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Abstract

Objective: We aimed to investigate the dose and time course 
of tigecycline and vancomycin for effective intracellular con-
centration in bronchial epithelium of normal and cystic fibrosis 
lung.
Methods: Differences between vancomycin and tigecycline in 
terms of their dose- and time-dependent intracellular concen-
trations were determined with in vitro cell culture and the high 
performance liquid chromatography techniques. 
Results: The penetration of tigecycline was found significantly 
higher in cystic fibrosis cells compared to normal bronchial 
cells. The optimal dose for tigecycline was 30 μg/mL and the 
optimal time was 8 h in comparison to given dose and pen-
etrating amount into the cells. Vancomycin dose needed to 
be given for minimal penetration into the cell was extremely 
higher than the minimum inhibitor concentration described in 
the guidelines. 
Conclusions: Penetration of tigecycline into cells of cystic fibro-
sis lung was found higher than normal lung cells, whereas cell 
penetration of vancomycin into both normal and cystic fibrosis 
cells was limited. These data suggest that tigecycline has a high 
therapeutic potential in lung infections of patients with cystic 
fibrosis. 
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Özet

Amaç: Bu çalışmada normal ve kistik fibrozlu bronş epitelinde 
tigesiklin ve vankomisinin ulaşabileceği etkin hücre içi konsant-
rasyonların, doz ve zaman parametrelerine bağlı olarak araştı-
rılması amaçlanmıştır.
Yöntemler: Tigesiklin ve vankomisin arasındaki doz ve zamana 
bağlı hücre içi konsantrasyonları yönünden farklılıklar, hücre 
kültürü ve yüksek performanslı sıvı kromatografisiyle belirlen-
miştir.
Bulgular: Tigesiklinin kistik fibrozlu bronş epiteline girişiyle 
normal hücreye girişi arasındaki farkın, anlamlı olarak yüksek 
olduğu bulunmuştur. Hücre içine giren miktar, uygulanan doz-
larla karşılaştırıldığında, hücre içine optimal girişin olduğu doz 
30 μg/ml, zaman ise 8 saat olarak tespit edilmiştir. Vankomisi-
nin hücre içine minimal miktarda girebilmesi için, kılavuzlarda 
belirtilen minimum inhibitör konsantrasyonun çok üstündeki 
dozlarda vermek gerektiği tespit edilmiştir.
Sonuçlar: Tigesiklinin kistik fibrozlu bronş epiteline girişi nor-
mal bronş epiteline oranla daha yüksek bulunmuştur. Vankomi-
sinin kistik fibrozlu ve normal bronş epiteline girişinin ise yok 
denecek kadar az olduğu tespit edilmiştir. Bu nedenle, tigesik-
linin kistik fibrozlu hastaların akciğer infeksiyonlarında yüksek 
bir terapötik potansiyeli olduğu düşünülmüştür. 
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Giriş
Solunum sistemi anatomik olarak dış ortama açık 

olmasına karşın mükemmel bir koruyucu yapıya sahip 

olup bunlardan en önemlisi mukosiliyer yapıdır. Bu yapı 

mikroorganizmaların solunum sistemine ulaşmasını en-

gellediği gibi diğer partikülleri de uzaklaştırır (1,2). Mu-



kosiliyer savunmayı belirleyen de tüm solunum sistemini ör-
ten sıvının hacmi ve kompozisyonudur. Bu örtü, inhale edilen 
partikülleri tutan visköz mukus ve epitelle mukusu birbirinden 
ayıran perisiliyer sıvıdan oluşur. Perisiliyer sıvı, düşük viskozi-
tesiyle bir yandan siliyer darbeleri kolaylaştırırken diğer yan-
dan mukusun temizleme işlevini artırmaktadır (3,4).

Kistik fibroz (KF), mortalite oranı yüksek, çoğunlukla be-
yaz ırkta görülen genetik bir hastalıktır. Epitel hücrelerinin api-
kal membranında klor kanalı olarak görev yapan kistik fibroz 
transmembran iletkenlik düzenleyici (CFTR) olarak adlandırı-
lan proteini kodlayan ve yedinci kromozomun uzun kolunda 
yer alan gendeki mutasyonlara bağlı bir tek gen hastalığıdır. 
Bu otozomal resesif hastalık, birçok sistemi ilgilendirir ve üst 
solunum yolları, akciğer, pankreas, karaciğer, safra kanalları, 
ter bezleri ve ürogenital sistemi etkileyebilir (5-7).

KF’li hastalarda ölümün en büyük nedeni, tekrarlayan 
pulmoner infeksiyonlardır. KF hastalarında çocukluk döne-
mindeki akciğer infeksiyonlarının en sık etkeni Staphylococ-
cus aureus olup, bu hastaların ileri yaşlara gelmeleriyle birlik-
te en yaygın pulmoner patojenler, Pseudomonas aeruginosa 
ve Burkholderia cepacia kompleksi olur (8).

KF’li hastalarda CFTR kodlayan gende oluşan mutasyon 
nedeniyle epitelde siklik adenozin monofosfat (cAMP) ba-
ğımlı iyon geçişinin bozulması sonucu perisiliyer sıvının hac-
minde azalma olmaktadır. Bu bozulma sonucunda siliyumlar 
yeteri kadar uzayamamakta ve mukusu akciğerden temizle-
yememektedir (3,9). Mukustaki dehidratasyon aynı zamanda 
glikokaliks yapıya sıkıca yapışmasına da neden olmaktadır 
(10). Tüm bu değişiklikler solunum sisteminde P. aeruginosa 
gibi bakterilerin kolonizasyonu için elverişli bir ortamın oluş-
masına neden olmaktadır.

Bu çalışmada, belirli dozlardaki vankomisin ve tigesikli-
nin hem hücre içi madde transferinde sorun olduğu bilinen 
KF’li bronş epiteline hem de normal akciğer bronş epiteline 
optimal girişi için, hücre kültürü ortamında doz ve zaman ya-
nıtı çalışması yapılması ve yüksek performanslı sıvı kroma-
tografisi (HPLC)’yle her iki antibiyotiğin hücre içi konsantras-
yonları arasındaki doz ve zamana bağlı farklılıkların belirlen-
mesi amaçlanmıştır.

Yöntemler
Araştırmada American Type Culture Collection (ATCC)’dan 

temin edilen normal insan bronşiyal epitel hücresi BEAS-2B 
(ATCC® CRL-9609™) ve KF’li bronşiyal epitel hücresi IB3-1 
(ATCC® CRL-2777™) kullanıldı. IB3-1 hücrelerinin kültürü, ti-
cari LCH-8 Medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
ABD)’da yapıldı. BEAS hücreleri ise %10 oranında fetal sığır se-
rumu (FBS)’yla zenginleştirilmiş ve 75 ml’lik flasklara konulmuş 
DMEM – Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Biological Indust-
ries, Beit HaEmek, İsrail)’da 37°C’de %5 CO2’li ortamda üretildi.

Doz ve zaman çalışmalarında Clinical & Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI) (11) ve European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing (EUCAST) (12) tarafından 
vankomisin ve tigesiklin için bildirilen sırasıyla 2 µg/ml ve 0.5 
µg/ml minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri refe-
rans olarak alındı. 

Doz Yanıtı Çalışması: Tigesiklin ve vankomisinin deney-
lerde kullanılacak 0, 3, 10, 30, 100 ve 300 µg/ml dozlarının 10 
katı konsantrasyonlardaki stok antibiyotik solüsyonları ha-

zırlandı. Flask yüzeyini %70-80 oranında kaplamış hücreler 
üç kez fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)’yla yıkandı. Flasklara 
4.5 ml besiyeri eklendi. Besiyeri içeren flasklara doza karşılık 
gelen dilüsyonun 10 katı olacak şekilde 0.5 ml antibiyotik ek-
lendi. Flasklar, 37°C’de %5 CO2’li etüvde 16 saat inkübe edildi. 
İnkübasyon sonunda, hücreler üç kez PBS ile yıkandı. Üzerine 
2 ml PBS eklenerek kazıyıcıyla hücreler yüzeyden kazındı. Yü-
zeyden kalkmış hücreler 15 ml’lik Falcon™ (Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, ABD) konik santrifüj tüplerine aktarıldı. 
+4°C’de 1900 devir/dakika’da 10 dakika santrifüje edildi. Sant-
rifügasyon sonrası süpernatan atıldı ve çökeltiye 200 µl PBS 
eklenerek süspansiyon hazırlandı. Hücre süspansiyonu 1.5 
ml’lik tüplerde -196°C’de tutularak donana kadar bekletildi. 
Hızla çözülen donmuş hücrelere ultrasonik banyoda 10 dakika 
sonikasyon uygulandı. Bu işlem hücreler mikroskop altında 
incelenerek patlayana kadar tekrarlandı. +4°C’de 10 000 devir/
dakika’da 5 dakika santrifüje edildi ve süpernatan 1.5 ml’lik bir 
tüpe aktarılarak HPLC çalışması için -20°C’ye kaldırıldı.

Zaman Yanıtı Çalışması: Flask yüzeyini %70-80 oranında 
kaplamış hücreler, 0, 1, 2, 4, 8, 16 ve 24. saatlerde üç kez PBS 
ile yıkandıktan sonra, flasklara, tigesiklin ve vankomisinin doz 
yanıtı çalışmasında elde edilen optimal dozlarından 5 ml ek-
lendi. Belirlenen zamanlardaki inkübasyonların sonunda hüc-
reler yukarıda belirtildiği şekilde patlatma işlemi yapılarak 
1.5 ml’lik poliüretan tüplere aktarılıp bir kısmı HPLC çalışma-
sı için -20°C’de saklandı; bir kısmında ise standard miktarda 
çalışmak için protein tayini yapıldı. Protein tayini, bikinkoni-
nik asid yöntemiyle Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanılarak yapıldı. 
Yöntem, kitte belirtilen protokol çerçevesinde mikroplaklar 
kullanılarak uygulandı. 

İlaç Analizleri: Vankomisin (AppliChem, Darmstadt, Al-
manya) ve tigesiklin (AppliChem, Darmstadt, Almanya) stan-
dardı kullanılarak stok standard solüsyonları (100 μg/ml) 
hazırlandı. Bunlar son konsantrasyonları 1, 5, 10, 25, 50 ve 
100 μg/ml olacak şekilde PBS/asetonitril (ACN) (1:1) solüs-
yonuyla sulandırılıp standard eğri oluşturularak doğrulukları 
belirlendi. Burada kullanılan PBS/ACN solüsyonu hazırlanır-
ken 3 gr potasyum di-hidrojen fosfat (KH2PO4) + 3 gr sodyum 
di-hidrojen fosfat (Na2PO4) 1 lt ultra saf suda çözüldü. 0.6 
gr 1-oktansülfonik asid eklenip pH değeri trifloroasetik asid 
(TFA) ile 3’e ayarlandı. 

Hücre süspansiyondaki proteinleri çöktürmek için 150 µl 
hücre süspansiyonundan 1.5 ml alınarak poliüretan tüpe kon-
du ve üzerine 150 µl ACN eklendi. Vortekslenerek iyice karış-
ması sağlandı. 13 000 devir/dakika hızda 10 dakika santrifüje 
edildi. Süpernatan bir flakona aktarıldı (13).

HPLC Şartları: Tigesiklin hareketli faz olarak PBS/ACN 
(80/20) ile 1100 serisinden bir pompa (Agilent, Santa Clara, 
CA, ABD) kullanılarak, mobil faz akış hızı dakikada 1.3 ml ola-
cak şekilde pompalandı ve her bir analiz 7 dakikada tamam-
landı (14). Vankomisin hareketli faz olarak PBS/ACN (%15 TFA 
içeren ultra saf su) (95/5) ile 1100 serisinden bir pompa (Agi-
lent, Santa Clara, CA, ABD) kullanılarak, mobil faz akış hızı 
dakikada 1 ml olacak şekilde pompalandı ve her bir analiz 12 
dakikada tamamlandı. Her iki antibiyotik molekülünün analizi 
için Luna® (Phenomenex, Cheshire, Birleşik Krallık) kolonunun 
C18 (150 mm x 4.6 mm, 3μm) modeli kullanıldı. Analiz sırasın-
da kolon sıcaklığı 40°C’ye ayarlandı. Analizler, dalga boyu ti-
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gesiklin için 244 nm’ye, vankomisin için 240 nm’ye ayarlanmış 
fotodiyod dizi dedektörü (1200 Series Fluorescence Detector, 
Agilent, Santa Clara, CA, ABD) kullanılarak yapıldı. Cihaza 
hem standarddan hem de örneklerden, tigesiklin analizi için 
50 μl, vankomisin analizi için ise 25 μl injekte edildi.

Özgüllük için vankomisin ve tigesiklin eklenmeyen, hücre 
üzerine sadece besiyeri konulmuş sıfır doz kullanılarak kro-
matogramda vankomisin ve tigesiklin alıkonma zamanlarında 
piklerin girişim yapıp yapmadığı incelendi. Standardlar, van-
komisin için stok solüsyonların 2, 5, 25 ve 50 μg/ml’lik; tigesik-
lin için ise 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 μg/ml’lik dilüsyonları şeklinde 
günlük olarak hazırlandı ve pik alanları tayin edildi. Konsant-
rasyonlar ve bu konsantrasyonlara karşılık gelen pik alan de-
ğerleri kullanılarak kalibrasyon eğrileri çizildi ve korelasyon 
katsayıları hesaplandı. Duyarlılık için hazırlanan vankomisin 
ve tigesiklin standardları, boş hücre örnekleriyle yüklendi. 
Kromatogram üzerinde sinyal/gürültü (S/G) oranı 3 olan kon-
santrasyon, “limit of detection” (LOD); 6 olan konsantrasyon, 
“limit of quantification” (LOQ) olarak tespit edildi. 

İstatistiksel Yöntemler: Farklı hücrelerdeki doz ve zaman 
farkları Graphpad Prism version 5.03 for Windows (GraphPad 
Software, La Jolla, CA, ABD) programı kullanılarak t-test yön-
temiyle değerlendirildi.

Bulgular
HPLC analizi sonucunda hem tigesiklinin 1, 5, 10, 25, 50 

ve 100 μg/ml konsantrasyonlarına karşılık gelen pik alan de-
ğerleri kullanılarak çizilen kalibrasyon eğrisi ve hesaplanan 
korelasyon katsayısı, hem de vankomisinin 2, 10, 25 ve 50 μg/
ml konsantrasyonlarına karşılık gelen pik alan değerleri kul-
lanılarak çizilen kalibrasyon eğrisi ve hesaplanan korelasyon 
katsayısı belirlendi. Hücre üzerine sadece besiyeri konularak 
sıfır doz kullanıldığında kromatogramda pik gözlenmedi.

BEAS-2B ve IB3-1 hücresine uygulanmış tigesiklin ve 
vankomisin dozlarına ait kromatogramlarda elde edilen de-
ğerlerle hücre içindeki ilaç birikimi belirlendi.

Tigesiklinin 10, 30, 100 ve 300 µg/ml dozlarında IB3-1 
hücresine girişi, normal BEAS-2B hücresinden anlamlı oran-
da yüksek bulundu. Antibiyotiklerin hücre içine giren mik-

tarları, çalışmada kullanılan hücrelerin protein miktarlarının 
HPLC’de elde edilen konsantrasyonlarıyla 1 mg protein ba-
şına düşen miktarının oranlanmasıyla hesaplandı. Hücre içi-
ne giriş oranları ise uygulanan miktar, hücre içindeki miktara 
oranlanarak hesaplandı. Tigesiklinin KF hücreleri içine giri-
şi 3 µg/ml için %22.43, 10 µg/ml için %25.79, 30 µg/ml için 
%36.20, 100 µg/ml için %33.09 ve 300 µg/ml için %18.30 iken; 
normal bronş epiteli içine giriş 3 µg/ml için %24.62, 10 µg/ml 
için %8.28, 30 µg/ml için %4.57, 100 µg/ml için %2.65 ve 300 
µg/ml için %2.71 olarak bulundu. Buna göre 30 µg/ml’lik doz, 
MİK değerlerine yakın ve hücre içine optimal girişin olduğu 
doz olarak belirlendi (Şekil 1).

IB3-1 ve BEAS-2B hücreleri için yapılan doz çalışması so-
nucunda 30 µg/ml tigesiklinin IB3-1 hücresine 1, 2, 4, 8, 16 ve 
24. saatteki girişinin anlamlı olarak daha yüksek olduğu bu-
lundu. 30 µg/ml tigesiklin dozunun hücre içine giriş oranları, 
IB3-1 hücreleri için 1. saat için %12.57, 2. saat için %23.20, 4. 
saat için %33.23, 8. saat için %45.85, 16. saat için %45.29 ve 
24. saat için %39.60 iken; BEAS-2B hücreleri için 1. saat için 
%3.64, 2. saat için %4.33, 4. saat için %7.51, 8. saat için %9.43, 
16. saat için %6.55 ve 24. saat için %4.30 bulundu. IB3-1 hüc-
resine en iyi giriş oranı 8. saatte tespit edildi (Şekil 2).

Vankomisinle yapılan doz çalışmalarında, CLSI (11) ve 
EUCAST (12) tarafından belirtilen MİK değerlerinin hücre içi-
ne girebilen miktarın çok üstünde olduğu ve vankomisinin sa-
dece 300 µg/ml verildiği zaman IB3-1 ve BEAS-2B hücrelerine 
girdiği; IB3-1 için %0.88, BEAS-2B için %1.26 gibi çok düşük 
oranda olduğu tespit edildi. Bu bulgularla vankomisinin her 
iki hücreye girişinin yok denecek kadar az olduğu tespit edil-
miş olup zaman yanıt çalışması yapılmadı (Şekil 3).

 
İrdeleme
Sonuç olarak çalışmamızda tigesiklinin tüm dozlarla yapı-

lan deneyler sonucunda 10, 30, 100 ve 300 µg/ml dozlarında 
KF hücresine girişi, normal hücreye girişinden anlamlı olarak 
yüksek bulunmuştur. Antibiyotiğin hücre içindeki miktarları 
uygulanan miktarlarla karşılaştırıldığında, KF hücreleri için 
30 µg/ml, MİK değerlerine yakın ve hücre içine optimal girişin 
olduğu doz olarak belirlenmiştir.
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Şekil 1. Farklı dozlarda tigesiklinin IB3-1 ve BEAS-2B hücrelerinin içi-
ne giriş oranları.
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Şekil 2. 30 µg/ml tigesiklinin IB3-1 ve BEAS-2B hücrelerinin içine fark-
lı zamanlardaki giriş oranları.
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IB3-1 ve BEAS hücresi için 30 µg/ml tigesiklin zaman ya-
nıt çalışması sonucunda, IB3-1 hücresine en iyi giriş zamanı 
8. saat olarak tespit edilmiştir. Bu doz önerilen MİK değerle-
rinin çok üstünde olmasına karşın, MİK değerlerine yakın 3 
µg/ml dozunda da (%22.43) etkin hücre içi miktarı sağlana-
bilmektedir.

Vankomisinle yapılan doz çalışmalarında, CLSI (11) ve 
EUCAST (12) tarafından belirtilen MİK değerlerinin hücre 
içine girebilen miktarın çok üstünde olduğu ve hücre içine 
giren antibiyotiğin çok düşük oranda olduğu tespit edilmiştir. 
Tedavide önemli bir konu da antibiyotiğin doku içindeki kon-
santrasyonudur. O dokuda gelişen infeksiyonun etkeni olan 
mikroorganizma için MİK değerlerindeki antibiyotiğe uzun 
süreli maruz kalması da tedavinin başarısında önemli bir 
faktördür. Tigesiklinin ve vankomisinin akciğer dokusundaki 
birikme miktarları yönünden, tigesiklinin (36 saat) yarılanma 
ömrü vankomisininkinden (4-6 saat) uzundur (15,16). 

KF’li hastalarda tedavilerin yetersiz olması ve alevlenme-
lerin sık olması nedeniyle sık kullanılan antibiyotiklerin far-
makokinetikleri yoğun olarak araştırılmıştır (17). KF’li hasta-
larda antibiyotiklerin dokuda etkin MİK değerlerine ulaşması 
için sağlıklı insanlara kullanılan dozlardan daha yüksek doz-
da kullanılması gerektiği düşünülebilir. Ancak çeşitli antibi-
yotiklerle yapılan çalışmalar çelişkili sonuçlar vermiştir. KF’li 
hastalarda siprofloksasin, trimetoprim-sülfametoksazol, sef-
tazidim ve aminoglikozidlerin farmakokinetikleri değişkenlik 
gösterirken, imipenemin ve vankomisinin farmakokinetiğin-
de herhangi bir değişikliğin olmadığı bildirilmiştir (17,18). 
Burada KF epitelinin değişen yüzey yapısıyla antibiyotiğin 
kimyasal yapısı arasındaki ilişkinin bir rolü olabilir. 

Tigesiklin şimdiye kadar KF’li popülasyonda araştırılma-
mıştır. Tigesiklinin, göreceli olarak düşük serum konsantras-
yonuna karşılık, dağılım hacminin yüksek olması, dokulara 
nispeten yüksek bir penetrasyon göstermesini sağlar. Akci-
ğerde plazmadakinin %300-400 katı konsantrasyonlara ulaşa-
bilmektedir (19). Bronkoskopik olarak yapılan farmakokinetik 
çalışmaları, tigesiklinin 6. saatteki epiteli örten sıvıdaki kon-
santrasyonunun 0.37 + 0.36 mg/lt, alveoler hücre konsantras-
yonunun ise 10.7 + 7.1 mg/lt olduğunu göstermiştir (18,20).

KF hastalarındaki akciğer infeksiyonlarında etkenin bi-
yofilm oluşturma özelliğinin yüksek olmasından dolayı, an-
tibiyotik direncinin katlanarak artması tedavide en önemli 
başarısızlık nedeni olarak değerlendirilmektedir (21,22). Biyo-
film infeksiyonlarında tigesiklinin biyofilm eradikasyonu ve 
biyofilm altındaki mikroorganizmaların öldürülmesinde van-
komisine oranla daha üstün olduğu gösterilmiştir (23). Tige-
siklinin, KF’li hastalarda tanımladığımız bu etkinlikle birlikte 
biyofilm eradike edici etkinliği, tigesiklini düal etkinliğe sahip 
ve KF’li hastalarda seçilmesi gereken bir antibiyotik konumu-
na taşımaktadır. 

Çalışmamızda, tigesiklinin KF ve normal akciğer epiteline 
penetrasyonu vankomisine oranla daha yüksek bulunmuştur. 
KF hastalarında S. aureus gibi Gram-pozitif bakterilerin akci-
ğer epitel hücrelerine adezyonu ve kolonizasyonunu önlemek 
için tigesiklinin vankomisine oranla daha başarılı olacağı ön-
görülebilir. Çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlar, tigesiklinin 
KF hastalarının hayat kalitesini düşüren ve ölüme sebep ola-
bilen infeksiyonların tedavisinde etkin ve başarılı olabileceği-
ni düşündürmektedir. 
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