsantrasyonlar1 ii¢ tekrarli olacak sekilde hiicreler iizerine uygulandi. Kontrol
grubu olarak; hucreler Gzerine %0.5 DMSO besiyeri karisimi eklendi. Hiicreler
tekrar 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, 96 kuyucuklu platede bulunan
hiicre vasatlar1 atilip, kuyucuklara 50 uL MTT (1 mg MTT kit Grint 1 mL Fenol
Red’siz besiyerinde ¢ozdiiriildii) ¢ozeltisi eklendi. Hiicreler, etlivde (%5 COx/hava,
37°C ve >%90 nem) 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, 96 kuyucuklu platede
bulunan hiicre vasatlart atilip, 100 pL izopropanol eklendi. 96 kuyucuklu plate yavas
calkalanip, Elisa cihazinda 570 nm dalga buyunda okutuldu. Sitotoksisite testi
yontemi, 1SO 10993-5 no’lu protokoliine gore uygun olarak yiiriitildi.

2.5.4. Tkili Boyama Metodu ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Sigir trakea epitel hiicreleri; sayrmi1 yapildiktan sonra, her kuyucukta 10x103
hiicre olacak sekilde 48 kuyucuklu plate’e ekildi. Hiicreler, etiivde (%5 COa2/hava,
37°C ve >%90 nem) 24 saat inkiibe edildi. Bu 24 saatlik inkiibasyon sonunda, 48
kuyucuklu platedeki kuyucuklarda bulunan hiicre vasatlari atildi. Daha &nceden
hazirlanmis olan 2 mg/mL’lik (%0.5 DMSO, %99.5 besiyeri) etken madde
stoklarmin (2 pg/mL, 4 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL)
farkli konsantrasyonlart ii¢ tekrarl olacak sekilde hiicreler lizerine uygulandi. Ayrica

her kuyucugun hacmi 200 pL olmasi gerektiginden, konsantrasyonlarin iizerine
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besiyeri eklenerek tamamlandi. Kontrol grubu olarak; hticreler tizerine %0.5 DMSO
besiyeri karigimi eklendi. Hiicreler tekrar 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda, 48 kuyucuklu platedeki kuyucuklarda bulunan hiicre vasatlari atilip, 70 puL
ikili boyama soliisyonu (2 mg/mL Hoechst 33342, 100 pg/mL Ribonlkleaz A, 2
ug/mL Propodium iodid) eklendi. Ikili boyama soliisyonu eklenen plate 151k
gormeyecek sekilde kapatilip, 15 dakika inkiibe edildi. Bu 15 dakikalik inkiibasyon
sonunda; inverted mikroskopta, DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugramis hiicreler
ve FITC filtresi (480-520 nm dalga boyunda) kullanilarak nekroza ugramis

hiicrelerin degerlendirmesi yapildi.

Ikili boyama soliisyonu i¢inde Hoechst (33342) ve propodium iyot (PI)
flouresan boyalar1 bulunmaktadir. Bu floresan boyalarindan Hoechst (33342),
DNA’ya baglanarak hiicrelerin ¢ekirdeklerini maviye boyar. Ancak apoptotik
hiicreler, ¢ekirdeklerinin pargalanmasi, daha parlak olmasi ve g¢ekirdek sinirlarinin
bozulmasiyla diger hiicrelerden ayirt edilmektedir. Diger floresan boya olan Pl ise,
sadece hiicre zar1 hasar gormiis veya Olmiis hiicrelerin zarlarindan gegip, hiicre
cekirdeginin kirmizi goriinmesiyle nekroza ugramis hiicreleri gostermektedir (Ciftgi

ve ark. 2013).

2.5.5. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Hucre Proliferasyonunun

Belirlenmesi

XCelligence gercek zamanli hiicre analiz sistemi; hiicrelerin canliligi,
proliferasyonu ve sitotoksisitesini, zamana bagli olarak hiicrelerin fizyolojik
durumlarimi  gostererek degerlendirme olanagi veren bir deneydir. Bu sistem,
elektriksel empedanst Glgerek canli hiicrelerin sayisi ve morfolojisi hakkinda nicel

bilgiler verir.

Sigir trakea epitel hiicreleri; sayimi yapildiktan sonra, her kuyucukta 5x103

hiicre olacak sekilde altin kapli 96 kuyucuklu e-plate’e ekildi. E-plate etlivde (%5
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COz, 37°C ve >%90 nem) bulunan RTCA-SP yerlestirilip, hiicrelerin plaga tutunmasi
ve ¢ogalmasi i¢in 24 saat inkiibe edildi. Bu 24 saatlik inkiibasyon sonunda, hiicreler
cogalma fazina gectiginde e-plate etiivden ¢ikarilip, vasat kuyucuklardan atildi. Daha
onceden hazirlanmis olan 2 mg/mL’lik (%0.5 DMSO,%99.5 besiyeri) etken madde
stoklarmin (2 pg/mL ve 10 pg/mL) farkli konsantrasyonlari {i¢ tekrarl olacak sekilde
hicreler Uzerine uygulandi. Ayrica her kuyucugun hacmi 200 pL olmasi
gerektiginden, konsantrasyonlarin {izerine besiyeri eklenereck tamamlandi. Kontrol
grubu olarak; hucreler Uizerine %0.5 DMSO besiyeri karigimi eklendi. Pozitif kontrol
grubunda hiicreler tzerine %20 DMSO besiyeri karisimi eklendi. E-plate etlivde
bulunan RTCA-SP yerlestirip, 96 saat siire ile kiiltiirii yapilmis ve 10 dakika ara ile
sistemden gercek zamanli empedans 6l¢iimii alindi. 96 saatli inkiibasyon sonunda,

hlcre proliferasyonunu gosteren grafikler elde edildi (Ciftci ve ark. 2013).

2.5.6. Hicre Kultaru Deneyleri Verilerin Degerlendirilmesi

Hiicre canliligini belirlemek igin yapilan MTT testinde; deney protokoliine
uygun olarak hazirlanan 96 kuyucuklu plate, Elisa plate okuyucusu cihazinda 570 nm
dalga boyunda okutuldu ve absorbans degerleri elde edildi. Elisa plate cihazinda
okutularak elde edilen kontrol grubu absorbans degerlerinin ortalamasi alind1 ve bu
deger %100 canli hiicre olarak kabul edildi. Hiicre canlilik degeri; gamitromisin veya
tulatromisin uygulanan kuyucuklarin absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine
boliiniip, yiizle ¢arpilarak bulundu. Ikili boyama metodu ile apoptoz ve nekroza
ugramis hiicreler inverted mikroskopta, DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugramis
hicreler ve FITC filtresi (480-520 nm dalga boyunda) kullanilarak nekroza ugramis
hiicrelerin degerlendirmesi yapild. inverted mikroskopta; normal hiicre, apoptoza ve
nekroza ugramis hiicreler sayilarak toplam hiicre sayist belirlendi. Apoptoza veya
nekroza ugramis hiicrelerin, sayilar1 toplam hiicre sayisina oranlandi ve yiizde

degerleri bulundu. Ikili boyama metodu ve MTT testi en az ii¢ kez tekrarland.
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2.6. istatistiksel Analizler

Sunulan c¢alismada elde edilen veriler aritmetik ortalama * standart hata
seklinde verildi. Istatistik analizler SPSS 15.0 paket programinda yapildi. Yapilan
testlerde P < 0.05 degeri onemli olarak kabul edildi. Gruplarin parametrik dagilip
dagilmadigina normalite testi ile bakild1. Izole organ banyosu igin yapilan analizlerde
ikinci protokolde; gamitromisin uygulanan dokularda pD2 parametrik, tulatromisinde
ise nonparametrik olarak dagilmis, Emax iSe gamitromisin uygulanan grupta
nonparametrik, pD> ise parametrik olarak dagilmistir. Parametrik dagilan gruplarda
tekrarli ANOVA, nonparametrik dagilanlara ise Friedman testi uygulanmistir.
Uclincli grupta OneWay ANOVA, gruplar arasi farkin &nemlilik kontrolii igin
Duncan testi (post hoc) uygulanmistir. Nonparametrik testler ise Kruskal Wallis testi
ile yapilmisgtir. DOrdincu grupta; esli karsilastirmalar yapildi. Tulatromisin
derisimlerinden 10 M normal dagilim olmadigindan Wilcoxon non- parametrik testi
yapildi. Normal dagilim gosteren tulatromisin derisimleri (10® M harig) ve
gamitromisin derigimlerine esli gruplar T testi uygulandi. Normal dagilim gosteren
derisimlerde (10® M harig) T testi, normal dagilim gostermeyen 10° M derisime ise
Mann Whitney U testi uygulandi. Yapilan testlerde p<0.05 istatiksel olarak anlamli
kabul edildi. Son protokolde ise; Emax Ve pD2 degerleri normal dagilim gostermedigi
icin Friedman testi yapildi. Emax degerinde fark bulundu ve hangi gruplar arasinda
farkin oldugunu tespit etmek i¢in Wilcoxon testi yapildi. Bonfferroni dizeltmesi
yapildiktan sonra p<0.016 olarak kabul edildi.

Hicre kultlrl deneylerinde, sitotoksisite, apoptoz ve nekroz verilerinin
degerlendirilmesi Microsoft Excel (Microsoft Office 2010) programi kullanilarak
hesaplandi. MTT sonuglarina gore ICso hesaplanmasinda GraphPad Prism (Software
ver. 6) kullanildi. MTT testi sonuglari; her bir grup kendi iginde derisimleri
arasindaki farki OneWay ANOVA, gruplar aras1 farkin 6nemlilik kontrolii icin

Tukey testi (post hoc) uygulandi. Gamitromisin ve Tulatromisinin gruplar arasindaki
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hiicre canliligmin farkinin degerlendirilmesinde Student t testi ile hesaplandi.
Gamitromisin ve Tulatromisinin gruplar arasindaki apoptotik ve nekrotik % indeksi
farkinin degerlendirilmesinde Student t testi ile hesaplandi. Yapilan testlerde p<0.05

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. izole Organ Deney Bulgular

izole organ deneyi protokollerine gegilmeden 6nce; izole organ banyosu (10
mL Krebs c¢ozeltisi) izometrik gerim ileticisine baglanan izole trakea diiz kas1 15
dakika ara ile 3 kez Krebs soliisyonu ile yikand1 ve dengelenme sonras1 102 M ACh
ile canlilik bakildi. Asetilkolin uygulanmis izole trakea diiz kas1 canlilik yanit egrisi

Sekil 3.1.1°de gosterilmistir.

AChH Yikama
9870.51
6913.67
=
E
3956.84
1000

Sekil 3.1.1. 102 M ACh uygulanmis izole trakea diiz kasi derisim yamit egrisi
goruntusu

3.1.1. Sigir Trakea Diiz Kasi Uzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin

Etkilerinin Tek Basina Arastirilmasi

Gamitromisin, tulatromisin ve DMSO’nun si8ir trakea diiz kasi iizerine tek
basina etkisini arastirmak amaciyla, gamitromisin (10'7, 3x107, 10, 3x10°, 107,
3x10° M), DMSO (sulandirmalari) ve tulatromisin (107, 3x107, 10, 3x10, 107,

3x10° M) derisimlerde kiimiilatif olarak uygulandi. Gamitromisin, tulatromisin ve
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DMSO uygulama derisimlerinde izole sigir trakea diiz kas1 dokusunda kasilma ya da
gevseme gibi bir cevap olusturmadi. Gamitromisin, tulatromisin ve DMSO
sulandirmalar1 uygulanmis izole trakea diiz kasi derisim yanit egrileri Sekil 3.1.2,

Sekil 3.1.3 ve Sekil 3.1.4’de gésterilmistir.

Fx10-7 1079 3x10-%

7

§ 10-% 3x10°5
Faa
2000
=
E
T
.0

Sekil 3.1.2. Gamitromisin derisimleri uygulanmis izole trakea diiz kast derisim yanat
egrisi goruntusu

10" 3 10" I3 10 1053 105
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Sekil 3.1.3. Tulatromisin derisimleri uygulanmis izole trakea diiz kas1 derigim yanit
egrisi goruntusi
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Sekil 3.1.4. DMSO sulandirmalart uygulanmis izole trakea diiz kasi derisim yanit
egrisi goruntusu

3.1.2. Sigir Trakea Diiz Kasi Uzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin

Etkilerinin Asetilkolin ile Birlikte Arastirilmasi

Bu protokol, 20 dakika 3x10° M gamitromisin, 3x10° M tulatromisin ve
DMSO’nin derisimi inkiibasyonu sonras1 kiimiilatif ACh (108-10° M) derisim yanit
egrileri Sekil 3.1.5, Sekil 3.1.6, Sekil 3.1.7 ve Sekil 3.1.8’de gosterilmistir. Alinan
sonuglar pD2 ve Emax degerleri hesaplandi. Asetilkolin derisimleri pD2 ve Emax
degerleri arasinda istatistiksel olarak onemli fark bulunamadi (P>0.05) (Cizelge

3.1.1, Cizelge 3.1.2).
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Sekil 3.1.5. Kiimilatif ACh (108-10° M) derisim uygulamas1 derisim yanit egrisi
goruntdsu
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Sekil 3.1.6. 20 dakika 3x10®° M gamitromisin inkiibasyonu sonrasi kiimiilatif ACh
(108-10 M) derisim yanit egrisi gorintist
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Sekil 3.1.7. 20 dakika 3x10° M tulatromisin inkiibasyonu sonrasi kiimiilatif ACh
(108-10° M) derisim yamit egrisi gorintiisi
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Sekil 3.1.8. 20 dakika DMSO sulandirmasi inkiibasyonu sonrasi kiimiilatif ACh (10
8.10 M) derisim yanit egrisi goriintiisii

Cizelge 3.1.1. Asetilkolin, Gamitromisin+Asetilkolin, DMSO+Asetilkolin pD2 ve
Emax degerleri

Uygulama pD; Emax
Asetilkolin(108-10- 4.81+0.13 1473.06+607.41
M)

3x10°M 4.72+0.21 1845.82+616.63

gamitromisin+
Asetilkolin ~ (108-10°

3M)
DMSO+  Asetilkolin  4.81+0.15 1672.40£636.99
(108-10M)

Aynu siitundaki gruplar arasinda fark yoktur (P>0,05)

Cizelge 3.1.2. Asetilkolin, Tulatromisin+Asetilkolin, DMSO+Asetilkolin pD2 ve
Emax degerleri

Uygulama pD2 Emax
Asetilkolin ~ (108-10" 5.11+0.09 1187.94+318.17
M)

3x10°M tulatromisin+ 5.37+0.11 665.24+145.97
Asetilkolin(102-10-

M)
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DMSO+Asetilkolin 5.31+0.11 695,34+101.89
(10-10-3M)

Ayni stitundaki gruplar arasinda fark yoktur PD> igin (P>0.016), Enaxicin (P>0.05)

3.1.3. Potasyum Kloriir ile On Kasilma Olusturulan Sigir Trakea Diiz Kasi

Uzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin Etkilerinin Arastirilmasi

Kirk bes dakika dengeleme sonrasinda ACh ile canlilik bakildi. On bes
dakika ara ile 3 kez yikanan dokular normal platoya gelince 65 mM KClI ile platoya
gelinceye kadar (yaklasik 30 dakika) &n kasilma olusturuldu. Uzerine kiimiilatif
tulatromisin (101°-10° M), DMSO sulandirmalar1 ve gamitromisin (101°-10° M)
uygulandi. Atmis bes mM KCl ile platoya gelinceye kadar (yaklasik 30 dakika) 6n
kasilma olusturulan dokulara kiimulatif tulatromisin (10°-10° M), DMSO
sulandirmalar1 ve gamitromisinin (10°-10° M) derisim yanit egrileri Sekil 3.1.9,
Sekil 3.1.10, Sekil 3.1.11°de gosterilmistir. Yapilan analiz sonucunda grup
derigimleri karsilastirilmis ve gruplar arasinda fark bulunamamistir (P>0.05) (Sekil

3.1.12).

65mM 10-1%10-°10-#10-710-510-3

¥ N A AR A 2

16643.73

)
E

6643.73

Sekil 3.1.9. 65 mM KCl ile platoya gelinceye kadar (yaklasik 30 dakika) 6n kasilma
olusturulan dokulara kiimiilatif gamitromisinin (102°-10° M) derisim yamit egrisi
gordntisu
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Sekil 3.1.10. 65 mM KCl ile platoya gelinceye kadar (yaklasik 30 dakika) 6n kasilma
olusturulan dokulara kimiilatif tulatromisin (10°-10° M) derisim yanit egrisi
goruntisu

65mM DMSO (sulandirmalarr)

¥ 22222

=12693.52

=1
E

= 2693.52

Sekil 3.1.11. 65 mM KCl ile platoya gelinceye kadar (yaklasik 30 dakika) 6n kasilma
olusturulan dokulara kiimilatif DMSO sulandirmalart yanit egrisi goruntisu
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Sekil 3.1.12. KCI ile prekonrakte edilen dokuya tulatromisin, DMSO ve
gamitromisin uygulamasi sonucu olusan % gevseme cevaplari (n:8).

3.1.4. Asetilkolin ECgs Degeri ile On Kasilma olusturulan Sigir Trakea Diiz Kasi

Uzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin Etkilerinin arastirilmasi

Bu protokol ACh ile 6n kasilma olusturulan dokularda gamitromisin,
tulatromisin ve DMSO’nun etkisini degerlendirmek amaciyla yapildi. Kirk bes
dakika dengeleme sonrasinda ACh ile canlilik bakildi. On bes dakika ara ile 3 kez
yikanan dokular normal platoya gelince, 2.3x 10* M ACh derisimi uygulanarak 6n
kasilma olusturuldu. Uzerine kumiilatif gamitromisin (101°-10° M), DMSO
(sulandirmalari) ve tulatromisin (10°2°-10° M) uygulandi. Yapilan analiz sonucunda,
tulatromisin derisimler arasinda istatistik olarak bir fark bulunamamistir (P>0.05)
(Sekil 3.1.16). Buna karsmn gevseme yamitlar1 ¢ok yiiksek olmasada 107 M
(%5.45+1.13) ve 10° M’da  (%8.51+1.69), gamitromisinin gevseme cevaplar
kontrole gore istatistiksel olarak daha fazla oldugu tespit edildi (P<0.05) (Sekil
3.1.17).
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Sekil 3.1.13 2.3x10% ACh ile 6n kasilma olusturulan dokulara kimulatif
gamitromisinin (101°-10° M) derisim yanit egrisi gorintiisi

2.3x10% 10-1210°10-810-710-%10-3
\l,r ***l ad F0332.23
1388815
g
TFa44 07
T

Sekil 3.1.14 2.3x10* ACh ile on kasilma olusturulan dokulara kimilatif
tulatromisinin (10°2°-10° M) derisim yanit egrisi gortintist

Wikama 2_3x10% DM S0 (sulandumnalan)

¥ ¥ N P2 P PN P 2N ¥ I

FTGEF.FS

Tood

Sekil 3.1.15 2.3x10* ACh ile 6n kasilma olusturulan dokulara kiimulatif DMSO
(sulandirmalart) derisim yanit egrisi gorintusu
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Sigir Trakea Duz Kasi

Eksen Bashg
o I T - T
e T
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= 15
20
-1 -0 -8 -7 -& -5
DM SO 0 0 1,24 1,47 2,58 16,87
Tulatro 0 0 1,11 2,46 3,85 17,98
D S0 Tulatro

Sekil 3.1.16 2.3x10* ACh ile 6n kasilma olusturulan dokularda, tulatromisin ve
DMSO sulandirmalari yanit egrisi

Sigir Trakea Duz Kasi

. Ek=zen Bashg
o
g 5
% 10
E- 15
B%u 20
25
30
-10 -9 -2 -7 ® -5 * -5
e [ 500 0 1] 2,91 3,68 5,95 21,54
—_—Gamit 0 0 408 5,45 E,51 21,45

* Ayni siitundaki gruplar arasinda fark énemlidir (P<0.05)

Sekil 3.1.17 2.3x10* ACh ile 6n kasilma olusturulan dokularda, gamitromisin ve
DMSO sulandirmalar yanit egrisi
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3.1.5. Sigir Trakea Diiz Kas1 Uzerine 10° M Gamitromisin Etkisinin Asetilkolin

ile Birlikte Arastirilmasi

Bu protokol, 20 dakika 10® M gamitromisin ve DMSO’nin (derisimi)
inkiibasyonu sonras1 kiimulatif ACh (108-10 M) derisim yanit egrileri Sekil 3.1.18,
Sekil 3.1.19 ve Sekil 3.1.20°de gosterilmistir. Gamitromisin (10° M) ve DMSO’nin
(derisimi) inkiibasyonu sonras1 kiimilatif ACh (108-10° M) derisimlerinin pD; ve
Emax degerleri karsilastirilmigtir. pD2 degerleri arasinda bir fark bulunmamistir
(P>0.05). Emax degerleri arasinda ise farklilik ¢ikmistir (P<0.05). Bu farkin;
gamitromisin inkiibasyonu ile DMSO inkiibasyonu arasinda (P=0.028) oldugu
goriilmiis, ancak istatistiki olarak Bonfferroni diizeltmesi yapildiktan sonra bu

farkliligin istatiksel degil sayisal oldugu saptanmistir (P>0.016) (Cizelge 3.1.3).

108 107 108 107 10 10-%

N

1132808 o
E

1000

Sekil 3.1.18 ACh (10%8-10 M) derisim yanit egrisi gorintisi
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Sekil 3.1.19 20 dakika 10® M gamitromisin inkiibasyonu sonras1 kiimiilatif ACh (10"
8.10° M) derisim yanit egrisi goriintusi

DMSO 10 107 10 10 10+ 103

) L
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m
E

TO56.26

1000

Sekil 3.1.20 5. Protokol 20 dakika DMSO (sulandirmasi) inkiibasyonu sonrasi
kiimilatif ACh (108-10° M) derisim yanit egrisi goriintiisii

Cizelge 3.1.3 Asetilkolin, 10 M Gamitromisin+Asetilkolin, DMSO+Asetilkolin
PD2 ve Emax degerleri

Uygulama PD> Emax
Asetilkolin(108-10°M)  5.04+0.18 1408.67+820.57
10% M gamitromisin+ 5.05+0.14 828.82+702.67*
Asetilkolin ~ (108-10

3M)

DMSO+  Asetilkolin  5.01+0.32 2275.58+2165.70*
(10°8-10°M)

* Aym stitundaki Emax degerleri arasindaki fark vardir (P<0.05). Fakat Emax gruplari
arasindaki fark Bonfferroni diizeltmesi yapildiktan sonra istatistiksel olarak onemli
degildir (P>0.016).
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3.2. Hucre Kultird Deney Bulgular:

3.2.1. Trakea Epitel Hiicre izolasyonu

Primer hicreler, sigir trakea epitel izolasyonunun yaklasik 4’Unci glnlnde
goriilmeye baglamistir ve yaklasik 9’uncu giiniinde hiicre sayisinda artisin hizlandigi
gbzlemlenmistir. Trakea epitel hiicreleri, yaklasik 3 hafta icerisinde istenilen sayiya

ulagsmistir. Trakea epitel hiicrelerinin mikroskop goriintiileri Sekil 3.2.1 ve Sekil

3.2.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.2.1. Trakea epitel dokudan izole olan epitel hicreleri,
A) Trakea epitel dokudan izole edilmis epitel hiicreleri 4’lncu gin goruntileri, B)
Trakea epitel dokudan izole edilmis epitel hiicreleri 9’uncu giin goriintiileri
(Fotograflar  Leica DM6000 Inverted  Mikroskopta 10X  biyGtmede
goriintiilenmistir.)
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Sekil 3.2.2. Trakea epitel hiicreleri, (Fotograflar Leica DM6000 Inverted
Mikroskopta 20X blyltmede goriintiilenmistir.)

3.2.2. Sitotoksisite Testi Sonuclari

Calismada, tulatromisin ve gamitromisinin sigir trakea epitel hiicreleri iizerindeki
toksisitesi MTT testi ile belirlenmistir. Kontrol grubu olarak; hiicreler tizerine %0.5
DMSO besiyeri karisimi eklendi.
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Cizelge 3.2.1. 120 pg/mL - 300 pg/mL aras1 konsantrasyonlarda tulatromisin ve
gamitromisinin trakea epitel hiicreleri Gizerine etkisi

Konsantrasyon Gamitromisin Tulatromisin
% Canlilik % Canlilik

Kontrol 100 100

300 pg/mL 25.701+3.37 20.093+2.47
240 pg/mL 28.738+1.24* 22.430+2.14*
210 pg/mL 31.776+3.27 28.505+4.46
180 pg/mL 42.991+3.71* 36.215+1.124*
150 pg/mL 55.841+4.51* 43.458+1.62*
120 pg/mL 61.215+3.28 57.009+4.51

* Ayni siitundaki gruplar arasinda fark dnemlidir (P<0.05)

Cizelge 3.2.2. 2 pg/mL - 100 pg/mL aras1 konsantrasyonlarda tulatromisin ve
gamitromisinin trakea epitel hiicreleri Gzerine etkisi

Konsantrasyon Gamitromisin Tulatromisin
% Canlilik Orani % Canlilik Oran1
Kontrol 100 100
100 pg/mL 63.677+0.9 67.265+7.12
50 pg/mL 69.058+3.91* 95.067+4.11*
20 pg/mL 72.64642.37* 109.417+7.66*
10 pg/mL 91.48045.88* 113.901+4.99*
4 pg/mL 112.108+5.6* 139.910+9.49*
2 ug/mL 128.251+11.45* 172.197+3.23*

* Ayni stitundaki gruplar arasinda fark énemlidir (P<0.05)

Tulatromisin ve gamitromisinin uygulandig: hiicreler ait toksisite sonuglar1 Gizelge
3.2.1 ve 3.2.2’te verilmistir. Buna gore; en yiiksek konsantrasyon olan 300 pug/mL’de
gamitromisinin canliligt %25.701+3.37 iken tulatromisinin canliligi %20.093+2.47

olarak bulundu. Diisiik konsantrasyon olan 2 pg/mL’e ise tulatromisinin canlilig
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(%172.197+3.23) gamitromisin canliligina (%128.251+11.45) gore fazla oldugu
bulundu. MTT yontemine gore, sigir trakea epitel hiicrelerinde gamitromisin ve
tulatromisinin  ICso  degerleri hesaplandi. Bu trakea epitel hicrelerinde;
gamitromisinin 1Cso degeri 156+9 pg/mL, tulatromisinin ICso degeri 134.7+7.1
pg/mL olarak bulundu. Her iki etken maddede diisiik konsantrasyondan yuksek
konsantrasyonlara dogru hiicre canliliginin azaldigi Sekil 3.2.3 ve Sekil 3.2.4’de
gozlemlendi. Gamitromisinin  sigir trakea epitel hiicrelerine uygulanan
konsantrasyonlar1 arasinda yiizde canlilik agisindan istatistiki olarak énemli farklar
bulunmustur (P<0.001) (Sekil 3.2.5). Tulatromisinin sigir trakea epitel hiicrelerine
uygulanan konsantrasyonlar1 arasinda yiizde canlilik agisindan istatistiki olarak
onemli farklar bulunmustur (P<0.001) (Sekil 3.2.6). Gamitromisin ve tulatromisin
ayn1 konsantrayonlar1 karsilastirildiginda 2 pg/mL, 4 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL,
50 pg/mL, 150 pg/mL, 180 pg/mL ve 240 pg/mL’lik konsantrayonlar arasinda
onemlilik bulunmustur. Bu konsantrasyonlardan 150 pg/mL, 180 pg/mL ve 240
Hg/mL’de gamitromisinin hiicre canliligi tulatromisine gore daha fazla oldugu
bulunmustur. Bu konsantrasyonlardan 2 pg/mL, 4 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL ve
50 pg/mL’de tulatromisin hiicre canliligi gamitromisinin goére daha fazla oldugu
bulunmustur (¥*P<0.05) (Sekil 3.2.7).
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Sekil 3.2.3. 2 pg/mL - 100 pg/mL arasi konsantrasyonlarda tulatromisin ve
gamitromisinin trakea epitel hiicrelerine ait % canlilik grafigi
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Sekil 3.2.4. 120 pg/mL - 300 pg/mL arasi konsantrasyonlarda tulatromisin ve
gamitromisinin trakea epitel hiicrelerine ait % canlilik grafigi
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Konsantrasyon pg/ml

Sekil 3.2.5. Gamitromisin konsantrrasyonlar1 uygulanan trakea epitel hicrelerine ait
% canlilik grafigi. Farkli harfler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.2.6. Tulatromisin konsantrrasyonlar1 uygulanan trakea epitel hicrelerine ait
% canlilik grafigi, Farkli harfler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 3.2.7. Gamitromisin ve tulatromisin konsantrasyonlarinin trakea epitel

hiicrelerine ait % canlilik grafigi *Ayni siitundaki gruplar arasinda fark onemlidir
(P<0.05)
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3.2.3. ikili Boyama Metodu Sonugclar

Trakea epitel hiicreleri Uzerine tulatromisin ve gamitromisinin apoptotik ve
nekrotik etkileri ikili boyama yoOntemi kullanilmistir. Bu yontem ile farklhi
konsantrasyonlarda tulatromisin ve gamitromisinin trakea epitel hiicrelerine ait %

apoptotik ve nekrotik indeks sonuglar1 Cizelge 3.2.3’de verilmistir.

Cizelge 3.2.3. 2 pg/mL - 100 pg/mL arasi konsantrasyonlarda Tulatromisin ve
Gamitromisinin trakea epitel hiicrelerine ait apoptotik ve nekrotik hiicre % indeksi

Derisim Gamitromisin Tulatromisin
(ug/mL) %Apoptoz %Nekroz %Apoptoz %Nekroz
100 15.89+3.3 7.48+1.9* 14.47+1.3 2.63+0.6*

50 14.17£2.9 5.51+£1.9 11.54+1.4 1.92+0.1
20 13.16+4.6* 5.26+1.2* 7.84+1.2* 1.31+0.7*
10 8.02+1.8 3.70+1.7 7.27+1.7 0.91+0.6
4 7.69+2.2 0.59+0.5 5.73+0.7 0.88+0.4
2 4.58+0.9 0.33+0.4 5.13+0.7 0.85+0.5
Kontrol 3.44+0.9 0.76+0.6 3.44+0.9 0.76+0.6

*Ayni satir arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05). Apoptoz ve nekroz siitunlar1 kendi

icinde degerlendirilmistir.

Ikili boyama yénteminde kullanilan Hoechst 33342 ve Propodium iodide
boyalarindan; Hoechst 33342 boyasi canli hiicre zarindan gegip hiicrelerin
cekirdeklerini maviye boyamaktadir. Apoptotik hucrelerin  gekirdeklerinin
parcalanmasi, daha parlak mavi olmasi1 ve ¢ekirdek sinirlarinin bozulmasiyla diger
cekirdegi agik maviye boyanmis hiicrelerden ayirt edilirler. Bu yontem de kullanilan
ikinci boya olan PI ise, sadece hiicre zar1 hasar gérmiis veya Olmiis hicrelerin

zarlarindan ge¢ip, nekroza ugramis hiicreleri ¢ekirdeginin kirmizi boyamaktadir.

Her iki etken maddenin disik konsantrasyonlarindan  yiiksek
konsantrasyonlarina dogru apoptotik ve nekrotik hiicre % indeksi sonuglar
yukselmektedir. Ama istatistiksel olarak 20 pg/mL’lik konsantrasyonda apoptotik %

indeksi sonuglar1 farki énemli olup, gamitromisinin tulatromisine gore daha fazla
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apoptotik % indeksi daha yuksektir (Cizelge 3.2.3.) (P<0.05). Gamitromisin ve
tulatromisinin uygulandig: trakea epitel hiicrelerine ait apoptoz floresan mikroskop
goriintiileri Sekil 3.2.8, Sekil 3.2.9, Sekil 3.2.10 ve Sekil 3.2.11’de gosterilmistir.

Gamitromisin ve tulatromisinin diisiik konsantrasyonlarindan yiiksek
konsantrasyonlarina dogru apoptotik ve nekrotik hiicre % indeksi sonuglar
yukselmektedir. Ama istatistiksel olarak 20 ve 100 pg/mL’lik konsantrasyonlarda
apoptotik % indeksi sonuglar1 farki 6nemli olup, tulatromisinin gamitromisine gore
daha fazla nekrotik % indeksi daha yuksektir (Cizelge 3.2.3.) (P<0.05).
Gamitromisin ve tulatromisinin uygulandigi trakea epitel hiicrelerine ait nekroz
floresan mikroskop goriintiileri Sekil 3.2.12, Sekil 3.2.13, Sekil 3.2.14 ve Sekil
3.2.15°de gosterilmistir.

Sekil 3.2.8. 2, 4 ve 10 pg/ mL konsantrasyonlarda gamitromisin uygulanmis trakea
epitel hicrelerin, ikili boyama ile apoptoza ugramis hiicrelerinin goéruntusu, A) 2 pg/
mL’de gamitromisinin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, B) 4 pg/ mL’de
gamitromisinin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, C) 10 pg/ mL’de gamitromisinin
uygulanmis trakea epitel hiicreleri, D) Kontrol grubu (Fotograflar Leica DM6000
Inverted Mikroskopta 20X biiyiitmede gériintiilenmistir).
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Sekil 3.2.9. 2, 4 ve 10 pg/ mL konsantrasyonlarda tulatromisin uygulanmis trakea
epitel hicrelerin, ikili boyama ile apoptoza ugramis hiicrelerinin géruntusi, A) 2 pg/
mL’de tulatromisin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, B) 4 pg/ mL’de tulatromisin
uygulanmis trakea epitel hiicreleri, C) 10 pug/ mL’de tulatromisin uygulanmis trakea
epitel hiicreleri, D) Kontrol grubu (Fotograflar Leica DM6000 Inverted Mikroskopta
20X biyutmede goriintiilenmistir).
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Sekil 3.2.10. 20, 50 ve 100 pg/ mL konsantrasyonlarda gamitromisin uygulanmis
trakea epitel hiicrelerin, ikili boyama ile apoptoza ugramis hiicrelerinin gorintusi, A)
20 pg/ mL’de gamitromisinin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, B) 50 pg/ mL’de
gamitromisinin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, C) 100 pg/ mL’de gamitromisinin
uygulanmis trakea epitel hiicreleri, D) Kontrol grubu (Fotograflar Leica DM6000
Inverted Mikroskopta 20X biiyiitmede goriintiilenmistir).
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Sekil 3.2.11. 20, 50 ve 100 pg/ mL konsantrasyonlarda tulatromisin uygulanmisg
trakea epitel hiicrelerin, ikili boyama ile apoptoza ugramis hiicrelerinin gorintusi, A)
20 pg/ mL’de tulatromisin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, B) 50 pg/ mL’de
tulatromisin uygulanmig trakea epitel hiicreleri, C) 100 pg/ mL’de tulatromisin
uygulanmis trakea epitel hiicreleri, D) Kontrol grubu (Fotograflar Leica DM6000
Inverted Mikroskopta 20X blyltmede gériintiilenmistir).
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Sekil 3.2.12. 2, 4 ve 10 pug/ mL konsantrasyonlarda gamitromisin uygulanmis trakea
epitel hicrelerin, ikili boyama ile nekroza ugramis hiicrelerinin goruntisu, A) 2 pg/
mL’de gamitromisinin uygulanmis trakea epitel hicreleri, B) 4 pg/ mL’de
gamitromisinin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, C) 10 pg/ mL’de gamitromisinin
uygulanmis trakea epitel hiicreleri, D) Kontrol grubu (Fotograflar Leica DM6000
Inverted Mikroskopta 20X biiyiitmede gdriintiilenmistir).
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Sekil 3.2.13. 2, 4 ve 10 pg/ mL konsantrasyonlarda tulatromisin uygulanmis trakea
epitel hicrelerin, ikili boyama ile nekroza ugramis hiicrelerinin goriintiisii, A) 2 ng/
mL’de tulatromisin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, B) 4 pg/ mL’de tulatromisin
uygulanmis trakea epitel hicreleri, C) 10 pug/ mL’de tulatromisin uygulanmis trakea
epitel hiicreleri, D) Kontrol grubu (Fotograflar Leica DM6000 Inverted Mikroskopta
20X biiylitmede goriintiilenmistir).
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Sekil 3.2.14. 20, 50 ve 100 pg/ mL konsantrasyonlarda gamitromisin uygulanmis
trakea epitel hicrelerin, ikili boyama ile nekroza ugramis hiicrelerinin goriintisu, A)
20 pg/ mL’de gamitromisinin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, B) 50 pg/mL’de
gamitromisinin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, C) 100 pg/ mL’de gamitromisinin
uygulanmis trakea epitel hiicreleri, D) Kontrol grubu (Fotograflar Leica DM6000
Inverted Mikroskopta 20X biiyiitmede goriintiilenmistir).
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Sekil 3.2.15. 20, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda tulatromisin uygulanmis
trakea epitel hicrelerin, ikili boyama ile nekroza ugramis hiicrelerinin goriintlsu, A)
20 pg/mL’de tulatromisin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, B) 50 pg/mL’de
tulatromisin uygulanmis trakea epitel hiicreleri, C) 100 pg/mL’de tulatromisin
uygulanmis trakea epitel hiicreleri, D) Kontrol grubu (Fotograflar Leica DM6000
Inverted Mikroskopta 20X biiyiitmede goriintiilenmistir).
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3.2.4. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Hiicre Proliferasyonu Sonuglari

XCelligence ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi; zamana bagli olarak
hiicrelerin canliligi, proliferasyonu ve sitotoksisitesini gostererek degerlendirme
olanagi vermektedir. Bu calismada, gamitromisinin uygulandigi trakea epitel
hiicrelerine ait proliferasyon grafigi sekil 3.2.16’da verilmistir. Gamitromisinin 2 ve
10 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 24’inci saatte uygulanmistir. 2 ug/mL gamitromisin
konsantrasyonu uyguladiktan sonra yaklasik 50’inci saate kadar 10 pg/mL
gamitromisin konsantrasyona oranla proliferasyonu daha fazladir. Ancak bu saatten
sonraki 40 saat boyunca 10 pg/mL gamitromisin konsantrasyonu, 2 pug/mi
gamitromisin konsantrasyona oranla proliferasyonu daha fazla oldugu gézlenmistir.
10 pg/mL  gamitromisin konsantrasyonu, uyguladiktan 65 saat sonra hiicre
proliferasyonunda diisiis gézlemlenirken, 2 pg/mL gamitromisin konsantrasyonunda
uyguladiktan 80 saat sonra bile hiicre proliferasyonunda yiikselmenin devam ettigi

gorulmektedir.

Negatif Kontrol
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Sekil 3.2.16. 2 ve 10 pg/mL’lik konsantrasyonlarda gamitromisinin uygulandigi
trakea epitel hiicreleri proliferasyon grafigi
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Bu calismada, tulatromisinin uygulandigi trakea epitel hiicrelerine ait
proliferasyon grafigi Sekil 3.2.17°de verilmistir. Tulatromisinin 2 ve 10 pg/mL’lik
konsantrasyonlari1 24’inci saatte uygulanmustir. 2 pg/mL tulatromisin konsantrasyonu
uyguladiktan sonra 10’uncu saate kadar 10 pg/mL tulatromisin konsantrasyona
oranla proliferasyonu daha fazladir. Ancak konsantrasyonu uyguladiktan sonra
yaklasik 48’inci saate kadar 10 pg/mL tulatromisin konsantrasyonu, 2 pg/mL
tulatromisin konsantrasyona oranla proliferasyonu daha fazla oldugu gézlenmistir. 10
pMg/mL  tulatromisin  konsantrasyonu, uyguladiktan 65 saat sonra hiicre
proliferasyonunda diisiis gozlemlenirken, 2 pg/mL tulatromisin konsantrasyonunda
uyguladiktan 80 saat sonra bile hiicre proliferasyonunda yiikselmenin devam ettigi

gorulmektedir.
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Sekil 3.2.17. 2 ve 10 pg/mL’lik konsantrasyonlarda tulatromisinin uygulandigi
trakea epitel hiicreleri proliferasyon grafigi

Trakea epitel hicreleri Gzerine 2 pg/mL  konsantrasyonda uygulanan
gamitromisin ve tulatromisininin karsilastirmali proliferasyon grafigi Sekil 3.2.18’de
verilmistir. Bu iki etken maddenin trakea epitel hiicrelerine uygulandiktan sonraki ilk
10 saat tulatromisinin gamitromisine goére proliferasyonu daha yiksektir. Bu
proliferasyon sonuglart MTT testi sonuglarina paraleldir. 10. saatten sonra yaklasik
50 saat boyunca gamitromisin tulatromisine gore proliferasyon orani1 daha yiiksektir.

Ayrica trakea epitel hiicrelerine uygulama yapildiktan sonra gamitromisin ve
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tulatromisinde proliferasyonda siirekli artig gozlemlenirken kontrol gruplarinda belli

bir saatten sonra proliferasyonun azaldig1 gortilmektedir.
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Sekil 3.2.18. 2 pg/mL’lik konsantrasyonda gamitromisin ve tulatromisinin
uygulandigi trakea epitel hiicreleri karsilagtirmali proliferasyon grafigi

Trakea epitel hicreleri Uzerine 10 pg/mL konsantrasyonda uygulanan
gamitromisin ve tulatromisininin karsilagtirmali proliferasyon grafigi Sekil 3.2.19°da
verilmistir. Bu iki etken maddenin trakea epitel hiicrelerine uygulandiktan sonraki ilk
30 saat tulatromisinin gamitromisine gore proliferasyonu daha yuksektir. Bu saatten
sonra gamitromisin tulatromisine gore proliferasyon orami daha yiiksektir. Ayrica
gamitromisin ve tulatromisinin uygulama yapildiktan sonra yaklasik 54 saat boyunca
trakea epitel hucrelerin de proliferasyon artis gézlemlenirken bu saatten sonra
proliferasyonda azalma goézlemlenmistir. Negatif kontrol grubunda, trakea epitel
hicre proliferasyonu; yaklasik ilk 52 saat artarken, bu saatten sonra azalma
gozlemlenmistir. Pozitif kontrol gubunda hiicre proliferasyonu; ilk saatlerde artis,

sonra durma ve en son azalma goriilmustiir.
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Sekil 3.2.19. 10 pg/mL’lik konsantrasyonda gamitromisin ve tulatromisinin
uygulandig1 trakea epitel hiicreleri karsilastirmali proliferasyon grafigi
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4. TARTISMA ve SONUC

Veteriner sahada antibiyotik sagaltiminin etkili bir sekilde yapilabilmesi i¢in
antibiyotik molekdllerinin  temel kimyasal yapilarinin, etki sekillerinin iyi
anlasilmasi, antimikrobiyel etkinliginin iyi degerlendirilmesi, farmakokinetik ve
farmakodinamik Ozelliklerinin dogru bir sekilde saptanmasi énem arz etmektedir
(Bambeke ve Tulkens 2001). Makrolidler kimyasal olarak makrosiklik lakton
halkaya farkli deoksi- seker grubu baglanarak elde edilen 6nemli bir antibiyotik
grubudur. Genel olarak Gram pozitif bakterilerin neden oldugu solunum yolu ve
yumusak doku hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotik gruplarindan biri
makrolid antibiyotiklerdir (Steel ve ark. 2012). Makrolidlerin; bakteriyostatik ve
bakterisid etkilerinin yaninda yangi onleyici etkileri de bulunmaktadir. Ayrica bu
antibiyotiklerin dokulara iyi nifuz etmeleri ve hiicre igine girmeleri olumlu

yonleridir (Kwiatkowska ve Maslinska 2012).

Bu c¢alismada gamitromisin ve tulatromisin adli iki makrolid antibiyotigin sigir
izole trakea diiz kas kasilmalar1 ve sigir trakea epitel hiicrelerindeki apoptotik,
nekrotik ve sitotoksik etkileri yani sira hiicre proliferasyonu Uzerine etkisi

incelenmistir.

4.1. Izole Organ Sistemi Deneyleri

Solunum yolu diiz kasi, solunum yolu hacmini kontrol eden unsurlarin en basinda
yer almaktadir. Solunum yolu diiz kas1 lizerinde yapilacak olan ¢aligmalar; astim gibi
solunum yolu hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan fizyopatolojik durumlarin ¢éziimiine
firsat saglayabilir (An ve ark. 2007). Bakteriyel hastaliklarin etiyolojik tedavisinde
antibiyotikler 6zel bir yer tutar. Solunum yolu hastaliklarinda en ¢ok tercih edilen

makrolidlerin sadece anti-bakteriyel etkinliginin degil ayn1 zamanda solunum yolu
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diiz kaslar1 tizerine etkileri de degerlendirilmelidir (Anadon ve Reeve-Johnson 1999,
Panettieri ve ark. 2008, Kannan ve Mankin 2011, Pyo6rala ve ark. 2014).

4.1.1. Gamitromisin ve Tulatromisinin Tek Basina Sigir Trakea Diiz Kas1

Uzerine EtkKisi

Bir makrolid antibiyotik olan eritromisinin sican uterus diiz kasi kasilmalar
lizerine etkisini arastiran Liu ve ark. (2003) derisime bagli olarak kasilma sikliginin
arttigin1 bildirmislerdir. Eritromisinin 5x10° ve 5.5x10* M derisimleri; uterus diiz
kasi iizerinde herhangi bir etki olusturmazken, 1.55x10 M derisimi uterus diiz kasi
kasilma sikligint arttirdigini bulmuslardir. Itoh ve ark. (1985) makrolid grubu
antibiyotiklerden eritromisin ve oleandomisin gibi 14 yeli makrolidlerin kopeklerin
mide bagirsaginda kasilma dogurucu ve endojen motilin salgilayici bir etkisi
oldugunu ancak 16 iiyeli lekomisin, asetilspiramisin Ve tilosinin bdyle bir etkiye
sahip olmadigim1 saptamis; etkide olusan bu farkliligi makrolidlerin kimyasal
yapilarindaki farkliliga baglamislardir. Sunulan c¢alismada dokularda tek basina
gamitromisin ve tulatromisinin etki olusturmamast bu ilaglarin  kimyasal
yapilarindaki farkliliga baglanabilir. Farklilik deneylerde kullanilan tir ve doku
farkliigindan da kaynaklanabilir. Tamaoki ve ark. (1995) eritromisinin in vitro insan
izole brongiyal seritlerinin dinlenme tonunu degistirmedigini gostermislerdir. Trak
ve ark. (2019) gamitromisinin si¢an uterus diiz kasi kasilmalar1 iizerine etkisini
arastirmig ve gamitromisinin sican uterus kasilmalar1 {lizerine tek basina bir etkisi
olmadigin1 saptamistir. Sunulan calismada si8ir trakea diiz kasina gamitromisin ve
tulatromisinin derisimlerini (1077, 3x107, 10, 3x10°%, 10, 3x10° M) kiamdulatif
olarak uygulanmasi sonucu, trakea diiz kasinda herhangi bir cevap olusturmamstir.
Calisilan dokular farkli olmakla birlikte bu ¢alisma Tamaoki ve ark. (1995) ve Trak
ve ark. (2019) galismasiyla uyumludur.
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4.1.2. Gamitromisin ve Tulatromisinin KCI ile 6n kasilma olusturulan Sigir

Trakea Diiz Kas1 Uzerine EtKkisi

Genel olarak diiz kaslar; fazik (ileum, sidik kesesi, uterus vas deferens) ve tonik
kaslar (solunum yolu ve damarlar) olmak tlizere iki sinifa ayrilirlar. Bu diiz kaslardan
fazik olan kaslarin kasilmalar1 genellikle ritmik ve aralikli olurken, tonik kaslarin
kasilmalar1 ise siirekli ve yavas gergeklesmektedir (Dillon ve ark. 1981, Hai ve
Murphy 1989, Fisher 2010, Kuo ve Erhlich 2015). Tonik kas sinifinda yer alan sigir
trakea diiz kasina 65 mM KCI uygulandiginda kasin, kasilma siddetinin yavas yavas
arttigt (maksimum kasilmaya ulagma siiresi yaklasik 15 dakika) ve maksimum
kasilma seviyesinde belli siire (yaklasik 120 dakika) devam ettigi goriilmiistiir
(Kaneda ve ark. 2006). Sunulan ¢alismada da KCI’in platoya erismesi yaklasik 30

dakika stirmiistiir.

Potasyum Kloriir; Ca*? dalgali salinimini indiikleyip, hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?)
miktarmin artisiyla birlikte solunum yolu diiz kast hiicrelerinin kasilmasina neden
olmaktadir (Sanderson ve ark. 2008, Wang ve ark. 2010). Daenas ve ark. (2006) bir
makrolid grubu antibiyotik olan azitromisin, KCI (80 mM) ve karbakol (10° M) ile
prekontrakte edilen tavsan trakeasi iizerine etkisini incelemislerdir. Karbakol (10
M) ile 6n kasilma olusturulan tavsan trakeas: 10° ve 10* M azitromisin gevseme
yanit1 olusturdugunu géstermislerdir. Aym ¢alismada, azitromisinin 10 M derisimi,
KCI (80 mM) ile prekontrakte edilen tavsan trakeasini gevsettigini bulmuslardir.
Tulatromisin 1, 2, 4, 8 ve 16 mM derisimlerinin si¢an uterus kasilmalar1 {izerine
etkisini arastiran Mehrdad ve ark. (2011) KCI (80 mM) ile prekontrakte edilen sican
uterus diiz kasinin derigsime bagli olarak gevsedigini bildirmislerdir. Sunulan bu
caligmada, 65 mM KClI’le 6n kasilma olusturulmus simental irki sigir trakea diiz
kasina, kiimiilatif olarak uygulanan gamitromisin (107°-10° M) ve tulatromisin (10"
10.10° M) derisimlerinin bir etkisi bulunmamustir. Sunulan ¢alismanin bahsi gecen
caligmalardan farkli olmasimin nedeni etken maddelerinin; kimyasal yapilarinin ve
derisimlerinin, uygulandigi hayvan tiirlerinin ve dokularmin farkliligindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.1.3. Gamitromisin ve Tulatromisinin inkiibasyonu sonrasi ACh

derisimlerinin Sigir Trakea Diiz Kasi Uzerine Etkisi

Asetilkolin; parasempatik sinir sisteminin en 6nemli néromediyotoridir ve
cesitli diiz kaslar1 (ileum, sidik kesesi, solunum yolu ve damar gibi diiz kaslari)
depolarize etmektedir. Asetilkolin, muskarinik reseptorleri aktive ederek kasilma
olaymi baglatmaktadir (Zholos ve ark. 2004). Asetilkolin derisimine bagli olarak;
sigir, domuz, kobay, sican ve fare trakea diiz kasinin kasilmasina neden olmaktadir
(Kaneda ve ark. 2018). Trakea diiz kast ACh ile uyarildiginda, trakea diiz kas
hiicrelerinde es zamanli olmayan (tekrarlayan) Ca+2 dalgalar1 olugsmakta olup, (Dai
ve ark. 2005) sitozolik Ca+2 konsantrasyonun gegici bir artistyla kasilma meydana

gelmektedir (Jones ve ark. 1993).

Tamaoki ve ark. (1995) makrolid grubu antibiyotikleri olan eritromisin,
roksitromisin ve klaritromisinin bronglar {izerine etkisini arastirmislardir.
Eritromisin, roksitromisin ve klaritromisinin (3x10° M) inkiibasyonu sonrast ACh
derigimlerinin olusturdugu kasilmalar1 degistirmedigini bildirmislerdir. Sunulan
calisma bahsi gegen ¢alisma ile uyumlu olup, gamitromisin ve tulatromisinin (3x107
M) inkiibasyonu sonrasi kiimiilatif ACh (108-10° M) derisimlerinin olusturdugu
kasilmalarin pD> (potens) ve Emax (efikasite) degerlerini degistirmedigi bulunmustur.
Calisilan doku ve etken maddeler farkli olmakla birlikte, bu ¢alismanin sonucu ile

uyumludur (Tamaoki ve ark. 1995).

Asetilkolin ECgs derigsimi ile 6n kasilma olusturulan dokularda gamitromisinin
107 ve 10® M derisiminde az da olsa gevseme yamtlari kontroliin gevseme
yanitlarina gore istatistiksel bir farklilik bulunmustur. Bu sebeple deneylere 10° M
gamitromisin inkiibasyonu da eklenmistir. Sonugcta, istatistiksel olarak Bonfferroni
diizeltmesi yapildiginda (P>0.016) oOnemli olarak bulunmasa da, gamitromisin
inkiibasyonu sayisal olarak kontrol grubuna gére ACh’in Emax (efikasite) degerini
diistirmiistiir. Yani gamitromisin derisime bagh sekilde ACh’in maksimum etki
derecesini azaltmistir. Gamitromisin kullanilirken boyle bir etki ile karsilasilabilecegi

g6z Oniinde bulundurulmalidir.
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4.1.4. Gamitromisin ve Tulatromisinin ACh 6n kasilma olusturulan Sigir

Trakea Diiz Kas1 Uzerine EtKkisi

Wang ve ark. (2019) azitromisinin; insan, fare, kobay ve tavsanin solunum yolu
diiz kasi iizerine etkisine bakmislardir. Azitromisin, ACh (10* M) derisimi
uygulanmasi ile 6n kasilma olusturulmus solunum yolu diiz kasi gevseme yaniti
olusturdugunu bulmuslardir. Ayni c¢alismada solunum yolu diiz kasi iizerinde
makrolid grubu antibiyotik olan roksitromisin ve klaritromisinin gevseme yanitinin
azitromisine gore daha az oldugu diger antibiyotiklerin (aminoglikozitler, penisilin
ve streptomisin) ise gevseme yanitt olusturmadigini eklemislerdir. Ayrica
azitromisin; L tipi voltaja bagh kalsiyum kanali ve M2 reseptorini inhibe edip
sitolitik Ca*? derisimini azaltarak solunum yolu diiz kasinda gevseme olusturdugunu
bildirmislerdir. Sunulan c¢alisma sonuglari bahsi gegen c¢alisma ile uyumlu olup,
gamitromisin (107" ve 10 M) her ne kadar azitromisin (10° M) kadar gevseme yaniti
olusturmasa da dilatasyon yapici etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Tamaoki ve ark.
(1995), insan izole brons seritlerinde eritromisinin sinirsel kasilmalari azalttigini; bu
azalmanin sebebinin muhtemelen solunum yolu diiz kasinda kolinerjik ndroeffektor
iletimi Onlemesi ile ilgili oldugunu belirtmislerdir. Ayni etkiyi roksitromisin ve
klatromisin gibi diger makrolid antibiyotiklerde de gosteren Tamaoki ve ark. (1995);
ayni etkinin ampisilin ve sefazolinde olusmadigini, dolayisiyla bu inhibitor etkinin
makrolidler igin 6zel oldugunu belirtmislerdir. Sunulan calismada 2.3x10* M (ECgs)
ACh ile 6n kasilma olusturulan trakea diiz kasina, kiimiilatif olarak uygulanan
gamitromisin ve tulatromisin (107°-10° M) derisimlerinin etkisine bakilmstir.
Gamitromisin 107 ve 10° M derisimlerinde asetilkolin ile 6n kasilma olusturulan
trakea diiz kasinda gevseme yanit1 goriiliirken, tulatromisin derisimlerinde gevseme

yanit1 goriilmemistir.

Trak ve ark. (2019) sigan uterusunu oksitosin ve kloprostenol ile prekontrakte
etmis; ve prekontrakte edilen dokunun iistiinde gamitromisinin bir etkisi olmadiginm
gostermiglerdir. Sunulan ¢alismada da Trak ve ark. (2019) calismasi ile uyumlu
olarak 10° M derisimde gamitromisin hem KCl hem de ACh ile 6n kasilma

olusturulan dokularda gevseme cevabr olusturmamistir. Bu sonug¢ kullanilan
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derisimin Onemine isaret etmektedir. Keza 107 ve 10® M derisimlerinde

gamitromisin ACh kasilmalarini az da olsa 6nlemistir.

4.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Makrolidler; bir¢cok okaryot hiicre tipine niifuz etme ve birikme yetenegine
sahiptirler. Bu o0zelliklerinden dolayi, solunum yolu epitel hucrelerini direkt
etkilemekte olup, nétrofil ve makrofajlar kadar olmasa da hticre iginde birikmektedir
(Culié ve ark. 2001).

Hiicrelerin, canlilik diizeyleri ve/ veya proliferasyon oranlari, hiicrelerin saglik
durumlart hakkinda bilgi veren en iyi gostergelerdir. Fiziksel veya kimyasal
maddelerin konsantrasyonu, sicakligi ve uygulama siiresi gibi unsurlar hiicre saglig
ve metabolizmasini etkilemektedir. Eger bu maddeler; hiicre zarmi tahrip etme,
protein sentezini Onleme ve reseptorlere geri doniisiimsliz baglanma gibi farkl
mekanizmalara neden olurlarsa hicrelerde toksisite meydana gelmektedir. Bu
sebeple in vitro hiicre canliligl veya sitotoksisite analizleri, ilag ve kimyasallarin
sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Aslantirk
2018).

Duewelhenke ve ark. (2007) primer insan osteoblast, MG63 osteosarkom ve Hela
epitel hiicre dizisi lizerine 20 farkli antibiyotigin sitotoksik etkisini arastirmislardir.
400 pg/mL’lik konsantrasyonda siprofloksasin ve moksifloksasin (%10- %20),
klindamisin (% 25) ve eritromisin; (% 40) primer osteoblast hiicreleri lizerine farklh
oranlarda sitotoksik etki meydana getirdigini gostermislerdir. Makrolid grubu
antibiyotik olan azitromisin ve roksitromisinin, primer insan osteoblast hicreleri
izerine sitotoksik etki oraninin konsantrasyona (100 pg/mL 9%20-30, 200
Mg/mL%30-45, 400 pg/mL %40-60) bagli olarak artis gosterdigini bildirmislerdir.
Ayn1 ¢alismada siprofloksasin ve moksifloksasin (10 pg/mL), primer insan
osteoblast hiicresi proliferasyonunu inhibe ettigini bildirmislerdir. Ayni etken

maddelerinin  MG63 osteosarkom ve Hela epitel hicre dizisi daha yiksek
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konsantrasyonlarda proliferasyonu engelledigini ifade etmislerdir. Diger bir
calismada; Stamatiou ve ark. (2009) azitromisininin (10°-10°M) farkh
konsantrasyonlaria fetal sigir serumu (%10) eklenip eklenmemesine gore, tavsan
trakea diiz kas hiicreleri lizerine etkisine incelemislerdir. Tavsan trakea diiz kas
hiicreleri (izerine; azitromisin (10°M = 8.93 mg/L) uygulamasindan 48 saat sonra
hiicre proliferasyonu %114.1, 72 saat sonra hiicre proliferasyonun %99.5 oldugunu
bildirmislerdir. Viluksela ve ark. (1996), makrolid grubu antibiyotikleri olan
eritromisin baz, eritromisin estolat, eritromisin 11,12 —siklik karbonat, roksitromisin,
klaritromisin ve azitromisinin karaciger hiicreleri {izerine sitotoksik etkilerini
arastirmiglardir. Bu makrolid grubu antibiyotiklerin 4- 48 saat inkiibasyonu sonrasi
karaciger hiicrelerine en sitotoksik olaninin eritromisin estolat oldugu, ve sirasiyla
eritromisin 11,12 —siklik karbonat, klaritromisin, roksitromisin, eritromisin baz,
azitromisinin takip ettigini bulmuslardir. Bu antibiyotiklerin 72- 96 saat inkiibasyonu
sonras1 karaciger hiicrelerine en az sitotoksik olaninin eritromisin baz oldugu ve
bunu sirasityla azitromisin, klaritromisin, roksitromisin, eritromisin 11,12 -siklik
karbonat ve eritromisin estolatin izledigini bildirmislerdir. Sunulan bu g¢alismada,
bahsi gegen calismalarla uyumlu olup, maddelerin konsantrasyonuna bagli olarak

sitotoksistenin degistigi saptanmustir.

Sunulan bu ¢alismada tulatromisin ve gamitromisinin; 2 pg/mL’den 300
pMg/mL’ye dogru artan konsantrasyonuna paralel olarak trakea epitel hiicresi
sitotoksisitesinde de artis gézlemlenmistir. Bu sonugla doza bagh olarak sitotoksisite
de goriilen artis diger ¢alismalarla uyumludur (Viluksela ve ark. 1996, Duewelhenke
ve ark. 2007, Stamatiou ve ark. 2009).

Bazi ilaclarin; izole edilmis mitokondri ve hiicre hatlar1 tizerine sitotoksik etkisini
arastirmiglar. Bu calismalar sonucu bazi ilaglar tarafindan olusan sitotoksisite,
hiicrelerin mitokondriyal toksisite gecirmesinden dolayr meydana geldigini
bildirmiglerdir. Hiicrelerde olusan mitokondriyal toksisite artarsa; karaciger, iskelet
kasi, bobrek ve kalp de organ toksisitesi meydana getirebilmektedir. Bu
mitokondriyal toksisiteye neden ilaglar arasinda; anti-diyabetikler, kolestrol
disiiriiciiler, anti-depresanlar, agr1 kesiciler (NSAID), baz1 antibiyotikler
(Florokinonlar, makrolidler) ve anti kanser ilaclar1 yer almaktadir (Will ve ark.

2019). Jiang ve ark. (2019) azitromisinin; insan MCF-12A ve fibroblast hicreleri
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uzerinde mitokondriyal toksisite meydana getirip getirmedigini arastirmislardir.
Azitromisinin artan konsantrasyonuna bagli olarak; hiicre proliferasyonunu
azalttigint  ve mitokondriyal toksisite meydana getirdigini bildirmisleridir.
Azitromisin gibi gamitromisin ve tulatromisin makrolid grubu antibiyotik sinifinda
bulunmaktadir. Sunulan bu g¢alismada her iki etken maddenin yliksek
konsantrayonlari, azitromisin gibi hiicre proliferasyonunda azalma meydana
getirmektedir. Bu sebeple; gamitromisin ve tulatromisinin, trakea epitel htcreleri
tizerinde olusan toksisite, diger makrolid grubu maddeler gibi mitokondriyal toksisite

sonucu meydana gelebilecegi diistinlilmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda, gamitromisin ve tulatromisinin trakea epitel hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi konsantrasyona ve etken maddeye bagli olarak degistigi
goriildii. MTT degerlerine gore etken maddelerinin ICsp degerlerine bakildiginda,
gamitromisinin ICsp degeri (1569 pg/mL) tulatromisinin ICso degerinden (134.7+
7,1 pg/mL) daha yiiksektir. Bu degerlere gbre gamitromisin, tulatromisine gore
trakea epitel hiicreleri {izerinde giiven araligi daha yiiksektir. Gamitromisin ve
tulatromisinin trakea epitel hiicreleri iizerine canlilik yilizdesi kiyaslandiginda 2- 100
pg/mL konsantrasyonlarda tulatromisinin, 120-300 pg/mL konsantrasyonlarda ise
gamitromisinin ylksek oldugu goriildii. Ancak istatistiksel olarak 150 pg/mL, 180
ug/mL ve 240 pg/mL’lik konsantrasyonlarda gamitromisinin hiicre canliligi
tulatromisine gore daha fazla oldugu bulunmustur. Bu sebeple gamitromisin yiiksek

konsantrayonlarda tulatromisine gore daha az sitotoksiktir.

Bu konsantrasyonlardan 2 pg/mL, 4 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL ve 50
ug/mL’de tulatromisin hiicre canliligi gamitromisine gore daha fazla oldugu
bulunmustur. Bu dozlarda tulatromisinin hiicre proliferatif yonii daha iyi olup, epitel
hicre hasarlarina karst koruyucu etkisi gamitromisine gore daha iyi olabilecegi

diistiniilmektedir.

Apoptoz, tim memeli dokularinin gelismesi ve korunmasinda Onemli rol
oynamaktadir. Bu roliinii de; hasar gérmiis, yaslanmis veya sayica fazla hiicrelerin
memeliye zarar vermeden programlanmis sekilde hiicre 6liimiine neden olmasiyla
saglamaktadir (Elliott and Ravichandran 2010). Insan ve hayvan akciger

biyopsilerinden elde edilen bilgiler; apoptozun hiicre proliferasyonu ve g¢esitli
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solunum yolu hastaliklarinin gelisim siirecinde Onemli etkiye sahip oldugunu

gostermektedir (Pierce ve ark. 2007).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda makrolidlerin makrofajlar ve epitel hiicrelerine
apoptoz yapict etkilerinin oldugu gosterilmistir (Kwiatkowska ve Maslinska 2012).
Duquette ve ark. (2015) domuz kan orneklerinden izole edilen nétrofil ve monosit
kaynakli makrofajlarin, tulatromisinin konsantrasyonu ve maruz kaldigi siireye bagh
olarak apoptoza neden oldugunu bildirmislerdir. Bagka bir ¢calismada Moges ve ark.
(2018) domuz kanlarindan elde edilen nétrofil ve monosit kaynakli makrofajlara 0.1,
1 ve 10 pg/mL’lik konsantrasyonlarda tilvalosine maruz birakilip, apoptoz, nekroz
yapict etki ile sitokinlerin tretimindeki degisiklikleri incelemislerdir. Tilvalosin
zamana ve konsantrasyona bagl olarak, nekroz ve reaktif oksijen tiir olusumunu
etkilemeden domuz nétrofil ve makrofajlarda apoptoza neden oldugunu ve
notrofillerin I0kotiren B4 Uretimini inhibe ettigini bulmuslardir. Ishimatsu ve ark
(2004); lenfositler Gzerinde 2, 20 ve 200 pg/mL’lik konsantrasyonlarda azitromisin,
klaritromisin ve josamisinin apoptoz yapict etkilerini arastirmislardir. Lenfositler
uzerine 200 pg/mL’lik konsantrasyonda; azitromisin (%44.1), klaritromisin (%49.6)
ve josamisinin (% 21.6) uygulamasindan 12 — 48 saat sonra erken dénem apoptoza
ugramis hiicrelerde artis goriildigiinii bildirmislerdir. Ayni ¢aligmada azitromisin
(9%49.6), Klaritromisin (%30.3) ve josamisinin (%6.2) uygulamasindan 48 — 72 saat
sonra ge¢c donem apoptoza ugramis hiicrelerde zamana bagl olarak artis goriildiigiini
ifade etmislerdir. Sunulan ¢alismada; kullanilan gamitromisin ve tulatromisin adl
makrolid grubu antibiyotiklerin trakea epitel hicreleri Uzerine apoptoz ve nekroz
yapict etkileri, konsantrasyon ve zamana bagli olarak degistigi goriildi. Her iki
maddenin konsantrasyonun yiikselmesine bagli olarak apoptoz etkisinin artig
goriilmesine ragmen istatistiksel olarak 20 pg/mlL’lik konsantrasyonda apoptotik %
indeksi sonuglar1 farki 6nemli olup, gamitromisinin tulatromisine gore daha fazla

apoptotik % indeksi daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Yapilan bir¢ok calisma apoptozun, rejenerasyon olayr arkasindaki itici gii¢
oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle, blastema formasyon durumu da dahil
rejenerasyon olaymin proliferatif yonii, apoptotik hiicrelerden gelen sinyaller ile
uyarilmaktadir (Fuchs ve steller 2011). Sunulan ¢alismada; her iki maddenin de,

trakea epitel hicrelerinde apoptoz yapict etkisi goriilmistiir. Ger¢ek zamanli hiicre
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analiz sistemi sonuglarina goére, her iki maddenin 2 ve 10 pg/mL’lik
konsantrasyonlarinda goriilen hiicre proliferasyonu arkasindaki itici giiciin apoptotik

hiicrelerden gelen sinyaller tarafindan olabilecegi diisiintilmektedir.

Makrolidler, hiicre i¢ine niifuz etme ve birikme kabiliyeti bulunmaktadir. Bu
ozelliklerinden dolayi, hiicre i¢i organizmalara karst terapotik etkide
gostermektedirler (Culi¢ ve ark. 2001). Solunum yolu epiteli; inhale patojenler
(bakteri, virlis vb.) ve irritanlara karst konak savunmasinda 6nemli rol oynayan
fizikokimyasal bariyerdir (Mills ve ark. 1999, Tam ve ark. 2011). Bu fizikokimyasal
bariyerde yer alan solunum yolu epitel hicreleri; in vitro inflamatuvar mediatorlere
maruz kalan, makrolidler epitel hasarina kars1 koruyucu etki gosterir (Altenburg ve
ark. 2011).

Bu fizikokimyasal bariyerde yer alan solunum yolu epitel hicreleri; in vitro
inflamatuvar mediatorlere maruz kalirsa, solunum yolu epitel hasar1 meydana
gelmektedir. Makrolidler, bdyle olaylar sonucu olusan epitel hasarina kars1 koruyucu

etki gostermektedir.

Sunulan calismada, gercek zamanli hiicre analiz sistemi sonuclarina gore
gamitromisin ve tulatromisinin diisiik konsantrasyonlarinda zamana bagli olarak
epitel hiicre proliferasyonu artis goézlemlenmistir (Sekil 3.2.16 ve Sekil 3.2.17).
Gamitromisin ve tulatromisinin hiicre proliferasyonu arttirict 6zelliginden dolayz,
trakea epitel hiicrelerinde meydana gelebilecek epitel hasarlarina karst diger

makrolid grubu antibiyotikler gibi terapotik etki gosterebilecegi diisiinilmektedir.

Sonug olarak makrolid antibiyotiklerin etkileri; kimyasal yapilari, kullanilan
derisimleri ve uygulandiklar1 dokular ve hayvan tiirlerine bagh olarak farkliliklar
gosterebilmektedir. Gamitromisin ve tulatromisin tek baslarina sigir trakea diiz kas
tonusunda degisiklige yol agmazken, gamitromisin ACh ile 6n kasilma olusturulan
dokularda az da olsa derisime bagl olarak gevseme etkisi gostermistir. Bu etkinin
pratik klinik uygulamalarinda o6zellikle astim ya da solunum yolunda &demle
seyreden hastaliklarda tedaviye katki saglayabilir. Hiicre i¢ine niifuz etme ve birikme
kabiliyeti olan bu gamitromisin ve tulatromisinin trakea epitel hicrelerine
sitotoksisitesi ¢ok diisiik olup giivenli bir sekilde kullanilabilir. Bu antibiyotikler

arasinda giiven aralig1 gamitromisinin daha yiiksektir. Her iki antibiyotigin apoptoz
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yapict etkileri; hiicrelerin proliferasyon etkilerini artirarak hastalik etkeninin ilk
karsilagtig1 yer olan epitel hiicrelerinde meydana gelebilecek hasarlara karsi hucreleri
koruyabilir. Ayrica gercek zamanli hiicre analiz sistemi sonuglarina gore
gamitromisin ve tulatromisinin zamana bagli olarak epitel hiicre proliferasyonu artisi,
bu antibiyotiklerin hastalik tedavisi sonrasinda da koruyucu tedaviyi uzun sdreli

devam ettirebilir.
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2.fikrasinda yer alan "Olii hayvan veya dokusu, mezbaha materyalleri, atik fetuslar ile
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"Sigirlarda Tulatromisin ve Gamitromisinin Trakea Diiz Kasinin Kasilmasi ile Trakea
Epitel Hiicreleri Uzerine Apoptotik,Nekrotik ve Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmas: "
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